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Bevezetés

A nemzetkdzi gyogyszerkutatasi trendeknek megfelelden a ’90-es évek masodik felében a
Richter Gedeon Nyrt. gyogyszerkutatdsdban is jelentds valtozast jelentett a kombinatorikus
kémiai és a nagy ateresztoképességii bioldgiai vizsgalatok (HTS) megjelenése, melyhez a Cég
kutatasi stratégiaja és infrastruktaraja is fokozatosan igazodott. Annak ellenére, hogy mar 1999
végétdl a Richter eredeti kutatdsdhoz tartoz6, organoterapidval foglalkoz6 részlegén dolgoztam,
kismolekulas gyogyszerkutatassal csupan 2003 utan, a PhD fokozat megszerzését kdvetéen
kezdtem el foglalkozni. A Cég kutatasi igazgatosaga ebben az idében hatarozott ugy, hogy az
eredeti kutatas egyik fontos kiinduld pontjat jelentd, egyre novekvé molekulabankjanak, illetve
a vezérmolekula optimalizalasi szakaszaban eléallitott vegyiileteiknek a Korai fazisu vizsgalatat
kiboviti ezen vegyiiletek fizikai-kémiai jellemzésével. Ezzel 6sszhangban 2005-t61 kaptam azt
a feladatot, hogy dolgozzak ki olyan fizikai-kémiai modelleket, melyek megfelelnek az ipari
gyogyszerkutatas nemzetkozi elvarasainak és harmonizalnak a Richter Gedeon Nyrt. eredeti
(2005), majd késobb egy kiilonallo szervezeti egység vezetdjeként (2010) kollégaimmal olyan
koltséghatékony, robusztus, elsésorban 96-lyuki mérdtalca (plate) alapt modellek kidolgozasat
kezdtiik el, melyek a Cég eredeti kémiai kutatasanak igényeit szolgaljak ki. Munkank egyik
fokuszaban a vegyiiletek farmakokinetikai viselkedését nagymértékben meghatarozo, a
szervezet fobb belépési kapuihoz illeszkedd, nem sejtes permeabilitast leird rendszerek, az un.
PAMPA (Parallel artificial Membrane Permeability Assay) modellek kialakitasa allt.
Tekintettel arra, hogy a Richter eredeti kutatdsanak fokuszaban a kozponti idegrendszeri
megbetegedések allnak, eldszor a gasztrointesztinalis traktust és vér-agy gatat modellezd
rendszereket allitottuk be. Ezek mellett olyan altalanos, a hatéanyagok fizikai-kémiai
jellemzésére szolgald paraméterek mérésére allitottunk be vizsgélati mddszereket, mint a
vegyiiletek proton-disszociacios folyamatait és lipofilitasat jellemzd, pKa és logP/D értékek, a
kinetikai és termodinamikai vizes oldhatosag, tovabba a fizioldgids vizterekre vonatkozo
kémiai stabilitas.

A fentiekkel Osszhangban, doktori értekezésemben bemutatott munkaimban hatéanyagok,
illetve gyogyszerjelolt vegyliletek fizikai-kémiai jellemzésére szolgald, eszkozigény
szempontjabol kereskedelmi forrasbol konnyen elérhetd és Osszedllithatod, standardizalt
modszereket alkalmaztam, melyek tovabbfejlesztésével ij modelleket dolgoztam ki. A Richter
Gedeon Nyrt. altal biztositott ipari és a kapcsolodd kutatdlaboratdériumi kdrnyezet jelolte ki az
alkalmazott modszerekkel szemben tamasztott elsddlegesen igényeket, ugymint a

koltséghatékonysag, robusztussdg, automatizalhatdosdg és integralhatdsdg, melynek egyik,
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szemléletes példaja a munkam szempontjabol is relevans automatizalt (pl. 96-, 384-lyukt
merdtalcan alapuld) mintakezelés.

Ertekezésemben az elmult nyolc évet felleld, a hatéanyagok fizikai-kémiai jellemzésére
iranyulé kutatasaim harom fObb teriiletét mutatom be. Az elsé teriilet a hatdbanyagok
farmakokinetikai értelemben vett belépési kapukon torténd atjutasanak, illetve egyes
szovetekbe torténd eljutasanak modellezésére iranyult. A kutatasaink alapjaul a Kansy és mtsai
altal kidolgozott, ipari igényeket is kielégitd, passziv gyogyszertranszport folyamatok
elérejelzésére szolgalo, szendvics plate elrendezésit PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) modell szolgalt. Kihasznalva a modell paramétereinek (lipidmembran
Osszetétele, donor és fogado cellak kozegének pH-ja, inkubalasi homérséklet és id6) konnyen
valtoztathato jellegét, négy kiilonb6z6 szovetspecifikus transzportfolyamatot leird modell
finomhangolasaval foglalkoztunk. Vizsgalataink fokuszaban boron keresztiili,S™ szajiiregi
vagy bukkalis felszivodastSP, a kozponti idegrendszeri (CNS: central nervous system) hatas
kifejez6désében fontos, vér-agy gaton (BBB: blood brain barrier) torténé hatéanyag
atjutasatls3l, tovabba a szemészeti készitmények felszivodasa kapcsan elsédleges, szaruhartya
permeabilitasts™  elorejelz6 PAMPA modellek alltak. A PAMPA modell alkalmazasat
kiterjesztettiik az intracellularis, a hatdanyagok specifikus liposzéma 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 foszfolipidozisra (PLD: phospholipidosis) vonatkozo toxicitasi
modellt dolgoztunk ki.[S?>SPél

Kutatdsaink mdsodik teriilete a nagy kémiai diverzitasi, komplex ndvényi kivonatok
vizsgalatara iranyult, ahol az ipari gyogyszerkutatas koltséghatékonysagra vald torekvésének
¢és a természetes forrasbol szdrmazo hatdanyagazonositds iddintervallumanak 6sszehangolédsa
jelentette a legnagyobb kihivast.[S"") Ezen korlatokat szem el6tt tartva, vizsgalatainkban olyan
fizikai-kémiai sziirérendszereket kellett kivalasztanunk, illetve kifejleszteniink, melyek
nemcsak megfeleld szelektivitassal és ateresztoképességgel rendelkeznek, de korszer,
jellemzden nagyhatékonysdgi folyadékkromatografids (HPLC), illetve ahhoz kapcsolt
spektrofotometrias (diddasoros detektor: DAD), szerkezeti informdciot szolgaltato
((nagyfelbontast)-tomegspektroszkopia: (HR)-MS), magneses magrezonancia: NMR)
spektroszkopiai modszerekhez is konnyen kapcsolhatéak. Ennek megfelelden az elséként,
0sszhangban a Richter Gedeon Nyrt. kozponti idegrendszeri (CNS) betegségekre iranyuld
kutatasi stratégiajaval, a korabban kidolgozott PAMPA-BBB modellt BBB-specifikus ndvényi

komponensek azonositasra hasznaltuk. A megfeleld hatékonysdgu és robusztus PAMPA —
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HPLC-MS — NMR analitikai technikak egyiittes, egymast koveté alkalmazasaval egy olyan
sziirési rendszert alakitottunk ki, melynek segitségével diverz kémiai teret lefedd, valtozatos
floragyiijteményen j CNS-specifikus hatéanyagok izolalast és szerkezetazonositasat tudtuk
megoldani.5?® Az igy kialakitott munkahipotézist Ginkgo biloba kivonatok,[™ valamint
novényekbdl izolalhato és félszintetikus BBB-specifikus ekdiszteroidok izolalasara,
analizalasara és gyogyszerkémiai jellemzésére is felhasznaltuk.P1% A ngvényi komponensek
fizikai-kémai értelemben vett szelektiv jellemzését, izolalasat egy masik altalanos
farmakologiai hatasukhoz, antioxidans kapacitasukhoz kapcsoloddan is elvégeztiik.
Vizsgalatainkban a novényi kivonatok kiemelt reduktiv kapacitasaért, illetve szabadgyok
semlegesité képességéért felelés komponenseit, a teljes antioxidans hatas jellemzésére
szolgalo, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) stabil gyok szinkioltasi, illetve egy specifikus,
peroxinitrit gyokanion (ONOQO") semlegesités mérésére szolgdlo ONOO™— pirogallol vords
tesztrenszereket hasznaltuk fel. A novényi kivonatok komplex jellege miatt, a szabadgyok
semlegesitést jellemzd tesztek alkalmazasa esetében is sziikség volt a HPLC kapcsolt
modellrendszer kialakitdsara. A DPPH szinkioltasi rendszer esetében egy mar korabban
kidolgozott modszert vettiink at, mig az ONOO™ — pirogallol vords tesztrendszer esetében
elséként validaltuk a HPLC kapcsolt modellt.5P*1 A HPLC — DPPH és — ONNO™ kapcsolt
modszerek segitségével, egyes esetekben kiegészitve ezeket in vivo és in vitro
gyulladascsokkentd ¢és fajdalomcsillapitdé hatasra specifikus tesztekkel, az Oxybaphus
nyctagineus (kisviraga csodatélesér),lSPH Salvia miltiorrhiza (vorosgyokert zsalya),57*2 az
Artemisia gmelinii (nyéarifenyé, @rém nemzetség)!SP*¥l és a  Corylus (mogyord)
novénynemzetséglSF14-SP11 kivonatainak aktiv komponenseit jellemeztiik, azonositottuk, illetve
tobb esetben a novények fitokémiai dsszetételét is pontositottuk.

A harmadik teriileten vizsgalataink a hatéanyagok, illetve makromolekuldk sav-bazis
karakterének jellemzésére iranyultak, melyek szelektiv komplexképzé sajatsaguk révén
segithetik a gyogyszerszerii vegyiiletek enantioszelektiv  elvalasztasat, izolalasat
(koronaéterek), illetve javithatjdk azok oldhatosagat, felszivodasat és stabilitasat
(ciklodextrinek) a fiziologiasan fontos vizterekben vagy tarolasuk soran. Tekintettel arra, hogy
a gyogyszervegyiiletek ionizacids sajatsdgdnak ismerete szerves kémiai (pl. reakcid
mechanizmus értelmezése), analitikai (HPLC elvalasztasi moddszer kidolgozasa),
farmakokinetikai (fiziologias vizterekben valod oldhatosag, felszivodas) és farmakodinamias
(pl. ionos kolcsonhatasok kialakitasa fehérjékkel) szempontbol is meghatarozo, a hatdéanyagok
proton-disszociacios folyamatainak jellemzése, mérése, illetve szamitasos modszerekkel

torténd eldrejelzése kiemelten fontos a gydgyszerkutatdsban. A vegyliletek sav-bazis
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karakterének jellemzésére az ionizacids allando, vagy pKa érték az altalanosan elfogadott
paraméter. Tekintettel a pKa érték korai fazisu gyogyszerkutatasban, illetve a
vegyiiletkonyvtarak fizikai-kémiai jellemzésében vald kiemelt jelentdségére, a pKa értéket
elérejelz6 programcsomagok becslési josaganak vizsgalatat kiilonosen fontosnak tartottuk.
Ezzel Osszhangban kiilonb6zo szamitdsos modszereken alapuld, a gyogyszerkutatdsban

altalanosan hasznalt szoftvereket hasonlitottam 6ssze, korabban kozolt Gold Standard,[SP16]

illetve sajat mérések alapjan, a Richter bels6 adatkészletének felhasznalasaval.[SP17SP18:SPI9T A
cél az egyes programcsomagok specifikus, illetve a tobb becslési algoritmusra is érzékeny
vegyllettipusok azonositdsa volt, ami a felhasznaloi kozosségnek a megfeleld szoftver
kivalasztasaban, a fejlesztoknek pedig, a hibak javitasaban tud segitséget nyuajtani. A
koronaéterek proton-disszociacios folyamatainak vizsgalatat, kiralis szelektorként,SP20]
valamint organo-B5724 &s fazistranszferlSP?2SP2%1 katalizatorként torténé felhasznalasa kapcsan
végeztem, melyek gyogyszerkutatasi vonatkozasa a napi gyakorlatban el6forduld kiralis
elvalasztas és a szelektiv reakcidvezetés, illetve a hatébanyagokban is megjelend, Gsszetett
kondenzalt gylriben megjelend ionizdlhatd atomcsoportok megismerése voltak.
Vizsgalatainkban az ionizélhatdé koronaéterek proton-disszocidciés sajatsagdnak és
kismolekulas szerves vegyiiletekkel vald kdlcsonhatasanak osszefiiggéseit igyekeztiink feltarni,
azonositani. A témakorbe esé utols6 munkankban, a formuléacios segédanyagként altalanosan
alkalmazott ciklodextrinek és ionizalhatd gyogyszerjelolt vegyiiletek kozott kialakuld
komplexeket vizsgaltuk vendégmolekuldk proton-disszociacios —sajatsagan keresztiil.
Kihasznalva a vegyiiletek ciklodextrinek hatasara vizes rendszerben torténd pKa, illetve oktanol
— viz megoszlasi rendszerben torténé logP értékeinek karakterisztikus valtozasat, egy
tovabbfejlesztett, kozepes ateresztoképességli modellt alakitottunk ki hatéanyag —
ciklodextrinek komplex stabilitasi allandojanak meghatarozasara.[SP24

Doktori értekezésem elkészitése soran tartozkodtam az alkalmazott moédszerek részletes
bemutatasatol, igyekeztem az elért eredményeket és a beldliik levonhatd Osszefiiggéseket
Osszefoglalni. Figyelembe véve, hogy az eredmények értelmezéséhez egyes esetekben
sziikséges lehet a kapcsolodo kisérleti metodikak és mérési adatok ismerete, a kézirat alapjaul
szolgald 24 kozleményt kiilonallo mellékletként csatoltam a disszertacidhoz. Az egyes tartalmi
elemek attekintését, megtalalasat a hozzatartozo kozlemény adott elemének (4bra, tablazat,
szovegrész sorszam, illetve a vegyliletek kéziratokhoz kapcsolédd szamozas) pontos

megadasaval igyekeztem segiteni. Ennek jegyében az értekezésemben megjelend vegyiiletek

szamozasa sem folytonos, hanem igazodik az eredeti publikaciokban hasznalt szamozasokkal.
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1. In vitro nem sejtes permeabilitasi modellek kialakitasa, fejlesztése

1.1 A gyégyszerfelszivodas és eloszlas fizikai-kémiai leirasa és modellezése
Gyogyszerkémiai szempontbdl az egyik legrégebben vizsgalt és modellezett folyamat a
hatéanyagok felszivodasahoz, szervezetben vald eloszlasdhoz, illetve a célszervbe, szoveti
sejtekbe torténd eljutdsahoz kothetd. A gyogyszerek fizikai-kémiai sajatsaga és in vivo hatasa
kozotti kapcsolat leirasanal elsdként a vegyiiletek lipofilitasanak/lipid oldékonysaganak
szerepére mutattak rd. A hatdéanyagok biologiai hatdsa ¢s lipid oldékonysaga kozotti
osszefiiggésre Meyer (1899)12 és Overton (1901)F! hivtak fel elséként a figyelmet. Ezt
kovetden Gaudette és Brodie (1959)[4 bizonyitotta be, hogy a hatéanyagok lipofilitasanak
jellemzése, szerves oldoszer — viz rendszerekben bedlld egyensulyi megoszlason keresztiil
alkalmas farmakokinetikai folyamatok modellezésére. Hansch és Fujita (1964),1 illetve Leo,
Hansch és Elkins (1971) 6sszefoglaldo munkai alapjan a megoszlasi rendszerek koziil
sz¢leskorl gyogyszerkémiai alkalmazésra, az oktanol — viz, mint &ltaldnos megoszlasi rendszer
terjedt el végiil. A gyakorlatban a vegyliletek lipofilitasa, illetve valédi megoszlasi hanyadosa
(logPow vagy logPow™) Nernst definiciéja alapjan, a vegyiilet azonos molekularis (sziikebb
értelemben semleges) formaban torténé megoszlasat jelenti az oktanol — viz rendszerben.
Annak ellenére, hogy a gyogyszerkutatasban a farmakokinetikai, illetve az elmult években mar
egyes toxikologiai folyamatok eldrejelzésére is az egyik legszélesebb korben alkalmazott
paraméter a logPow, az elmult évtizedekben szamos egyéb szerves oldoszer — (pl. ciklohexan, [’}
PGDP: propilénglikol dipelargonat,’® illetve nemizotrép, liposzomal® — viz megoszlasi
rendszer alkalmazasara tettek javaslatot. Ennek oka, hogy a biologiai membranokat alkotd
egyes lipidkomponensek (foszfolipidek, koleszterin, stb.) és a gyogyszervegyiiletek kozott
kialakul6 kolcsonhatasok messze tilmutatnak a Klasszikus oktanol — viz megoszlasi rendszer
oktanol komponensével kialakulé lipofil-lipofil, illetve gyenge H-hidas kdlcsonhatasokon. Ez
utobbi kolesonhatas a fiziologias kozegeket jobban leird lipdszoma — viz rendszerben biztositja
a hatéanyag €s a bioldgiai membranok kozott kiterjedt amfiprotikus, proton donor €s akceptor,
valamint ionos kdlcsonhatasok kialakulasat is.*% A gy6gyszerek biohasznosulasat, a fentiekben
bemutatott 4ltaldnos fizikai-kémiai leirdsa mellett, kiegészitve a farmakokinetikai szempontbol
fontos kompartmentekben kialakul6 oldhatosagi sajatsaggal, a hatdanyagok gasztrointesztinalis
traktus epitéliuman (bélhamsejt), illetve az egyes szovetek endotél (pl. a vér-agy gat) sejtjeinek
lipid kettsrétegén torténd atjutasa hatarozza meg. A folyamatot leird fizikai-kémiai paraméter
a permeabilitds, amely altalanosan egy vegyllet lipidmembran kettdsrétegen torténd
atjutdsanak sebességét adja meg. A permeabilitds in vitro modellezése alapvetden

sejt/szovetpreparatumok, illetve nem sejtes mesterséges lipidmembranok felhasznalasaval
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valosul meg. Az in vivo folyamatokhoz képest a nem sejtes rendszerekben csak a passziv
(transz-, illetve paracellularis) transzport, mig a sejtes, ex Vvivo rendszerekben az aktiv
transzport, endocitozis és metabolikus folyamatok is végbemehetnek. Doktori értekezésem ide
vonatkozo részeiben a nem sejtes permeabilitasi modellekkel foglalkoztam, ezért a

tovabbiakban csak ezen modellek bemutatasara szoritkozom.

1.2. Az in vitro nem sejtes modellek kialakulasa, fejlesztésének iranya

A gyogyszerek és gyogyszerjelolt vegyiiletek farmakokinetikai szempontbol fontos
kompartmentek kozott végmend transzportfolyamatainak eldrejelzésére altalanosan elfogadott
nem sejtes modell a Kansy és mtsai altal 1998-ban leirt PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) modell.ll A PAMPA egy nagy ateresztéképességii, két 96-lyuku

mér6talcabol (plate) allod, szendvics elrendezésti modellrendszer (1. abra).

96 lyukii szendvics / \
mérotilca N Passziv transzport
/ Donor cella

Puffer oldat (pH 2 — 7,4),
Hat6anyag torzsoldata
(DMSO)

Szovetspecifikus
lipid membran

Fogado cella
\\ Puffer oldat (pH7,4)

1. abra A szendvics elrendezésti PAMPA rendszer felépitése (Merck Millipore)

A felsd talca, vagyis a donor oldal aljan apolaros olddszerek hatdsdra nedvesedé6 PVDF
(polivinilidinén-difluorid), polikarbonat, vagy ritkabban teflon mikrosziir6 (0,4 um) talalhato,
mig a fogado oldal, egy a donor mérdlemez geometriajanak megfeleld (a donor és fogado talca
cellai egymasba csuszva zarddnak) szintén 96-lyuktt mérétalca. A mesterséges lipidmembran a
donor mérdtalcan keriil kialakitdsra, oly moddon, hogy a kiilonboz6 lipideket/membran
komponenseket szerves parafinokban (pl. dodekanban) oldjak, majd az oldatot a mérétalca
szirdmembranjara, kis térfogatban (3—5 pl), vékony rétegben viszik fel. A vizsgalando
vegyiiletek szilard formajanak, illetve dimetilszulfoxiddal (DMSQO) készitett térzsoldatanak és
a modellezni kivant apikalis kompartmenttel (gyomor, vékony-, illetve vastagbél, vér) azonos
pH értéki (2,0; 6,5; 7,4) vizes puffernek a felhasznalasaval oldatot készitenek. Ez a hatdanyagra

crer

fogadd mérétalcaba altalanossagban az intracelullaris kozegnek megfelelé pH 7,4-es puffert
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tesznek. Attol fiiggéen, hogy a donor és a fogado oldali koézegek pH-ja megegyezik-e
beszélhetiink izo-, illetve gradiens pH elrendezésti rendszerekrél. A két mérétalca egymasba
illesztését kovetden a hatdbanyag a donor mérdtalca egyes cellaibol passziv transzporttal juthat
at a hozza tartoz6 fogado oldali mérétalca cellaiba. Az inkubacios id6 elteltével a vizsgalandd
vegyllet penetracidés készségét, a donor és akceptor oldalon kialakult koncentraciok
meghatarozasan (UV spektrofotométer, LC/DAD/MS) Kkeresztiil effektiv permeabilitassal (Pe)
jellemzik. A permabilitasi folyamat masik fontos paramétere a membranretencio (MR), ami a
mesterséges lipidmembran altal megkotott hatdanyaghdnyadot fejezi ki. E két paramétert

kifejezd egyenlet az alabbiakban lathato:

p, = -2303  (VaVp) lg [1 _( Va+Vp )_(CD(t))]; [%] (1)

"~ A(t-tss) (Va+Vp) (1-MR)-Vp/) \cp(0)

_ _Cp(t)  Valal®)
MR = (1 s — e (0)) (2), ahol

Va és Vp: a donor és fogado oldal térfogata, A: sziirdmembran feliilete, Ca és Cp: a donor (D)
¢és fogado (A) oldalon kialakulo hatdanyag koncentracio, t: az inkubacios ido, zss: @ mesterséges
membran telitddési ideje a vizsgalt molekuldval.

A PAMPA rendszer az elmult 15 évben jelent6s fejlédésen ment at. A modell fejlesztésének
iranya a harom konnyen valtoztathatdé paraméterével, a mesterséges membrannal, a donor ¢€s
fogado cellak kozegének pH értékeivel és a kozeghez adott segédanyagok alkalmazdsaval,
illetve az inkubdlds koriilményeivel kothetd Ossze. Igy a membranrendszer fejlesztése az
egyszerii oldoszer membranokbol kiindulva,i*!l a monolipid membranokon keresztiil,[*?l az
osszetett szovetspecifikus lipidmembranok™1*4l alkalmazasa felé haladt. Ezen talmenden a
membranrendszer optimalizalasa soran az eltéré lipid koncentracio és lipid oldat térfogat
alkalmazasara is van példa.[*¥] A pufferrendszer pH értékének és sszetételének valtoztatasa is
a fizioldgias szempontbol relevans koriilmények modellezésére iranyult. A donor és fogadd
oldalon azonos pH-ju kozegek (izo-pH) alkalmazasa mellett, a gasztrointesztinalis traktus és az
intracellularis  tér, illetve a szisztémas keringés kozott fennallo pH  gradiens
(pH 3-6,5-10 — pH 7,4) beallitasara is szamos példa talalhato az irodalomban. Lehet6ség van
a vegyiiletek plazma fehérjékhez (szérumalbumin és ai-savas glikoprotein) kotddésének
modellezésére is.*! A fogadd oldalon jelenlévé plazmafehérje csokkenti a szabad
hat6anyaghényadot, ezaltal fokozza a koncentracid gradienst. Rossz oldhatosagu vegyiileteknél
koszolvensek (pl. DMSO, acetonitril), illetve gyogyszerformulaciok vizsgalatanal oldodast
segitd segédanyagok alkalmazasara is lehetség nyilik.[* A fogado cella kevertetése, illetve
razatasal’® a membran nem-kevert hatarrétegének csokkentésén keresztiil a véraram hatasat

modellezi. Az inkubéacids hémérséklet emelése és az idétartam csokkentésel'™ a fiziologias
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koriilményekkel vald jobb egyezést, az egyensuly gyorsabb beallasat és igy a modell
ciklusidejének lerdviditését eredményezi. Osszességében a PAMPA rendszerrel jol
reprodukalhatdé modon, megbizhatéan, viszonylag alacsony koltségen és nagy kapacitassal
nagyszamu vegyiilet (32 vegyiilet/mérdtalca rendszer 3 parhuzamos mellett) permeabilitasat
tudjuk meghatarozni. Hatranya, hogy jelenleg csak passziv transzportfolyamatok
modellezésére alkalmas konstrukciok érhetoek el.

A PAMPA modellrendszer fentieckben bemutatott valtoztathaté paramétereit kihasznalva
kutatomunkam egyik f6 irdnya az 1) szovetspecifikus mesterséges membranok
bevezetése, ST SP jlletve a donor és fogadd celldk pH-janak valtoztatisaval a hatdanyagok

sejten beliili transzportjanak!>™® modellezése voltak.

1.3. Bér-specifikus PAMPA modell fejlesztéselSPH]

1.3.1. Bér-specifikus ex vivo membran és permeabilitas modellek

A bbron keresztiili hatdéanyagtranszport elsédleges belépési kapuja a stratum corneum, melynek
elhalt, elszarusodott korneocitain keresztiil erdteljesen gatolt a penetracio. Igy a
hatéanyagoknak jellemzden a sejtek kozotti lipid rétegen kell atdiffundalniuk. A lipidréteg
szerkezete harom 6 komponensbdl, ceramid szarmazékokbol, koleszterinbdl, valamint szabad
zsirsavakbol épiil fel.*8! A lipidek a korneocitak felszinével parhuzamos, tobb rétegii, lamellaris
szerkezetet alkotnak, melyben a molekulak elhelyezkedése szigoru rendszert kovet. Ebben a
kiilonleges szerkezetben a komponensek hidrofil fejesoportjai féképp H-hidas kdlcsénhatasok
révén egymashoz kozel keriilnek, mig a hossza apolaros lancok Van der Waals-féle erék révén
rendezddnek Ossze, ami a lamellaris rendszerben az eltérd vastagsagu hidrofil és lipofil régiok
valtakozasat eredményezi.l'¥) A stratum corneum sajatos szerkezeti felépitésébol (2. abra)
kovetkezik, hogy tulajdonsagai jelent6sen eltérnek mas, foként foszfolipidet tartalmazo, a
gyogyszerfelszivodas és eloszlas szempontjabdl fontos transzport membranétol.

A boron keresztiili penetracié modellezésére foként izolalt human és allati bormembranokat
alkalmaznak. Az ilyen ex vivo vizsgalatokhoz hasznalhat6 kadaver bér, de plasztikai miitétek
soran kimetszett bér alkalmazasara is van példa.”) Figyelembe véve, hogy a fiziologias
koriilmények kozott felszivodd molekula nem minden esetben jut 4t a teljes dermiszen, hisz a
mikrokeringés elszallithatja, hasznalhatd Un. dermatomizalt bor is. Ehhez egy specidlis,
dermatomizacios technikaval torténd kimetszéssel jutnak, ami a stratum corneumon és az
epidermiszen kiviil a dermisznek csak egy részét tartalmazd bor metszetet eredményez (400 -

500 um vastag). A dermisz teljes eltavolitasara ismert modszerek koziil foként a hd -szeparacids

eljarast alkalmazzak, Y mellyel mindéssze 20-200 um vastagsagt epidermisz preparalhato.
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modellezésére a vertikalis Franz diffiiziés cella alkalmazasa az elfogadott.??l A donor és a

fogadd fazist egy mesterséges, illetve allati vagy human membran vélasztja el egymastol.

Fogadoé oldalon 37 °C-ra termosztalt foszfat pufferrel (PBS, pH 7,4) alakitjak ki a szisztémas

keringés kortilményeit (3. abra).

hatéanyag

donor cella

|
3
£

ex vivo membran

N

—
mintavevo csonk

™

termosztalo
kopeny
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3. abra Franz diffuzios cella elrendezése

A membranon négyzetcentiméterenként atjuté kumulativ hatbanyag mennyiség (Q) az id6

fliggvényében abrazolhato, melybdl meghatarozhatok a kiillonboz6é penetracios paraméterek.
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Az 1d0 és az atjutott anyag mennyiségének kapcsolata tobb periodusban is megadhatd. Az igy
kapott gorbe két fontosabb paramétere: (a) a lag time (ziag), ami a hatéanyag borrel torténd elsd
érintkezésétdl a diffuizios egyensuly (steady state flux: J) eléréséig eltelt id6t fejezi ki. Ezt az
értéket a gorbe egyenes szakaszanak az abszcissza tengellyel valé metszéspontja adja. (b) J az
abszorpcio sebességét, fluxusat jellemzi egységnyi feliileten, mely a gorbe egyenes
szakaszanak meredekségébdl hatarozhatdo meg. A permeabilitasi koefficiens (Kp) Fick 1.
torvenye alapjan a diffuzios sebesség és a donor cellaban alkalmazott hatéanyag koncentracio
(Cy) segitségével adhatd meg a kovetkezd modon: Ky = J/Cq.[2]

1.3.2. Ex vivo bérpenetraciés adatok gyiijtése

Az irodalomban talalhat6 Franz diffazids cellaval végzett bor-permeabilitasi adatok megadasa
jelentdsen eltérd protokoll mellett tortént, ezért a kiilonbdzd laboratoriumokbdl szarmazéd
eredményeket nem lehet dsszehasonlitani. Ennek kdszonhetden kevés olyan adatkészlet allt
rendelkezésiinkre, amely nagyszamt, szerkezetileg heterogén vegylilet standardizalt
koriilmények kozott mért huméan boér-permedbilitds adatait tartalmazza. Ennek megoldaséara
kutatocsoportunk a Teresa Garrigues dltal vezetett munkacsoportot (University of Valencia)
kérte fel hét vegyiilet (diklofendk, furoszemid, naproxen, paracetamol, pefloxacin, teofillin és
verapamil) standardizalt, human boéron keresztiili in vitro permedbilitdsanak meghatarozasara.
A mérés kaukazusi rasszba tartozo nok hasardl izolalt, h6-szeparalt epidermiszen végezték.
Modellfejlesztéshez az altaluk szolgaltatott adatkészletet hasznaltuk (/. adatbazis: SP1 Table
2). Vizsgalatainkban még tovabbi két adatbazist hasznaltunk fel. A 2. adatbdzis adatait (SP1
Table 3) Lee és mitsai 4ltal 2010-ben publikalt,?’l néi hatrol szarmazoé ,,dermatomed”
technikaval elékészitett boron végzett, 40 vegyiilet vizsgalatabol valasztottuk ki, melynek
eredményeképpen 15 gyogyszer adataival boviilt a fejlesztésre hasznalhato adatkészlet (ld.
késébb 5. abran). Az ex vivo adatheterogenitas hatasat a kifejlesztett PAMPA rendszerre a 3.
adatbdzisban (SP1 Table 4) 6sszefoglalt adatok felhasznalasaval vizsgaltuk.[?®! Az adatbazisba
Osszesen 22 hatbanyagot valogattunk be, melyek koziil a penetraciot 13 esetben epidermis, négy
esetben stratum corneum és ot esetben teljes bor felhasznalasaval hataroztak meg. Az ex vivo
rendszerek inkubacids koriilményei is meglehetdsen valtozatosak voltak. Az inkubécids

hémérséklet 25—39 °C, az alkalmazott pufferek pH értéke 2,88—7,94 kozott valtozott.

1.3.3. Bér-PAMPA modell felépitése
A permeabilitas mérések az 1. abran bemutatott 96-lyukic PAMPA szendvics mérétalcas

rendszeren torténtek. Az inkubacios id6 leteltét kovetden a donor és fogado cellakban kialakulo
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hatéanyag koncentraciot mérétalca olvaso spektrofotométer (UV-plate reader) felhasznalasaval
230 és 500 nm kozott mért elnyelési spektrumok alapjan hatdroztuk meg. A mérés
szobahémérsékleten zajlott (25 + 0,5 °C), a donor és fogadd oldal kdzegének pH érteke 7,4
volt. A vizsgalatokban az inkubaciés id6 a fogadd oldal kevertetése mellett 4 h, kevertetése
nélkiil 24—40 h volt, a vegyiiletek permeabilitasatol fliggéen. A mesterséges modellmembran
kialakitdsa a stratum corneum kémiai Osszetétele alapjan tortént, igy koleszterin ¢és
szarmazékai, zsirsavak, valamint ceramid analdg vegyiileteket alkalmazasabol indultunk ki. A
természetes membranalkotd ceramidok magas aruk ¢és instabilitdsuk miatt nagy
ateresztOképességli modellben torténé felhasznalasra nem alkalmasak. Emiatt természetes
lipidet, a Takdcsné Novik Krisztina professzor asszony vezetette kutatocsoport (Semmelweis
Egyetem) altal eléallitott vegyiiletcsoporttal, certramidokkal helyettesitettiik.[?8! A certramidok
a borkdsav hosszu alifas aminokkal amidalt szarmazékai, melyekbdl tiz kiilonb6zd szerkezetii
szarmaz¢ék eldallitisa valosult meg. Az optimdlis mesterséges membran 0Osszetételének
azonositasa a 4. abran bemutatott eltéré alkil oldallanchosszisagu certramid szarmazékokkal,
illetve eltérdé certramid:koleszterin:sztearinsav arany mellett tortént. Az [. adatbdzis X Vivo
adatait Osszevetve az igy kialakitott PAMPA modellek permeabilitasi adataival a
legmegfelelobbnek a C8—C18-as alkilamid oldallanchossz és az 50:25:25 membrankomponens
arany (4. abra) bizonyultak, ami megfelel fiziologias komponens aranyak. A modellkialakitas
kovetkezd 1épésében a rendszer hidrofil karakterét kellett erdsiteni, mivel a modellvegyiiletek
kozott tobb kisméretil, polaros vegyiiletet (pl.: koffein) is kivalasztottunk, melyek a referencia
ex vivo vizsgalat alapjan képesek atjutni a boron, mint belépési kapun. Ennek érdekében a
lipidrendszer oldasdhoz a PAMPA modellben 4ltalanosan hasznalt dodekant a polarosabb
karakterti szilikon olajra (10 pl) kellett cserélni, ami jobban segiti a viz beépiilését a mesterséges
membranba, igy annak hidrofil jellegét fokozza. A modell paramétereinek beallitasa soran az
igy kialakitott mesterséges membrant, illetve PAMPA modellrendszert tekintettiik
optimalisnak, melyet bér-PAMPA-nak (Skin-PAMPA™) neveztiik el.

Certramidok Mesterséges membran dsszetétele
o Certramid Koleszterin Sztearinsav
HO
NH\H R, 8 | 12 16 |18 40 30 30
NH._ ' 50 25 25
HO Ra R, | 8 12 16 18 |12 16 18 | 16 18‘18
60 20 20

4. abra Az alkalmazott certramidok szerkezete és a mesterséges membran komponensek aranyai
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1.3.4. Bor-PAMPA modell Korrelacioja ex vivo human béron mért adatokkal,
robusztussag és reprodukalhatosagi vizsgalatok

A fentiekben bemutatott optimalizalt bér-PAMPA modell eldrejelzé képességét két 1épcsdben
vizsgaltuk. Elsé 1épésben a modellt ugy allitottuk be, hogy a PAMPA donor fazisanak
Osszetétele pontosan megegyezzen az ex Vivo human vizsgalatoknal hasznalt donor fazissal.
Ennek érdekében a donor fazishoz 45% polietilén-glikol 400 (PEG 400) nem-ionos detergenst
adtunk. Osszehasonlitva az azonos kisérleti koriilményeket kapott bor-PAMPA permeabilitési
értékeket az ex vivo human adatokkal (2. adatbdzis) a két modell permeabilitasi adatai jo

egyezést adtak (5. abra).

-2,00 4
logK, = 1,29 logP, + 4,13 ;
-2,50 - R?=0,84 tesztoszteror‘# progeszteron
. 3,00 - koffein
n<. metoprolol
S . ¢ karbamazepin
P4 T nifluminsav
a -3,50 T warfari
= Plroxlkam { T ;fenazon
Q kortikoszteron| ® Y 1
) * verapamil
9 -4,00 - T 1 indometacin
. ' kloramfenikol
hidrokortizor? =
4,50 tfuroszemid
-5,00 T T v :
-2,5 1,5 -0,5 0,5 1,5

logK,, (Franz cella)

5. abra A bOr-PAMPA permeabilitasi értékek és az ex vivo human penetracios adatok linearis

korrelacigja

A modellvizsgalat masodik 1épésében a 3. adatbazissal torténd Osszehasonlitdsa alapjan a
PAMPA modell bor-preparatum tipusra vald érzékenységét mutatta meg. Az adatbazis négy
csoportba sorolt human adatai és a bér-PAMPA membranon kapott eredmények
Osszehasonlitasabol szarmazo korrelaciokat a 1. tablazatban foglaltam 6ssze. A korrelacios
adatok alapjan a bor-PAMPA modell a feljes bérre vonatkozd permeabilitasi tulajdonsagot

modellezi a legjobban, azzal a megkotéssel, hogy az egyes csoportok alacsony vegyiiletszama
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miatt ez a kovetkeztetés statisztikailag nem tekintheté megalapozottnak, csupan kozelitd

becslés.

1. tablazat A bor-PAMPA modellel kapott eredmények Osszevetése a kiilonbozd tipusi bor

preparatumon végzett ex vivo vizsgélatok eredményeivel

Korrelacio, linearis regresszios

Modell Inkubacios
Bor preparatum tipusa Elemszam egyenes paraméterei
tipus hémérséklet
Meredekség R?
A Epidermisz 37°C 7 0,44 0,39
B Epidermisz 26 °C 6 0,91 0,68
C Stratum corneum 25°C 4 0,99 0,78
D Teljes bor 37°C 5 1,95 0,89

A modell robusztussaganak és reprodukalhatdésaganak jellemzésére ismételhetéségi ¢€s
szobahémérsékleten membran stabilitasi vizsgalatokat végeztiink. Az elkészitett bér-PAMPA
membranokat egy heti, illetve egy honapnyi tarolast kovetden is felhasznaltuk a modellben. A
vizsgalatban teljesen megegyez6 koriilmények kozott 21 vegylilet permeabilitasat adtuk meg.
A kapott eredményeket egymas fliggvényében abrazolva az adatok jo egyezést adtak, a linearis
regresszio korrelacios egyiitthatdjanak négyzete (R?) 0,98-nak adodott, és a regresszios egyenes
meredeksége is kozelitette az egységnyi értéket (0,99). Az eredmény alapjan, a membran
szobahdmérsékleten legalabb egy honapig stabilnak, valamint a modszer ismételhetdsége
megfeleldnek mondhato.

Osszefoglalva eredményeinket megallapithatd, hogy az ideélis szénlanchosszi certramid, mint
szintetikus ceramid analog membranalkotoként torténd alkalmazasaval, tovabba a koleszterin
és a sztearinsav aranyanak beéllitasaval kialakitottunk egy az in vitro PAMPA rendszerben jol
alkalmazhaté mesterséges membrant hatéanyagok bor penetraci6 modellezéséhez. A
mesterséges membran oldodasaért felelds, altalanosan alkalmazott dodekan szilikon olajra
torténd cseréjével elértiik, hogy a PAMPA modell mesterséges mebranjanak hidrataltsaga
jobban kozelitse a fiziologias koriilményeket. Osszességében elmondhaté, hogy kialakitottunk
egy olyan robusztus, nagy ateresztoképességii bér-PAMPA modellt, ami az ex vivo human bor
permeabilitasi vizsgalatok eredményét megfeleld josdggal visszaadja, igy az a hatdanyag

kivalasztas és jellemzés eszkdzeként is jol hasznalhato.
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1.4. Szajnyalkahartya-specifikus, bukkalis-PAMPA permeabilitasi modell fejlesztéselSP?]
14.1. Szajnyalkahartyan Kkeresztiili felszivodas és jelentésége mentalis betegségek
kezelésében

A szajnyalkahartyan keresztiili hatdanyagbeviteli ut szamos elénnyel jarhat a szisztémas hatas
elérésére, mivel a bukkalis, illetve szublingvalis szoveteken at a hatéanyag kozvetleniil a vena
cava superior-ba (nagy véna felsé szakasza) jutva kozvetleniil a szisztémas keringésbe jut,
elkeriilve ezzel az els6dleges hepatikus ataramlast és igy a majhoz kotott elsédleges
metabolikus atalakulast. Ez Gsszességében a hatdanyag magasabb vérszintjét eredményezi.[?’]
Emellett kikeriilve ezzel az adagolasi formaval a gasztrointesztinalis traktust, a gyomor- és
bélnyalkahartya pH valtozasaitol, illetve enzimatikus bontd folyamataitdl is mentesithetd a
hatoanyag.l?] Terapias, illetve az adagolasbol kovetkezd nehézségeket is figyelembe véve, a
bukkalis adagoléas egyik 1) felhasznalési teriilete a mentdlis betegségben szenveddk kezelése
lehet. A betegeknek ezekben a korképekben jellemzéen nincs betegségtudatuk, igy sok esetben
a biztos kezelés érdekében az orvosok az invaziv injekciok alkalmazasat valasztjak. A
szajnyalkahartyan azonnal megtapad6 és felszivodo, gyors hatéanyagleadast készitmények
ebben az esetben is jo alternativat nyuajthatnak. A bukkalis adagolas itt felsorolt elényei mellett
azonban fontos, hogy a gyogyszerformula tartozkodasi idejét elnyujtsuk a szajnyalkahartya
feliiletén, illetve figyelembe kell venni, hogy a szajiiregi mukozan keresztiil a nagyobb méretii
molekuldk permeabilitasa jellemzden kedvezdtlenebb. Ennek megoldasara a bukkalis
adagolasti hatéanyagok fejlesztésénél mar korai stadiumban elengedhetetlen a megfeleld,
elnytjtott szajliregi tartozkodast, kontaktidét biztositd polimerek kivalasztasa. A feltételt
kielégité formulacidos segédanyagok egyike, a szajiregi mukédza epitél membranjan

permeabalni képes ciklodextrinek.[?%

1.4.2. Bukkalis adagolasu antipszichotikum formulaciok fejlesztése

A fentiekben bemutatott megfontolasokat figyelembe véve a BME Szerves Kémia és
Technologia Tanszékén Marosi Gyorgy professzor és Nagy Zsombor Kristof adjunktus vezette
kutatocsoporttal célul tiztik ki két antipszichotikum, az aripriprazol és a risperidon
formulalasat szajnyalkahartyan keresztiili felszivodas elérése érdekében. Mind a két vegyiilet
jellemzoen rossz oldhatosagh és jo permeabilitast. A készitmény technologiai fejlesztés célja
hatéanyagok gyors kioldodast formuldjanak kidolgozéasa elektrosztatikus szalképzéssel,
ciklodextrin, citromsav ¢és PEG segédanyagok alkalmazasaval. A formulalt mintak
mindsitésére, a hatéanyagok felszivodasanak, biohasznosuldsanak in vitro vizsgalatara az

elmult 10 évben jelentds fejlddésen atment szimultan kioldodas-felszivodas mérdrendszerek
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valtak elfogadottd.®% A vizsgalt két antipszichotikum formulalt mintdinak vizsgalata a pION
cég uFlux™ berendezésével tortént (6. 4bra). A modellrendszert kifejezetten formulalt mintak
gasztrointersztinalis felszivodas vizsgalatara fejlesztették ki és bar elrendezése, geometriai
paraméterei, a donor és fogado oldal térfogata (20-20 ml), a mesterséges membran fogadasara
alkalmas sziir6 (PVDF) mérete és igy a lipid oldat térfogata (75 ul) eltér, illetve a kioldodas
modellezése miatt a donor és a fogadd oldal fiiggetleniil is kevertethetd, sok tekintetben a
PAMPA rendszer felnagyitott masanak tekinthetd. A formulacidés segédanyagok
Osszetettségébdl adodoan, illetve tekintettel az optimalizalasuk soran keletkez6 nagyszamu
mintara, a direkt pFlux ™ rendszerben torténé modellfejlesztését elvetettiik. A dontésiinket az
is alatamasztotta, hogy a szajliregi mukézan keresztiili felszivodasra mesterséges
membranrendszert még nem dolgoztak ki. Ennek megfeleléen a szajnyalkahartydn keresztiili
felszivodas modellezésére alkalmas mesterséges lipidmembran kifejlesztése a PAMPA
modellrendszeren tortént. Fontos kiemelnem, hogy a kioldodas — permeabilitas vizsgalatokat
az egylittmiikodé kutatocsoport végezte, mig az altalam vezetett kutatdcsoport a bukkalis
felszivodas modellelzéséhez sziikséges, szajnyalkahartya specifikus membran kidolgozasat
végezte a PAMPA modell segitségével. Ennek megfelelden a tovdbbiakban elsdsorban ez

utobbi munka bemutatasara szoritkozom.

 szilas
szondak
y »

Mesterséges
membran

; Fogadd

N  cclla

6. abra pION pFlux™ kioldodas — permeabilas modellrendszere

1.4.3. Modellfejlesztésben felhasznalt ex vivo szajnyalkahartya-penetracios adatok

A szajnyalkahartya sejtes felépitése az oszlopos elrendezési bél epitéliummal szemben
nagyban hasonlit az Gsszetett, tobb rétegben, pikkelyesen felépiilé bér epitéliumhoz. A
szajiiregben a bukkalis epitélium mintegy 50 cm? feliiletdi, vastagsaga 500-600 um.BE A
membran kdzel 50%-a polaros lipidekbdl, foszfolipid és glikozilceramid szarmazékokbdl épiil
fel.B2l A 4llatvilagban mind 6sszetétel, mind felépités tekintetében a sertés szajiiregi mukéza

all legkozelebb az emberéhez. Ennek megfelelden az altalanosan elfogadott ex vivo modellben
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is a sertés szdjnyalkahartya izolatumbol kiindulva végzik a human bukkalis felszivodas
elorejelzését, az 1.3.1. pontban részletesen bemutatott, a bér permeabilitas vizsgalataban
altalanosan elfogadott Franz diffiizios cella segitségével. A modellben a vizsgalt vegyiiletek
permeabilitasi koefficiensének (Kp) megadésa is az ebben a pontban leirtakkal azonos modon
torténik. A vizsgalati rendszerben a donor cella pH 6,8-as puffert tartalmaz, ami megfelel az
emberi nyal atlagos pH értékének. A fogadd oldali kdzeg pH 7,4 értéke megegyezik a
szisztémas keringésével. Az inkubacid 37 °C-on, fél 6ran keresztiil torténik, majd a donor és
fogado cellakban Kialakulé hatoanyag koncentraciot HPLC-DAD/MS kapcsolt technikakkal,
vagy egyszeru spektrofotometrias modszerrel hatarozzak meg. Az in vitro modellfejlesztéshez
Kokate és mtsai éltal kozolt, a fentiekkel azonos sertés szdjiiregi epitélium izolatumon
(vastagsaga: 500+£50 um) végzett ex vivo vizsgalati eredményeket hasznaltuk fel

(SP2 Table 3).[*

1.4.4. Bukkalis-PAMPA modell felépitése

A PAMPA permeabilitas mérés 37 + 0,5°C-on zajlott, a donor (pH 6,8) és fogado (pH 7,4)
mérdtalcakban kialakul6 hatéanyag-koncentraciot 4 ora inkubélasi idét kovetéen HPLC-DAD
technika segitségével hataroztuk meg. A vizsgalt vegyiiletek effektiv permeabilitasat (Pe) az
1.2. pontban megadott (1) és (2) egyenletek segitségével adtuk meg. A modell optimalizalas
soran haromféle mesterséges lipidmembran vizsgélata tortént. A lipidrendszerek olddsdra a mar
korabban, a gasztrointesztindlis (GI) felszivodas modellezésében bevalt olddszert a dodekant
alkalmaztuk, a harom mesterséges membran maga az oldoszer, vagyis a dodekan, a korabban
optimalizalt foszfatidilkolint és koleszterint tartalmazo Gl-specifikus membran és a Squier és

mtsai altal publikaltl®? szajnyalkahartya-specifikus lipidkeverék voltak (2. tablizat).

2. tablazat Bukkalis-PAMPA modellezésnél alkalmazott mesterséges membranok dsszetétele

GI modell Szajnyalkahartya-
Membran alkotok Olddszer membran o o o
lipiddsszetétel specifikus lipidosszetétel?)
(dodekan)

(mg/ml dodekan) (mg/ml dodekan)
foszfatidilkolin - 26,7 8,0
koleszterin - 13,3 10,3
palmitinsav - - 4,0
glikozilceramid - - 6,0
szfingomielin - - 3,3
foszfatidilinozit - - 0,8
foszfatidiletanolamin - - 75
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1.4.5. Bukkalis-PAMPA modell Kkorrelaciéja ex vivo sertés szajnyalakahartyan mért
adatokkal

Az el6z6 két pontban leirtaknak megfeleléen a hatdanyagok, illetve az azokbdl fejlesztett
formulaciok szajnyalkahartyan keresztiili felszivodasat legjobban modellezé dodekan — lipid
keverék azonositasa volt a cél. A referenciaként kivalasztott sertés ex vivo mérési eredményeket
felhasznalva harom kiilonb6zé Osszetételi membrant, onmagaban a dodekéannal, a
gasztrointesztinalis (Gl) epitéliumra kidolgozott lipid — koleszterin keverékkel, illetve sertés
szajnyalkahartyara-specifikus Osszetételti lipidkeverékekkel kialakitott PAMPA modelleket
hasonlitottuk 0Ossze (2. tablazat). Az Osszehasonlitashoz 11 modellvegyiilet PAMPA
modellekben mért logPe értékeit €s az ex vivo kisérletekben meghatarozott logK, értékeit
hasznaltuk fel (SP2 Table 3), melyek koziil a legjobb linearis korrelaciot a dodekan, oldoszer
membranos PAMPA modell adta (R?=0,820, 7. abra). A GI-PAMPA modell esetében a
korrelacio kismértékben (R?=0,797), mig a szajnyalkahartya specifikus-PAMPA modell mar
nagyobb mértékben (R?=0,642) maradt el az oldészer membranos PAMPA rendszertdl.

-7,0
8 logP, = 1,41 logK, + 1,79
g o R? = 0,820 )
g metoprolol
5 60 antipirin
% diltiazem ®
S * naproxen
% -5,5

propranolol .
L:B lidokain . & koffein
g 30 verapamil amitriptilin
-g * bupivakain
o<
EE‘ -4,5
= ® nimeszulid
S -a0
%
o -35
-4,2 -4,4 -4,6 -4,8 -5,0 -5,2 -5,4 -5,6 -5,8 6,0

logK, (ex vivo permeabilitas)

7. abra A dodekan, oldoészer membranos PAMPA permedbilitasi értékek €s az ex vivo sertés szajiiregi

muko6zan mért penetracios adatok linearis korrelacioja

Az eredmények elemzését egy nem-paraméteres, a rangszamkiilonbségek abszolutérték
osszegének modszere (SRD: Sum of Ranking Differences)®¥ segitségével is elvégeztiik. A
proba mindegyik membrandsszetétellel mért mérésen beliil a mért logPe értékek szerint

sorrendbe allitja a vegyiileteket. Az ex vivo mérések eredménye, azaz a logK, szerinti sorrend
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tekinthetd a referencia sorrendnek. Ezt kovetden aszerint, hogy az egyes sorrendek hany ponton
térnek el a referenciatol, rangot kapnak. Ertelemszeriien a legkisebb rangszamkiilonbségii
modell adatai hasonlitanak leginkabb a referencia adatokra. Az dsszevetés eredményeképpen a
dodekan alapu modell 21%, a GI-PAMPA modell 29%, mig a szajnyalkahartya-specifikus
PAMPA rendszer 40 % SRD% értéket ért el (SP2 Fig. 9.).

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a lipidkomponenseket nem tartalmazo, csak
dodekanbol felépiild, oldoszer membran alapt PAMPA modell altal kapott permeabilitasi
adatok hasonlitanak leginkabb az ex vivo referenciaként szolgalé adatokhoz. Igy a bukkalis
felszivodas optimalizalasara, az idealis formulacio kivalasztasara iranyuld kisérletekhez a

tovabbiakban a dodekan alapti, egyoldoszeres bukkalis-PAMPA rendszert hasznaltuk.

1.4.6. Risperidon gyogyszerkészitmények bukkalis-PAMPA vizsgalata

A risperidon gyogyszerformak biohasznosulasanak el6rejelzésére szolgald szimultan
kioldodasi és permeabilitasi vizsgalatok paramétereinek beallitaisahoz, az optimalizalt bukkalis-
PAMPA rendszerben a hatdanyagot tartalmazo készitmények pufferoldatat vagy szuszpenziojat
elovizsgaltuk. Az egyes készitmények hatdéanyagtartalma a PAMPA rendszer Osszeallitasakor
a nulladik idépillanatban a donor oldalon megegyezett, igy elegendé volt csak a fogadd oldalon
kialakulo végkoncentraciok osszehasonlitasa annak eldontésére, hogy melyik készitmény a

legigéretesebb.

—
FN
—

—

H

Hatoéanyagkoncentracio a
fogado oldalon (mg/ml)

Risperidon PVP+HPBCD PVPszial PVP+HPBCD
szal ontott film

8. abra Risperidon készitmények bukkalis-PAMPA modell fogado oldalan kialakulé atlagos hatéanyag
koncentracioja harom parhuzamos mérés mellett (HPBCD: hidroxipropil-p-ciklodextrin, PVP: poli-vinil-
pirrolidon).

A 8. abra alapjan lathatd, hogy mindharom készitmény esetén tobb hatdanyag-molekula jutott
at a bukkalis-PAMPA mesterséges membranjan, mint a tiszta hatéanyagbol. Az eredménybdl

az is kitlinik, hogy a hidroxipropil-p-ciklodextrin (HPBCD) alkalmazasa nagyban javitotta a
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készitményben a hatdanyag permeabilitdsat, tovabba az, hogy az oOnt6tt film formulécio
permeabilitasi eredménye kiemelkedik a készitmények koziil.

A vizsgalatok alapjan kidolgoztunk egy robusztus, nagy ateresztoképességii, egyoldoszeres,
dodekan alapt PAMPA modellt, amely alkalmas ex vivo sertés bukkalis mukézan keresztiili
hatoanyag felszivodas modellezésére. Ezen tuilmenden ramutattunk, hogy a kialakitott bukkalis-
PAMPA modell formuléciok kivalasztasaban, szimultan kioldédas-permeabilitas vizsgalatok

elokészitésében is hasznos eszkoz lehet.

1.5. Vér—agy gat-specifikus, PAMPA-BBB modell fejlesztéselS™]

1.5.1. A vér-agy gat, mint a kozponti idegrendszer belépési kapuja, in vivo és in vitro
modelljei

A vér-agy gat (BBB) a kozponti idegrendszer védelmét szolgdlo dsszetett sejtrendszer, mely a
keresztiili transzportjaban az agyi kapillaris erek falat alkot6 endotél sejteknek kiilondsen fontos
szerepe van (9. abra), felelépitését tekintve eltér a tobbi szovet (pl.: gasztrointesztinalis,
bukkalis, vagy bér) hamsejtjétél. Membranrendszerének rendezettsége nagyobb és az endotél
sejtek kozotti kapcsolatok (tight junction) is sokkal szorosabb illeszkedést mutatnak,
specialisan kapcsolodnak egymassal, kevesebb membrancsatornat tartalmaznak, ezaltal egy

szigortibb kémiai és mechanikai gatrendszert hoznak 1étre.[*°!

Periférias kapillaris epithéliuma Agyi kapillaris epithéliuma (BBB)

. aktiv transzport

paracellularis transzport

lipidoldékony anyagok

plazma
gliasejtek . s lipidoldékony anyagok
as L
¢ tight junction
porus szoros illeszkedésii

sejtkapcsolat

9. abra A periférias és az agyi kapillaris erek epitéliumanak 0sszehasonlitasa

A BBB a sejtmembrant alkotd foszfolipidek dsszetételében is jelentdsen kiillonbozik a tobbi
fiziologias belépési kaputol. A tipcsatorna endotéljének kozel semleges toltési
lipidmembranjahoz képest, a BBB membranja a nagyobb mennyiségben jelenlévd nettd negativ
toltésti foszfatidilszerin, foszfatidilinozitol és foszfatidsav lipidkomponensek miatt egy negativ

toltésfelh6jii gatat hoz l1étre.*®) Ennek koszonhetden, mig az exogén molekuldk legnagyobb
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része, illetve kiemelten a bazikus karakteri hatdanyagok foként passziv transzport utjan jutnak
at a vér-agy gat endotél sejtjein, addig a savas karakterii vegyiiletek szdmara az ezen az
Gtvonalon torténd penetracié erésen gatolt.’1 A vér-agy gaton keresztiil megvalosuld
transzportfolyamatok vizsgalatara in silico, in vitro és in vivo modellek egyarant rendelkezésre
allnak. Az in silico technikak prediktiv ereje jellemz6en csekély. Az in vivo BBB-specifikus
vizsgalatoknak, amit a preklinikai gyakorlatban patkanyokon végeznek, alacsony az

ateresztOképességlk és koltségesek. Az in vivo preklinikai vizsgélatokban a hatéanyagok agyi

rrrrrrrr

illetve annak logaritmizalt értéke, a logBB érték jellemzi. A paraméter meghatarozasara harom
elfogadott megkdzelités is ismert. Az elsd esetben a teljes kinetikai lefutdst vizsgaljak az agyban
¢s a plazmaban (AUCagy/AUCplazma), a masik két esetben egy adott ponthoz, a Cmax értékhez,
vagy a steady state allapothoz kotott hatdéanyag-koncentraciokkal (Cagy/Cplazma)cCmax,steady state
szamolnak. Bar a CNS aktivitas jellemzésére nincs altalanosan elfogadott logBB kiiszobérték,
azonban a rendelkezésre allo gyogyszerkincs CNS-re hatdé vegylileteinek logBB értéke
jellemzéen nagyobb mint -0,5.581 Ez szamértékileg azt jelenti, hogy a teljes plazmara
vonatkoztatott hatéanyagkoncentracio 30 %-a éri el az CNS idegsejtjeit. In vitro sejtes modellek
koziil a gyogyszeriparban széles korben elterjedtek a Caco-2 (human vastagbél karcindma
sejtvonal), MDCK (kutya vese epitél sejtvonal) tesztrendszerek. Ezek elonye, hogy a passziv
transzport mellett az aktiv transzportot is modellezik. Ezaltal a molekula transzportjardl egy
Osszetettebb jellemzést képesek megadni. A sejtvonalak fenntartasa azonban iddigényes, illetve
a modell Osszetettsége miatt, amit foként az aktiv transzport-fehérjék és metabolizald enzimek
jelenléte okoz, az agyi felszivodas jellemzése, illetve a modell automatizalhatosaga
nehézkes.® Alternativ megoldasként a BBB penetracié modellezésében is megjelent a
PAMPA technika alkalmazisa. Az eredeti Kansy és mtsai altal kidolgozott rendszer™
tovabbfejlesztésével eldalld BBB-specifikus, effektiv permeabilitdas mérésére szolgalod
PAMPA-BBB modellt 2003-ban Di és mtsai kozolték.[™*! Az eredeti PAMPA elrendezésben
nem tortént valtozas, mesterséges membranként sertés agyi lipidkivonatot (PBLE: Porcine
polar Brain Lipid Extract) oldottak dodekanban, a donor és fogadd cellakat a fizologias
kozegeknek megfelelden (plazma — idegsejt citoszolja) pH 7,4 pufferrel t6ltotték fel. A modell
optimalizdlasa soran a membranban oldott lipid mennyiségének (0-100 mg/ml) és a lipidoldat
térfogatanak (4-20 pl) hatasat vizsgaltak. A PAMPA rendszer inkubacidja minden esetben
szobahOmeérsékleten, 18 6ran at tortént. Az egyes mesterséges membran Osszeallitasok mellett
kapott effektiv permeabilitasi értékeket Lombardo és mtsai altal kidolgozott in silico logBB

adatokkall*®! vetették dssze, melynek alapjan a 22 mg/ml PBLE koncentracio és 4 ul dodekannal
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kialakitott oldattérfogat mutatkozott idealisnak. Az optimalizalt modellben a mért effektiv
permeabilitas (Pe) — in silico logBB 6sszevetése alapjan a vegyiileteket CNS+ (Pe> 410 cm/s)
és CNS- (Pe < 2:10° % cm/s) kategoriakba soroltak. A kdztes permeabilitasi értéket felvevod
vegylileteket a CNS+/-, bizonytalan kategoriaba osztottak. Az igy kialakitott modell csak a
hatéanyagok osztalyozasara alkalmas, a vegyiiletek logBB szint(i skalazasara és igy finom
szerkezeti valtozasokon keresztiili BBB penetraciora vonatkozé optimalizalasara nem

hasznalhato.

1.5.2. PAMPA-BBB modell fejlesztése, inkubacios paraméterek finomhangolasa

Az 15.1. pontban leirtaknak megfeleloen a BBB-specifikus PAMPA modellfejlesztés
kiindulasi pontjaként a Di és mtsai altal kidolgozott modell szolgalt.'®l A fejlesztés célja egy
olyan PAMPA modell kidolgozasa volt, ami in vivo logBB adatokkal is jo egyezést mutat és
alkalmas lehet vezérmolekula optimalizalasi szakaszban, a kis szerkezeti valtozasokbol ad6do
permeabilitasi kiilonbségek alapjan, az azonos szerkezeti korbe esé vegyliletek BBB
penetracios sajatsag szerinti sorrendjének felallitasara. Ennek megfeleléen a modellfejlesztés
elsé Iépésében a Di és mtsai altal vizsgalt hatéanyagokat, illetve kereskedelmi tuton
beszerezhetd, in vivo logBB adattal rendelkez6 gydgyszermolekulakat gytijtottiink ossze (SP3
Tablel). A kivalasztott 27 diverz szerkezeti korbél szarmazo hatéanyag mind
molekulatomegiikk (Mw: 138-385) és lipofilitasuk (logP: 0,9—4,6), mind in vivo logBB
(-1,3—1,4)B411451 grtgkiik szempontjabol széles tartomanyt, illetve sav-bézis karakteriik alapjan
is széles spektrumot (5 savas, 17 bazikus és 5 neutralis) fedtek le. Tekintettel arra, hogy a
PAMPA modszer csak a vegyiiletek passziv transzportjat modellezi, a referencia hatdbanyagok
kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy agyi felszivodasukat aktiv transzporterek ne
befolyasoljak. Ennek megfelelden irodalmi adatok alapjan a kivalasztott BBB+ hatéanyagok
CNS-be jutasa alapvetden passziv diffuzioval valosul meg. A vizsgalat, illetve a modell
optimalizalas els6 1épéseként a 27 kivalasztott gyogyszer permeabilitasdnak meghatarozasa az
eredeti, Di és mtsai altal kidolgozott PAMPA-BBB modszer szerint tortént. A kapott adatokat
az altaluk javasolt CNS+/CNS- osztalyozas helyett a kapott logPe értékek és a megfeleld in
vivo logBB adatok kozétti linearis korrelacio (R?=0,697) alapjan jellemeztiik. A kapott érték
alapjan a modell prediktiv ereje kdzepesnek volt mondhatd. A modellfejlesztést a tovabbiakban
az 1.2. pontban leirtak szerint, a PAMPA modell valtoztathatdo paramétereinek 1épésenkénti
optimalizalasaval végeztik. A vizsgalatok soran figyelmbe véve, hogy a 96-lyukti mérdtalcas
rendszerben idd- és eszkoztakarékosan 15 fliggetlen + 1 vak minta 3 parhuzamos mellett

mérhetd, a teljes referencia vegyiiletkorbol 15 vegyiiletet valasztottunk ki (SP3 Table 1) azon
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elvek betartasa mellett, amit a teljes vegyiiletkor kivalasztasanal is szem el6tt tartottunk. A
fejlesztés elsddleges szempontja a mérési id6 csokkentése és a fiziologias koriilmények minél
jobb kozelitése volt.

A valtoztathatd paraméterek koziil eloszor az inkubdlasi homérséklet és az ido hatasat
vizsgaltuk. A PAMPA rendszer paramétereinek optimalizalasanal tovabbiakban is az effektiv
permeabilitas (logPe) és az in vivo l0gBB értékek kozotti linearis korrelacié valtozasa volt a
vezérparaméter. A kiindulasi PAMPA-BBB modell (inkubalasi koriilmények: 18 ora,
szobahémérséklet) eldrejelzd képessége (R?=0,557) az inkubalasi idé és hémérséklet
valtozasatol csak kis mértékben fliggott. Bar az in vivo adatokkal a szobahdmérsékleten 4 oras
inkubalas mellett kaptuk a legjobb korrelaciét (R?=0,693), a fiziologias koriilményekre és a
modell gyorsitadsara vald torekvés, illetve a korreladciok kozotti kis eltérés miatt, a tovabbi
modell optimalizalasi 1épések 4 érds, 37 °C-on torténd inkubdcié mellett torténtek (R?=0,580).
A mesterséges PAMPA membrdn oldoszer térfogatdanak vizsgalata soran Carrara és mtsainak
megfigyelésébdl indultunk Kki.*®l Vizsgilataikban a dodekanban, illetve hexan/dodekan
1:1 (VIV) aranyt keverékoldoszerben oldott lipidekbdl allé membran alkalmazéasakor a vizsgalt
vegyiiletek permeabilitasi tulajdonsagaban jelentds kiilonbséget talaltak. A jelenség ebben az
esetben abbol adodik, hogy az illékony oldoszerkomponens, vagyis a hexéan elparolog a
membran feliiletérdl, azaz valdjadban ezzel a vizsgalati modszerrel a lipidmembran dodekan
mennyiségét, vagyis az oldoszerkomponens térfogatat lehet valtoztatni. Ertelemszeriien a hexan
aranyanak novelésével csokkenni fog a mesterséges membran oldoszer, azaz dodekan tartalma,
de egyuttal a membran Gssztérfogata és ezzel egyiitt a vastagsaga is. Carrara és mtsai a hexan—
dodekan elegy aranyanak hatasat a PAMPA permeabilitas és BBB-specifikus permeabilitas
Osszefliggése kozott részletesen nem vizsgaltak, igy a kovetkez6 1épésben munkank ennek
feltarasara iranyult. Fentiek alapjan a mesterséges membran oldoszer-mennyiségének hatasat a
kivélasztott 15 referencia vegylileten, a kiilonb6z6 hexan — dodekan ardnyu elegyeiben oldott
szovetspecifikus PBLE-t alkalmazasa mellett vizsgaltuk. A modellbeallitasok értékelése ebben
az esetben is a logPe értékek €s az in vivo logBB adatok kozotti linedris korrelacio, tovabba a
mar 1.4.5. pontban bemutatott nem-paraméteres SRD modszer segitségével tortént. A
3. tablazatban bemutatott eredmények alapjan elmondhat6, hogy a PAMPA-BBB modell
elorejelzd képessége, mind a korrelaciot, mind az SRD% értékeket figyelembe véve, a
hexan/dodekan 3:1 (V/V) aranyu lipidoldoszer-0sszetétel alkalmazasa mellett a legjobb. A
kovetkezd 1épésben a mesterséges membran két komponensének a PBLE mesterséges
membranban vald koncentracidjanak (0—10 m/V%: mg PBLE/ ul dodekan - 100) és a dodekan

térfogatanak (1,25—5 pl) permeabilitasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk részletesen.
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3. tablazat A membran olddszer 6sszetételének hatasa a PAMPA-BBB modell eldrejelzo képességére

hexan/dodekan arany (V/V) R? SRD(%0)*#
1:0 0,185 56
3:1 0,893 18
1:1 0,614 48
1:3 0,474 42
0:1 0,599 34

N = 15; n = 3 parhuzamos mérés alapjan; * SRD, sum of ranking differences

Az eredmények alapjan (4. tablazat) a logP. — logBB kozotti korrelaciokat figyelembe véve
atlagosan a kisebb dodekan mennyiségek mellett kaptunk nagyobb R? értékeket, az optimalis
membrandsszetétel a 10 m/V% PBLE — 1,25 ul dodekan mellett volt azonosithatd. Az eredmény
alapjan megallapithato, hogy a kis dodekan mennyiség és nagy PBLE koncentracio egyiittesen

segitik a mesterséges lipidmembran BBB specificitdsanak kifejezddését.

4. tablazat A membran Osszetétel hatasa a PAMPA-BBB modell el6rejelz6 képességére (N=15, n=3)

PBLE (m/V %)* R? (logPe — logBB kozotti linearis korrelacio)
10 0,893 0,670 0,276 0,336 0,597
8 0,804 0,465 0,489 0,058 0,497
6 0,829 0,679 0,532 0,623 0,552
4 0,724 0,762 0,685 0,474 0,542
2 0,659 0,766 0,632 0,737 0,796
0 0,607 0,602 0,520 0,579 0,551
dodekan (pl) 1,25 2 3 4 5

*m/V % = mg/ml-100, pl. 2ul 8 m/V % esetében 16 mg PBLE-t oldottunk 200 ul dodekanban (SP3 2.3.1 pont).

Abbdl kiindulva, hogy a human CNS koleszterin tartalma (23 mg/g) atlagosan magasabb, mint
mas szoveteké,*"l a koleszterin mennyiségének hatdsdt a mesterséges membran permeabiltési
viszonyainak valtozasara szintén részletesen vizsgaltuk. Korabbi modellfejlesztési
tapasztalataink alapjan, illetve a koleszterin dodekanban valo oldhatdsagi korlatja miatt, a
az eredeti 5 pl dodekan, mind a hexan/dodekan 3:1 (V/V) aranyu oldoszer rendszer mellett
vizsgaltuk. A logPe — logBB értékek kozotti linearis korrelacio és SRD paraméterek valtozasa
alapjan megallapithato (5. tablazat), hogy a két oldoszerrendszerben a koleszterinnek éppen

ellentétes hatasa van a PAMPA modell BBB-specifikus jellegére.
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5. tablazat A modellmembran koleszterin tartalmanak hatasa a PAMPA-BBB modell el6rejelzo

képességére
Lipid rendszer Lipid rendszer
26,67 mg/ml PBLE dodekanban 106,67 mg/ml PBLE hexan/dodekan 3:1 elegyében
(5 pl dodekan) (1,25 pl dodekan)
Koleszterin mennyiség R? SRD Koleszterin mennyiség R? SRD
mg/ml (%)* mg/ml (%)*
0 0,599 34 0 0,893 18
3,33 0,599 38 13,33 0,854 24
6,66 0,651 28 26,67 0,856 24
10,00 0,622 34 40,00 0,802 22
13,33 0,723 26 53,33 0,812 24
16,67 0,757 22 66,67 (nem oldhat) -

N = 15; n=6 parhuzamos mérés alapjan. *SRD: sum of ranking differences

alkalmazasa mellett a koleszterin mennyiségének novelése javitotta a modell logBB el6rejelzd
képességét, addig a kisebb dodekan mennyiség (nagyobb PBLE konctracio) mellett a novekvo
koleszterin koncentracié a BBB-specifikus jelleg csokkenését eredményezte.

Az eredmények alapjan, torekedve a PAMPA-BBB modell elérejelzd képességének,
koltséghatékonysaganak novelésére ¢és a mesterséges membran  Osszeallitdsanak
egyszeriisitésére, az optimalis mesterséges lipidmembran Osszeallitas a koleszterinmentes,
106,67 mg/ml PBLE, 1,25 ul dodekan (5 pl hexan/dodekan 3:1 aranyu elegye) rendszer volt.
Bar a doktori értekezés keretein tilmutat a két oldoszer rendszer részletes bemutatdsa, a
kés6bbi, novényi extraktumok PAMPA-BBB modellen végzett vizsgalatai miatt fontos
megjegyezni, hogy az eredmények ellenére mind a két oldészer mennyiség mellett kapott
optimalis membran beallitaisnak (dodekan — 16,67 mg/ml koleszterin; hexan/dodekan —
0 mg/ml koleszterin) van gyakorlati felhasznalas szempontjabdl elénye. Ennek oka, hogy a két
modellt 6sszehasonlitva nagyobb dodekan mennyiség mellett atlagosan kisebb a vegyiiletek
effektiv permeabilitasa, azaz fokozottabb a membran BBB-specifikus visszatartasa és sziird
jellege, mint a hexan/dodekan 3:1 aranyu oldészer mellett. Ebbdl fakadoan az olyan dsszetett,
tobb komponensii rendszerek, mint a novényi extraktumok esetében a BBB permedbilis
komponensek azonositasa, elkiilonitése a BBB- komponensektdl hatékonyabb lehet a nagyobb
dodekan tartalmit PAMPA modell segitsével.
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1.5.3. Az oldhatosag javitasa, a segédoldoszer hatasa a PAMPA-BBB modellben

Az elmult 20 évben a gyogyszerkutatdsban és ezen beliil kiemelten a CNS-t célzo terdpias
teriileten a vegyiiletek lipofil karakterének novekedése, mellyel parhuzamosan oldhatdsaga
vizes kozegben fokozottan csokken, a preklinikai vizsgalatok kivitelezését, a kapott
eredmények értékelését jelentésen megneheziti.[*®1 A hatéanyagok fizikai-kémiai jellemzésénél
¢s farmakologiai vizsgalatainal az altalanosan elfogadott segédoldoszer a polaros aprotikus
sajatsagt DMSO, melyet részben ennek kezelésére, a hatéanyagok oldhatosag-javitdsanak
érdekében is alkalmaznak.*®) A DMSO in vitro sejtes permeabilitdsi modellekben néveli a
sejtmembran permeabilitasat, amit a foszfolipid kettésrétegben az olddszer altal kialakuld
porusokkal magyaraznak.’% Fentiek miatt, illetve a PAMPA-BBB rendszer rosszul oldodé
vegyliletekre torténd kiterjesztése érdekében, megvizsgaltuk a DMSO hatasat az optimalizalt
PAMPA modellre a korabban bemutatott, dodekan és hexan/dodekan 3:1 olddszerrendszerben
kialakitott mesterséges membran esetében is. A DMSO permeabilitasit a PAMPA fogado
oldalan kialakuld oldoszer-koncentracié meghatarozasan keresztiil langionizacids detektorral
kapcsolt gazkromatografias technikaval (GC—FID) vizsgaltuk. A vizsgalat alapjan a
dodekanban oldott PBLE és koleszterin tartalmi membran gyakorlatilag atjarhatatlan a DMSO
szamara. A donor oldalon 10 V/V % koszolvens alkalmazasa mellett a fogado oldalon csupan
0,01 VIV % DMSO volt jelen. A hexan/dodekan 3:1 (V/V) elegyét tartalmazo lipidmembran
koncentracioju DMSO mellett a fogad6 oldalon 0,18 V/V %-0s olddszer koncentracié alakult
Ki. A tovabbi vizsgalatokban a mar optimalizalt PAMPA-BBB modell (106,67 mg/ml PBLE,
hexan/dodekan 3:1, 4 6ra, 37 °C) el6rejelz6 képességének valtozasat kovettiik a donor és fogadd
oldali DMSO koncentracié6 5-20 VIV % kozotti valtoztatasa mellett (SP3 Table 6). Az
eredmények alapjan még 10, illetve 15 V/V % DMSO alkalmazasa estén is a logPe és in vivo
logBB értékek kozott szoros linearis korrelacio (R?~0,85) volt tapasztalhatd szignifikans
kiilonbség nélkiil. 20 V/V % DMSO koncentracié alkalmazasakor a korrelacio lecsdkkent
(R?=0,675), a modell reprodukalhatatlannd, és igy megbizhatatlanna valt. A legjobb eredményt
5 VIV % DMSO alkalmazasa mellett lehetett elérni (R?=0,916; SRD %=20). A korrelacio
értéke kismértékben ugyan, de magasabb, mint koszolvens nélkiili modellben. Az 5-15V/V %
DMSO mellett beallitott PAMPA-BBB modellek alkalmazasa csokkend eldrejelzd képességiik
ellenére is fontos lehet, mivel altaluk a jobb oldhatdsagi koriilményeknek koszonhetéen a

rosszul 0ldédo, lipofil vegyiiletek permeabilitasa is meghatarozhatova valik.
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1.5.4. Az optimalizalt PAMPA-BBB modell vizsgalata referencia vegyiileteken

A PAMPA-BBB rendszer paramétereinek finomhangolasat kovetden, a fejlesztés utolséd
1épésében, az optimalizalt modell megbizhatosaganak, prediktiv erejének ellenérzésére a logPe
¢és in vivo logBB adatok korrelaciojat a teljes, 27 kivalasztott referenciaanyagra Kiterjesztve is
megvizsgaltuk. Az optimalizalt koriilmények kozott, azaz 4 éra, 37 °C-on torténd inkubalast, a
donor és fogado oldalakon izo-pH-t (pH = 7,4), 5 VIV % DMSO segédoldoszert alkalmazva, a
PBLE (106,67 mg/ml, koleszterin nélkiil) lipidkivonatot hexan/dodekan 3:1 elegyében oldva,
R?=0,839 linearis korrelacios értéket kaptunk (10. abra).

logPe PAMPA-BBB
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10. abra Az optimalizalt PAMPA-BBB modellben mért effektiv permeabilitas értékek és az

in vivo logBB adatok kozti linearis korrelacid

Tekintettel arra, hogy a kidolgozott modellel elért in vivo logBB szintii elérejelz6 képességet
heterogén szerkezeti és fizikai-kémiai sajatsagu vegyiileteken értiik el, elmondhato, hogy a
kialakitott PAMPA-BBB optimalizalt modell kelléen robusztus és becslési josaga megfelel a
gyogyszerkémiai elvarasoknak.

Osszességében elmondhatd, hogy a PAMPA-BBB rendszer inkubécios id6 és hémérséklet, a
mesterséges membran Osszetétel, tovabba a donor és fogado oldali kozegben segédolddszerként
hasznalt DMSO mennyiség optimalizalasanak a révén kialakitottunk egy, a korabbi in vitro

nem sejtes permeabilitdsi modellekhez viszonyitva eldrejelzd képesség ¢és ciklusidd
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tekintetében is  kedvezObb modellt CNS-specifikus gyogyszerjelolt  vegyiiletek

permeabilitasanak jellemzésére.

1.6. Szaruhartya-specifikus, cornea-PAMPA permeabilitasi modell fejlesztéselSP]

1.6.1. Topikalis adagolasu hatéanyagok felszivédasa a szemben, a szaruhartyan keresztiili
felszivodas ex vivo és in vitro modelljei

Fizioloégias és terapias szempontbol az emberi szem egy eliilsé és egy hatsé szegmensre
oszthato. Az eliilso szegmens konnytilm alatti részei a szaruhartya (cornea), koto- és inhartya,
a csarnokviz kamraja és a szemlencse (11. abra). Az eliils6 szegmenst érintd gyakoribb
betegségek a baktérium, virus vagy gomba okozta gyulladasok (keratitis, conjunctivis, scleritis)
vagy fekélyes (ulcus) allapotok, illetve kiilonbozé allergias, gyulladasos tiinetek, melyek
kezelése leggyakrabban topikalis Giton, szemcseppek segitségével torténik.B A szem hatsd
szegmensének, igy az livegtestnek, in- és érhartyanak, a retinanak a kezelése a szemcsepp alapu
készitményekkel tobbnyire nem megoldhaté. Ennek oka a vér-csarnokviz gat, amely
megakadalyozza a gyogyszerek felszivodasat a szem hatso szegmensébe,®? igy pl. a retina
betegségeit (levalas, daganatok), illetve a sargafolt sorvadasat (AMD — age-related macular
degeneration), 6démajat leggyakrabban szembe (alt. {ivegtestbe) adott injekcids adagolas
mellett kezelik.

A topikalis, azaz a szemcsepp formdban alkalmazott hatéanyagbevitelre fokuszalva,
elmondhatd, hogy a hatdanyagok felszivodasa jellemzden a szaruhartyan, illetve a koto- és

inhartyadn keresztiil valosul meg. Az elsddleges kompartmentben, azaz a csarnokvizben a

crer

crer

jelentds hanyadat az azokat behal6zo kapillaris erek a szisztémas keringésbe juttatjak.[> A két
hatas eredményeként a szemben a topikalis adagolasu hatdbanyagok biohasznosulasa atlagosan
5-10% kozé esik.[>!

A szem eliilsé szegmensében a topikalis adagolds szempontjabol az elsddleges belépési
kapunak a szaruhartya tekinthetd, melynek 6t kiilonallo rétegét, az epitélium, a Bowman réteg,

a stroma, a Descement-membran és az endotélium alkotja (11. abra: a cornea felépitése).
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#A cornea felépitése A szem felépitése A PAMPA rendszer egy cellaparja
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11. abra A szem és a szaruhartya (cornea) felépitése, adaptacioja a PAMPA rendszerhez. #A cornea

felépitését bemutatd abra forrasa:[®l

4

A szaruhartyan keresztiil torténé felszivodas sebesség-meghatarozo szekezeti egysége, az 5-7
sejtrétegbdl felépiild epitélium, melyen keresztiil elésorban a lipofil, kisméretli molekuldk
képesek felszivodni.BM8 Annak ellenére, hogy a szaruhértya teljes vastagsaganak csak
mintegy 10%-at teszi ki az epitélium, a hatéanyagok diffuzids gatjanak kozel 99%-at adja ez a
vékony sejtréteg.[] A szaruhartyan keresztiili felszivodas eldrejelzésre ex vivo és in vitro sejtes
modellek is rendelkezésre allnak. Az ex vivo modellben ledlt allatok (leggyakrabban nydl,
sertés vagy borju) teljes szemének, illetve kimetszett szaruhartydjanak felhasznalasaval
perfuzios kamrakban, illetve diffuzios cellak segitségével (pl. Franz diffuzids cella: 1.3.1. pont,
3. abra, Ussing kamra, stb.) vizsgaljak a vegyiiletek cornea-specifikus permeabilitasat. Az in
vitro sejtes modellekben, az allatkisérletek szamanak csokkentése érdekében, primer
sejtkultirak és immortalizalt sejtvonalak felhasznalasaval modellezik a hatéanyagok cornea
epitéliuman keresztiili felszivodasat.®®l Annak ellenére, hogy a szemészeti készitmények
fejlesztése, illetve a hatdanyagok felszivodasanak vizsgalata nagyszamu allatkisérletettel jar,
igy ezen a terapias teriileten is sziikség lenne a koltséghatékonyabb, robusztus in vitro modellre,
a szakirodalmban nem taldlkoztunk az igényt kielégitd nem sejtes modell kidolgozasaval,
alkalmazéséaval. Emiatt kézenfekvOnek tlint a PAMPA modell kiterjeszthetdségének vizsgalata

hatdanyagok szaruhartya-permeabilitasanak eldrejelzésére.
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1.6.2. Ex vivo szaruhartya permeabilitasi adatok gyiijtése

A kordbbi, szdvetspecifikus permeabilitisi modellek kidolgozasanal alkalmazott
megkozelitésiinknek megfelelden, sziikségiink volt egy megfelelé6 szama hatdéanyagot
tartalmaz0, 0sszehasonlitd adatkészlet 1étrehozasara. Hasonldan a boron keresztili felszivodas
vizsgalatahoz, az egyik alapvet6 probléma az in vivo human adatok hianya volt. Ebben az
esetben orvos etikai iranyelvek miatt ex vivo humdn szaruhértya vizsgélati adatok sem alltak
rendelkezésre, mivel a kadaver preparatumot szinte kizarolag transzplantacios célokra lehet
felhasznalni.®®l Emellett a szakirodalom attekintése alapjan, az ex vivo bdr és bukkalis
penetracios vizsgalati adathoz hasonldan, a rendelkezésre allo ex vivo szaruhartya penetracios
adatok is nagyfoku heterogenitast mutattak. Figyelembe véve a szemészeti készitmények
kiprobalasra vonatkoz6 altalanosan human transzlacids iranyelvet és a modellfejlesztéshez
szlikséges adathomogenitast, két dsszefoglald munkabdl gyiijtottiink ex vivo nyllszaruhartya
vizsgalatbol szarmazo permeabilitasi adatokat.5°M57] A faj és cornea-specifikus adatsziikités
mellett a PAMPA modell kialakitasanal kritikus inkubacios id6 és homérséklet, illetve az ex
vivo modellekben alkalmazott puffer pH értékét és a donor oldali kiindulasi koncentraciot is
figyelembe vettiikk az adatgylijtés soran. Tekintettel arra, hogy a két dsszefoglald publikacio
sem adta meg egységesen az dsszes szamunkra fontos inkubacids koriilményt, a legtobb esetben
a forrds irodalom adatait is ellendrizniink kellett. Végiil a gydgyszerszeriiség, kereskedelmi
hozzaférhetdség €s az inkubacids koriilmények egységességét (puffer pH ~ 7,4, inkubacios ido
~ 4 o¢ra, és hémérséklet ~35-37 °C) szem eldtt tartva, Osszesen 30 hatéoanyag ex Vivo
nyulszaruhartya permeabilitasi adatat gytijtottiik 6ssze (SP4 Table 2). A kivalasztott vegyiiletek
fizikai-kémiai paramétereit tekintve széles tartomanyt fedtek le (Mw: 206—469, logP: -1,0—4,1,
PSA: 34-166; SP4 Figure S1), illetve sav-bazis karakteriik (15 bazis, 5 sav, 5 amfoter és 5
neutralis) is valtozatosnak volt mondhato. A vizsgalatok soran a 30 hatéanyagbo6l 5 vegyiiletet
ki kellett zarnunk. Irodalmi adatok alapjan a dexametazon (11) szaruhartyan keresztiili
felszivodasat jelentdsen befolyasolja a Pgp-efflux transzporter,®® igy a kizarolag passziv
transzportot biztosito6 PAMPA modell jellemzésébdl a vegyiiletet kizartuk. Az indometacin (17)
ex vivo permeabilitdsi adatanak felhasznalasatol azért tekintettiink el, mert a forrasirodalom
leirdsa szerint nem a vegylilet tiszta oldatat, hanem lipid szuszpenzidjat hasznaltak fel a
vizsgalatban.[®®) A prokain (28) és tetrakain (30) esetében a kozolt permeabilitasi értékek
megadasanal egy olyan egyenletet hasznaltak, ami teljes mértékben eltért a tobbi
szakirodalomban egységesitett permeabilitasi egyenlettdl, ami a két vegytilet altalunk megadott
PAMPA permeabilitasi értékével vald Osszevetés alapjan is altamaszthatd volt (12. abra). A

progeszteron (29) esetében az alkalmazott PBS pH 7,4-es pufferben a vegyiiletnek olyan
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alacsony volt az oldhatésaga, hogy a PAMPA modellre kidolgozott, egységesitett HPLC-DAD
modszer (SP4 2.3. pontja) segitségével kvantitiv mérésre €s igy Pe érték megadasara nem volt

lehetdségiink.

1.6.3. A cornea-PAMPA modell felépitése

A PAMPA permeabilitasi méréseket az ex vivo mérésekkel dsszhangban 35 + 0,5 °C-on
végeztiik. A donor és fogadd mérdtalcakban kialakuld hatdanyag-koncentraciot a 4 oOra
inkubalasi 1dét kovetéen, HPLC-DAD technika segitségével hataroztuk meg. A vizsgalt
vegyiiletek effektiv permebilitasat (Pe) az 1.2. pontban leirt (1) és (2) egyenletek segitségével
adtuk meg. A donor és fogado oldalon PBS (pH 7,4) és Krebs-Ringer puffereket (KRB, pH 7,4)
hasznaltunk. A vegyiiletek kiindulasi koncentracioja a donor oldalon minden esetben 100 uM
volt. A modell optimalizalas els6 1épéseiben (6. tablazat: Modell A és D) a hatéanyagok 10
mM-0s DMSO to6rzsoldataibol indultunk ki (1 V/V % DMSO), majd a tovabbi vizsgalatokban
a donor oldalon a vegyiiletek szilard formajat alkalmazva, koszolvens mentes oldatokat
hasznaltunk. A PAMPA modell optimalizalasa soran hétféle mesterséges lipidmembrant
alakitottunk ki. Korabbi tapasztalatainkbol kiindulva, kiprobaltuk a foszfatidilkolint és
koleszterint, tovabba emelt dodekanhanyadot tartalmazé Gl-specifikus membrant
(Modell A és B), a bukkalis-PAMPA modellnek megfelelé egyoldoszeres, dodekan membrant
(Modell C), illetve a PAMPA-BBB modell optimalizalasnal szerzett tapasztalataink alapjan, a
csokkentett dodekan hanyad (hexan/dodekan/kloroform 70:25:5 V/V %) mellett, csak
foszfatidilkolint tartalmazé (Modell D, E és F1), tovabba a Panjwani és mtsai altal publikalt
szaruhartya epitélium lipidosszetételének® (Modell F5) megfelelé membranokat
(6. tablazat). Ez utobbi esetben fontos megemliteni, hogy Panjwani és mtsai cSak
foszfatidilkolinra (PC: 65 m/m %) és foszfatidiletanolaminra (PE: 31 m/m%) vonatkoztatva
tudtak pontosan megadni a szaruhartya epitélium Osszetételét, mig a foszfatidilszerin (PS) és
foszfatidilinozit (P1) esetében csupan az egyiittes mennyiséget (PS+PI: 4 m/m %) adtak meg.[®!
Ennek megfeleléen a csokkentettet dodekdn mennyiséget tartalmazd mesterséges
lipidmembranban a PS és PI elhagyasaval (Modell F2), illetve kiilon-kiilon (Modell F3 és F4)
¢s egyiittesen (Modell F5) is vizsgaltuk a kivalasztott vegyiiletek permeabilitasat. A
lipidosszetételek kialakitasanal a PAMPA-BBB modellben optimalisnak talalt 106,67 mg/ml
0ssz lipidkoncentraciot vettiik alapul, a PC, PE, PS és PI aranyokat ennek, illetve a Panjwani
és mtsai altal megadott Osszetételnek megfelelden allitottuk be. A lipid membranban a
csokkentett dodekanhanyadot (1,25 pl) ebben az esetben csak egy harmas oldoszerkeverékkel
(hexan/dodekan/kloroform 70:25:5 V/V %) tudtuk elérni. Ugyanis, a PAMPA-BBB modell
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kialakitasanal bevalt hexan/dodekan 3:1 rendszerben (1.5.2. pontban) a koleszterint nem
tartalmazo lipidkeverékeket nem tudtuk feloldani, igy sziikség volt a kloroform, mint

segédoldoszer alkalmazasara.

6. tablazat Az alkalmazott PAMPA modellek a szaruhartya-specifikus permeabilitasi modell

kidolgozasa soran

Membran osszetétel

Modell Donor oldat Foszfolipid CHO Oldoszer
(100 pM) mg/ml mg/ml
PC PE PS Pl
A 1 VIV % DMSO, PBS 26,67 - - - 13,33
5ul
B 0 V/V % DMSO, PBS 26,67 - - - 13,33 H .
dodekan
C 0 V/V % DMSO, PBS - - - - -
D 1VIV % DMSO, PBS 106,67 - - - -
E 0 V/V % DMSO, KRB 106,67 - - - -
F1 106,67 - ; ] ] 1,25l
dodekan
F2 72,00 34,67 - - - (hexan/
dodekan/
F3 0 V/V % DMSO, PBS 69,33 32,67 4,67 - kloroform)*
F4 69,33 32,67 - 4,67 -
F5 69,33 32,67 2,33 2,33 -

PC: foszfatidilkolin, PE: foszfatidiletanolamin, PS: foszfatidilszerin, PIl: foszfatidilinozit, CHO:
koleszterin, PBS: Phosphate buffered saline (pH 7,4), KRB: Krebs-Ringer puffer (pH 7,4). "Modell
D—FS5 esetében az oldoszer arany 70 V/V % hexan, 25 V/V % dodekan és 5 V/V % kloroform volt.

1.6.4. Cornea-PAMPA modell fejlesztése, korrelacidja ex vivo nyulszaruhartyan mért
adatokkal

A korabbi szovetspecifikus PAMPA modellek fejlesztési tapasztalataibol Kiindulva, a
kivalasztott 25 referenciavegyiileten szisztematikusan vizsgaltuk a 6. tablazatban bemutatott
paraméterbeallitaisok mellett a PAMPA modellek altal szolgaltatott és az ex vivo
nyulszaruhartyan mért permeabilitasi adatokat (SP4 Table SI és S2). A PAMPA és az ex vivo
modellek Osszehasonlitdsanal a permeabilitasi adatok kozotti linearis korrelacio, azaz a
korrelacios egyiitthatd négyzetének (R?) és a becslés hibajanak (SEE: standar error of
estimation), illetve az atlagos abszolat hibanak (R: mean of absolute error) és a

rangszamkiilonbségek abszolutérték oOsszegének modszerébdl (SRD: Sum of Ranking
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Differences) kapott SRD% értéknek a valtozasat kovettiik. A 7. tablazatban Osszefoglalt

statisztikai paraméterek alapjan a kovetkezd eredményeket kaptuk.

7. tablazat A cornea-PAMPA modell fejlesztésénél beallitott membran modellek 6sszehasonlitasa

PAMPA modellek

Paraméterek

A B C D E F1 F2 F3 F4 F5
R* 0,645 0,481 0,384 0,764 0,671 0,880 0,818 0,807 0,682 0,648
SEE™ 947 885 11,00 9,28 10,00 448 464 549 717 755
MAE™ 1501 1436 1565 634 868 840 11,34 10,77 11,63 13,06
SRD™ 59 76 86 44 55 21 39 36 56 50

“korrelacios egyiitthatd négyzete, “becslés hibaja Pe, experimental = @ = Pe, ex vivo ranbit + b, Using GraphPad
Prism V703,[62] ***étlagos abszolut hiba: MAE = (l/n) X | Pe, experimental Pe, ex vivo rabbit |

“rangszamkiilonbségek abszolutérték dsszege.l*!

Els6 1épésben, a GI-PAMPA modellbél kiindulva (Modell A) a mesterséges lipidben (PC) a
koleszterin jelenlétének, illetve a lipid koncentracionak (26,67 vs. 106,67 mg/ml PC), tovabba
a donor oldalon a hatéanyag torzsoldataval bevitt DMSO-nak a hatasat vizsgaltuk az egyes
modellekre (Modell A, B, D, Fl), az ex vivo adatokkal valdé korrelacios paraméterek
felhasznalasaval. A 7. tablazat adatai alapjan lathatd, hogy a koleszterin elhagyasa, illetve az
mennyiségének csokkentése jelentdsen javitotta a modell eldrejelzd képességét. A
Modell A — B és Modell D — F1 6sszevetése alapjan az is lathatd, hogy a donor oldali DMSO
jelenléte rontja a modell becslési josagat, igy a tovabbi vizsgalatokat kozvetleniil a hatdanyagok
szilard formajabol PBS (pH 7,4) vizes puffer felhasznalasaval készitett, 100 uM-os oldataibol
kiindulva végeztiik. A mesterséges membranban a lipidkomponens (PC) hatasanak igazolasara
elvégeztiik a bukkalis-PAMPA modellnek megfeleld, oldoszer(dodekan)-membran modellen
(Modell C) is az Osszehasonlitdo vizsgalatot. Tekintettel arra, hogy az ex vivo adatokkal
Osszehasonlitva a Modell C esetében kaptuk a legrosszabb korrelacios paramétereket,
elmondhat6, hogy a cornea-specifikus kdlcsonhatasok szempontjabol fontos a lipid jelenléte.
A Modell F1-el kapott legjobb korrelacios adatok pedig ramutattak, hogy a PAMPA-BBB
modellhez hasonldan a szdvetspecifikus permeabilitast az emelt lipid koncentracioval érhetjiik
el, illetve a membran integritasat a DMSO jelenléte kedvezétleniil befolyasolja. Figyelembe
véve, hogy a legtobb ex vivo vizsgalatban a vizes kozeg Krebs-Ringer puffer (KRB) volt, 551571
a Modell F1 beallitasai mellett megvizsgaltuk a KRB hatasat is PAMPA modellre (Modell E).
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A korrelacios paraméterek szignifikans romlasa miatt (Modell F1 — E) a tovabbiakban
visszatértiink a PBS hasznalatara. A modell optimalizalas utolso 1épésében a korabban mar
emlitett Panjwani és mtsai altal kozolt nyulszaruhartya epitélium lipidosszetételt
(PC:PE:PS+PI — 65:31:4 m/m %)% igyekeztiik kialakitani, illetve 1épésrél-1épésre vizsgalni
az egyes lipidkomponensek hatasat a PAMPA modelliink el6rejelzé képességére. A Modell
F1-bdl kiindulva (12. abra), els6 1épésben a masodlagos major PE lipidet (Modell F2), majd
kiilon-kiilon (Modell F3 és F4), illetve egyben a két minor PS és PI lipideket (Modell F5) adtuk
a mesterséges membranhoz. A lipidek hozzaadasanal arra torekedtiink, hogy a PAMPA-BBB

esetében beallitott optimalis 106,67 mg/ml 6ssz lipidkoncentraciot megtartsuk.

504
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In vitro PAMPA (Modell F1) P, (10 cm/s)

Ex vivo nyulszaruhartya P, (10 cm/s)

12. abra Az optimalizalt cornea-PAMPA modellben (Modell F1) mért effektiv permeabilitas értékek
és az ex vivo nyulszaruhartya permeabilitasi adatok kozti linearis korrelacio. (Az adatok 6-12 parhuzamos
mérésbol szarmaznak: SP4 Table S2. 1: atenolol, 2: betaxolol, 3: bevantolol, 4: bufuralol, 5: buspiron, 6: cimetidin,
7: ciprofloxacin, 8: clonidin, 9: kromolin, 10: 11-dezoxikortikoszteron, 11: dexametazon, 12: enoxacin, 13:
etoxzolamid, 14: flurbiprofen, 15: hidrokortizon, 16: ibuprofen, 17: indometacin, 18: labetolol, 19: metoprolol, 20:
nadolol, 21: nalidix sav, 22: nepafenak, 23: norfloxacin, 24: ofloxacin, 25: penbutolol, 26: pindolol, 27:

prednizolon, 28: prokain, 29: progeszteron, 30: tetrakain).

A Modell F1 — F5 esetében kapott statisztikai adatok 6sszehasonlitasa alapjan is a Modell F1
altal szolgaltatott permeabilitasi adatok mutattdk a legjobb korrelaciot az ex vivo értékekkel,
igy a Modell Fl-et valasztottuk, illetve jeloltik ki cornea-PAMPA modellnek. A
Modell F2 — F5 esetében kapott gyengébb korrelacios adatok a lipid-Osszemérések
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bizonytalansagdval, nem megfeleld reprodukalhatosagaval lehet magyardzni, amit az egyes
vegyliletek permeabilitasi értékének szorasa (SP4 Figure 3, az adatok 6-12 parhuzamos
mérésbdl szarmaznak), illetve a nagyobb MAE értékek (7. tablazat) is mutatnak. Ennek
tilkrében a komplex, szovetspecifikus lipidosszetétel alkalmazasatol el kellett tekinteniink a
cornea-PAMPA modell fejlesztésénél. A PAMPA-BBB modell esetében konyebb dolgunk
volt, hiszen a természtes forrasbdl szarmazoé sertés agyi lipidkivonat (PBLE) kereskedelmileg

hozzaférhetd, igy nem volt sziikség a lipidosszetétel mesterséges Osszeallitasara.

1.6.5. Szemcsepp Kkészitmények vizsgalata az optimalizalt cornea-PAMPA modell
segitségével

A Semmelweis Egyetem Szemészeti Klinikajanak vezetdjével, Nagy Zoltan Zsolt professzorral
tortént egyeztetés alapjan, nyolc, napi terapias gyakorlatban hasznalt szemcsepp (Acular,
Cosopt, DozolEP, Maxidex, Nevanac, Oftaquix, Yellox, Vigamox: részletek SP4 2.1. és
13. abra) vizsgalatat végeztiik el az optimalizalt cornea-PAMPA (Modell F1) segitségével.
Vizsgalatainkban a PAMPA modell donor oldalara a modell optimalizalasnak megfelelden a
szemcsepp hatoanyagainak (API: active pharmaceutical ingredient) 100 pM-o0s PBS oldatat,
illetve a szemcsepp oldatok tomény (2,55—61,64 mM), valamint a pislogas és konnyezés higitd
hatasat modellezve, azok 5-, 10- és 20-szorosara higitott oldatait vittiik fel. A 13. dbran
bemutatott permabilitasi adatok alapjan lathatd, hogy a tomény szemcsepp készitmények
esetében mért Pe értékek minden esetben nagymértékben elmaradtak a hatdanyagok PBS
oldatabol kiindulva kapott permeabilitasi adatoktol.

Az eredmények alapjan az is lathatd, hogy bar a legtobb esetben a szemcseppek higitdsa nem
eredményezett szignifikdns valtozast a hatéanyagok permeabilitdsaban, de novekvd trendet
mutatott. Ezzel ellentétben a két fokozott permeabilitasii hatéanyagot tartalmazo szemcsepp
esetében (Cosopt: timolol és Nevanac: nepafenak), a higitas hatasara szignifikans permeabilitas
novekedést tapasztaltunk. A hatéanyagok higitds hatdsara bekovetkezd novekvo
permeabilitdsait a szemcsepp formuldk viszkozitasanak, illetve a hatdanyagok, a
magyarazni, ami nagymértékben befolydsolhatja a permeabilitas kinetikajat. Tekintettel arra,
hogy a szemcsepp alkalmazasa soran a pislogas és a kdnnyezés is hasonldan csokkenti a Szem
higitds — permeabilitds novekedés Osszefliggés a modell fiziologias megfeleldségére utal.

Annak ellenére, hogy a kapott eredmény csak kisszamu, 6sszesen nyolc készitmény vizsgalatan

41



dc_160 1B]é§0gb Gyorgy Tibor Doktori értekezeés

alapul, arra utal, hogy a kidolgozott cornea-PAMPA modell nemcsak hatdéanyagok, de

szemcsepp formulak jellemzésében, azok fejlesztésében is alkalmas eszkoz lehet.

15- Em Hatdanyag
Hl Szemcsepp
BEm Szemcsepp 5-szorosére higitott
1 Szemcsepp 10-szeresére higitott
=

Szemcsepp 20-szorosara higitott

-
o
1

Cornea-PAMPA (Modell F1)
P, (106 cm/s)
<

Mogez g bl ol g o0 ﬂ

Acular Cosopt Cosopt DorzolEP Maxidex
(ketorolak) (dorzolamid) (timolol) (dorzolamid) (dexametazon)

35+

30+

25+
20+ }
2

15

-
o
1

:-ij

\ - Yl L.L:JJEL&L

Nevanac Oftaquix Yellox Vigamox
(nepafenak) (levofloxacin) (bromfenak) (moxifloxacin)

Cornea-PAMPA (Modell F1)
P, (10 cm/s)

13. abra Szemcsepp készitmények vizsgalata a cornea-PAMPA modell segitségével (Acular: 10,63 mM
ketorolak trometamin; Cosopt Ocumeter Plus: 61,64 mM dorzolamid HCI, 15,80 mM timolol maleat; DorzolEP:
61,64 mM dorzolamid HCI; Maxidex: 2,55 mM dexametazon; Nevanac: 3,93 mM nepafenak; Optaquix: 13,84
mM levofloxacin hemihidrat; Yellox: 2,69 mM bromfenak Na szekszkvihidrat; Vigamox: 12,46 mM moxifloxacin
HCI).

A vizsgalatok alapjan a mesterséges lipidmembran Osszetételének és dodekan térfogatanak, a
pufferolt vizes kozeg, az egységesitett inkubalasi hémérséklet és id6 optimalizalasaval
kidolgoztunk egy robusztus, nagy ateresztoképességli, PC alkalmazisa mellett kialakitott
egylipid PAMPA modellt, ami alkalmas ex vivo nyulszaruhdrtydn keresztiili hatéanyag-
felszivodas modellezésére. Ezen tilmenden ramutattunk, hogy a kidolgozott cornea-PAMPA
modell szemcsepp formulaciok kivalasztdsaban is felhasznalhato lehet, a modell ezirdnyu

altalanos alkalmazasédhoz azonban tovabbi készitmények részletes vizsgalata sziikségesek.
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1.7. Foszfolipidozis modellezése szovetspecifikus, gradiens pH elrendezésiic PAMPA
rendszerekbentSPS: SP6]

1.7.1. A foszfolipiddzis, mint gyogyszermellékhatas és kialakulasanak mechanizmusa

A foszfolipidozis (PLD), mint fiziologias jelenség a foszfolipidek talzott felhalmozodasat
jelenti a sejtek lizoszomajaban,!% aminek egyik jellemz6 citologiai megjelenése a lamellaris
testek kialakulasa (14. abra). Az ezzel 6sszefliggd lipid anyagceserezavar, melynek hatasara
szovetspecifikusan modosulhat egyes sejtek homeosztazisa, akar a patikai gyogyszerek, de a
gyogyszerjelolt vegyiiletek esetében is toxikologiai kockazatot jelenthet. A jelenleg alkalmazott
gyogyszerkincs 5 %-anal irtak le a PLD-al 6sszefliggé mellékhatasokat. Az ehhez kothetd
mellékhatasok kritikus toxikologiai jellegét az is bizonyitja, hogy 2006-ban az FDA 1étrehozta
az ,,FDA Phospholipidosis Working Group”-ot, ezzel is hangsulyozva a PLD iranyu kutatasok
fontossagat.[®l A megfigyelések szerint a PLD 4ltalaban a bazikus vagy kationos amfifil
karakter(i gyogyszerek (CAD — cationic amphiphilic drugs) kronikus adagolasa mellett jelenik
meg, amit a hatébanyagok lizoszomakba torténd egyiranyl transzportjaval magyaraznak. Az
egyiranyt transzport soran a CAD molekula a citoszol kdzegébdl (pH 7,4) a joval savasabb
(pH~4) lizoszoémaba keriilve protonalddik, polaritasa ennek koszonhetdéen megnd, melynek
hatasara a citoszol iranyu transzportja gatolt lesz. A folyamat 6sszességében a CAD karakter(i
vegyliletek lizoszomaban vald felhalmozdodasahoz, a lizoszOma homeosztazisanak, illetve
ennek eredményeképp lipid-anyagcseréjének felboruldsahoz vezet. A folyamat kdzvetve a
foszfolipidek felhalmozodasat eredményezi, ami a lamellaris képletek kialakuldsaval jar

(14. abra).[5%]

ionizalt CAD B ;‘
llaris testek

i Citoszol Lo Lizoszoma *
: pH=74 L pH=+
: s ionizalt CAD

nem, vagy részlegesen |4
I
1

CAD-foszfolipid
. J R komplex

14, abra A foszfolipiddzis kialakulasanak feltételezett mechanizmusa. *A mikroszkopos felvétel forrasa:[66]

Bar a PLD kiilonboz6 szovetekben is kialakulhat, azonban a legtobb megfigyelés a tiid6
alveolaris makrofagjaiban felhalmozodd foszfolipidekrél szamol be.[*1 A lamellaris testek
megjelenését a tiidon kiviil a majban, a vesében, a CNS-ben, a mellékvesében ¢€s a limfatikus
rendszerben is megfigyelték. A folyamat altalaban reverzibilis, a gyodgyszeradagolas

felfiiggesztését kovetden a sejtek homeosztazisa helyreall.
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1.7.2. A foszfolipiddzis in silico és in vitro modelljei

A PLD fokozott toxicitasi kockazata miatt, a mellékhatas eldrejelzésére szamos in silico
szamitasi modszert dolgoztak ki. A modelleket jellemzéen gyogyszeripari kornyezetben
fejlesztették ki, melyek azonos modon a hatéanyagok két fizikai-kémiai paraméterével, a
proton-disszociacioval (pKa), ¢és a lipofilitassal (logP/D) sulyozzak a mellékhatas
megjelenésének rizikojat. Az értekezés terjedelmére tekintettel ezek koziil csak két modell
bemutatéasra szoritkozom.

Ploemen és mtsai (Organon) a foszfolipidozist indukalé (PLD+) és nem indukalé (PLD-)
anyagokat, a hatéanyagok legbazikusabb N atomjahoz kothet6 cpKa (szamitott pKa) és clogP
(szamitott logP) értékek felhasznalasaval kiilonboztették meg. A modellben PLD+-nak jelolik
azokat a vegyiileteket, melyeknél (cpKa)?+(clogP)? > 90. A szabaly kiegészitéseként PLD-
osztalyba sorolandé egy vegyiilet, amennyiben: cpKapazis < 8 és clogP < 1.8 Tomizawa és
mtsai (Pfizer) a PLD in silico elérejelzésére, a vegyliletek clogP értékét és pH 4-en szamitott
nettd toltését (NT) kombinalva a 15. abran bemutatott 0sszetett, négy kategoria (-, alacsony,

kozepes, magas) szerint skalazott modellt javasoltak. (6%

<1 <1,61 .
I | Alacsony
5 | 1,61<ClogP<2,75

=1 r
NT, pH=4 | » Clog

-

Kozepes
>2,75

1<NT<2

THL

>

15. abra Foszfolipidozis kialakulasanak kockazata a Tomizawa modell alapjan

A jelenleg ismert in vitro PLD modellek elméleti hatterében a foszfolipid és a hatéanyag kdzott
kialakul6 kolcsonhatas jellemzése all. A Vitovic és mtsai éltal kidolgozott szlirérendszerben a
kolcsonhatas hatékonysagat a kritikus micellaképzddési koncentracid (CMC) segitségével
jellemzik. A 96-lyuku mérétalcan egyszerre 8 vegyiiletet lehet a modellben vizsgalni, mivel a
CMC meghatarozasahoz egy 8-12 pontos feliileti fesziiltség — koncentracié gorbét kell
felvenni.l’"% Emiatt bar a modszer automatizalhato, az ateresztoképessége relative csekélynek
mondhato. Zhou és mtsai a modell ateresztOképességének novelése érdekében fluoreszcens
festék (Prodan) segitségével hataroztak meg a kritikus micellaképzédési koncentraciot.l’! Bar
az el6z6 modszerhez képest vegyiiletenként kevesebb mérési pontot kell felvenni, mely altal a
modell gyorsabba és robusztusabba valt, ateresztoképessége még mindig csekély maradt. PLD
elorejelzésére kidolgozott kromatografias modszerek esetében foszfolipidekkel modositott

allofazist alkalmaznak. Az immobilizalt mesterséges membran (Immobilized Artificial

44



dc_160 1B]é§0gb Gyorgy Tibor Doktori értekezeés

Membrane: 1AM) alapi ¢és az elektrokinetikus kromatografias (ElectroKinetic
Chromatography: EKC)"2 moédszerek esetében az allofazis és hatdanyag kozott kialakuld
kolcsonhatas a kromatografias retencios tényezével (logkaot) jellemezhetd. Bar a
kromatografias modszer atereszt6képessége nagyobb, mint a CMC modellé, a két megkozelités

megegyezik abban, hogy a gyogyszer — foszfolipid komplex kialakulasat modellezik.

1.7.3. PAMPA alapi modell fejlesztése gyogyszer indukalta foszfolipidozis elorejelzésére
A PLD eddig ismertetett in vitro modelljei a foszfolipidek és a hatdéanyagok kozott kialakuld
kolcsonhatdson alapulnak. A PAMPA rendszer ehhez képest egy olyan 1) lehetoséggel
kecsegtetett, melynek koszonhetden a PLD feltételezett mechanizmusa (14. abra), a citoszol
(pH 7,4) — lizoszoma (pH~4) iranya transzport modellezhetévé valik. Ennek igazolasara, a
modellfejlesztés elsé 1épésében egy olyan adatkészletet gyiijtottiink 6ssze, amely Gsszesen 63
hatéanyag in vivo, in vitro vizsgalatokkal, illetve in silico szamitassal alatimasztott PLD
indukcidjara vonatkozo adatat tartalmaza (SP5 Table 2).

A modellbeallitas elsé 1épésében, az in vivo PLD kockazati adattal rendelkezé referencia
gylijteménybdl 21 hatdoanyagot (16. abra) valasztottunk ki (11 PLD+ és 10 PLD-). A PAMPA
vizsgalatnal két f6 optimalizalasi paramétert, a mesterséges lipidmembran szovetspecifikus
Osszetételét, illetve a donor és fogadd kozegek pH-jat valtoztattuk. A szovetspecifikus lipidek
koziil az 1.7.1. pontban leirtak szerint, a PLD jellemz6 szoveti lokalizaciojanak megfeleléen
tiidd, BBB, sziv, m4j és vese szoveti lipidosszetételek kialakitasat, vizsgalatat tliztiik ki célul.
Az irodalmi adatokat és a kereskedelmi hozzaférhetdséget is figyelembe véve a beallitott
PAMPA modellek mesterséges membranjaban a 8. tablazatban bemutatott lipidosszetételeket
alakitottuk ki. Természetesen az egyes szovetspecifikus mesterséges membranok csak azokat a
lipidkomponenseket tartalmaztak, melyeket az irodalmi adatok alapjan be tudtak azonositani.
A PAMPA rendszer masik, a PLD mechnizmusa szempontjabol kritikus paramétere a donor €s
fogado celladk kozegének pH értéke volt. A kivélasztott 21 hatdanyag vizsgdlatdt ennek
megfeleléen harom kiilonboz6 beallitas mellett izo-pH 4,0, izo-pH 7,4 és gradiens
(donorpH 74 — fogadopr ap) mérési elrendezésekben végeztiik el. Az igy kapott Pe értékek a
hatdéanyag penetracios készségét harom lépcsOben mutattik, az extracellularis martixbol a sejt
citoszoljaba az izo-pH 7,4, majd onnan a lizoszomaba a gradiens pH 7,4 — pH 4,0, illetve a

gatolt lizoszoma — citoszol iranyu transzportot az izo-pH 4,0 beallitas modellezte.
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8. tablazat A kiilonb6z6 szovetspecifikus lipidkivonatok dsszetétele (m/m%)

Membranalkotok BBBI"I Szivl’ M3jt™! Vesel’® Tiid6l""
PC 12,6 8,6 42 22,7 354
PE 331 13,6 26 151 13,3
Pl 4,1 1,0 9 2,8 2,0
PS 18,5 - - 2,8 -
PA 0,8 0,6 - - -
PG - - - - 19
Sph - - - 39 12,2
Lyso Pl - - 1 - -
Koleszterin - - 5 5,7 27,0
Neutralis lipidek - 57,7 - - -
Egyéb 30,9 16,8 17 44,4 81

PC — foszfatidilkolin, PE — foszfatidiletanolamin, Pl — foszfatidilinozit, PS — foszfatidilszerin, PA —

foszfatidsav, PG — foszfatidilglicerin, Sph — szfingomielin, Lyso PI — lizo- foszfatidilinozit.

Az elsbdleges vizsgalatok a patologias megjelenés gyakorisaga alapjan, a tiid6-specifikus
mesterséges membran felhasznalasaval torténtek. A harom elrendezésben kapott Pe értékek
valtozasa, illetve az in vivo PLD kockazattal valo korrelacidja a 16. abran lathato. Ennek
megfelelden a legjobb korrelaciot az in vivo PLD kockazati adatokkal a kozvetlen citoszol —
liposzoéma iranyu transzportot modellez6 gradiens pH elrendezésti (donorpH 7,4 — fogaddpH 4,0)
PAMPA modellben kapott eredmények mutattak. Lathatd, hogy ebben a modell-elrendezésben
a PLD- anyagok Pe értékei alacsony értéken maradtak, mig a PLD+ vegyiiletek Pe értékei a
lizoszoma kozegét modellez6 pH 4,0-es fogadd oldal iranyaban nagymértékben megnottek. Az
elsddleges vizsgalatokban az in vivo PLD kockézati osztaly és a gradiens PAMPA rendszerben
kapott értékek Osszevetése alapjan, az optimalis osztalyozasi hatarérték Pe=25-10 cm/s volt,
ami alapjan a vizsgalt vegyiileteket PLD+/PLD- osztalyokba soroltuk. Az el6vizsgalat
eredménye alapjan a kivalasztott gradiens pH (donorpn 74 — fogadopH 4,0) PAMPA rendszerben
torténd vizsgalatot kiterjesztettiik, a teljes 63 referenciavegyiiletet feloleld adatkészletre. A
vizsgalatokban a tiid6-specifikus mesterséges membran mellett a BBB- , sziv-, m4j- és vese-

specifikus modellek vizsgalatat is elvégeztiik (SP5 Table S-3).
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16. abra Harom kiilonb6z6 pH elrendezésti (izo-pH 4,0, izo-pH 7,4 és gradiens pH (7,4 — 4,0) tiid6-
specifikus PAMPA modell effektiv permeabiliasi adatai és PLD kockazati osztalyok szerinti
korrelacidja (N = 21). 1: amitriptilin, 2: amiodiakvin, 3: klorokvin, 7: klozapin, 9: dibukain, 12: hidroxizin, 13:
imipramin, 16: maprotilin, 18: fenacetin, 21: tamoxifen, 26: zimelidin, 28: amlodipin, 29: ampicillin, 30: atenolol,

32: bupropion, 44: famotidin, 45: flutamid, 46: gemfibrozil, 47: metapirilén, 49: mianszerin

Tekintettel arra, hogy a vegyiiletek PLD kockazatat ebben az esetben is a kivalasztott
Pe (25:10°° cm/s) hatarérték alapjan osztalyoztuk, a PAMPA rendszereket elérejelzd képesség,
illetve a modelljosag alapjan a negativ prediktiv (NPV) és pozitiv prediktiv értékiik (PPV),
valamint a pontossaguk alapjan is jellemeztiik. A harom érték megadasa a (3)—(5) egyenletek

alapjan tortént.

Ve modell altal prediktalt PLD- vegytilet

3
Osszes in vivo PLD- vegyiilet ®)
Ve modell 4ltal prediktalt PLD+ vegyiilet 4
- Osszes in vivo PLD+ vegyiilet @
Osszes jOl prediktalt vegyiilet
Pontossag = 1P = 5)

0sszes mért vegyiilet

A teljes, 63 referenciavegyiileten mért Pe értékek in vivo PLD kockazatra vonatkozo
Ploemenl®® és Tomizawa!®! modellek, illetve a masik két in vitro, CMC és EKC modellek
adataival is (9. tablazat). Az adatok alapjan lathato, hogy a beallitott 1j, gradiens pH
elrendezésit PAMPA modell PPV, NPV értékei €s pontossaga is atlagosan nagyobb, mint az in
silico modelleknek. A két korabban bevezetett in vitro modszer (CMC, EKC) prediktiv értékei
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kozel azonosak, illetve a CMC modell PPV értéke (100%) pedig meghaladta az altalunk
kialakitott PAMPA modell értékeit. Fontos azonban megjegyezni, hogy CMC ¢és EKC
modellekben vizsgalt vegyliletek csak kevesebb, mint fele volt azonos az altalunk mért
referenciakorrel, igy az Osszehasonlitisban csak ezeket tudtuk figyelembe venni. A
szovetspecifikus mesterséges membranok josagi mutatdit vizsgalva, a tidé-specifikus modell
tekinthetd a legjobbnak, ami megfelel PLD in vivo elsddleges megjelenésével és bizonyitja a
modell szovetspecifikus jellegét is. Tekintettel arra, hogy a kereskedelmi forgalomban csupan
a BBB-, sziv- és maj-specifikus lipidkivonatok hozzaférhet6ek és a tiido-, vese-specifikus lipid-
Osszetételeket magunk allitottuk Gssze, nagy ateresztoképességii vizsgalatokhoz csak az elsé

harom természetes lipidkivonatot praktikus valasztani.

9. tablazat Az in silico, in vitro nem-sejtes és PAMPA modellek eredményeinek statisztikai

Osszehasonlitasa

PPV (%) NPV(%) Pontossag(%)

Ploemen modell 73 86 81

In silico modellek )
Tomizawa modell 92 70 79
In vitro nem-sejtes CMC? modell (N=31) 100 75 87
modszerek™ EKCP modell (N=23) 92 82 87
BBB 92 84 87
M3j 92 84 87
gradiens-pH PAMPA modell Tid6 92 89 90
Vese 92 86 89
Sziv 92 84 87

*Bar a PAMPA modellekben 6sszesen 63 hatoanyagot vizsgalatunk az Gsszehasonlitasra kivalasztott in
vitro modellek k6zolt mérési pontjai csak 31 (CMC) és 23 (EKC) vegyiilet esetén voltak atfedésben.
CMC: kritikus micellaképz6 koncentracio, EKC: elektrokinetikus kromatografia, PS: foszfatidilszerin,
PPV: pozitiv prediktiv érték, NPV: negativ prediktiv érték.

Mar a 21 vegyiileten végzett eldvizsgalatok in vivo PLD adataival tortént Osszevetés is
ramutatott, hogy néhany vegyiilet a PAMPA modellben alpozitivnak (mianszerin (49)), illetve
alnegativnak (klorokvin (3)) adodott. Ennek hatterében a legtobb esetben nem a modell hibaja,
hanem a vegyiiletek fokozott metabolizmusa, illetve a képz6édé metabolitok eltéré PLD
kockazta all. Igy az alpozitiv vegyiiletek esetében a metabolikus 4talakulas sordn a képzédd
metabolitnak csokken, vagy elveszik a bazikus jellege, illetve alnegativ esetben bazikus
karakterii lesz.["8[7] A teljes, 63 hatdanyagon végzett PAMPA vizsgalatok alapjan alpozitiv
eredményt az amlodipin (28), bupropion (38), metapirilén (47), mianszerin (49) és a
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szertralin (58), mig alnegativ eredményt a klorokvin (3) és a fenacetin (18) esetében kaptunk.
Irodalmi adatok alapjan ez a jelenség az amlodipin (28),1%! a klorokvin (3),BY ¢és a
mianszerin (49)[®] esetében volt alatamaszthatd. Két tovabbi esetben bar metabolkus
atalakulasbol fakadd koézvetlen PLD aktivitasvaltozast még nem irtak le, de mind a
metapirilén (47) N-oxidacija,l’® mind a szertralin (58) oxidativ deaminaci6jal® megsziinteti
a vegyiilet bazikus jellegét, ami magyarazatul szolgalhat a kapott eredményre. A fenacetin (18)
¢s a bupropion (38) esetében kisérletes adatot nem talaltunk a kapott eredmény magyarazatara.
Az in vivo adatok alapjan a fenacetin kockazati osztalya PLD+, azonban mind a PAMPA
modellben, mind az in silico modellekben PLD- osztalyba keriilt. A fenacetin a PLD
szempontjabol fontos fiziologias kozegekben (pH7,4 és pH4,0) semleges karakterii, kozepesen
lipofil molekula, igy az ismert PLD mechanizmus alapjan nem magyarazhat6 az in vivo PLD+
hatasa. F6 metabolitja, a 4-etoxi-anilin(® ezzel ellentétben mar bazikus karakterii, és a
lizoszoéma pH~4-es kozegében ionos formaba keriil. A fenacetinhez képest, a 4-etoxi-anilin pH-
gradiens PAMPA vizsgalat soran kapott fokozott permeabilitasa (17. abra) alatamasztja a
metabolizmus szerepét az anyavegyiilet PLD sajatsagaban. A fenacetinhez hasonldéan a
bupropion (38) metabolitjanak, a hidroxibupropionnak®! is elvégeztiik a pH-gradiens PAMPA
vizsgalatat. Ebben az esetben a metabolit permeabilitasa csak kis mértékben csokkent, a
kockazati hatarértéket nem érte el (17. abra). Az eredmény alapjan elmondhatd, hogy ebben az

esetben a metabolizmus csupan csokkenti a PLD kockazatat.

-

o

OJ OJ
CP450 J< CP450 oH
cl N 286 g NH
HN YO NH, o "

Fenacetin 4-etoxi-anilin Bupropion Hidroxibupropion
pH gradiens 6 6 -6 -6
pH 7.4 - pH 4.0 P. (cm/s x 10%) P. (cm/s x 10°%) P, (cm/s x 10%) P, (cm/s x 10%)
tidész6veti PAMPA 8,7+ 0,1 41,1+ 0,8 539+ 2,1 428+ 54
Ploemen modell PLD - PLD - PLD - PLD -
Tomizawa modell PLD - PLD + PLD + PLD +

17. abra A fenacetin (18) és a bupropion (38) f6 metabolitjai és osztalyozasuk a PLD modellekben

A kapott eredmények alapjan a PLD kockazat eldrejelzésére iranyuldé modellfejlesztése soran
bebizonyitottuk, hogy a gradiens pH elrendezésii (donorpn 74 — fogaddph 40) PAMPA modell

alkalmas a citoszol — lizoszoma irdnyl transzport modellezésére. Osszevetve az altalunk
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kialakitott PAMPA modell és az in vivo PLD adatokat ramutattunk a szakirodalom altal javasolt
egyiranyt transzport mechanizmus kiemelt fontossagara a PLD kialakulasaban. Vizsgalataink
alapjan igazoltuk, hogy a PAMPA rendszer alkalmas szovetspecifikus penetracids folyamatok
modellezésére is, hiszen a tiidé-specifikus PAMPA modellel kapott kiemelkedd eredmény
megfelel a PLD in vivo szoveti megjelenés gyakorisaganak. A PAMPA modellben alpozitiv és
alnegativ eredményt add hatdanyagok esetében a metabolizmus szerepét a PLD kockazat

valtozasaban irodalmi adatokkal és sajat mérési eredményekkel is igazoltuk.

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 megfeleld szovetspecifikus jellege. A
szdjnyalkahartya specifikus, bukkalis-PAMPA modell esetében az egyszerii dodekan
oldoszermembran praktikus alkalmazasat mutattuk meg. A donor és fogadd oldali kozegek
Osszetételének és pH értékének, tovabba a vizes kozegben alkalmazott koszolvens mennyiségének
hatasat is megmutattuk a PAMPA modellek szovetspecifikus el6rejelz6 képességére. igy a PAMPA-
BBB esetében a koszolvens hatasanak, a cornea-PAMPA esetében a puffer 6sszetétel és a koszolvens
elhagyéasanak, mig a lizoszéma transzportra vonatkozd, foszfolipidozis 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- és a lizoszoma specifikus PAMPA
modellek esetében az inkubacios id6é és a homérséklet tekintetében a 4 6ra, 37 °C alkalmazasaval,
egy a korabbi modelleknél gyorsabb ¢és a fiziologias koriilményekhez jobban igazod6 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.

Az Gsszes altalunk kidolgozott PAMPA modell esetében igazoltuk, hogy azok szdvetspecifikus és
robusztus jellege biztositja a modellek kiterjedt alkalmazhatosagat a gydgyszerkutatas korai
fazisaban. A modellek limitacigjaként ki kell emelni, hogy a PAMPA modell csupan hatéanyagok
passziv transzportfolyamatanak modellezezésére szolgal, amely a vegyliletek korai fazist

jellemzésével, illetve osztalyozasaval segitheti a kutatasi programok eloérehaladasat.

A tézishez kapcsolodo kozlemények:
[SP1-SP6]
IF: 2,987+3,994+3,773+3,466+3,005+3,169 = 20,394
fliggetlen hivatkozasok: 57+9+9+-+9+1=85
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2. Novényi Kkivonatok, novényi alapu hatéanyagok és félszintetikus analégjainak
vizsgalata és jellemzése

A 90-es ¢évek eldtt természetes, foként novényi eredetli hatdanyagokra visszavezethetd
gyogyszerkémiai paradigmat, ahol az eléallitott vegyliletek hatasat legtobb esetben kdzvetlentil
in vivo allatkisérletekben igyekeztek igazolni, a 2000-es évek elejére a szerves kémidban a
parallel szintézis, illetve a farmakologiaban és molekularis biologiaban a nagy
ateresztOképességli technikak (HTS) megjelenése jelentdésen megvaltoztatta. A felgyorsult
gyogyszerkémiai munka eredményeképpen el6allé nagyméretli molekulabankok, illetve az
azokat jellemz6 HTS technikak altal biztositott nagyszamu bioldgiai és fizikai-kémiai vizsgalati
adat, viszonylag hamar ramutatott az uj paradigma korlataira, arnyoldalara is. A 1997-ben
Christopher Lipinski altal megfogalmazott rule of fivel®! mar kiemelte a vegyiiletek fizikai-
kémiai sajatsdganak fontossagat, de ezt kovetden szdmos szerzd jelezte, hogy az 1j
gyogyszerkémiai irdnyvonalnak hatdsdra a vegyiiletek egyes jellemz6i, de foként a
molekulatomegiik és a lipofilitasuk (fokozatosan nd), illetve egyuttal a varhat6 toxicitasuk €s

mellékhatas profiljuk is kedvezétlen iranyba valtozik.[61-18

Ezzel egyiitt az 1j
gyogyszerkémiai iranyvonalnak tudtdk be a szerkezeti valtozatosag boviilésének elmaradésat,
hianyat is.%¥ A probléma egyik megoldasara a nagyobb szerkezeti diverzitasu, sok tekintetben
kedvezobb fizikai-kémiai jellemzot €s kiterjedt biologiai hatast hordozo természetes eredetii
hatéanyagokhoz vald visszatérés jelentette volna, de sajnalatos mdédon a HTS irdnyitotta
biologiai vizsgalatokkal, a névényi alapi masodlagos metabolitokat tartalmazo kivonatokbol
kiindul6 kutatési irdnyzat nem volt kompatibilis. A legnagyobb problémat a természetes eredetii
kivonatok aktiv komponenseinek izolalasa, szerkezetvizsgalata jelentette.®® Szerencsére a
2000-es évektol az elvalasztastechnika és a spektroszkopiai berendezések és modszerek mind
gyorsasag, mind az érzékenység tekintetében jelentés fejlédésen mentek keresztiil. Ennek
koszonhetden a HTS kompatibilis névényi kivonatbankok kialakitdsaban alapvetéen harom
megkozelités (I1d. alabb) alakult ki. Mindharom esetben, fiiggetleniil a kivalasztott
megkozelitéstdl, sziikséges a nyers ndveényi kivonatok eldtisztitasa, melynek soran (jellemzden
kloroformos kivonatot poliamid gyanta segitségével) meg kell szabadulni a bioldgiai teszteket
nagymértékben zavaré klorofiltol, pigmentektdl, fluoreszcens anyagoktdl, denaturald
agensektdl. Lehetség van ezen feliil kationcseréld gyanta segitségével a specifikus biologiai
hatast hordozé alkaloidok elkiilonitésére is.PM%2 Az igy kapott elétisztitott kloroformos,
apolaros Kivonat szilard maradékanak tovabbi metanolos kivonatolasaval a ndvényi drog

polaros komponensei is kinyerhetok. Ezt kdvetden az eldtisztitott kivonatbodl kiindulva aszerint
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kell valasztani stratégiat, hogy az id6- és koltségigényes aktiv komponens izolalasat ¢€s
szerkezetazonositasat a kutatasi folyamat mely pontjaban kivanjuk elvégezni (SP7 1. dbra).

Az I tipusu megkozelitésben az eltisztitott nyers extraktumok kozvetleniil keriilnek bioldgiai
HTS vizsgalatra. A nyers extraktumokkal torténéd HTS sziirés elonye, hogy a ndvényi
droggytjtéstdl fliggben egy nagy biologiai és kémiai diverzitdsu kivonatbankot Iehet
viszonylag gyorsan létrehozni és egyuttal elkeriilheté a minor komponensek elvesztése is. Ezen
tulmenden mind a kivonatok Osszetételét, mind mindségét tekintve, e stratégia kozeliti meg
legjobban az adott névényi drog etnofarmakologiai ismereten alapulé felhasznalasat. Hatranya,
hogy a sokkomponensii mintak esetében a bioldgiai sziirék vizsgalatai sokszor szolgaltatnak
alpozitiv, illetve alnegativ eredményeket és a komponensek kozott  fellépd
egyiitthatas/ellenhatas nehezen értelmezheté biolégiai valaszjelet eredményezhet.®*l A nyers
extraktumok esetében ki kell még emelni a replikacido veszélyét is, azaz olyan ndvényi
masodlagos metabolitok jelenlétét, amelyek jol ismertek és altalanosan, nagy mennyiségben
vannak jelen a novényekben (ubikviter vegyiiletek). Ezek sok esetben rontjak az esélyét az 0j
kémiai szerkezetli, vagy ismert, de adott hatasteriileten még nem bizonyitott hatasu vegytiletek
azonositasanak.®l A II. tipusii megkozelités soran az elbtisztitott nyers izolatumokbol
racionalizalt megfontoldsok alapjan maximalisan 5—10 komponenst tartalmazé el6frakcionalt
kivonatokat alakitanak ki. Az el6frakcionéléds torténhet egyszeriien egy vagy tobb, megfeleld
felbontoképességgel bird elvalasztastechnikai 1épés (pl.: preparativ gravitacids/nyomads alatti
oszlop kromatografia, ellendramt folyadék-folyadék kromatografia (CCC), illetve preparativ
HPLC) vagy ezek optimaélis szekvencigjanak alkalmazasaval. Igy, az eredeti, esetenként akar
50-100 komponenst tartalmazo kivonatbol, 5-10, LC-UV alapjan alapvonalon elvalaszthato
komponenst tartalmazo kivonatokat hoznak 1étre.[®® A komponensek hatékony
karakterizalasara, azonositasara hasznalhatd spektroszkopiai modszereket (UV,[%] MS, 71
NMRP8) kivaloan kiegészitik az egyre gazdagabba valo, specifikus hattéradatbazisok (pl.
NAPRALERT: http://www.napralert.org, Dictionary of Natural Products:
http://dnp.chemnetbase.com.) A nyers kivonatokbol torténd frakcionalds és szelektalas
torténhet a koribban emlitett gyogyszerkémiai szabalyok (Lipinski rule of five;
vezérmolekuldkra vonatkozo, Oprea nevéhez fiizddé rule of 3;P%M1% jlletve a vér-agy gat
penetraciora vonatkozo Pardridge,[*®t Clark(? ¢s Lobell™® altal leirt torvényszertiségek)
alapjan is. A fenti szabalyok alkalmazhatésagéanak alapvetden két korlatja van: egyrészt a
novényi eredetli és a szintetikus molekulakonyvtarakban taldlhato vegyiiletek kozott jelentds
szerkezeti kiilonbségek vannak (atlagos molekulatomeg 414 Da vs. 393 Da; gytriik szdma 4,1

vs. 3,2; kiralitds centrumok szdma 6,2 vs. 0,4; jellemzden kevesebb nitrogén, halogén és kén
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atom, masfeldl viszont jelentésen tobb oxigén atom van jelen a novényi eredetii
vegyiiletekben)['%, masrészt fontos, hogy idé- és koltséghatékonyan a tobb komponensii
ndvényi mintdkban csak a hatéanyagok molekulatomege ¢€s lipofilitdsa hatarozhaté6 meg. E
kritériumoknak a gyakorlatban, els6 megkozelitésben a kromatografias technikakkal tudunk
eleget tenni: az egyes komponensek lipofilitasa forditott fazisa (RP) kromatografia,[*°! mig a
membrantranszportra vonatkozo sajatsiga immobilizalt liposzomamembran (Immobilized
Artificial Membrane: 1AM) kromatografia®! segitségével osztalyozhatd, a retencios faktor
(logk’) felhasznalasaval. Fontos kiemelni, hogy kiilondsen az elmult 5-8 évben az 1j, egyre
nagyobb csucskapacitast biztosit6 HPLC kolonnak (teljesen porozus, kis szemcseatmérdji
(<2um) és héjszerkezetii (mag-héj), illetve az RP-C18-al szemben ortogonalis elvalasztast
jelent6 (RP-C16amid, RP-PFP (pentafluorofenil), RP-ciano, HILIC (hidrofil kolcsonhatason
alapulé kromatografias) stb. toltet tipusok),’°”! vagy az analitikai 1éptékii szuperkritikus
folyadékkromatografias rendszerek('®®M%! megjelenése jelentds lendiiletet adott ennek a
megkozelitésnek. A komponensek molekulatdmeg szerinti frakcionalasa célszertien az el6z6
elvalasztasi technikdkhoz kapcsolt tomegspektrométerek segitségével torténhet. A nyers
novényi Kivonatok racionalizalt eléfrakcionalasa torténhet biologiai, illetve human fiziologias
sajatsag alapjan is. Ennek megfeleléen lehet6ség van a kivonatokat human szérum albumin
(HSA) kotddésiik (immobilizalt affinitas kolonna, HPLC),[!* illetve biologiai sziiré rendszerek
segitségével in vitro metabolizmusuk!Y és citotoxicitasuk™ 213 alapian eléfrakcionalni.
Idealis esetben az eldfrakcionalast kdvetden, dereplikalt (ubikviter anyagoktol mentes), fizikai-
kémiai és metabolikus tulajdonsdguk alapjan megfeleld farmakokinetikai jellemzdvel
rendelkezd, nem citotoxikus természetes eredetii izolatumokhoz jutunk. A megkozelités elénye,
hogy a HTS vizsgalattal kompatibilis a novényi eredeti mintak, kozepes id6 és anyagi
befektetés mellett bizonyos mértékben a gyogyszerszeriiséget is figyelembe véve késziilnek el.
A egyediili hatranyt a HTS vizsgalatot kovetd biologiailag aktiv komponens azonositasanak
idoigénye jelenti, ami elsdsorban a kombinatorikus szintetikus kémiai konyvtarral valo
Osszehasonlitdsban mertl fel. A Il tipusu, tiszta ndovényi eredetli komponens-konyvtar
esetében, a komponensek kivalasztasi elve megegyezik a II. tipusu el6frakcionalasnal
megfogalmazottakkal. A tiszta komponens-konyvtar létrehozasanak limitacidjat az uj kémiai
entitast hordozoé és a tobbszords HTS vizsgalathoz sziikséges megfeleld tisztasagi (>80 %) és
anyagmennyiségii (1-5 mg)t4 novényi eredetii vegyiilet izolalasa jelenti. E kritériumok mellett
a konyvtar méretét elsdsorban az izolalasra forditott id6 és a tisztitasi lépésekhez felhasznalt
analitikai technikdk befolyasoljak, melyek Osszességében a raforditott koltségekkel

parhuzamosan névekednek. Osszességében elmondhatd, hogy a III. tipust, tiszta komponens
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izolalasi stratégia eldnye, hogy a HTS biologiai szlirés utan kozvetleniil azonosithat6 a hatasért
felelds vegytilet, igy a létrehozott molekulabank mar hasonlé idébeosztas szerint halad a

kutatési kaszkadban, mint a szintetikusan eldallitott vegyiileteket tartalmazé molekulabankok.

2.1 A Richter Gedeon Nyrt. novényi kivonatbankjanak HTS kompatibilitasi vizsgalata,
jellemzéselSP7]

A 2000-es évek elején a fentiekkel 6sszhangban, a Richter Gedeon Nyrt kutatasaban is hasonld
stratégiai dontés sziiletett. A Cég a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Farmakognozia €s
Szerves Vegytani Intézetével, a Szegedi Egyetem Farmakognozia Intézetével, valamint az
MTA Okolégiai és Botanikai Kutatéintézetével (Vacratot) egyiittmiikddésben 1999 és 2001
kozott létrehozott egy, a Karpat-medencében honos, illetve termeszthetdé ndvényekbdl
preparativ  oszlopkromatografia segitségével részlegesen eldfrakciondlt (vékonyréteg
kromatografia alapjan egyenként 5-10 komponenst tartalmazo) mintegy 5500 extraktumot
magaba foglaldo novényi kivonatbankot. Azonban a Richterben, ebben az idészakban lezajlott
kutatasi reform kovetkeztében, ami az altalanos gyogyszerkutatasi trendnek megfeleléen a HTS
alapu hatéanyag sziirési megkozelités felé iranyult, eldtérbe helyezddott a kombinatorikus
kémiai konyvtar alkalmazasa és a menedzsment atmenetileg elvetette a névényi extraktum
alapu kutatas folytatasat.

Ezt kovetden, mintegy 10 év elteltével egy kisebb kutatocsoportot dsszegytijtve, a kutatasi
menedzsment tamogatasa mellett, @ mar idékézben megujult nagymiiszeres spektroszkopiai
(800 MHz-es NMR, FT ICR (Fourier transzformacios ionciklotronrezonancia)-MS) és az 1j
kromatografias elvalasztastechnikak felhasznalasaval, a fentiekben bemutatott /1. tipusu
megkozelitéssel kezdtiink bele a Richteres novényi extraktumbank vizsgalataba. A vizsgalatok
els6 részében, a farmakognozial intézetek segitségével, a kivonatbank fobb paramétereit és a
kivalasztott novényfajok Osszetételét Gjra feltérképeztik (SP7 I és II. tabldzat). Szem el6tt
tartva, hogy a kialakitand6é konyvtar mind rendszertani, mind gydgyaszati felhasznaltsag (a
konyvtarat alkotd drogok kevesebb, mint fele bir csak gyogyaszatilag relevans
irodalommal)**SH-1171 mintdzata nagyfoku diverzitast mutasson, a HTS kompatibilis névényi
extraktumbank alapjaul 1928 kivonatot valasztottunk ki. A kivonatokban az ajakosviragzatiak
(Lamiaceae) és a fészekviragzatuak (Asteraceae) csaladjainak dominans megjelenése a Karpat-
medence florajanak egyfajta ,,leképezésének™ is volt tekintheté. Munkank elsé 1épésében, a
ndvényi extraktumok biologiai HTS vizsgdlatokba torténd bevonasa, illetve az azokbol
szarmaz6 eredmények bizonytalansaganak csdkkentése érdekében, a részlegesen eldéfrakcionalt

izolatumok citotoxikus hatasat, 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium-bromid
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(MTT) kolorimetrids teszt segitségével, kinai horcsog petefészek (CHO: Chinese hamster
ovary) sejtvonalon vizsgaltuk.['*® A vizsgalat soran a sejttenyészethez hozzaadott sarga szinii
MTT oldat az €16 sejtek mitokondriumaiban bord6 szini formazanna redukalodik. Ennek
megfelelden a formazan mennyiségébdl kovetkeztethettiink az €16 sejtek szamara. A formazan
mennyiségét, azaz a kapott oldatok abszorbancia valtozasat 96-lyukt mérétalcan (plate),
spektrofotometrias plate-olvasé segitségével, 545 nm hulldmhosszon detektaltuk. A
citotoxicitasi sziirést kovetden 1564 extraktumot kiilonitettiink el HTS vizsgalatra. A vizsgalat
arra is ramutatott, hogy a polaros kivonatokkal szemben az apolaros kivonatok jellemzéen
nagyobb szamban mutattak citotoxikus hatast (SP7 5. dbra). Ezen tilmenden az 1928
elofrakcionalt novényi kivonatot egy GPCR-kapcsolt receptorhoz (,,A” projekt), majd a
citotoxicitds sziirésnek koszonhetéen a megmaradt 1564 mintat egy az el6zo6tdl fiiggetlen
GPCR-kapcsolt receptorhoz (,,B” projekt) €s egy ioncsatorna fehérjéhez (,,C” projekt) kothetd
sejtes funkcionalis HTS szfirési kampéanyokban is vizsgaltuk. Osszehasonlitva az ezeken a
biologiai HTS sziiréseken vizsgalt kismolekulas konyvtar, illetve az extraktum-konyvtar
eredményeit a kovetkez6 megallapitasokat tehettiik (10. tablazat). A novényi kivonatok
esetében mind a harom projektnél kozel egy nagysagrenddel nagyobb elsddleges HTS talélati
aranyt tapasztaltunk, mint a megfeleld kismolekulas konyvtarnal, ami bizonyitja a ndvényi
eredetii vegyiiletek kedvezOobb biologiai megfeleloségét. Ugyanakkor a citotoxicitas szlirést
kovetden (,,B” és ,,C” projekt) az elsédleges taldlati arany a novényi extraktumoknal kozel
egyharmadara csokkent, ami bizonyitékul szolgal arra, hogy a racionalizalasi torekvésiink
hatékony volt, illetve ezzel egyiitt a mar korabban megfogalmazott alpozitivitas valdsziniisége
IS lecsokkent. A novényi és kismolekulas mintak megerdsitett talalati aranyainal nem sikertilt
azonositani ilyen egyértelmii Osszefliggést, a kapott eredmények inkabb a biologiai sziirési

rendszertdl valo fiiggést mutattak.

10. tablazat A Richterben végzett HTS kampanyok talalati aranyainak 0sszehasonlitasa

) Primer talalati arany Megerdsitett talalati arany
Projekt / Célpont ) L ) o
Kismolekuldas ~ Novényi kivonat Kismolekulas Novényi kivonat
A/ GPCR 1,1% 14,6 % - -
B/ GPCR 0,3% 4,8 % 83 % 17 %
C / ioncsatorna 0,7% 51% 32% 64 %

A novényi kivonatok célzott elfrakcionalasat (I1. tipusi stratégia) késébbi munkainkban
probaltuk oly modon megkozeliteni, hogy az alkalmazott sziirési eljaras kelld ortogonalitast

adjon a tovabbiakban tervezett biologiai HTS sziirésekhez képest, de egyuttal gyogyszerkémiai
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elésziirésként is funkcionaljon. Tekintettel arra, hogy a névényi kivonatokat jellemzéen HPLC-
MS technikaval vizsgaltuk, a forditott fazisu elvalasztastechnikanak, illetve az MS késziilékkel
tortént detektalasnak koszonhetéen konnyen jellemezni tudtuk a kivonatok polaritds
(retencids 1d6) — moltdmeg (molekulaion [M+H]*) profiljat, amit egyuttal kemotaxondmiai
,Ujjlenyomatként” is hasznalhattunk (pl. SP7 2. dabra: Solanum dulcumara kloroformos
kivonatanak LC-MS kromatogramja). Természetesen a szlirési modszer kivalasztasanal a kelld
robusztussag és ateresztOképesség is fontos szempont volt. Ennek megfeleléen kézenfekvonek
tlnt a kutatocsoportunk altal kidolgozott PAMPA permeabilitasi rendszer alkalmazasa. A
vizsgalatokat a vér-agy gat specifikus PAMPA-BBB rendszeren végeztiik, 6sszhangban a
Richter CNS betegségekhez kapcsolodd Kutatasi stratégiajaval.[SP8SP10 A PAMPA technika,
mint azt a kutatasi munka bemutatasanal is lathatd lesz, azért is tiint megfelelé valasztasnak,
mert nagyfoki molekula-szelekcidjanak koszonhetden, idedlis esetben HR-MS, NMR
vizsgalatokkal kompatibilis tisztasdgu ¢és mennyiségli mintdkat szolgaltatott. A ndvényi
kivonatok specifikus eldszlirésére alkalmas masik, altalanos hatdsmechanizmusokhoz is
kapcsolhatd jellemzdjiik az antioxidans, illetve a szabadgyok semlegesité kapacitasuk.
Vizsgalatainkhoz ebben az esetben is igyekeztiink olyan egyszerii, kolorimetrias modszereket
valasztani, melyek altalanos jellemzést adnak a Kivonatok antioxidans hatasara, illetve
hasonléan a PAMPA rendszerhez 96-lyukti mérétalca (plate) alapti mérésekhez konnyen
adaptalhatoak, ami biztositja a megfeleld ateresztoképességet. Erre kitiind lehetdséget adott a
teljes antioxiddns hatas jellemzésére altalanosan alkalmazott DPPH stabil gyok megkotésén
alapuld moédszer,[SP1HSPL-SPIS] lletve egy masik novényi kivonatok vizsgalatira kevésbé
kidolgozott szabadgyok, a peroxinitrit gyokanion (ONOQO") — pirogallol vords szinkioltasi
modellreakcio.SP117SP121 Mig a DPPH megkotésén alapuld vizsgalat HPLC technikaval
kapcsolt modellje mar korabban kifejlesztették,[**¥l az ONOO™ — pirogallol vorés rendszer
HPLC-vel kapcsolt modelljét elséként dolgoztuk ki.5"2 A HPLC-(MS) kapcsolt gyokkioltasi
technikdk elonye, hogy kozvetleniil lehetdséglink nyilt az antioxiddns, gyoksemlegesitd

komponens(ek) azonositasara.

2.2. Kozponti idegrendszerre hato vegyiiletek azonositasa noévényi kivonatokbol:
PAMPA-BBB — HPLC-MS — NMR Kkapcsolt technika kidolgozasalSFe]

2.2.1. Novényi kivonatok, mint a kozponti idegrendszeri gyégyszerkutatas potencialis
kiindulopontjai

A ndvényi kivonatok neurobiologiai hatsat szdmos etnofarmakologiai leiras bizonyitja, emiatt

uj hatéanyagok azonositasa szempontjabol idealis kiindulasi pontot jelenthetnek koézponti
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idegrendszeri betegségekre iranyulé kutatasokban.[**®l Annak ellenére, hogy szamos novényi
eredetii vegyiilet, illetve kivonat ismert CNS eredetii betegségek kezelésében, illetve igazoltak
BBB-n keresztiili transzportjukat is, hatasmechanizmusuk sok esetben nem tisztazott.[?l Mar
a CNS megbetegedésekre iranyuld gyogyszerkémiai munka korai fazisaban fontos a
silico és in vitro modell all rendelkezésre.['?!! Az in silico modellek adatkészletében talalhatd
molekulak (klasszikus gyogyszerek) azonban a novényi eredetii vegyiiletektdl jellemzden
szerkezetileg jelentOsen eltérnek, igy mint exkluziv kémiai térre nem bizonyitott a modellek
kiterjeszthetosége. Masfel6l az alkalmazott in vitro sejtes modellek, kozepes
ateresztoképességiik és tobbkomponensii mintakkal szembeni érzékenységiik miatt, nem
tekinthetdek idedlisnak a novényi eredetli kivonatok vizsgalatara. A természetes eredetl
kivonatok vizsgalatanak tovabbi Kritikus pontjat az aktiv komponens szelektiv izolalasa,
azonositasa adja. Fentiek miatt egy hatékony, nagyfokii BBB szelektivitassal rendelkezd
szlirési modell nagyban segithetné a természetes forrasbol kiindulé CNS kutatést.

Mindezek figyelembevételével kézenfekvonek tiint a mar 1.5. pontban bemutatott optimalizalt
PAMPA-BBB modell alkalmazasanak kiterjesztése novényi eredetli mintak vizsgalataban.
Ezen torekvést a modell BBB penetracid eldrejelzésére vonatkoz6 pontossaga, nagy
ateresztOképessége €s robusztus jellege mellett az is alatamasztotta, hogy PAMPA modellben
tobb komponensii Gn. cassette dosing adagolas mellett sem volt jelentds interferencia

azonosithato a vegyiiletek permeabilitasdban.!®!

2.2.2. PAMPA-BBB modell kiterjesztése novényi eredetii hatéanyagok jellemzésére

Az 1.5. pontban bemutatott PAMPA-BBB modell optimalizalasa soran mar bizonyitottuk, hogy
a kialakitott modell prediktiv ereje kielégiti a gydgyszerkutatds korai szakaszéban felmeriild
BBB-specifikus fizikai-kémiai informaciora vonatkoz6 igényt. Az 1.5.2. pontban leirt modell-
optimalizalas folyamata arra is ramutatott, hogy a rendszer egyik f6, kritikus paramétere a
mesterséges membran Osszetétele, illetve az oldoszerkomponens, azaz a dodekan mennyisége.
Bar a nagyobb dodekan tartalom mellett a PAMPA-BBB prediktiv ereje némiképp csokkent,
amit a hozzaadott koleszterin ismét javitott, a modell szelektalo jellege, az atlagosan nagyobb
penetracios visszatartas miatt n6t. Ezek alapjan a névényi kivonatok vizsgalatanal a PAMPA.-
BBB modellben az 5 pl 26,67 mg/ml PBLE, 16,67 mg/ml Kkoleszterin dodekanos oldatat
tartalmaz6 mesterséges membrant alakitottuk ki (1.5.2. pont 5. tablazat).

A PAMPA modell kiterjeszthetdségét a novényi kivonatokra 23 természetes és 20 természetes

hatdanyagra visszavezethetd vegyiilet felhasznalasaval vizsgaltuk. A kivalasztott hatéanyagok
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szerkezetiik és in vivo logBB értékiik (-2 és 1 kozé esett) alapjan is valtozatosak voltak.
Megvizsgalva a PAMPA-BBB modellben kapott logPe értékek és az in vivo logBB adatok
kozotti linedris korrelaciot (R?=0,723), a modell a ndvényi eredetii vegyiiletek BBB
penetracidjanak elrejelzésére is alkalmasnak bizonyult (18. abra). A kapott linearis korrelacio,
illetve a vizsgalati pontok elhelyezkedése alapjan részben onkényesen, de figyelembe véve,
hogy a CNS hatasu gyogyszerek esetében atlagosan a logBB > -0,5, azok a novényi eredetii
vegyiiletek tekinthetéek BBB+-nak, melyeknél logPe > -6,0 értéket kapunk az optimalizalt
PAMPA-BBB modellben.

in vivo logBB
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18. abra Novényi eredetii vegyiiletek logPe értékei és linearis korrelacioja in vivo logBB adatokkal a
PAMPA-BBB rendszerekben (N=43)

Ezt kovetben, a vizsgalandd a ndvényi Kivonatok valtozatos Osszetételére tekintettel,
sziikségessé valt a PAMPA-BBB modell fitokémiai szelektivitasanak jellemzése is. Ennek
érdekében Osszesen 72 fitokémiai szempontbol diverz és fizikai-kémiai paraméteriiket tekintve
is valtozatos (SP8 Table S2: Mw: 123—868; PSA: 16—266; clogD74: -4,2—8,2) ndvényi eredetii
vegyiilet BBB-specifikus permeabilitasat vizsgaltuk meg. A 19. abran lathato, hogy a vizsgalt
vegylileteket Osszesen 4 fitokémiai csaladba, illetve egy tovabbi (egyéb) fitokémiailag fontos
szerkezetii vegylileteket tartalmazo csoportba tudtuk besorolni. A vizsgalat alapjan a polaros
cukoregységet tartalmazé vegyiiletek (glikozidok) és a karbonsav szarmazékok logPe értéke -
6,0-nal kisebb volt, ami Osszhangban az 1.5.1. pontban leirtakkal, a BBB-specifikus
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lipidkivonat Gsszetételének ¢és nettd negativ toltésének volt koszonheté, melynek
eredményeképpen a nagy polaros (pl. cukoregységet) és/vagy negativ toltést, savas karakterti
szerkezeti egységet hordozo vegyiiletek fizikai-kémiai karakteriik alapjan szelektalodtak. Ezzel
ellentétben a cukoregységet nem tartalmazo flavonoid aglikonok, a lipofil, esetenként bazikus
szerkezeti egységet tartalmaz6 alkaloidok és egyéb CNS hatas szempontjabol érdekes ndvényi
eredetll vegyliletek PAMPA-BBB permeabilitasa, azaz logPe értéke jellemzden nagyobb volt,
mint -6,0. Az eredmény alapjan elmondhato volt, hogy a beallitott modell fitokémiai és egyuttal
gyogyszerkémiai értelemben is szelektivnek bizonyult, igy névényi kivonatok BBB-specifikus

jellemzésére is jol hasznalhato.
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19. abra Fitokémiailag relevans hatéanyagok PAMPA-BBB vizsgalata, linearis korrelacidja in vivo
logBB adatokkal (N=72)

A fenti két vizsgélat alapjan a Richter Gedeon Nyrt. eredeti kutatasanak molekulabankjaban
talalhatd mintegy 5500 el6frakcionalt (vékonyréteg kromatografia alapjan maximum 10
komponenst tartalmazo6) novényi kivonatbol kordbbi sziirdvizsgalat alapjan citotoxicitast nem
mutat6 1760 egyedi minta PAMPA-BBB sziirését végeztiik el. A sziirés jellegli PAMPA-BBB
vizsgalatokban a novényi kivonatokbol DMSO torzsoldat késziilt. A kivonatok kezdeti
koncentracidja 1,0 mg/ml volt, ami 10 v/v% DMSO koszolvens koncentraciot jelentett a donor
oldalon. A PAMPA-BBB modell ateresztoképességének novelése érdekében, a mar korabban

beallitott inkubdacios koriilmények betartdsa mellett (37 °C, 4 6ra), els6 1épésben csak a fogado
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oldalon kialakul6 hatéanyag-koncentraciot monitoroztuk. A  vizsgalatokat UV-vis
spektrofotométer mer6talca (plate)-olvasd segitségével végeztik. A fogadd oldali mintak
Talalatként azonositottuk azokat a mintakat, ahol a fogad6 oldalon kapott abszorbancia érték
meghaladta donor oldalon alkalmazott 10 v/iv% DMSO-t tartalmazé vak mintak altal adott jel
+ a mérési hibajanak haromszorosat. A sz{irési kritériumnak minddssze 125 novényi minta
felelt meg, azaz a talalati arany 7,1% lett. Az eredmény egyértelmiien alatimasztja a modell
nagyfoku szelektivitasat, BBB-specifikus sziir6jellegét. A modszer fitokémiai, illetve
hatdanyag azonositasban torténd alkalmazhatosaga négy minta esetén vizsgaltuk részletesen. A
kivélasztott kivonatok Tanacetum parthenium (Oszi margitvirdg), Vinca major (Nagy meténg),
Salvia officinalis (Orvosi zsalya) és Corydalis cava (Odvas keltike) névényekbdl szarmaztak
(SP8 Figure 4. és 5., Table 1.). Az értekezés kereteire valo tekintettel csak egy ndvényi kivonat,
a T. parthenium viragzatabol készitett kivonat vizsgalatat mutatom be részletesen.

A BBB-specifikus komponensek azonositasa érdekében a kivalasztott kivonatokon
megismételtiik a PAMPA-BBB vizsgalatot, de ebben az esetben a rendszer donor és fogadd
cellaiba deuteralt viz felhasznalasaval késziilt puffereket adtunk. Ily médon a fogad6 oldalon
megjelené BBB-specifikus komponensek kozvetlen NMR vizsgalatara is lehet6ségiink volt. A
dereplikaciot és a minta BBB szelektiv tisztuldsat a kiindulasi donor, illetve az inkubaciot

kovetden a fogadd oldal HPLC-DAD-MS technika segitségével értékeltiik.

~ L 4% 100 - komponensek tisztasag 1
- ) o _
szama (%) AN=
. 0
e}
Nyers novényi i
g extraktum 82 18 Pentenele (1
g :
<o
N .
™~ Nivényi extraktum
Il fogado oldali
mintdja PAMPA- 12 74 2
BBB vizsgdlat utdn G} 3

(o]
1,3-dihidro-partenolid (2)

Arcl (%) A

Tanacetum
parthenium

20. abra Tanacetum parthenium viragzatabol készitett kivonat PAMPA-BBB — HPLC-MS/MS — NMR

vizsgalatanak eredménye

Ahogy a 20. abran, az 6szi margitvirag (T. parthenium) kivonatanak példajan keresztiil lathato,

az el6frakcionalt mintabdl eredetileg 8 komponenst detektaltunk a HPLC-DAD technika
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segitségével (a kivonat fOkomponensre vonatkoztatott tisztasiga 18% volt), ami a BBB-
specifikus PAMPA mesterséges membrannak kdszonhetéen jelentdsen megtisztult ¢és
minddssze 12 novényi eredetii masodlagos metabolitot tudtunk csak azonositani a fogadd
oldalon (fékomponensre vonatkoztatott tisztasaga a fogadd oldalnak 74% lett).

Ezt kovetden a két major komponens, a partenolid (1) és a 13-dihidro-partenolid (2) szerkezetét
a donor oldat HPLC-MS/MS, illetve offline NMR vizsgalata (az NMR vizsgalatokat dr. Béni
Zoltan végezte a Richter Gedeon Nyrt Szerkezetkutatasi Osztalyan) alapjan hataroztuk meg
(SP8 Table S4—S6). Tekintettel arra, hogy az 6szi margitvirag a migrén profilaktikus
kezelésben ismert gyogyndvény &s a vizsgalat alapjan azonositott partenolid antimigrén hatasat
tobb kutatds is igazolta, 'l az eredmény aldtimasztia a PAMPA-BBB modell

alkalmazhatdsagat novényi kivonatok CNS-specifikus hatéanyagok azonositasaban is.

2. tézis:

A PAMPA-BBB modell alkalmazhatosagat els6ként terjesztetiink ki ndvényi eredetii hatdbanyagok
specifikus szelektivitasat igazoltuk alkalmazhatdsagat novényi kivonatok esetében is, ami egyuttal
ramutatott a modell fitokémiai szelektivitasira. A PAMPA-BBB rendszer tesztkoriilményeinek
modositasaval (a kivonatokat emelt dozisban, deuteralt pufferben vizsgalva) a fogadé oldali mintak
kozvetlen NMR és LC-MS mérésével 1j BBB permeabilis komponensként azonositottunk a
kivalasztott novényi kivonatok komponenseit. Az eredmények alapjan igazoltuk, hogy az altalunk
kialakitott PAMPA-BBB — HPLC-MS — NMR kaszkad modell egy 1j, hatékony megoldast nyujthat

a természetes anyagokbol kiindul6 kdzponti idegrendszeri gyogyszerkutatasban.

A tézishez kapcsolodo kozlemény:
[SP8]
IF: 3,947; fiiggetlen hivatkozéasok: 21
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2.3. Ginkgo biloba mintak PAMPA-BBB vizsgalta: N-metilalt tiramin szarmazékok
azonositasalSFdl

2.3.1. A Ginkgo biloba, mint neurobiologiailag jelentés novény

A G. biloba a Ginkgoaceae csalad egyetlen €16 tagja, ami nem csak az egyik legismertebb, de
egyben talan legtobbet vizsgalt gyogynovény is. Alkalmazasa foként CNS eredeti
megbetegedésekhez kothetd, felhaszndldsa elsdsorban korai demencids tiinetek kezelésében
ismert.[!?l A G. biloba a nyugati viligba 1965 kériil Dr. Willmar Schwabe és német cége 4ltal
standardizalt levélkivonat formajaban jutott el Tebonin® néven. A standardizalt G. biloba
kivonat EGb 761 néven keriilt klinikai kiprobalasra, majd forgalomba. Az EGb 761 agyi
vérkeringést javitd és neuroprotektiv hatasat szamos klinikai és preklinikai vizsgélat is
alatamasztja.l'?!l A standardizalt levélkivonat neurobiolégiai hatasért felelés komponensei két
fontosabb, fitokémiailag is jol ismert vegyiiletcsaladnak, a flavonoidoknak és a terpén
trilaktonoknak a tagjai.'?! Az EGb 761 kivonat farmakokinetikai leirasok alapjan a CNS-be
felszivodd legfontosabb komponenseit, illetve azok szerkezetét a 21. abra foglalja 6ssze.
Annak ellenére, hogy ezek a vegyiiletek az elsédleges ginkgo biomarkerek, a standardizalt
kivonatban alig 30 w/w%-ban vannak jelen és CNS-re vonatkozatott biohasznosulasuk is
csupan alacsony-kozepesnek mondhatok.*?! Az ellentmondésos neurofarmakolégiai és
farmakokinetikai adatok alapjan elmondhatd, hogy az EGb 761, és igy a G. biloba levélbdl

szarmazo kivonatok CNS-specifikus komponenseinek vizsgalata kozel sem teljes.

Terpének \ Flavonoidok
4 e /7 Pavomsidok

R; R, R

H Apigenin H H
H OH OH Bilobalid Kempferol H OH
OH OH Kvercetin OH OH

- 0 W
=

\ OH OH H / k:ommnerm OMe OH /

21. abra A Ginkgo biloba neurobiolédgiailag aktiv komponensei

2.3.2. Ginkgo biloba kivonatok PAMPA-BBB vizsgalata

Fentiek alapjan érdekesnek tlint a kidolgozott PAMPA-BBB analitikai technikékkal kapcsolt
dereplikacios stratégia alkalmazasa a G. biloba levél nyers és standard (EGb 761) kivonatanak,
illetve a kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd készitmények részletesebb vizsgalataban is.

A vizsgalatok elsé 1épésébe egy G. biloba kivonatokra optimalizalt HPLC-MS/MS eljarast
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dolgoztunk ki (SP9 2.5. pontja). A 22/A. abran lathatd, hogy a kivonatban Osszesen 83
komponenst valasztottunk el, illetve a retencios id6 és MS/MS fragmentacié alapjan 18
komponenst azonositottunk. A kiindulasi, PAMPA-BBB vizsgalatot megel6z6 kromatografias
kép alapjan a mintaban terpén trilaktonokat, flavonoid glikozidokat, flavonoid aglikonokat és

biflavonokat azonositottunk.

A terpén trilaktonok  flavanoid aglikonok
100 1 PAMPA-BBB elott S T w12
nl‘\U['.‘ = 83
4
| 64
E , "
=
T s D B 14
2 flavanoid glikozidok
A NMT, Hor 5, biflavonok
3
Can 13
Tyr l 8 1718
Sl fle e
0 A

14
PAMPA-BBB utan

| Neges =19 EIC 10|

Relativ intenzitas (%) A

NMT, Hor

Retencios idé (pere) |
v 3
B 350000
PAMPA-BBB elott
4G
300000 | Mesics = 49 semleges timegveszteség
250000 v Il A P 308
2P Al 1.[. 1!. -~ 146
E 200000
3 . At hUJ. lHJ. 162
150000 i 454
PAMPA-BBB utan
100000 o
Ngies = 0
50000 308
146
162
o r - - ' 1 454
5 10 15 20 25 30 35

Retencios ido (perc)

22. abra A Ginkgo biloba standard (EGb 761) kivonatanak PAMPA-BBB — HPLC-MS/MS vizsgalata
(A) HPLC-MS/MS és (B) semleges tomegvesztés pasztazo kromatogram. Tyr: tiramin, Can: kandicin,

NMT: N-metil-tiramin, Hor: hordenin. 1-18 komponens azonositasa: SP9 Table 1.

Elvégezve a PAMPA-BBB vizsgalatot, hasonloan az 6szi margitvirdg kivonatan végzett
vizsgalat eredményéhez (2.2.2. pont 20. abra), jelentésen csokkent a fogadd oldali

komponensek szama, Osszesen 19 komponenst detektaltunk. Lathaté, hogy a flavonoid
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glikozidok (ezt a 22/B. abran lathat6 semleges tomegvesztés MS/MS technikaval is igazoltuk:
SP9 2.5.1. pont) és a biflavonok nem voltak képesek atjutni a mesterséges, BBB-specifikus
BBB+ komponenseket, melyek a kromatogram elején lathat6, polaros komponensek (ezek
részletes targyalasara késobb térek ki), az extrahalt ion kromatogram (EIC) alapjan detektalt
terpén trilaktonok és a flavonoid aglikonok voltak. A komponensek logPe értékét a PAMPA-
BBB donor és fogado oldali HPLC-MS/MS vizsgalata alapjan hataroztuk meg (SP9 Table 1),
melynek segitségével az egyes komponenseket permeabilitasi értekei alapjan agyi
penetraciojuk szerinti sorrendbe allithattuk. Az értekezés keretére valo tekintettel ezek részletes
bemutatdsara nem térek ki. A vizsgéalatok soran az EGb 761 mintdban, valamint a kivonat
PAMPA-BBB vizsgalatait kovetéen a fogadd oldalon is detektaltunk olyan polaros
komponenseket (22/A. abra a komponensek retencios ideje 5 — 9 perc kozé esett), melyeket
még korabban nem azonositottak G. biloba kivonatokban. A minta részletes, HPLC-MS/MS és
kozvetlen HR-MS vizsgalata alapjan, illetve abbol kiindulva, hogy két komponens m/z értéke
megfelelt a korabban mar leirt protoalkaloidoknak, a polaros komponensek kozott az N-metil-
tiramint (NMT: m/z 152) és hordenint (Hor: m/z 166), illetve tovabbi két B-fenetilamin

szarmazékot a tiramint (Tyr) és a kandicint (Can) azonositottuk (23. abra).

H J @l -
MH N N
o o J@/\’N“ o
HO HO HO HO
tir kan

nmt hor

23. abra Tiramin (Tyr), N-metil-tiramin (NMT), N,N-dimetil-tiramin (hordenin — Hor), N,N,N-trimetil-

tiramin (kandicin — Can) szerkezeti képlete

A tovabbiakban vizsgalataink arra iranyultak, hogy a kiilonb6z6 G. biloba kivonatok milyen
mennyiségben, illetve ardnyban tartalmazzak az azonositott tiramin szdrmazékokat. Tekintettel
arra, hogy az optimalizalt forditott fazist HPLC-MS/MS modszer nem bizonyult idealisnak a
polaros tiramin szarmazékok mennyiségi meghatarozésara, egy korabbi kozleményben ezekre
a vegyiiletekre kidolgozott ioncserés mechanizmust LC-MS/MS médszert alkalmaztunk.[*2"1 A
komponensek mennyiségi meghatarozasa szelektiv ionmonitorozassal (SIM) tortént (SP9 2.5.2.
pontja). A kidolgozott modszer segitségével a G. biloba levelének nyers metanolos, illetve két
standardizalt kivonatanak, tovabba hét kereskedelmi forgalomban 1évé terméknek a tiramin
szarmazék tartalmat hataroztuk meg. A 24. abran a tiramin és a harom metilalt szarmazék

mennyisének eloszlasa lathatd a mintakban. Az abran a citrusfélék levelében megtalalhatd
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tiramin szarmazékok atlagos eloszlasa is lathato, ami viszonyitasi alapként szolgal G. biloba
protoalkaloid tartalmara, hisz bar minor komponensként, de jellemzden ezekben a névényekben
fordulnak el8.1*?8] A tiramin szarmazékok eloszlasa alapjan a vizsgalt G. biloba kivonatokat és
a készitményeket harom jellemzd csoportba lehetett osztani. A citrusfélékhez hasonlo
protoalkaloid profillal rendelkezé nyers kivonatban és a Bilobil® forte készitményen a Tyr és
NMT mennyisége volt nagyobb. A méasodik csoportban alacsony Tyr mennyiség mellett magas
NMT és Hor mennyiség volt detektalhatd. A harmadik, legnagyobb termékcsoportban a Hor

mennyiség volt a legmagasabb.
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24. abra Tiramin szarmazékok eloszlasa Ginkgo biloba kivonatokban és termékekben, illetve
citrusfélékben. A Standard: Ph.Eur. standard por, B standard: Minésitett kereskedelmi referencia

A vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy a tiramin szarmazékok minden egyes G. biloba
mintaban jelen vannak. A PAMPA-BBB vizsgalat alapjan kiilon ki kell emelni a Hor, illetve az
NMT jelenlétét, melyek PAMPA-BBB alapjan varhat6 agyi penetracidja nagy, illetve kdzepes
mértékii. Tekintettel a tiramin szarmazékok ismert adrenerg és MAO-enzim inhibitor (MAOI)
aktivitasara, a kapott eredmények alatamaszthatjdk a komponensek szerepét a G. biloba
kivonatok korabban leirt MAOI alapt antidepresszans'?? és kedvezé érrendszeri, vérnyomast
fokoz6 hatasaban.['*] Fentiek mellett a vizsgalatok arra is ramutattak, hogy a Can az osszes

vizsgalt mintaban kiS mennyiségben ugyan, de kimutathat6. Tekintettel a Can ismert

65



dc_1601 1

ggb Gyorgy Tibor Doktori értekezeés

neurotoxikus hatasara,® fontos lehet a kivonatok, kereskedelmi formalomban 1évé G. biloba

termékek monitorozasa erre a komponenstre is.

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 hatasara vonatkozo6 leirdsoknak. Az eredményeink tovabbi bizonyitékul szolgalnak a
doktori értekezés 2. téziséhez, vagyis a PAMPA-BBB technika kiterjeszthetd novényi kivonatok,
illetve akar patikai termékek neurobioldgiailag aktiv komponenseinek azonositdsara.

Vizsgalataink alapjan G. biloba kivonatokban els6ként irtunk le négy tiramin szarmazékot (tiramin,
N-metil-tiramin, hordenin és candicin), illetve jellemeztilk 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
¢s MAO-gatl6 hatdsai alapjan ramutattunk lehetséges szerepiikre a ginkgo kivonatok vaszkularis és

antidepresszans hatdsaban, illetve a kandicin példajan a neurotoxikologiai kockazatukra.

A tézishez kapcsolddo kozlemény:
[SP9]
IF: 3,255; fiiggetlen hivatkozasok: 3
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2.4. Félszintetikus ekdiszteroid szarmazékok BBB-specifikus permeabilitisanak
jellemzéselSP10]

2.4.1. Ekdiszteroid szarmazékok, mint potencialis hatéanyagok

A félszintetikus ekdiszteroidok PAMPA-BBB modellen torténé vizsgalatara a Szegedi
Tudomanyegyetem Farmakognozia Intézetében Hunyadi Attila docens dital vezetett
kutatécsoporttal valo egyiittmiikodés kapcesan kerdiilt sor. A kutatoécsoport az ekdiszteroidok
izolalasa, izolalast kovetd szintetikus atalakitdsa mellett a vegyliletcsalad bioldgiai hatasanak
felderitésével foglalkozik. A vegyiiletcsalad egy 1j lehetséges hatasteriilete, CNS-specifikus
antitumor aktivitasuk vizsgalata kapcsan meriilt fel az egylittmtikodés lehetésége, mely soran a
csoportom feladata a PAMPA-BBB modell segitségével olyan ekdiszteroid szarmazék(ok)
kivalasztasa volt, mely(ek) hatdsat érdemes a koltséges in vivo vizsgalatban is kiprobalni. Az
ekdiszteroidok a rovarokban alapvet6, fejlodést és vedlést iranyitd hormonalis szerepet téltenek
be. Ko6z6s neviiket is errdl, a rovarok metamorfozisanak jellegzetes folyamatarol, az un.
babozodasrol — ecdysis — kaptak. Az alapvegyiiletnek tartott ekdizon 20-hidroxi szarmazéka
(20-hidroxiekdizon, leginkabb elterjedt nevén ekdiszteron) az aktiv, és a fajt, valamint a
fejlodési stadiumot tekintve is legaltalanosabb tn. "vedlési hormon", melynek szabalyozasaban
természetesen mas ekdiszteroidok (metabolitok ill. a bioszintézis koztitermékei) is részt
vesznek.[321 Egyéb gerinctelen fajokban az ekdiszteroidok szerepe nem teljesen tisztazott. Az
ekdiszteroidokat napjainkra tobbszaz ndvényfajban azonositottak, igy szarmazékaikat egyes
tengeri algakbol, gombakbol, mohakbol, és foleg nyitva- és zarvatermékbél is izolaltak.[**3 A
vizsgalatok ramutattak, hogy a ndovényekben az ekdiszteroidok egyes szdrmazékai a rovarok
elleni kémiai védelmet is jelentik.[*** Ezzel 6sszefiiggésben tovabbi érdekesség, hogy épp a
szegedi kutatocsoporttal egyilittmikodve mutattunk ra a magas ekdiszteroid tartalmu
novényeken €16 hernyokkal taplalkozo énekes madarak esetében a kullancs ellenes hatas
kiaknazasara.['®] A természetes eredetii vegyiiletek kozott szerkezetileg ortogonalis fitokémiai
csoportot jelentd ekdiszteroidok a farmakoldogusok érdeklddését is hamar felkeltették. A
farmakodindmids hatasra vonatkozo alapdtletet a rovarok atalakulasi folyamatai (vedlés,
babozodas), az ezeket kisérd, illetve kivaltd rendkiviil gyors testslyndvekedés adta. Ebbol
kiindulva a vizsgalatok el6szor a fehérjeszintézis fokozasra iranyultak, amit az egér
vizsgalatokat kdvetden szamos mas fajon is sikeriilt igazolni. Az elmult évek farmakologiai
vizsgalatai a félszintetikus ekdiszteroidok altalanos anabolikus, illetve ahhoz szorosan
kapcsolodo adaptogén (fizikai teljesitmény fokozo és stressz o0ldo) hatds mellett kemoterapias

szerekkel szembeni szenzibilitast fokozé hatdst is igazoltak.[*®! Ennek koszonhetden tobb
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ekdiszteroid tartalmu kivonat, illetve taplalék kiegészitd, vagy mas néven ,,z6ld anabolikum”
keriilt kereskedelmi forgalomba.

2.4.2. Félszintetikus ekdiszterFoid szarmazékok PAMPA-BBB vizsgalata és in silico
fizikai-kémiai jellemzése

A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakogndzia Intézete altal izolalt, illetve eldallitott 6sszesen
37 természetes vagy félszintetikus ekdiszteroid szdrmazék vizsgalatat végeztiik el, melyek
szerkezete a 25. abran lathato. A vizsgalt vegyliletek szerkezetiik alapjan harom alcsoportra
oszthatok (25. abra: A: 1-12; B: 13-24; C: 25—-34). A harom alcsoport azonos alapvazzal
rendelkezik. Az A csoport vegyiiletei nem tartalmaznak dioxolan gytirit, mig a B és C csoport

tagjai 1 €s 2 dioxolan gytrtivel rendelkeznek.

Ry Rl Ry Ry Ry
E\ / C Csoport 25 Me Me Me ML\

A csoport bR B RORR R
1 H H OH H H OH OAc OH
2 H H OH H H OH OH OH
3 H OH OH H H OH OH OH
4 H OH OH OH H OH OH OH
5 H OH OH H H OH OA¢c OH
6 OH OH OH H H OH OH OH
7 H OH OH H H OH OGlu OH
8 H OH  OH H H H OH OH
H OH OH H H OH H OH
H OAc OAc H H OH OAc OH
H OAc OAc H H OH OAc OAc
H OH OH H OH OH OH H
R, R,
13 Me Me
14 H n-Pr
15 H n-Bu
16 Me i-Bu
17 H (E)-Etenilbenzil
18 Me Ph
19 Me Et
20 H Ph
21 H p-Benziloxifenil
22 p-Benziloxifenil H R, R»

23 H 3-metoxi-4-hidroxifenil 35 Me Me
24 3-metoxi-4-hidroxifenil H K 36 nPr H

25. abra A PAMPA-BBB modellel és in silico paraméterekkel jellemzett félszintetikus ekdiszteroid

szarmazékok képlete

Elsé 1épésben az ACD/Percepta programcsomag (ACD Labs)**7] segitségével meghataroztuk
a vegyiiletek in silico fizikai-kémiai paramétereit, illetve clogBB értékét. A vegyiiletek
gyogyszerkémiai  értelemben széles tartomanyt fednek le, mind molekulatomeg
(362,5<Mw<674,9), topologiai polaros felszin teriilet (94,4<TPSA<217,6), szamitott lipofilitas
(-1,07<clogP<5,81) és szamitott logBB (-2,00<clogBB<0,72) értékeik alapjan (SP10 Tablel).

Osszefliggését a clogP, illetve a TPSA értékek és a clogBB adatok kozotti korrelacion keresztiil

jellemeztiik. Az eredmények alapjan a mindkét esetben kozepes mértéki, clogP és clogBB
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kozott pozitiv (R?=0,707), mig a TPSA és a clogBB kozott (26. abra) negativ (R?=0,609)
linearis korrelacid volt azonosithatd. A korrelacids értékek egyben arra is ramutattak, hogy
osztalyozasa problematikus. Ezen feliil a 26. abra alapjan az is jol lathato, hogy a vegyliletek
TPSA értéke (TPSA>90) még az in silico becslés alapjan BBB+ szarmazékok (clogBB>-0,5)
esetében is kiviil esik a klasszikus gydgyszerkémiai térre vonatkozo TPSA tartomanybol. Az
elemzés eredménye alatdmasztja azt a korabbi megfigyelést, hogy a természetes eredetii
vegyliletek (pl. a novényi szteroidok) gyogyszerkémiai szempontbol ortogonalisak, egyedi

szerkezeti és farmakologiai tulajdonsagot hordoznak.
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26. abra A vizsgalt ekdiszteroid szdrmazékok TPSA értékei és linedris korrelacidja a clogBB adatokkal.

A vegyiiletek szdmozasa a 25. abra alapjan tortént.

Az in silico adatok ismeretében az ekdisztreoid szdrmazékok vizsgalatat is a korabban novényi
hatdanyagok agyi penetracids sajatsaganak jellemzésére kidolgozott PAMPA-BBB modell
felhasznalasaval folytattuk (permeabilitasi adatok: SP10 Table 1). A vizsgalatokban négy
vegyiilet esetében fokozott lipofilitasuk (clogP>4,5) (21, 22, 27, 28) és ennek koszonhetéen
rossz vizes oldhatosaguk miatt, sem a permeabilitasukat (IlogPe), sem a membranretencidjukat
(MR) nem tudtuk meghatarozni, melyet a molekulakban talalhato nagy apolaros
szubsztituensek (p-benziloxifenil és butil) jelenlétével magyaraztunk. Tovabbi tizenot
vegyiiletnek csak a membranretenciojat tudtuk megadni, a PAMPA-BBB modell fogadd
oldalan a vegyiiletcsaladra kidolgozott HPLC-MS moddszer segitségével nem sikeriilt a
szarmazékokat kimutatni (SP10 2.7. pontja). Ezekben az esetekben a penetraci6 gatoltsaga 4

ekdiszteriod szarmazék (16, 26, 29, 34) esetében a lipofil karakteriikkel dsszefiiggdé fokozott
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BBB-specifikus lipid-koélcsonhatasukkal (clogP>3,5 és MR>80%), mig 11 szarmazéknal (3-9,
12, 23, 24, 37) a fokozott polaritasukkal és az abbdl ad6dé alacsony membranretenciojukkal
(clogP<3 és MR<25%) volt magyarazhato. A tovabbi 18 ekdiszteroidot permeabilitasuk és
membranretenciojuk alapjan is jellemeztiink, igy a kapott adatok alapjan lehet6ség nyilt az
ekdiszteroidok szerkezet — agyi penetracios dsszefiiggéseinek részletes elemzésére.

A 25. abran, A csoportba tartozo 1 és 2 ekdisztreoidok permeabilitasa relativ alacsonyak
adodott. A csoport tovabbi tagjainal (3-9, 12) az Rz pozicioban a hidrogéneket hidroxil
csoportokra cserélve a szarmazékok hidrofilebbé valtak, igy egyaltalan nem jutottak at a BBB-
specifikus lipidmembranon. Az Rz és Rs csoport szubsztituenseit acetil csoportokra cserélve, a
permeabilitas megndtt. A 10 és 11 szarmazékok példajan lathato, hogy az Rs pozicioban a
hidroxil — acetil csoport cseréje fokozta a permeabilitast. Az A csoportban a kapott MR értékek
jellemzéen alacsonyak voltak. Ezek szerkezetiiket tekintve alapvetden egy polaros
polihidroxilalt szteroid alapvazbol és egy apolaros oldallancbol allnak, ami a vegyiiletek amfifil
karakterét biztositja. A B csoportban harom nem penetrald vegyiiletet (16, 23, 24)
azonositottunk. A 16 lipofil karaktere altal azonositott magas membranretencios értékébol
kovetkezik, hogy a vegylilet jellemzden a mesterséges lipidmembranban kumulalddott, igy
onnan nem jutott at a fogadd oldalra. Ezzel szemben a B csoport legkevésbé lipofil
képviseldinek (23, 24) esetében a 3-metoxi-4-hidroxifenil-csoport BBB penetraciot gatolo
hatasat azonositottuk. 18 és 19 vegyiiletek PAMPA-BBB adatai alapjan a fenil — etil csoport
cseréjével Osszefliggd csokkend lipofilitast és a membranretenciot, illetve az ehhez kapcsolddo
permeabilitas fokozodast azonositottunk. A PAMPA-BBB modellben a legnagyobb BBB-
specifikus penetraciot a C csoport vegyiiletei mutattak. Az ebbe a csoportba tartozo kézepes
lipofilitasu szarmazékok (25, 30-33) permeabilitasa és membranretencidja IS egyarant magas
volt. Fokozott lipofilitasa tagjai (26-29, 34) viszont vagy a mesterséges lipidmembranhoz
kotodtek, vagy alacsony oldhatosaguk miatt nem voltak mérhetok.

A szerkezet — permeabilitas Gsszefliggések azonositasat kovetden a vizsgalt ekdiszteroidokat
PAMPA-BBB permeabilitasuk és clogBB értékiik alapjan is osztalyoztuk (27. abra). A
besorolas célja a varhatéban fokozott agyi penetracios jelleget hordozo ekdiszteroidok
(logPe>-6,0 ¢és clogBB>0) kivalasztasa volt. Ennek megfeleléen a kritériumot kielégitd
vegylileteken tervezhetdek a koltséges in vivo agyi rakos megbetegedésekre iranyuld
preklinikai kisérletek. A vegyiileteket négy kategoriaba osztottuk (1.—1V.). A V. csoportba a
PAMPA-BBB modell alapjan nem penetrald vegyiiletek keriiltek, melyeket tovabbi két
alcsoportra lehetett osztani. Négy ekdiszteroid (26. abra: 16, 26, 29, 34) esetében magas
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clogBB értékiik ellenére gatolt BBB penetraciot azonositottunk, amit fokozott lipofilitasuk

(clogP>3) és nagymértékii membranretenciojuk (MR>80 %) okozhatott.
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27. abra A vizsgilt ekdiszteroidok PAMPA permeabilitasi osztilyozasa a clogBB értékek

fiiggvényében. A vegyiiletek szamozasa a 25. abra alapjan tortént.

A V. csoport tovabbi 11 tagja (26. abra: 3-9, 12, 23, 24, 37) azonos mddon viselkedett a két
modellben, mért (MR<25 %) és becsiilt paramétereik alapjan hidrofil karakteriiek voltak. A 111.
(26. abra: 1, 2) és a Il. (26. abra: 10) csoport vegyiileteinek a varhatdéan alacsony, illetve
kozepes in vivo agyi penetracios tulajdonsagat mind a PAMPA-BBB, mind az in silico modell
szamitasa azonos moédon jelezte elére. Az 1. csoportba a fokozott agyi penetracidju
ekdiszteroidokat soroltuk, melyeket tovabbi két alcsoportra osztottuk. 11 vegyiiletnél
(26. abra: 11, 13-15, 17-20, 35, 36) az in silico szamitas (clogBB<0) nem tamasztotta ala a
PAMPA-BBB modell elérejelzését, mig 5 vegyiilet (26. abra: 25, 30-33) esetében az altalunk
mért in vitro és az in silico adat is fokozott in vivo agyi penetraciot jelzett elére. A kapott
eredmények, illetve a gyogyszerszeriiségre vonatkozo Muegge sziirési kritérium™® figyelembe
vételével, a 25, 31 és 32 ekdiszteroid szarmazékokat jeloltiik ki tovabbi preklinikai
vizsgalatokra. In vitro neuroblasztomas sejtvonalon végzett vizsgalatok alapjan a tumor ellenes

hatast mind az 6t vegyiiletnél igazoltuk. Az altalunk kialakitott szlirési modell megfeleléségét

egy id6kozben elvégzett in vivo farmakokinetikai vizsgalat is alatimasztotta. Egyszeri dozist
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intraperitonealis injekcios adagolast kovetdéen a 25 ekdiszteroid szarmazék (I. csoport)
szignifikdnsan nagy mennyisége volt kimutathatd, mig 3 (IV. csoport) nem volt detektalhaté a

vizsgalatba bevont patkanyok agyaban.[*3

4. tézis:

A PAMPA-BBB modellben kapott permeabilitasi adatok és clogBB értékek, tovabba in
silico fizikai-kémiai (clogP, TPSA: topologiai polaros felszin teriilet) paraméterek és a
gyogyszerszeriiségre vonatkozd Muegge sziirési kritérium felhasznalasaval Kidolgoztunk
egy olyan 1j, Osszetett sziirési kritériumrendszert, ami alkalmasnak bizonyult a
félszintetikus ekdiszteroid szarmazékok vér-agy gat specifikus penetracios készségének
osztalyozasara, illetve ennek koszOonhetden potencidlisan agyi felszivodasi képességgel
rendelkezé hatéanyagok in vivo vizsgalatra torténd kivalasztasara. A modellrendszer
alkalmazhatdsagat in vitro farmakodinamias, illetve patkdnyokon végzett in vivo agyi

penetracios vizsgalatok is alatamasztottak.

A tézishez kapcsolodo kozlemény:
[SP10]
IF: 3,466; fiiggetlen hivatkozasok: 5
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2.5. Novényi kivonatok, novényi eredetii vegyiiletek antioxidans hatasanak jellemzése

A 2.1 fejezetben bemutatott, ndvényi kivonatbank vizsgalata kapcsan szamos olyan érdekesnek
mutatkozo novényi kivonatot azonositottunk, melyek a korai sziirvizsgalatokban kiemelkedd
antioxidans hatassal rendelkeztek és varhato citotoxikus kockazatuk alacsonyak volt mondhato.
A magyaroszagi farmakognéziai intézetekkel szoros egylittmiikodésben ezek koziil
valasztottunk néhanyat részletes vizsgalatra. A kivalasztasi szempont a Richter kutatasi
szerkezet azonositasanak esélye volt.

2.5.1. Oxybaphus nyctagineus (kisviragi csodatdlcsér) kivonatainak jellemzéselSP11]

A Nytaginaceae (csodatolcsérfélék) csaladjaba tartozo Oxybaphus nyctagineus (kisviraga
csodatolcsér) Eszak-Amerikdban 6shonos, % de diszértékének és tiir6képességének
koszonhetden mar j6 néhany eurdpai orszagba, igy Magyarorszagra is betelepitették.[141]
Gyogynovényként vald felhasznaldsa foként az Oslakos amerikai indidn torzsekhez
kapcsolhato, akik szamos betegség kezelésére hasznaltak a novény kiilonbozé részeit. igy pl. a
Szit indidnok a ndvénybdl lazcsillapitd fézetet, illetve duzzanatok, ficamok kezelésére
alkalmas borgatast készitettek.[*?l A Navaho indianok a gyckerébél és a foldfelszini részébdl
készitett porokat, borogatast és kendcsoket égések, forrazdsok, gyulladasok és szintén
duzzanatok kezelésére hasznaltak.[3l A széleskorii etnofarmakologiai felhasznalasa ellenére a
kisviragu csodatolcsérnek sem a fitokémiai dsszetételére, sem a kivonatok bioldgiai hatasara
vonatkoz6 adatokat nem taldltunk a szakirodalomban. Emiatt a Vacratéti Okolégiai és
Botanikai  Kutatointézetben dolgozo Mathé Imre professzor és kutatocsoportjaval
egylttmikodésben kezdtiik el vizsgalni a novény nyers kivonatdnak fitokémiai Gsszetételét,
illetve fajdalomcsillapito, gyulladascsokkentd és antioxidans hatisat. Ezen tilmenden célul
tliztiik ki az egyes nyers novényi kivonatokbol késziilt frakciok a biologiai hatasért felelds
komponenseinek azonositasat is.

Els6é 1épésben a botanikai intézet mtsai a novény viragzo hajtasat begyijtotték majd a
hagyomanyos felhasznalasnak megfeleléen,[** a szaritott foldfelszini részébdl eldszor
kloroformos extrakcioval nyers apoldros (ACE: apolar crude extract), majd annak szilard
maradékabol vizes — metanolos extrakcioval nyers polaros kivonatot (PCE: polar crude extract)
készitettek. Ezt kovetden a nyers apolaros kivonatot (ACE) poliamid oszlopkromatografia
segitségével mentesitettétk a maradék klorofilltol, majd mindkét kivonatot szilikagél
oszlopkromatografiaval, ACE esetében EtOH-CHCl3 (A1=1:30, A2=2:45, A3=1:15, V/V) és
CHCI3—MeOH-H20 (A4=90:10:1, A5=90:30:3, A6=45:30:3, V/v), illetve PCE esectében
CHClI3—MeOH (P1=20:1, v/v) és CHClz—MeOH—-H20 (P2=90:10:1, P3=45:10:1, P4=30:10:1,
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P5=45:20:2, P6=90:50:5, P7=15:10:1, P8=9:8:2, v/v) oldodszer-osszetételek mellett tovabb
frakcionaltak. A tovabbi, a mar kutatocsoportom altal végzett in vitro €s in vivo vizsgalatokban
a nyers ¢és a frakcionalt kivonatok DMSO oldatait hasznaltuk (SP11 2.3 pontja).

Az Oxybaphus nyctagineus két nyers kivonatanak in vivo akut gyulladascsokkentd és
fajdalomesillapitd hatasat karragén-indukalt talpodéma,** illetve komplett Freund-adjuvans
indukalt monoarthritisz térdiziileti™® modelleken vizsgaltuk, patkanyokon. A kisérletek a
Richter Gedeon Nyrt. Farmakoldgia Foosztalyan végeztiikk, felhasznalva a Cég sajat
kutatasokhoz is beallitott in vivo modelleit. Az ACE és PCE kivonatokat azonos d6zisok mellett
(50 pl/ talp, illetve térd: 50 mg/ml DMSO oldatbol) topikalisan alkalmaztuk mind a két in vivo
modellben, illetve pozitiv kontrollként diklofenakot (100 mg/talp, illetve térd: 1 w/w %-os gél)
hasznaltunk. A talpddéma tesztben a kontroll allatokon (DMSO-val kezelt) a maximalis 6déma
2-3 oraval a karragén injekcio utdn alakult ki. A diklofendk, ACE és PCE kezeléseket az
indukci6 eldtt 1 oraval végeztiik. A kontroll csoporthoz képest, mind a diklofenakkal (dozis:
Img/talp), mind az ACE és PCE kivonatokkal kezelt csoportban szignifikansan csokkent a
talpddéma térfogata. A maximalis hatds az Osszes kezelt csoportban a karragén indukciot
koveté 30-60 perc kozott jelentkezett és 2-3 ora alatt teljesen megsziint. Erdekes modon a
kezelést kovetd masodik ordban mar csak a diklofendk és a PCE mutattak szignifikdns
gyulladascsokkenté hatast (SP11 Fig. 1.). A térdiziileti gyulladas modellben a kialakuld
terhelhetdség csokkenés a Freund-adjuvanssal torténd kezelést kovetd 3. napon jelentkezett. A
diklofenak és az ACE, PCE kivonatok a maximalis térd terhelhetéség-fokozo hatasukat a
kezelést kovetd elsd oraban fejtették ki. Fontos kiemelni, hogy mig a PCE esetében csak
kismértékt fajdalomcesillapitd hatast tapasztaltunk, addig az ACE esetében a diklofenakkal
azonos, magasan szignifikans hatast azonositottunk (SP11 Fig. 2.). Tekintettel arra, hogy a
nyers kivonatok in vivo hatasa, illetve annak kinetikaja hasonld volt a diklofenakéhoz,
feltételeztiik, hogy egyes komponensei hasonl6 hatdsmechanizmuson keresztiil hathatnak. Egy
korabbi, Komatsu és Sakurada altal végzett vizsgalat ramutatott, hogy a topikalisan alkalmazott
diklofenak a gyulladt szovetekben szignifikdnsan csokkenti a prosztaglandin E> (PGE»)
szintet.[**] Ezzel 6sszefiiggésben elmondhaté, hogy a gyulladas akut fizisaban a PGE, szint a
kozponti idegrendszerben a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim indukcidjanak kovetkeztében
megemelkedik,*#8] illetve ezt a folyamatot kozvetleniil a pirogén hatast IL-1B citokin
medialja.’*®l  Fentiekkel 6sszhangban a kivonatok hatdsmechanizmusanak igazolasara
vizsgaltuk a PCE, ACE és az egyes tisztitott frakciok lipopoliszacharid (LPS) altal indukalt
IL-1B felszabadulasra gyakorolt gatld hatasat human monocitakon (Id. SP11 2.6.3.). A vizsgalt
koncentracio-tartomanyban (50-600 pg/ml) a tisztitott frakciok koziil a P5 és az A4 mutattak
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magasan szignifikans és dozisfliggd hatast. A vizsgalatban csak az A4 frakcido ICso értékét
(I1Cs0,a4= 221£37 pg/ml, n=6) tudtuk meghatarozni, ami ugyan alacsonyabb volt, mint a pozitiv
kontrollként alkalmazott kvercetin hatasa (ICsokvercetin = 3,9 £ 0,5 pg/ml, n=6), de 400 és
600 pg/ml doézis mellett is teljesen visszaszoritotta IL-1PB felszabadulasat (SP11 Fig. 3.). A
gyulladasos folyamatokban szintén nagy jelent6séggel bir a makrofagok altal indukalt ,,oxidativ
¢gés” (repiratory burst), melynek kovetkeztében jelentds mennyiségli reaktiv oxigén- és
nitrogénkozponta szarmazék (ROS: reactive oxigen species, RNS: reactive nitrogen species)
szabadul fel.'%% fgy a keletkezd ROS és RNS semlegesitése terapiasan is fontos. Ezzel
Osszefiiggésben megvizsgaltuk a nyers kivonatok és a tisztitott frakciok teljes antioxidans
(DPPH stabil gyokkioltasi modell) és a peroxinitrit gydkanion (ONOQO") semlegesitd hatasat.
Az ONOO', mint szabadgyok-célpont kivalasztdsanak hatterében az allt, hogy a fizologias
rendszerben kozvetleniil a nitrogén monoxidbol ( ‘NO) és a szuperoxid anionbol (03 )
keletkezik,™Y igy lehetdség nyilik két fiiggetlen szabadgyokos folyamat kozvetett
jellemzésére. Fontos tovabba kiemelni, hogy az ONOO™ igen rovid életidejii gyokszarmazék,
melybdl protonalodas utan kozvetleniil hidroxil gyok (OH) és nitrogén dioxid gyok (NO5)
keletkezik. igy ROS és RNS szarmazékként, de egyuttal nitralé agensként (fiziologiasan foként
a tirozint) is részt vesz kardiovaszkularis, gyulladasos és neurodegenerativ betegségek
kialakulasaban.l*®2 A DPPH vizsgalatnal egy korabbi, Hu és Kitt altal kidolgozott 96-lyuk
mérdtalca alapu vizsgalatot alkalmaztunk, mely sordn a kékes szinli DPPH-t az antioxidans
hatasu vegyltilet sargas szinli formazanna alakit. A kék szin kioltdsa 517 nm hullamhosszon
detektalhato.[*%1 A kivonatok ONOO™ semlegesitoképességét szintén 96-lyuk mérétalcan
mértiik, pirogallol voros szinkioltasan alapuli moédszer segitségével (A=542 nm).[*%
Vizsgalatainkban a nyers apolaros kivonat (ACE), illetve annak tisztitott frakcioi (A1—AB)
meglepd moédon nem mutattak egyik tesztben sem antioxidans hatast. A nyers polaros kivonat
(PCE) a DPPH tesztben jelent6s antioxidans hatast mutatott, illetve a tisztitott kivonatok koziil
Ot esetben azonositottunk szamotevé hatast, melyek ECso értékét is meghataroztuk
(P3=26,1+4,9; P5=18,2+1,1; P6=21,5+3,9; P7=39,7+4,5; P8=33,4+2,2 ug/ml, n=3). A kapott
értékek azonos nagysagrendbe estek a pozitiv kontrollként alkalmazott kvercetin hatasaval
(EC50=9,44+0,6 pg/ml, n=3). Szamottevd, dozisfiiggd ONOO™ semlegesitd kapacitast azonos
modon a P3, P5, P6 és P7 tisztitott kivonatokban azonositottunk, de annak mértéke csekélyebb
volt annal, hogy a vizsgalt koncentracio tartomanyban az ECs értékiiket meg tudjuk adni.

Az in vivo és vitro biologiai hatas alapu vizsgalatokat kovetden kezdtiik el a kivonatok részletes
fitokémiai jellemzését. Els lépésben a nyers kivonatok eldzetes fitokémiai vizsgalatat

végeztiik el, mely soran altalanos proba tesztekkel azonositottuk fitokémiai mintdzatukat. Ez
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alapjan az ACE foként lipideket, zsirsavakat, szteroid és alkaloid tipusu vegyiileteket, mig a
PCE tanninokat, szaponinokat és aminosavakat tartalmazott (SP11 Table 1). Ezt kdvetéen az
Oxybaphus nyctagineus nyers kivonatait (ACE, PCE) ¢és az elbzetes vizsgalatok alapjan a
leghatasosabb P5 és A4 tisztitott frakcidit a kivonatokra kidolgozott HPLC-MS/MS moédszer
(Id. SP11 2.7.2.) segitségével vizsgaltuk részletesen. A 28. abran bemutatott kromatogrammok
alapjan lathato, hogy mind a P5, mind az A4 frakciok a nyers kivonatok f6 komponenseiben
(PCE: 1-3, ACE: 4-6) duasultak. A nyers kivonatokbol 1-3 komponenseket egyszeri
szilikagéllel toltott oszlopkromatografidval, mig a 4-6 komponenseket preparativ HPLC
segitségével izolaltuk. Ezt kovetden az izolalt, tiszta komponensek szerekezetét UV, MS/MS,
HR-MS ¢és NMR spektroszkopiai modszerek segitségével vizsgaltuk, melynek eredményeként
az 1-3 komponensek 6-metoxiflavonol diglikozid, illetve 4—6 komponensek hidroxilezett

tobbszordsen telitettlen zsirsav szarmazékok voltak (28. abra).

Polaris nyers kivonat Apolaris nyers kivonat
(Polar Crude Extract: PCE) (Apolar Crude Extract: ACE)
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28. abra Oxybaphus nyctagineus polaros (PCE) és apolaros (ACE) nyers kivonatainak és a biologiailag
legaktivabb tisztitott frakcidinak (P5, A4) HPLC kromatogramja és az izolalt fokomponenseinek (1:
patuletin-3-O-robinobiozid, 2: 6-metoxikempferol-3-O-robinobiozid, 3: spinacetin-3-O-robinobiozid,
4:  9-keto-10E,12E,14E-oktadekatriénsav ~ (corchorifatty acid B), 5: 9-hidroxi-10E,12Z,15Z-
oktadekatriénsav, 6: 9-hidroxi-10E,12Z-oktadekadiénsav) szerkezete.
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Osszességében az Oxybaphus nyctagineus nyers kivonatainak (ACE, PCE) és azok azonositott
fokomponenseinek (1—6) in vivo és in vitro biologiai hatasa kozotti szoros 9sszefiiggést korabbi
farmakologiai vizsgalatok alapjan is alatamasztottuk. igy 1-3 komponensekkel 6sszefiiggésben
szamos in vivo vizsgalati eredményt talaltunk a szakirodalomban, ami ramutat a flavonol
szarmazékok immun- és gyulladasos folyamatokat modulald,[**® illetve metoxi-flavonol
szarmazékok és flavonoid glikozidok  gyulladascsokkentd ¢és  fajdalomcsillapitod
hatasara.1561571 Az azonositott telitettlen zsirsavak  (4—6) esetében a szakirodalom
gyulladascsokkents, 1581 COX és lipoxigenaz antagonista,[*>9+16% ¢ prosztaglandin E; és D
parcialis agonistal'®! hatasukrol szamol be. Vizsgalataink alapjan igazoltuk, hogy a novényi
kivonatok farmakologiai hatasért felelds komponensei a biologiai hatas altal iranyitott sziirés

¢s kivonat izolalas segitségével sikeresen azonosithatok.

2.5.2. HPLC technikaval kapcsolt peroxinitrit gyokanion (ONOO") semlegesitési vizsgalat
kidolgozasa és alkalmazhatosaga Salvia miltiorrhiza (vorosgyokeri zsalya) metanolos
kivonatan[sP2l

A ndvényi kivonatok 2.1 fejezetben is bemutatott HTS szilirése mellett az 01j, bioldgiai hatassal
rendelkez6 komponens(ek) azonositasat olyan HPLC-vel kapcsolt vizsgalati modszerrel
szerettiik volna kiegésziteni, ami egyben az aktiv komponens elvalasztdsira és hatdsanak
igazolasara is lehetdséget ad. A ndvényi kivonatok altalanos antioxidans hatasabol kiindulva, a
szakirodalomban olyan elvalasztasi technikaval kapcsolt eljarast talaltunk, ahol a vizsgalt
novényi kivonathoz off-line modon adtak a teljes antioxidans jellemzésre szolgalo DPPH
(spiking) stabil gyokot, majd az igy kezelt ndvényi mintat kozvetleniil HPLC-DAD-(MS)
segitségével vizsgaltak.[1181162] A kezeletlen és DPPH-val kezelt kivonatok kromatogramjanak
ujjlenyomataban azonosithato kiilonbség alapjan, vagyis azon komponensek esetében, ahol a
csucsteriilet jelentdsen csokkent vagy eltlint a DPPH kezelés hatdsdra, azonositottdk az
antioxidans hatast hordozé komponens(eke)t. Fontos kiemelni, hogy az aktiv komponensek a
HPLC-vel kapcsolt diddasoros detektor (DAD) segitségével felveheté UV-vis spektruma,
illetve a kiilonb6z6 felbontastt MS berendezések segitségével azonosithaté molekulaion tomege
(MS: egyszeres kvadrupol tomegspektrometria), fragmentacios képe (MS/MS: tandem
tomegspektroszkopia), illetve elemi Osszetétele (HR-MS: nagyfelbontasu
tomegspektroszkopia) nagyban segitheti, gyorsithatja azok szerkezetazonositasat. Fentiek
alapjan egy, a DPPH tesztet kiegészit6, de fiziologiasan, illetve gyulladasi folyamatokban is

fontos szerepet jatszo gyok szarmazék és nitralo agens, a peroxinitrit gyok anion (ONOQO")
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vizsgalataba (Id. 2.5.1 pontban leirtakat), illetve HPLC-DAD-(MS) technikaval kapcsolt
tesztrendszer kidolgozédsaba kezdtiink. Az ONOO™ semlegesités mérésére ebben az esetben is,
amar 2.5.1. pontban bemutatott pirogallol vords szinkioltasi reakciét hasznaltuk fel.[*** Célunk
az volt, hogy a DPPH — HPLC vizsgalathoz hasonléan, az ONOQO™ — pirogallol voros tesztet
Osszekapcsolva a HPLC-DAD technikaval, a gyokanionnal kezelt novényi Kivonat
kromatogramjaban az egyes komponensek csokkenenésével, illetve eltlinésével azonositsuk az
aktiv vegyiileteket. Vizsgalatainkhoz fitokémiai modellként a Semmelweis Egyetem
Farmakognézia Intézetében dolgozé Kéry Agnes professzor asszony javaslatara a zsalya
(Salvia) novénynemzetséget valasztottuk. A valasztdas oka, hogy az arvacsalanfélék
(Lamiaceae) csaladjanak talan ez a nemzetség a leggazdagabb tagja, mintegy 900 faja ismert,
illetve igen széles az etnofarmakolégiai és fitoterapias felhasznalasa is,1*%! ami szorosan
Osszefiigg alkoholos kivonataik kiterjedt antioxidans és szabadgyok semlegesité hatasaval
(Integrity adatbazis alapjan: http://integrity.thomson-pharma.com/integrity). A HPLC-DAD —
ONOO™ moédszer kidolgozasahoz egy 17 fenoloid szarmazékot tartalmazé modellkeveréket
valogattunk 6ssze, ami megfeleld reprezentacidja a Salvia nemzetség alkoholos kivonatainak.
A széleskort klinikai és preklinikai vizsgalati hatterének kdszonhetden, a kidolgozott modszer
validalasahoz a nemzetség egyik képviseldjét, a vorosgyokerii zsalyat (Salvia miltiorrhiza)
valasztottuk. A modellvegyiiletek kivalasztasanal harom Szempontot tartottunk szem el6tt: ()
a kivalasztott fenoloid szarmazékok a Salvia nemzetség etanolos kivonatainak megfeleld
analitikai és kemotaxonomiai markerei legyenek; (b) széles lipofilitasi tartomanyt fedjenek le;
illetve (c) fontos volt a kereskedelmi hozzaférhetdségiik is. Ennek megfelel6en a kivalasztott
vegyliletek a galluszsav (1), a kavésav (3) és annak hat szarmazéka (2, 4, 5, 10, 11, 13), 6t
flavonoid aglikon (12, 14, 15, 16, 17), harom flavonoid glikon (6, 8, 9) és egy diterpén, a
karnazol (18)
(a vegyiiletek szerkezete és neve SP12 Fig. 1., illetve a 30. abran lathato) voltak. Masodik
lIépésben egy olyan optimalizalt HPLC-DAD modszert dolgoztunk ki, amely biztositotta, a
kivalasztott 17 fenoloid szarmazék mellett, a tesztszubsztratként alkalmazott pirogallol voros
szelektiv detektalasat. Ennek érdekében kivalasztottunk 6t vegyiiletet (3, 8, 10, 13, 15), melyek
jol reprezentaljak a szarmazékok spektrofotometrias tulajdonsagat és dsszehasonlitottuk ezek
¢s a pirogallol voros (7) UV-vis spektrumait (29. abra). A vizsgalat alapjan a fenoloid
markervegylileteket 220 és 320 nm, mig a pirogallol vordst 470 nm hulldmhosszon tudtuk

szelektiven detektalni. Ezt kovetéen a marker vegyiiletekre optimalizalt HPLC modszer

crer
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29. abra A reprezentativ fenoloid szarmazékok (3: kavésav, 8:luteolin 7-glikozid, 10: rozmaringsav, 13:

szalvianolsav A, 15: kempferol) és a pirogallol voros (7) UV-vis spektruma

A kalibraciot nyolc pontban vettiik fel harom parhuzamos mellett, illetve meghataroztuk a
modszer detektalasi (LOD=0,46 pg/ml) és kimutatasi hatarat (LOQ=1,52 pg/ml), tovabba
vizsgaltuk az ismételhet6ségét és reprodukalhatosagat is (SP12 Table 2.). Vizsgalataink alapjan
6 ul volt. Ezt kovetden az optimalizalt HPLC modszerben elvégeztilk a 17 marker fenoloid
szarmazék kalibraciojat is (1-600 uM koncentracio-tartomanyban), harom parhuzamos mellett.
A vizsgalatok alapjan a fenoloid szarmazékok LOD értéke 0,81 és 5,19 pg/ml kozé esett
(SP12 Table 1.). Munkank kovetkezé 1épésében az optimalizalt HPLC-DAD moédszer
segitségével felvettiik a kezeletlen és az ONOO™ ndévekvd koncentracidja (0,5; 1,5; 2,5; 5, 10
mM) mellett kezelt modellkeverék kromatogramjat (3 parhuzamos mellett). Az egyes marker
vegyliletek degradéacids kinetikajat a komponensek cstcsteriileteinek valtozasabol kapott
meredekségével jellemeztik (SP12 Table 3.). A vizsgalatbol kivettiik azon vegyiileteket
(4: szkopoletin, 8: luteolin 7-glikozid, 9: apigenin 7-glikozid, 14: apigenin, 16: krizin, 17: 5-

hidroxiflavon), amik nem mutattak ONOO" semlegesité hatast a modelliinkben. A marker
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vegyiiletek degradacios kinetikajat jellemzé meredekség értékeket (a-10%) sszehasonlitottuk a
96-lyukt mérdtalca alapu, egyedi vizsgalatok alapjan kapott ICso értékével (10%/1Cso), melynek
korrelacidja a legtobb fenoloid szarmazék esetében jo egyezést adott (SP12 Fig. 4, R?=0,6926).
Nagyobb eltérést a karnazol (18) esetében kaptunk, ahol a HPLC — ONOO" kapcsolt
modszerben a degradacié sokkal nagyobb mértékii volt, mint amit az egyedi vizsgalat ICso
értéke jelzett. A jelenséget a karnazol aspecifikus, bazis katalizalt hidrolizisével magyaraztuk
(az ONOO" oldat a készitésének koriilményeinek koszonhetéen bazikus). Ahogy azt a
30. abran is lathatjuk, a mddszer a kivonat egyes komponenseinek ONOO™ semlegesito

osztalyba sorolasara is alkalmas.
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30. abra Salvia nemzetség alkoholos kivonatat reprezentalo modell keverék €s a pirogallol vords (jobb
oldalon) HPLC-DAD kromatogramja kezeletlen (A) és 5 mM ONOO-val kezelt (B) mintak esetében.
(1: galluszsav, 7: 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-

hatéasara keletkez6 degradacios termékek)
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Osszehasonlitva a kezeletlen (30/A. 4bra) és 5 mM ONOO-val kezelt (30/B. abra) modell-
keveréket, a két kromatogram alapjan a csucsteriilet csokkenénsek, illetve eltiinések alapjan
azonosithatéak az aktiv (z6ld), a kdzepes aktivitasu (sarga) és inaktiv (piros) komponensek.
Emellett, egyes esetekben néhany ONOO™ hatasara keletkez6 degradacios terméket is (*)
detektaltunk, melyek az optimalizalt HPLC modszerben nem zavartik a markervegyiiletek
vizsgalatat. A 30. abra jobb oldalan jol lathato a pirogallol vords (7) referencia-szubsztrat
kromatografias csticsanak csokkenése is az ONOO™ hatdsara. A kapott eredmény egyuttal
ramutatott a kidolgozott mddszer validitasara szerkezet — antioxidans hatas szempontjabdl is.
A HPLC — ONOO" vizsgalatban inaktiv marker vegyiiletek (4, 5, 9, 14, 16, 17) nem
tartalmaznak katekol egységet, a fokozott ONOO" semlegesité hatassal rendelkezé markerek
(1, 2, 3, 6, 15, 18) egy katekolegységet, mig a legaktivabb vegyiiletek (10, 11, 12, 13) két vagy
harom katekolegységgel is rendelkeztek. A vizsgalatunk alapjan igazolt Gsszefiiggést a
katekolegység szama és az ONOO™ semlegesité hatas kozott korabbi vizsgalatok is
alatamasztottak.[1641116%]

Végezetiil a kidolgozott modell alkalmazhatosagat megvizsgaltuk vorosgyokeri zsalya (Salvia
miltiorrhiza) metanolos kivonatan is. A metanolos kivonatban a marker komponensek retencios
idejének és UV spektrumanak azonossaga alapjan hat major komponenst azonositottunk. A
HPLC — ONOO" kapcsolt modszerben az azonositott komponensek koziil a rozmaringsav (10),
tovabba a szalvianolsav A (13) és B (11) csucsteriilete szignifikansan csokkent, a kavésav (3)
és rutin (6) esetében kozepes, mig az apigenin 7-glikozid (9) mennyiségében nem tapasztaltunk
valtozast az emelkedd ONOO™ koncentracio hatasara (SP12 Fig. 5.). A kapott eredmények jo
egyezést adtak a Salvia modell kivonaton végzett vizsgalatainkkal.

Osszességében elmondhatd, hogy az ONOO™ — pirogallol vords szinkioltasi reakcion alapuld
tesztrendszer — HPLC-DAD kapcsolt technikat a Salvia novénynemzetség alkoholos
kivonatanak megfeleld, fenoloid szarmazékokat tartalmazd modellkeverék segitségével
optimalizaltuk, illetve Salvia miltiorrhiza metanolos kivonatan validaltuk. A kidolgozott
modell alkalmasnak bizonyult novényi kivonatok ONOO™ semlegesité komponenseinek
azonositara. Az egyes komponensek HPLC-DAD segitségével mért degradacios kinetikajanak
sztochiomeriai paraméterei (a) és az egyedi vizsgalatok ICso értékei kozti korrelacié alapjan
elmondhato, hogy a kidolgozott HPLC-DAD — ONOO™ moédszer lehetdséget biztosit a ndvényi

kivonatokban az egyedi komponensek gyoksemlegit6 képességének kvantitativ jellemzésére is.
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2.5.3. Artemisia gmelinii (nyarifenyd, iirom nemzetség) kivonatainak jellemzése(SP°!

A Szegedi Egyetem Farmakognozia Intézet vezetojének, Hohmann Judit professzor asszonnyak
és Vacratoti Okolégiai és Botanikai Kutatéintézetben dolgozé Mdthé Imre professzornak a
bevonasaval, a Richteres novényi kivonatbankjan végzett, teljes antioxidans hatasra iranyuld
HTS kampanyban (egyedi, 96-lyuka mérétalcan alapuld6 DPPH teszt: 2.1. pont) azonositott
talalatokat, fitokémiai feldolgozottsag (1j kémiai entitas) €s etnofarmakoldgiai felhasznélas
(varhato farmakologiai hatas) alapjan is atvizsgaltuk. Javaslatukkal 6sszhangban, részletes
vizsgalatra az Oszirdzsafélék (Asteraceae) csaladjanak egyik képviseldjét, az iirom
nemzetségbe tartozo Artemisia gmelinii-t valasztottuk ki, melynek DPPH semlegesités
szempontjabol aktiv komponenseit kivantuk izolalni, illetve azonositani. A névény elsésorban
Azsia déli, dél-keleti részen fellelhetd. Széleskorti etnofarmakologiai felhasznélasa ellenére, a
kivalasztott Artemisia gmelinii fitokémiai feldolgozottsaga meglehetésen hianyos, eddig csak
az etanolos kivonatabol néhany fenoloid,[*®®! petroléteres kivonatabol néhany mono- és
szeszkviterpén szarmazékot azonositottak.[*6”]

Vizsgalatunk els0 1épésben, a Vacratoti kollégakkal egyiittmiikodésben, a novény teljes
virdgzasat megelézden megtortént a foldfelszini részének begytijtése, majd a szaritott ndvényi
anyagot kloroform — MeOH 9:1 (v/v) aranyu keverékével extrahalva nyertiik a kloroformos,
illetve a visszamarado sziirlet 70% (v/v) vizes MeOH-os extrakciojaval a metanolos
kivonatokat. A metanolos kivonatot tovabb frakcionaltuk szilikagél alapt oszlopkromatografia
segitségével és CH3Cl/MeOH/H20 gradiensrendszert (90:10:1; 90:15:1,5; 90:25:2,5; 90:35:3,5;
90:45:4,5; 90:60:6 (v/v)) alkalmazva kaptuk I.—VI. frakciokat (SP13 2.1. és 2.2.). Ezt kovetben
a 2.5.1. pontban is bemutatott modon, elvégeztiik az egyedi mérésen alapulo DPPH tesztet,
melynek segitségével meghataroztuk az egyes kivonatok teljes antioxidans hatasara vonatkozo
ECso értékeket (SP13 2.5.). Az eredmények alapjan a nyers kivonatok koziil csak a metanolos
kivonat (ECs0=76,6+4,9 ng/ml, n=3) mutatott szamottev6 antioxidans hatast, mig a kloroformos
kivonat (ECs0>300 pg/ml, n=3) hatasa a vizsgalt koncentracio-tartomanyban csekély volt. A
metanolos frakciok ECsp értékei alapjan azt taldltuk, hogy a metanolban gazdagodo
grandiensben izolalt frakcioknak fokozatosan nd az antioxidans hatisa. fgy a leghatasosabb
VL. frakci6 (ECs0=38,1+4,2 pg/ml, n=3) antioxidans kapacitasa mar csak kis mértékben maradt
el a pozitiv kontrollként valasztott trolox (ECso=17,9+1,1 pg/ml, n=3) és kvercetin
(EC50=9,4+0,6 png/ml, n=3) hatasatol. Az antioxidans hatas altal iranyitott sziirés kovetkezd
Iépésében a VI. frakciét a mar elézéekben bemutatott HPLC-DAD-MS - DPPH
kapcsoltrendszer segitségével vizsgaltuk. Ennek megfeleléen, az aktiv komponensek

azonositasa érdekében, a metanolos kivonat VI. frakcidjara optimalizalt HPLC moédszer
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(SP13 2.4.1) segitségével késziilt kezeletlen és 0,75 mM DPPH oldattal kezelt mintak

kromatogramjait hasonlitottuk 6ssze (31. abra).

A: Artemisia gmelinii V1. metanolos frakcio
mAu
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31. abra Artemisia gmelinii metanolos kivonat V1. frakciéjanak HPLC-DAD kromatogramja kezeletlen
(A) és 0,75 mM DPPH gyokkel valo 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, 7: 3,5-dikaffeoil-

kinasav, 8: 3,5-dikaffeoil-kinasav-etilészter).

A VI. frakcio hat komponensét (1—6) retencios idejiik, UV és MS spektrumuk azonossaga
alapjan, belsé standardok segitségével azonositottuk. A kivonatban talalt kavésavat (1) és
szkopoletint (4) mar korabban is izolaltak a novénybdl,[*%! mig a klorogénsav (2), 4-O-
kaffeoilkinasav (3), luteolin-7-O-glikozid (5) és apigenin-7-O-glikozid (6) jelenlétét az
Artemisia gmelinii metanolos kivonataban elséként igazoltuk. A DPPH-val kezelt frakcid
kromatogramjanak vizsgalata alapjan az 1, 2, 3 és 5 komponensek mellett a legnagyobb

antioxidans hatast két tovabbi, de a rendelkezésre allo standardok altal nem azonosithaté major
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komponens (7, 8) mutatta. A két ismeretlen komponens kromatografias csucsa gyakorlatilag
teljesen eltliint a DPPH-val kezelt minta kromatogramjardl.

A 7, 8 komponensek fokozott antioxidans hatdsa ¢€s varhato fitokémiai Gjdonsdguk miatt a
kovetkez6 1épésben izolalasukra, szerkezetiik és egyedi antioxidans hatasuk meghatarozasara
iranyult a munkdnk. A komponensek izolalasat preparativ  HPLC segitségével végeztiik,
kozvetleniil a VI. frakciobol kiindulva (SP13 2.3.). A tisztitott, izolalt komponensek szerkezetét
HR-MS ¢és NMR spektroszkopia segitségével hataroztuk meg (a vizsgalatok ebben az esetben
is a Richter Szerkezetkutatasi Osztalyan torténtek). Az elsédleges spektroszkopiai adatértékelés
alapjan a két komponenst dikaffeoil-kinasav szarmazékként asszignaltuk. Az egzakt szerkezet
meghatarozasat azonban nagymértékben nehezitette, hogy a kinasav szarmazékainak a
szakirodalomban hozzaférheté NMR adatai nem egységesek, amire korabban Pauli és mtsai 1S
ramutattak.[1%8] [gy HR-MS és NMR eredményeinket kiegészitettiik cirkularis dikroizmus (CD)
spektroszkopia vizsgalattal, illetve molekulamodellezés segitségével a vegyiiletek geometria
optimalizalasa is megtortént (SPI13 3.2 és Supplementary Material). A spektroszkopiai és
in silico vizsgalat eredményeit Osszesitve 7 komponens a 3,5-dikaffeoil-kinasav, mig a 7 és 8
komponensek NMR spektrumaiban tapasztalt nagymértékii hasonlésaguk, illetve a HR-MS

vizsgalat alapjan 8 komponens a 3,5-dikaffeoil-kinasav-etilészter volt (32. abra).

OH
HO
0
HOw_ 4 O/R
\ 2 6 fo)
\\\3\ 3 OH
o \ o o =
OH
OH

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

32. abra Artemisia gmelinii metanolos kivonat VI. frakciojabol izolalt 7, 8 komponensek szerkezete

Ezt kovetben az izolalt és azonositott komponensek egyedi antioxidans vizsgalatat (DPPH
teszt) is elvégeztiik. A két vegyiilet antioxidans hatasa (7: ECs50=8,7+0,9 és 8: ECs0=10,6+1,1
pug/ml; n=3) jo egyezést adott a modellben legnagyobb hatast add kvercetinével, ami
alatdmasztotta a VI. frakci6 HPLC — DPPH vizsgalatanak eredményét is. Ezen tulmenden

megvizsgaltuk a 7, 8 komponenssel azonos szerkezeti korbe esé cinarin (1,5-dikaffeoil-
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kinasav) DPPH semlegesité hatasat (ECso=10,1+1,1 pug/ml; n=3) is. Tekintettel arra, hogy a
DPPH tesztben a harom vegyiilet antioxidans hatasa kozel azonos volt, megallapitottuk, hogy
a kinasav egység sztereokémidja nem befolydsolja a teljes antioxidans hatast. Végezetiil, a
HPLC — DPPH vizsgalatban azonositott, fokozott antioxidans hatast mutato kavésavra (1),
klorogénsavra (2), luteolin-7-O-glikozidra (5), illetve a harom kaffeoil-kinasav szarmazékra (3,
7, 8) vonatkozodan talaltunk egy korabbi leirast, ahol az articsoka (Cynara scolymus)
hepatoprotektiv hatasat a novénybdl izolalt azonos, illetve szerkezeti hasonldsagot mutatd
(cinarin) komponenseivel kapcsoltak ossze.['®]

Osszegezve, a Richteres novényi kivonatbank HTS alapu teljes antioxidans hatds sziirése
alapjan kivalasztott Artemisia gmelinii metanolos kivonat hatasat egyedi mérés alapjan is
validaltuk. Az egyedi DPPH mérések, illetve a HPLC kapcsolt teljes antioxidans hatas iranyitott
komponens-azonositasnak koszonhetéen, a ndvény fitokémai leirasat pontositottuk, illetve az
azonositott komponensek hatasa és a novény etnofarmakoldgiai felhasznaldsa kozotti

Osszefliggést is részben igazoltuk.

2.5.4. Corylus (mogyoroé) nemzetség kivonatainak jellemzéselSF14 SP15]

A Betulaceae (nyirfafélék) csaladjaba tartozo Corylus (mogyord) nemzetség Karpat-
medencében fellelhetd fajainak, a kozonséges (Corylus avellana L.), a torok (Corylus colurna
L.) és a csoves mogyoronak (Corylus maxima Mill.) fitokémiai feltérképezésével, illetve
fenoloid profiljuk jellemzésével mar tobb évre visszavezethetden foglalkozik a Semmelweis
Egyetem Farmakognézia Intézetében dolgozé Keéry Agnes professzor asszony és csoportja. A
mogyoré nemzetség mind hdrom tagjdnak széleskorli felhaszndldsa ismert a népi
gyogyaszatban. Igy a kozonséges mogyord levelébol késziilt kivonatot Eurdpa-szerte
hasznaljadk visszérgyulladas és aranyeres tiinetek kezelésében.™ A t6rok mogyord
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok elleni hatasa mellett,[*’! jelentds antioxidans
hatassal is rendelkezik.['"? A cséves mogyord levelébdl késziilt fozetet ekcéma, mig egyéb
kivonatait bérkiiitések és duzzanatok kezelésében hasznaljak.[*”®l A harom névény kiterjedt
etnofarmakologiai felhasznalasa ellenére a fitokémiai jellemzésiik korant sem mondhato
teljesnek. Ezzel 6sszhangban, k6zos kutatomunkank keretében a Corylus maxima levélébdl és
kéregébol késziilt metanolos ¢és etil-acetatos kivonatok fenoloid ujjlenyomatanak
feltérképezésébe, illetve antioxidans hatdsanak vizsgalatdba kapcsolodtunk be.[SPH4 A
vizsgalatokban, Kéry professzor asszony kutatocsoportja altal két korabban vizsgalt,
C. avellana és C. colurna kivonataira kifejlesztett HPLC-DAD-MS modszerbdl indultunk

ki [L7ALO7ST A Corylus maxima levelének és kérgének metanolos és etil-acetatos kivonataibol,
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Osszevetve a komponensek UV spektumat (HPLC-DAD), fragmentacios mintazatat
(HPLC-MS/MS) és elemi oOsszetételét (HR-MS: TOF (repiilési id6 analizator)) belsd
standardokkal és irodalmi adatokkal, 22 fenoloid szarmazékot azonositottunk. A fenoloidok
kozott egy flavan, 7 flavonol és 14 diarilheptanoid szarmazékot azonositottunk (SP14 Table 3).
A vizsgalatokban az altalam vezetett csoport a HPLC-DAD-MS/MS vizsgalatokat végezte.
Vizsgélataink a diarilheptanoid szdrmazékok fragmentacios mintazatanak feltérképezésén
keresztiil nagyban  segitette a  vegyiiletcsaladba  tartozd  kivonat-komponensek
szerkezetfelderitését (SP14 Fig. 2.). Osszevetve a csdves mogyoro kivonatainak HPLC-DAD
kromatogramjaban az egyes komponensek relativ abszorbancidjat, megallapitottuk, hogy mig
a ndvény levelének etil-acetatos kivonata elsésorban diarilheptanoidokban, addig a metanolos
kivonata flavonoidokban gazdagabb (SP14 Fig.1.). A mintak részletes vizsgalata egyuttal arra
is rdmutatott, hogy a kivonatokban a két legnagyobb mennyiségben jelenlévd flavonoid
szarmazék a miricetin-3-O-ramnozid és a kvercetin-3-O-ramnozid (SP14 3.1. pontban), mig a
két nagyobb mennyiségben jelenlévé diarilheptanoid szarmazék az oregonin és hirsutenon
(SP14 3.2. pontban) volt. Ezt kovetden a kivonatokban meghataroztuk a négy fékomponens
mennyiségét (miricetin-3-O-ramnozidra, kvercetin-3-O-ramnozidra és hirsutenonra nézve
korabban)!*®l, mig oregoninra nézve az altalunk Kifejlesztett és validalt HPLC-MS/MS
modszer segitségével, tobbszords reakcidé monitorozas (MRM: multiple reaction monitoring)
tizemmodban. A kvantitativ vizsgalat alapjan a miricetin-3-O-ramnozid (35,9+0,2 pg/mg
kivonat) és kvercetin-3-O-ramnozid (38,5+£0,2 pg/mg kivonat) a kéreg, mig az oregonin
(3,40+0,04 pg/mg kivonat) és hirsutenon (8,39+0,01 pg/mg kivonat) a levél etil-acetatos
kivonataban volt legnagyobb mennyiségben jelen (részletesen SP14 Table 6). Ezt kovetden, a
mar korabban bemutatott DPPH teszt segitségével, vizsgaltuk a kivonatok antioxidans hatasat
(részletes eredmények: SP14 Table 2). A kapott ICsp értékek alapjan, a kéreg és a levél
metanolos kivonatai kétszer nagyobb hatast (kéreg: 17,9+1,2; levél: 20,6+4,1 pg/ml) mutattak,
mint az etil-acetatos kivonatok (kéreg: 50,7+4,3; levél: 48,0+£3,9 ug/ml). Osszehasonlitva a
rendelkezésre allo tiszta komponens standardok DPPH tesztben mért 1Cso értékeit (hirsutenon
(0,58+0,04 pg/ml), kvercetin (3,40+0,10 pg/ml) és miricetin-3-O-ramnozid (4,70+0,20 pg/ml)),
érdekes modon majd egy nagysdgrenddel hatdsosabbnak bizonyult a diarilheptanoidok
szerkezeti korébe tartozo hirsutenon, mint a vizsgalt flavonoidok. Az eredmény alatamasztja
azt a novényi kivonatok esetében tapasztalt altalinos megfigyelést, miszerint az egyes
antioxidans hatassal rendelkez komponensek befolyasoljak egymas hatasat.1’8 fgy a csoves
mogyor6 (C. maxima) metanolos kivonatai esetében tapasztalt fokozott antioxidans hatast, a

nagy mennyiségben jelenlévd flavonoidoknak, azok kolcsonhatdsanak tulajdonitottuk.
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Az antioxidans hatasvizsgalat eredményébdl kiindulva, a kdvetkezd 1€pésben a csdves mogyord
kivonatainak vizsgalatat kiterjesztettiik a korabban mar fitokémiailag jellemzett kzonséges €s
t6rok mogyoré kivonatokra.[SP1% Tekintettel arra, hogy tovabbra is abbol indultunk ki, hogy a
harom mogyord faj antioxidans hatasa a kivonatok f6 flavonoid ¢és diarilheptanoid
szarmazeékaival kapcsolhat6 6ssze, korabbi HPLC-MS/MS vizsgélatok alapjan 6sszegytijtottiik
a kéreg és levél metanolos és etil-acetatos kivonatainak miricetin-3-O-ramnozid, kvercetin-3-
O-ramnozid, oregonin ¢€s hirsutenon tartalmara vonatkozé adatokat (SP15 Table 1). Majd, az
egyedi DPPH teszt segitségével meghataroztuk az egyes kKivonatok szabadgyok semlegesitd

kapacitasat (1/1Csp) és Osszevetettiik a f6 komponensek mennyiségének eloszlasaval.
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33. abra A mogyor6 nemzetség harom tagjabol (C. avellana: kézonséges, C. colurna: térok és C.
maxima: csdves mogyoro) izolalt kéreg, levél metanolos (BM, LM), illetve etil-acetatos (BE, LE)
kivonatok szabadgyOk semlegesité kapacitasa. C. avellana LM: 72,6+0,1 miricetin-3-O-ramnozid,;
16,9+0,3 kvercetin-3-O-ramnozid; n.d. oregonin, 16,9+0,3 hirsutenon (ug/ml, n=3) és C. colurna BE:
3,9+0,3 miricetin-3-O-ramnozid; 39,2+0,3 kvercetin-3-O-ramnozid; 3,1+0,1 oregonin, n.d. hirsutenon

(ng/ml, n=3)

A 33. abra alapjan lathato, hogy mig a C. avellana kivonatai azonos antioxidans hatast
mutattak, illetve a C. maxima kivonatok hatasa is kozel egy nagysagrendbe estek azokkal, addig
a C. colurna kéreg kivonatai egy nagysagrenddel nagyobb antioxidans hatassal birtak a levél,
de az Osszes tobbi vizsgilt mogyordfaj kivonataival szemben is. Osszességében a f6
komponensek mennyiségi eloszlasa (SP15 Table 1 és a két pirossal kiemelt kivonat: 33. dbra)
és az egyes kivonatok antioxidans hatasa kozott nem sikeriilt 6sszefiiggést talalnunk. gy az
egyes major, illetve minor komponensek antioxidans hatashoz val6 hozzajarulasat, a kivonatok
a HPLC — DPPH kapcsolt modell felhasznalasaval kivantuk azonositani. A kapcsolt technika
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segitségével, az egyes komponensek kromatografias csucsteriiletek csokkenésének
felhasznalasaval, részletesen jellemeztik a komponensek %-os részesedését a kivonatok
antioxidans hatasaban (SP15 Figure S2—S4) (pl. Corylus colurna kéreg etil-acetatos kivonata:
34. abra). A vizsgalat alapjan, a mogyor6 kivonatok harom f6 flavonoid komponensének
antioxidans hatas-hozzajarulasanak trendje az Osszes kivonatra vonatkoztatva a kovetkezo:
miricetin-3-O-ramnozid (95,2 %) > kvercetin-3-O-ramnozid (45,0 %) > kempferol-3-O-
ramnozid (7,4 %). Az eredményt a komponensek szabad hidroxil csoportjainak szamaval,
illetve a miricetin és kvercetin esetében a pirogallol és katekol egységek jelenlétével
magyaraztuk. Az egyedi komponensek kis mennyiségei miatt, a diarilheptanoidnok egzakt,
komponensenkénti részvételi aranyt a legtobb esetben nem tudtunk megadni, igy ezek
hozzajarulasait minden esetben Gsszesitve adtuk meg (SP15 Table 2). Vizsgalatunkban a
legnagyobb jelcsokkenést két, katekol egységet tartalmazd diarilheptanoid aglikon, a
hirsutanolol és a 3-hidroxi-1,7-bisz(3,4-dihidroxifenil)-ieptén esetében azonositottunk. Bar
kvantitativ jellemzésre nem volt lehetdségiink, de Gsszehasonlitva az egyes diarilheptanoid
aglikon ¢és glikozid parjuk jelcsokkenését, megallapithatd volt, hogy az aglikonok antioxidans
kapacitdsa trendszerlien nagyobb volt. A jelenséget a cukoregységek sztérikus gatlasaval
magyaraztuk. Az egyes f6 komponensekre lebontva a kapott eredményeket, elmondhato, hogy
a miricetin-3-O-ramnozid a C. avellana levél metanolos és etil-acetatos kivonatainak (80,7 és
61,4 %) és a C. maxima levél és kéreg metanolos kivonatainak (67,8 és 50,0 %) antioxidans
hatasahoz jarult hozza legnagyobb mértékben. A kvercetin-3-O-ramnozid esetében hasonldan
magas antioxidans hatashozzajarulast a C. avelanna kéreg metanolos ¢és etil-acetatos
kivonataiban (42,5 és 73,7 %) és a C. colurna kéreg metanolos és etil-acetatos kivonataiban
(69,8 és 83,6 %) azonositottunk. A kempferol-3-O-ramnozid legnagyobb mértékben a C.
colurna levél metanolos és etil-acetatos kivonatanak (8,7 és 12,8 %) antioxidans hatasahoz
jarult hozza, mig a diarilheptanoidok szamottevé hozzajarulasat a C. avellana és a C. maxima
levelek etil-acetatos (11,0 és 25,1 %), illetve a C. maxima kéreg metanolos kivonataiban (32,5
%) igazoltuk. Példaként bemutatva a legnagyobb antioxidans hatast mutat6 C. colurna kéreg
kivonatait, illetve ezen beliil is az etil-acetatos kivonat HPLC — DPPH technikaval felvett
kromatogramjait (34. abra), jol lathatd a kvercetin-3-O-ramnozid jelének latvanyos
csokkenése. Emellett a meglehetésen 0Osszetett kivonatban a DPPH hatasara egyéb
komponensek (katekin, procianidin dimer) kromatografias csticsaban is markans csokkenést

azonositottunk.

88



dc_160 1B]é§0gb Gyorgy Tibor Doktori értekezeés

59
Kvercetin-3-0-
ramnozid

49 Kempferol-3-0-
—_ ramnozid
E
(=
o 39
a
~N
2 — kivonat
E 29 — kivonat + DPPH
1]
‘S
f=
2
5 19 Zrocianidin
N . imer .
é Kaffeoil- Miricetin-3-0-

Katekin hexozid ramnozid
9
ZA

8 13 18 23 28 33 38 43

Retencids id6 (perc)

34. abra Corylus colurna kéreg etil-acetatos kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja kezeletlen (kék)
és DPPH gyokkel valo kezelést (magenta) kdvetéen

Osszehasonlitva a kozel azonos antioxidans hatassal biré C. colurna kéreg metanolos és etil-
acetatos kivonatok Osszetételét, illetve az egyes komponensek hozzéjarulasat az antioxidans
hatas kifejez0désében, lathatd, hogy a kvercetin-3-O-ramnozid mennyisége és annak
hozzajarulasa a hatashoz jelentdsen kiilonbozik a két kivonatban. A jelenséget ebben az esetben
is az antioxidans hatassal rendelkezd komponensek szinergizmusaval lehet magyardzni, ami
hasonloan azonosithatd az dsszes mogyoro6 kivonat, illetve az egyes komponensek megfeleld
adatparjainak részletes 6sszehasonlitasa alapjan (SP15 Table 1 és Table 2).

Osszességében elmondhatd, hogy elsd 1épésben a mogyord nemzetséghez tartozd Corylus
maxima (csdves mogyoro) kéreg és levél kivonatainak felhasznalasaval pontositottuk a novény
fitokémiai Osszetételét. Meghataroztuk a kivonatok f6 flavonoid ¢és diarilheptanoid
mennyiségét, illetve azok antioxidans hatasat, mind a kivonatokra, mind a f6 komponesekre
nézve. Az egyes komponensek antioxidas hatasanak mértéke és mennyisége, illetve a kivonatok
antioxidans hatasa k6zott nem talaltunk egyértelmii Osszefiiggést, melyet a komponensek
kolcsonhatasaval magyaraztunk. Ennek igazolasara a HPLC — DPPH kapcsolt technika
felhasznalasaval, részletesen vizsgaltuk harom mogyoro6 fajbdl izolalt kivonatok, tovabba az
egyes komponensek antioxidas hatdsat, illetve azok hozzdjarulasat. Vizsgalataink alapjan
feltérképeztilk a kozonséges, torok és csoves mogyord fajok fitokémiai Osszetétele és
antioxidans hatasa kozotti Osszefliggéseket, melyek segitségével az antioxidans hatés
kialakulasdban szerepet jatszd flavonoid ¢és diarilheptanoid komponensek Osszetett

szinergizmusara is rdmutattunk.
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5. tézis

A Richter ndvényi kivonatbankjabol nagy ateresztOképességii citotoxicitas és antioxidans vizsgalat,
illetve etnofarmakologiai és fitokémiai feldogozottsagi adatok figyelembevétele alapjan kivalasztott
novényi kivonatok szisztematikus vizsgalatat végeztiik el HPLC-(MS) technikaval kapcsolt
gyOksemlegesitdé modellrendszerek felhasznaldsaval. A vizsgalat segitségével azonositottuk a
kivalasztott novények farmakologiai, illetve antioxidans hatasaért felelés komponenseit, illetve egyes
esetekben a szerkezetiiket is igazoltuk. igy az Oxybaphus nyctagineus kivonatainak iranyitott in vivo
¢s in vitro sziirése alapjan kivalasztott kivonatok HPLC vizsgalataval azonositottuk a névény népi
gyogyaszati felhasznalasanak megfeleld gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapitdo hatasért felels
flavonol és telitettlen zsirsav szarmazék komponenseit.[S?1]

A Salvia névénynemzetség alkoholos kivonatanak vizsgalatan keresztiil kidolgoztunk egy j, HPLC
— peroxinitrit gy6kanion (ONOO") kapcsolt technikat, amely alkalmasnak bizonyult névényi
kivonatok ONOO" semlegesitd hatassal rendelkezd 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 gmelinii®"*®! és a Corylus névénynemzetségbe tartozéd
Corylus avellana, Corylus colurna és Corylus maxima™"**P%% aktiv komponenseit. Az Artemisia
gmelinii vizsgalata alapjan pontositottuk a novény fitokémiai Gsszetételét, illetve a ndvényben két
dikaffeoil-kinasav szarmazékot is els6ként 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 felelos egyes komponensek szerkezet — hatas 6sszefliggésére és

szinergizmusara is.

A tézishez kapcsolodo kozlemény:
[SP11-SP15]
IF: 2,998+1,075+2,947+3,169+0,773 = 10,962
fiiggetlen hivatkozasok: 1+1+13+12+1 = 28
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3. Proton-disszociacios folyamatokhoz kapcsolodo modell- és mdodszerfejlesztések

3.1. A proton-disszociaciés folyamatok szerepe a gyogyszerkutatasban

Tekintettel arra, hogy a gyogyszerkincs mintegy 80 %-a tartalmaz savas, illetve bazikus
karakterti csoportot,'’1 azok jellemzése, illetve figyelembevétele gyogyszerkémiai
szempontbol kiilonésen nagy jelentdséggel bir. A vegyiiletek ionizalhatd csoportjainak
protonalt, illetve deprotonalt formaja kdzvetleniil befolyasolja fizikai-kémiai sajatsagukat. igy
a hatdbanyag molekulak ionizaltsagi fokatol fligghet felszivodasuk, eloszlasuk, metabolizmusuk,
a szervezetbdl torténd kivalasztasuk (ADME folyamataik) mértéke, de akar kozvetlen hatasa
lehet farmakodinamias, vagy toxikus hatasukra is. Ezzel 6sszhangban elmondhaté, hogy a
vegyliletek ionizalt, illetve neutralis forméjanak oldhatdséaga, hidratacids energidja, lipofilitasa,
az egyes bioldgiai belépési kapukon keresztiili permeabilitasa, illetve a farmakoldgiai
szempontbol fontos receptorokkal, enzimekkel kialakitott polaros kolcsonhatasa is
nagymértékben eltérhet. Fentieket tamasztja ala a GSK-ban 2008-ban koézel 30.000
gyogyszeren, illetve gyogyszerszerli vegyiileten végzett atfogd statisztikai vizsgalat. A
vizsgalatban Paul Gleeson fékomponens analizis segitségével keresett Osszefiiggést a
vegyiiletek fizikai-kémiai és kiilonbozé ADME tulajdonsagaik kozott. 178 Vizsgalata alapjan
a molekulatomeg ¢és lipofilitas mellett a vegyiiletek fiziologias kézegekben vald ionizacios
allapota befolyasolja biohasznosuldsukat, megoszlasi térfogatukat, plazma fehérje kotddéstiket,
agyl penetraciojukat, lehetséges efflux transzportjukat, illetve kardiologiai mellékhatast
(aritmiat) és gyogyszer-gyogyszer kdlcsonhatast okozo hERG csatorna és citokrom P450 enzim
gatld sajatsdgukat. Ezt utébbi mellékhatas esetében fontos azt is kiemelni, hogy a vegyiiletek
bazikus karaktere, illetve molekulamérete (<400 Da) és fokozott lipofilitasa 6nmagukban is
szamos mellékhatas kockazatat hordozzék. fgy a kardiologiai aritmias mellékhatas*”®! mellett,
a kiterjedt receptor affinitas miatti off-target,™®% vagy a mar bemutatott
foszfolipidozis®8HBI I8 kockazata is fokozott az ilyen vegyiiletek esetében.

Tagabb értelembe véve a gyogyszerkémia egyéb teriileteit, a hatoanyag molekulak ionizacios
allapotanak ismerete egy adott oldatban szintén fontos lehet. Gondolhatunk itt a vegyiiletek
kromatogréfias allofazisokkal,[*®?] illetve esetenként a mozgd fazisban alkalmazott specifikus
szelektorokkal (kvalitativ/preparativ elvalasztas technikék),'®¥ vagy a hatéanyag formulalas
soran alkalmazott, beoldddast fokozo segédanyagokkal (pl. ciklodextrin szarmazékok)
kialakitott kolcsonhatasukra,'®1 de akar az eldallitasukra iranyuld szintetikus lépések
tervezésekor egyszertien a N-, O- és C-H kotés aktivalasral'®® vagy a reagensek egyes

katalizatorokkal kialakuld H-kotésére is.[18611187]
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3.2. A proton-disszociacios allando (pKa) mérési modszerei

A vegyliletek ionizacios allapotanak altalanosan haszndlt kvantitativ paramétere a proton-
disszociaciés, vagy ionizacios allando (Ka), amit altalanossagban —logi0Ka, vagyis pKa
formaban szokas megadni. Monoprotikus, azaz egy ionizalhato centrumot tartalmazo6 savakra
(HA), illetve bazisok konjugalt savara (BH*) a Ka érték az alabbi egyszerli formaban adhato
meg.

[H30*][47] [H30*](B]

Kona == Kapn+ = g (6)

A monoprotikus vegyiiltek pH fiiggd ionizacios allapotat a pKa értékii(ei)k ismeretében a
Henderson-Hasselbalch egyenlet segitségével tudjuk megadni, melynek altalanos formaja a

kovetkez6:

[proton donor] (7)
proton akceptor]

pKy = pH +10g107
Multiprotikus vegyiiletek esetében mér sokkal dsszetettebb az egyensulyi 1épések felirasa. Igy
n darab ionizalhatd csoportot feltételezve, 2" mikroallapot és n2"! mikro-egyensilyi alland6
(mikro-pKa) adhatd6 meg. Természetesen a vegyiilet szerkezetétdl és a kozegtdl (oldoszer,
hémérséklet, stb.) fiiggden egyes mikrodllapotok, molekularis formék statisztikai valoszinlisége
sokkal nagyobb mint a tobbié, ezeket makroallapotokként tudjunk azonositani. Ennek
megfeleléen n darab ionizalhat6 csoport esetén n+1 makroallapot adhato meg.
A 3.1. pontban leirtakkal 6sszhangban, a pKa, mint fizikai-kémiai paraméter talan az egyik
legfontosabb molekularis jellemz6, amit a gyogyszerkémia a szerkezet — hatas 9sszefliggések
feltarasa soran is figyelembe vesz. Talan ennek is koszonhetd, hogy a pKa meghatarozasara
szamos maddszer all rendelkezésre. A IUPAC 1960-as években meghatarozott kritériuma szerint
a pontossag alapjan a pKa mérési modszerek altal szolgaltatott adatok négy osztalyba
sorolhatok: nagyon megbizhatdo (SD<#0,005), megbizhato (+0,005<SD<+0,02), kozelitd
(£0,02<SD<+0,04), bizonytalan (SD>+0,04).['88 A gyogyszerkémiai megkozelités
szempontjabol az alkalmazott modszer kivalasztasanal a mérés pontossaga mellett az eljaras
ateresztOképessége és mintaigénye is mérvadd. Ezen szempontokra vezethetd vissza, hogy a
Beilstein adatbazis alapjan a hatdanyagok pKa mérésére alkalmazott modszerek gyakorisaguk
sorrendjében: 1) potenciometrikus titralas, 2) spektrofotometrias, vagy UV/pH titralas, 3)
kapillaris elektroforézis (CE) moédszerek.'® E hiarom modszer pontossaguk alapjan a
megbizhatd osztalyba sorolhatd, jellemz6 paramétereiket a 11. tablazatban foglaltam Ossze.
Az ipari gyodgyszerkutatdsban, kiilondsen annak korai fazisaban kevésbé preferalt mérési
technikdkra az NMR, fluoreszcencias, kalorimetrids, konduktometrias, oldhatosagi és

polarografias modszerekrel'®! itt részleteiben nem térek ki. Meg kell azonban jegyezni, hogy
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mig az altalanosan alkalmazott els6 harom eljaras csak a makroallapotok és igy a makro-
egyensulyi allandok mérésére szolgal, addig utdbbi technikak koziil az NMR és fluoreszencias
modszerekkel a mikroallapotok is azonosithatéak. (19111921 Fontos tovabba kiemelni, hogy az
NMR alapu meghatarozas NMR-pH indikatorok alkalmazasaval a titralasos modszereknél
alkalmazott iivegelektrod altal biztositott mérési tartomanyon (2<pH<12) kivil is jol

alkalmazhat6.[193].[194]

11. tablazat A gydgyszerkutatasban alkalmazott f6bb pKa mérési modszerek.

Modszer Anyagigény Sziikséges Sebesség Ateresztoképesség
(mg) oldatkoncentracié  (perc/vegylilet/ (vegylilet/nap)
(M) 3 parhuzamos)
Potenciometria 08-12 103 60-90 10-15
UV-pH titralas
automatizalt <0,05 10° 40-60 15-20
gyorsitott (HT) < 0,05 10° 15 80-100
CE
normal méd <0,05 10° 60-90 10-15
96-csatornas <0,05 10° 60-90 80-100

Potenciometria és UV-pH titralas: Sirius T3, pION Ltd.['%! CE (kapillaris elektroforézis) multiplex 96-csatornas
kapillaris: CombiSep (Ames)[*%]

Annak ellenére, hogy a vegyliletek pKa értékének meghatdrozasara harom kelléen nagy
ateresztOképességli, megfelelden robusztus technika is rendelkezésre all, a gyogyszerjelolt
vegylletek tervezési szakaszaban nagy hangsulyt kap a kiilonb6zd predikcids eljarasokat
alkalmaz6 programok hasznalata. Ezek egyik nagy elénye, hogy rovid id6 alatt akar tobb tiz-,
sOt akar szdzezer molekula pKa értékérdl kaphatunk informaciot, illetve nincs sziikség a

vegylletek eldallitasara sem.

3.3. A pKa érték szamitasi, becslési modszerei

A predikcids eljarasok rovid attekintése eldtt fontos néhany szot szolni a pKa értéket, €s igy a
proton-disszociacids folyamatot befolyasolo tényezokrdl. Elsédlegesen a kérnyezeti faktorrol
érdemes szot ejteni. A proton-disszocidcios folyamatot a homérséklet, az oldoszer és az
ionerdsség egyarant befolydsolja. Ennek megfeleléen ezeket a valtozokat a mérések
egységesitésével allanddan tartjak. A standardizalt pKa mérés 25 °C-on és 0,15 M vizes KCI
oldataban torténik. A szolvatacios hatds, mint komplex folyamat szintén hatassal van a proton-

disszociacidés folyamatra. A vegyiilet és az olddszer kozott kialakuld intermolekularis
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kolcsonhatasok alapveten két tipusra oszthatok. A nem-specifikus hatas az olddszer f6tomege
¢s az oldott vegyiilet kozott jon létre, az oldoszer dielektromos és izotrop diszperzids
kolcsonhatasanak, valamint az oldoszerben kialakuld szolvatacios iireg kialakulasanak révén.
A masik, specifikus hatas esetében a H-kotést és egyéb anizotrop oldott anyag — oldoszer
kolcsonhatasokat érdemes megemliteni. Fontos kiemelni, hogy méréstechnikailag a
szolvatacios hatast, példaul a viz — szerves olddszer rendszerben végzett pH-metrikus
titralasnal, az olddszerrendszer relativ permittivitasanak () valtozasaval jellemzik. Jo példa
erre a keverék oldoszerben végzett titralasok esetén a Yasuda-Shedlovsky extrapoldcio,** ahol
az egyes oldoszer Osszetételekben kapott latszolagos disszociacios értékeket az oldoszerelegy
relativ permittivitasa reciprokanak fliggvényében abrazoljak. A psKa + 10g10[H20]=a-1/e+Db
egyenlet segitségével megadhat6 a tisztan vizre, de akar az adott olddszerre vonatkoztatott pKa,
vagy psKa (s: koszolvens) érték is. A szolvatacios hatas fontossagat mutatja az is, hogy az ab
inito pKa becslések esetén hasznalt termodinamikail'®®! vagy Born-Haber ciklusban!*®*® is az
ionizalhat6 vegyiilet (HA), illetve az oldoszer (H20) deszolvatacios, illetve szolvatacios
szabadentalpiait veszik figyelembe. A 35. abran lathato ciklusban a vizes oldatban végbemend
proton-disszociacio szabadentalpidja (AG°aq) megadhato a deszolvatascids (-AG szon(HA)) és
a szolvatacios (AG°swov(A7)) szabadentalpiak segitségével. Tekintettel arra, hogy a viz
deszolvatacidja, illetve a H3O" ionok szolvatacidja fiiggetlen a vizsgalt ionizalhaté molekulatol
(HA), a -AG°sz0iv(H20) és AG°s0iv(H30™) értékét kisérletesen meghatarozott értékkel (-110,2
kcal/mol) helyettesitik be az egyenletbe. Egyensulyban a teljes termodinamikai ciklus
szabadentalpiaja zérus, igy a 35. abran lathato modon a vizes kozegben végbemend proton-
disszociacio szabadentalpiaja (AG aq) jol kozelithetd a pKa értékkel. A mérési koriilményeknek

megfeleld hémérsékleten, 25°C-on (T = 298,15K) pKa =~ AG°aq / 5,71kJ/mol.[2%]

AG"g

. - +
' HAg + HOp " Agt HiOg "
Q N
b (=}
'—:U 'AGOS:OIV(HA) { _A Gos:oiv(HZO) A Gos:oiv(A_) AGOS:OIV(HB O+) g
S o,
9 AG°,, e \ ©

HALy + HO) * Apgt H30

AGan = AGog + AGoszolv(A_) + AGoszolv(H30+) - AGoszolv(HA) - AGoszolv(HZO) (8)

AG°aq AG°aq  AGo%q

RTIn10  2,303RT 5719
’" “mol

—AG°,q = RTInK, = pK, = 9)

35. abra A pK, szamitasnal alkalmazott termodinamikai ciklus és kapcsolodo egyenletek
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A proton-disszocidcios folyamatot az elektronikus hatds is befolyasolhatja, ami harom
formaban is jelentkezhet. Az elektrosztatikus, vagy Coulomb hatis, ami jellemzden az
ionizalhaté molekula és a kdzeg (oldoszer, elektrolit) toltott részecskéi kozott johet 1étre. Az
induktiv hatas ami a kotéseken keresztlil valosul meg, illetve telitett kotések mentén
gyorsabban, mig telitetlen kotések mentén lassabban kompenzalodik. Végiil a mezomer hatas,
ami jellemzden konjugdlt rendszerek esetén jelentkezik. Gondolhatunk itt aromas,
heteroaromas rendszerek esetében az orto és para szubsztituensek hataséara.l'8! A vegyiiletek
sztereokémidja az ionizalhat6 atomcsoport kozelében szintén befolydsolhatja a proton-
disszociacios folyamatot. A sztérikus hatdsra a multiprotikus vegyiiletek (fumarsav —
maleinsav, 2-aminofenol, 2-hidroxibenzoesav, benzoil-tiokarbamat és 2-, 5-szubsztitualt
piperazin szarmazékok, stb.) ionizalhat6 csoportjainak tavolsaga/kozelsége révén a hidratacios
héjak atfedése, elektrosztatikus taszitasa, vagy akér belsé H-kotés kialakulasa.l221292 Az adott
kozegben kialakulod tautomer egyensuly is természetszerlien befolydsolja az ionizalhatd
atomcsoport proton-disszociacids viszonyait. Egyik legismertebb példa erre a keto — enol
tautoméria (pl. 1,3-dioxo vegyiiletek),?®! de szamos egyéb szerkezeti motivum (guanidin,
tetrazol szarmazékok, aminofluoreszcein festékek, stb.)P941208] esetében is megfigyelhets a
tautomer egyensuly €s az ionizacios folyamat szoros kapcsolata. Itt érdemes hangstlyozni,
hogy a fentiek koziil épp ez utdbbi két hatas kezelése okozza talan a legnagyobb problémat a
szamitogép altal tamogatott pKa becslé algoritmusok fejlesztése soran.

A pKa érték becslésére, szdmitasara az egyszerli regresszids analizistdl a magasabb rendii
neuralis halozatoktol a kernel modszerekig szamos modszer ismert. Az értekezés Kereteit,
illetve a hozza kapcsolodo téziseket figyelembe véve csak a jeletdsebb modszertipusokat €s

azon beliil is csak egy-egy jellemz6 modszert targyalok részletesebben.

3.3.1. Statisztikai és gépi tanulasi (machine learning) modszerek

Egy fizikai-kémiai paraméter, mint pl. a pKa érték empirikus becslése esetén egy adott
vegyliletkoron mért adatok ¢és azok szerkezete, szerkezeti elemei kozott keresiink
Osszefiiggéseket. Ezt az egyszeriinek mondhaté megkozelitést nevezziik kvantitativ szerkezet-
tulajdonsag Osszefiiggésnek (QSPR: quantitative structure-property relationship), melyet
els6ként Brown és Fraser (1868) fogalmazott meg a vegyiiletek kémiai Osszetétele és azok
fiziologias hatdsa kozotti Osszefiiggésre vonatkozoan.[?Ol A szerkezet, szerkezeti sajatsag
természetesen a becslési algoritmusok viladgaban valamilyen szerkezetet leird (bindris)
karaktersorozatot, grafot, illetve mért, vagy szdmolhaté6 mennyiséget (pl. elektron stirliség,

parcialis toltés) takar. Ezeket a vizsgalt hatassal 6sszefiiggésbe hozhat6 tulajdonsagokat kémiai
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deszkriptoroknak (leir6 paramétercknek) nevezziik. Ennek megfeleléen a deszkriptorok
koédoljak azokat a specifikus sajatsagokat, melyek segitségével lehetdség nyilik egy adott
mennyiség, mint pl. a pKa leirasara. Figyelembe véve. hogy akar csak a szerves vegyiiletek
korét tekintve is igen nagy szerkezeti térrel, valtozatossaggal allunk szemben, az egzakt becslés
igen nagyszamu deszkriptort is igényelhet. Jelenleg tobb mint 1600 molekuléris deszkriptor
figyeleembe vételére van lehetéség. (%]

A proton-disszociacids folyamatra, illetve a pKa értékre az egyik elsd és talan a legegyszeriibb
QSPR modszer a linearis szabadentalpia-6sszefiiggés (LFER: linear free energy relationship),
melynek segitségével linearis Osszefiiggés irhatdo fel egy adott reakcidosorozat egyik
reakciojanak sebességi vagy egyensulyi dllandojanak logaritmusa és a reakciosorozat hozza
kapcsolodé tobbi reakcidjanak sebességi vagy egyensulyi allandéi kozott.?% Leforditva ezt a
proton-disszocidcios folyamatra, az LFER a pKa értékek €s az azokhoz tartozd Gibbs féle
szabadentalpia kozotti linedris Osszefiiggésen alapszik (ld. termodinamikai ciklus:
PKa>AGag), melyet elséként Hammett irt le meta- és para- szubsztitualt benzoesav
szarmazékokra, majd Taft egészitette ki a sztérikus, polaros és rezonans hatasok

szétvalasztasadval. A Hammett-Taft egyenlet altalanos formaja:

logso %3 =pXiti0;i = pKy =pKg —pXili0; (10)

ahol pKa a szubsztitudlatlan vegyiilet (pl. benzoesav) ionizacids allandoja, p az adott
vegyiiletkorre (pl. benzoesav szarmazékok) vonatkozé allando, m a szubsztituens poziciok
szama, oi egy adott szubsztituens pKa értékre vonatkoztatott hatasat kifejez6 allando. Az
egyenletbdl az LFER modszer két hatranya is kdnnyen azonosithatd. Egyrészt a predikciohoz
sziikséges az Osszes szubsztituens o értékének ismerete, illetve a p arulkodik arrdl, hogy a
modszer kiterjeszthetésége mas vegyiiletkorokre korlatos.[?*% Ennek ellenére egyszertisége,
konnyll integralhatosaga és meglepden jo predikcids pontossdga miatt a mai napig az egyik
legelterjedtebb eljaras a pKa elérejelzésben. 2]

A kiilonboz0 regresszios modszerek, igy az egyszerii, multi-linearis, szimbolikus, ridge, illetve
a fokomponens regressziok jol alkalmazhatok a molekularis deszkriptorok és a pKa érték kozotti
osszefiiggések azonositasara.”!! A QSPR megkozelités szempontjabol az egyik legkedvezébb
a parcialis legkisebb négyzetek (PLS: partial least square) modszere, ami hasonlatos a
fokomponensekre végzett egyszeri regressziohoz azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben
kisérletes adatokat is figyelembe vesziink.[*!2 Ennek megfeleléen nem csak a bemend
deszkriptorok varianciajat, hanem azok mért pKa adatokkal vald korrelaciojat is vizsgaljuk. A

PLS modszer olyan esetekben alkalmazhatd hatékonyan, amikor a deszkriptorok szdma
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viszonylag nagy a mért adatok (megfigyelések) szamahoz képest.[?*®l Ez alapjan érthetdvé valik
a PLS el6nye esetiinkben, hiszen a rendelkezésre 4116 vegyiiletkorokre vonatkoztatott kisérletes
pKa adathoz képest viszonylag nagyszamu deszkriptorral allunk szemben, mig a vizsgalat
targyat képez6 vegyiiletek szerkezete legtobb esetben kelléen tavol esik ett6l a kort6l. A PLS
modszer kapcsan érdemes még emlitést tenni egy a molekuldk 3D leirasan alapuléo QSPR
modszerrél, a CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis) eljarasrol. llyen, a 3D
szerkezetet leképezO deszkriptorok lehetnek az oldészer szamara hozzaférheté felszin, a
molekula-térfogat, kiilonboz6 potencialfeliilletek és molekularis mezék (sztérikus, Van der
Waals) és elektrosztatikus (Coulomb) kolcsénhatasok. A CoMFA modszer segitségével
jellemzden kisszami, homolog kémiai teret lefedé molekuldkra kapunk becsld algoritmust oly
modon, hogy PLS felhasznalasaval linearis regresszios illesztést végziink a 3D molekularis
deszkriptorok és a mért pKa értékek kozott.?'*l A modszer bar a betanitott kémiai térre
megfeleld pontossagu, erdsen fligg a valasztott konformécioktdl, illetve kiterjeszthetdsége mas
kémiai terekre jellemzGen korlatos. A magasabb rendiit QSPR moddszerekre, mint a mesterséges
ideghalozatok (artifical neural networks) és a Kernel-alapt gépi tanulas modszer a disszertaciod

kereteire valo tekintettel itt nem térek ki.[2°!

3.3.2. Kvantumkémiai szamitasi modszerek

A kvantumkémiai pKa szamitas alapja az el6z6 pontban bemutatott termodinamikai ciklus (35.
abra). Ennek megfelelden a kvantummechanikai (QM) szamitas segitségével a deprotonalodasi
energia konnyen megadhato gaz fazisban, ami kellden nagy bazis készlet és magasabb szintii
elektron-korrelacié alkalmazasa mellett megkozelitheti a mérés pontossagat.>16l Meg kell
azonban jegyezni, hogy az egyes ab initio modszerek az alkalmazott szolvatacios modell
szintjén nagyobb eltérést mutatnak. Ez szorosan Osszefligg a szolvatacios — deszolvatacios
cikluson alapul6 megkozelités azon hibgjaval, ami a vizsgalt molekulak gaz, illetve vizes
nagymértékben megnehezitheti a pKa érték becslést, az elérhetd pontossag dsszhangban van a
molekulaszerkezet optimalizalasanak mindségével. A hatékony optimalizalas érdekében
igyekeznek a szamitasokat tobb energia minimumboél inditani.?*8l Annak ellenére, hogy az
elmult években jelentds eldrelépés tortént a QM pKa szamitas mindségében, altalanossagban
elmondhat6, hogy a modelleket jellemzdéen csak kisebb adatkészletekre dolgoztak ki, melyek
viszonylag sziik szerkezeti kérbe tartozé molekulakat tartalmaznak.?®” Ennek megfeleléen

kiterjeszthetdségiik diverz molekulakdnyvtarak pKa becslésére meglehetdsen korlatos.
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3.3.3. pKa becsloé programok értékelése, 6sszevetése

Az egyes becslé programok Osszevetésének nehézsége a kivalasztasi szempontok, illetve a
megkozelités Osszetettségébol ered. Az Gsszehasonlitasnal fontos lehet a szamitasi modszerek
kiilonvalasztasa, illetve a vizsgalandé szerkezeti kor jellemzéinek, az adatkészlet nagysaganak
figyelembevétele. A kiilonb6z6 szamitasi modszereken alapuld programok Osszevetése mar
csak azért sem szerencsés, mert pl. a 3.3.1. pontban bemutatott OSPR mddszerek jellemzbéen
nagyon gyorsak és relative pontosak az ab initio eljarasokhoz képest, viszont legtobb esetben
mélyebb Szerkezeti informaciét nem hordoznak. A QM szamitasok segitségével viszont, a
relative nagy szamitasi id6igényiik ellenére, olyan extra informaciokhoz juthatunk, mint pl.
mely atomcsoporthoz, vagy tautomer dallapothoz rendelheté egy adott pKa érték, illetve milyen
elektronikus és/vagy sztérikus hatds befolyasolja a Kialakult proton-disszociacios egyensulyt.
Leszilikitve a problémat az értekezésemet érintd a kismolekulds gyodgyszerek vilagara, a
hatékonyan, nagyszdmu molekulara alkalmazhaté szoftverek jellemzden valamilyen QSPR
modszeren alapulnak. A programok Osszevetése, illetve osztidlyozasa a legtobb esetben egy
meghatarozott adatkészleten torténik. Abbol kovetkezden, hogy a predikcios modszerek, illetve
programok fejlesztése is kKisebb-nagyobb mért adatkészleten torténik, azok jellemzése, illetve
az adatkészlet kivalasztisa is nagyon fontos szempont. A becsld algoritmusok jellemzésénél
harom f6 adatkészletet kiilonboztethetink meg. Az UGn. tanité (training) adatkészlet
segitségével kidolgozzak a megfeleld QSP Osszefiiggést vagy szamitasi algoritmust. Ett6l
fliggetleniil jellemezhet6 a becslési modell egy teszt adatkészlettel, ami altalaban a tanitd
adatkészlet szerkezeti koréhez jol illeszkedik. Ennél is fontosabb viszont a becslé szoftver,
szamitasi algoritmus Osszevetése, validalasa eqy kiilsé teszt adatkészlettel, ami viszont olyan
vegyiiletek adatait tartalmazza, amelyek szerkezetileg diverzek és kelléen elkiiloniilnek az
el6z0 két adatkészletben talalhato vegyiiletkortdl.

Hasonloan a pKa mérés pontossagara vonatkozo elvarasokhoz (1d. 3.2 alfejezetben) a becsld
programok, algoritmusok esetében is fontos, hogy a szamitasos modszereknek a mért értékhez
viszonyitva minél kisebb legyen az eltérése, illetve abszolut hibdja (AE: abolute error).
Természetesen ennek elfogadasi kiiszobértéke esetenként valtozhat, de dltaldnosan elfogadott,
hogy pKa egységre vonatkoztatva ez az érték 1 alatt legyen.[?*®! Ezzel osszefliggésben Liao és
Nicklaus fogalmazott meg egy négyszintii osztalyozast,[?2l melyet Rupp és mtsai egészitettek
ki egy otodikkel,?% igy a kiilonbozé modszerekkel: kitiing (AE<0,1), jo (0,1<AE<0,5),
elfogadhatd (0,5<AE<1,0), gyenge (1,0<AE<2) és nem elfogadhaté (AE>2) kategoridkra
oszthatok.
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Fentiekkel 0sszefliggésben tobb féle megkozelités is segitheti a pKa becsld szoftverek minél
atfogobb és fliggetlen validalasat, illetve azok 0sszehasonlitasat. A kovetkezé néhany pontban
a legfontosabb, a jelen értekezésben is megjelend, azzal Osszefliggésbe hozhatd
megkozelitéseket sorolom fel:

- a felhasznalt mért adatokra vonatkozo teszt/validald adatkészlet értékelése mérete,
valamint szerkezeti, illetve azzal 6sszefliggd tulajdonsagok (molekulatomeg, lipofilitas,
polédros felszin teriilet, sav/bazis karakter, elforgathatd kotések szdma) diverzitdsa
alapjan,

- Kkiilonboz6 statisztikai mutatok alkalmazasa: mért és szamitott pKa értékek kozotti
linearis regresszi6 meredeksége, tengelymetszete, R? (korrelacios koefficiens
négyzete), F (Fischer-féle F szam), SEE (becslés hibaja: standard error of estimate),
MAE (atlagos abszoltit hiba: mean of absolute error), RMSE (hibanégyzetek atlaganak
gyoke: root mean squared errors),

- nem-paraméteres statisztikai eljarasok!??!l (Spearman, Gamma, Kendall tau,
rangszambkiilonbségek abszolutérték dsszeg (SRD)BY modszerek) alkalmazasa,

- a statisztikai mutatok kiilonb6z6 szerkezeti jellemzd, illetve fizikai-kémiai sajatsag
szerinti (kemometriai) értékelése:

o savas ¢€s bazikus karakterti vegytiletek, funkcios csoportok

o 1onizéacids centrumok, funkcids csoportok kémiai szerkezete és szdma (mono-,
di- és poliprotikus)

o pKa tartomanyok

o atautomerek szama alapjan,

- kiszoro (outlier) prediktalt adatok, szerkezetek azonositasa (pl. AE(>1) hataron vagy
meghatarozott konfidencia intervallumon (20) kiviil es6 adatokra).

Osszességében a becsld szoftverek, eljardsok fenti szempontok szerinti dsszevetése
(benchmarking) két célt is szolgalt. A benchmarking elemzés segit egy adott problémara,
szerkezeti korre kivalasztani a megfeleld eldrejelzd programot, illetve tudoményos
motivacioként emlithetd, hogy segit olyan funkcids csoportok, ionizalhatd atomcsoport
kornyezetek, szerkezeti elemek, vagy akar szerkezeti hatdsok azonositadsaban, melyek napi
gyogyszerkémiai problémdkra is rdmutatnak akar a vegyiiletek farmakokinetikai, akar
farmakodinamias viselkedésiikre vonatkoztatva. Vitathatatlan, hogy az elemzés visszacsatolast
jelent a modszerfejleszték felé is, ami természetesen a gyogyszerkémikusokat is segiti a

pontosabb adatokat szolgéltatd szoftvereken keresztiil.
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3.4. pKa elérejelzo szoftverek dsszehasonlito vizsgalata ismert (Gold Standard) és belsé
(in house) gyogyszerkutatasi adatkészleten[SP16. SP17]

Fentiekkel 6sszhangban két Gsszehasonlité vizsgalatot is folytattunk pKa becsld szoftverek
értékelésére. A két munka alapvetd célja a Richter Gedeon Nyrt. eredeti kutatasat segitd
szoftver kivalasztasa, illetve a tobb eldrejelzd program szamara is problémat jelentd (mért és
becstilt pKa nagyban eltér egymastol) szerkezeti motivumok azonositasa volt. Vizsgalataink
idében ¢és adatkészletben is eltértek egymastol. A 2009-ben publikalt munkankban egy
altalanosan eclfogadott, standardizalt korilmények kozott mért (potenciometrikus (pH-
metrikus) / UV-pH titralas, T=25 °C, hattérelektrolit koncentracié: 0,15 M KCI) és mindenki
szamara hozzaférhet6 adatkészletet hasznaltunk (Alex Avdeef ,,Gold Standard” fizikai-kémiai
adatgytijteménye).[??22231 Ennek megfelelden az dsszehasonlitd adatbazis 229 gydgyszer vagy
gyogyszerszerli vegyiiletbdl allt, illetve a statisztikai eredmények alapjan még a teszt
adatbazisunkat kibovitettiik tovabbi 19 altalunk, azonos koériilmények kozott mért pKa adattal,
melyek a becsld programok 4ltal nehezen kezelhetd szerkezeti elemeket reprezentaltak.[SP26l
Ezzel ellentétben a 2012-ben kozolt vizsgalatunk a Richter originalis kutatasi projektjeibdl
valogatott, nem publikdlt 95 molekulan tortént, illetve ebben az esetben is bdvitettiik a
vizsgalati kort 28 kereskedelmi forgalomban 1évS vegyiilettel.[S"17] Ezek, hasonloan az el6z6
munkankhoz, az eldrejelzés nehézségeit segitették bemutatni, hiszen az originalis kutatasban
el6allo molekuldknak csak egy-egy szerkezeti motivumat allt médunkban kozo6lni. Mind a két
vizsgalatban részletesen jellemeztiik a kivalasztott vegyiiletkészlet szerkezeti diverzitasat. A
vizsgalatot ~ Tanimoto  hasonlosdgi  analizis — segitségével — végeztiik,?!l  melynek
eredményeképpen az atlagos Tanimoto hasonldosagi érték 0,23-nak (2009) és 0,08-nak (2012)
adodott (részletes informaciok: SP16 Suppl. Table 1. és Fig. S1., valamint SP17 Suppl. Fig. 5.)
Ezen feliil, mivel a 2012-es munkankban a belsd adatkészlethez tartozé vegyiiletek szerkezete
nem volt megadhatod, a szerkezeti diverzitast a vegyiiletek szerkezet alapti csoportositasaval és
néhany fizikai-kémiai paraméter (molekulatomeg, polaros molekulafelszin (PSA), forgathato
kotések szama (RotBond)) eloszlasanak (SP17 Suppl. Table 1. és Suppl Fig.1-4.)
bemutatasaval is igyekeztiink bizonyitani. A vizsgalat alapjan 0,7 Tanimoto hasonlosagi
értékhatar mellett 68 1-7 tagli vegyiilet csoportot azonositottunk. A vegyiiletek kivalasztasanal
az eléz6ekben bemutatott szerkezeti diverzitason feliil a széles vizsgalati pKa tartomanyt is
szem el6tt tartottuk, mely mind a két esetben az alkalmazott két méréstechnika (pH-metrikus
¢s UV-pH titralas) teljes tartomanyat kézel homogén eloszlas mellett fel6lelte (pKa=1,5-12,5).
Fontos megjegyezni, hogy az elsd, 2009-es vizsgalatban minden egyes vegyiiletnél csak a

legerésebb funkcionalitdshoz tartozé proton-disszociacio allandot vettiik figyelembe. igy
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Osszesen 248 db mért pKa érték allt rendelkezésre. A masodik, 2012-es vizsgalatban viszont
minden egyes vegyiilet sszes mérhetd pKa értékét figyelembe vettiik. Koszonhetéen annak,
hogy tobb di- és multiprotikus vegyiilet is bekeriilt a vizsgalati csoportba, a 123 vegyiilet
kivalasztasaval Osszesen 177 pKa értéket vontunk be az Gsszehasonlitdo vizsgalatba. Kiilon
kiemelem, hogy a két adatkészlet pKa adatainak mindsége teljes mértékben megfeleltethetd volt
egymasnak, a sajat vegyliletek méréseit is a Gold Standard adatkészlettel megegyez6
méréstechnikakkal (pH-metrikus és UV-pH titralas) végeztiikk, melyek mérési pontossaga
egyuttal meghatarozta a mért pKa adatkészletiink megbizhatosagat is. Figyelembe véve, hogy a
rendelkezésre allo irodalmi pKa adatoknak is csak mintegy 0,1%-a tekinthet6 megbizhatonak
(£0,005<SD<+0,02; Id. 3.2. pontban),i??% a sajat méréseinkbol csak azon adatokat hasznaltuk
fel melyek standard hibaja kisebb volt, mint 0,1 pKa egység.

Vizsgalatainkban 6t fejlesztd cég (ACD, ChemAxon, Schrodinger, CompuDrug, Pharm
Algorithms) szoftverét hasonlitottuk Ossze a fent leirt adatkészletek segitségével. A szoftverek
kivalasztasanal a hozzaférhetéségen kiviil azt is figyelembe vettiik, hogy az adott informatikai
eszkoz a konnyen kezelhetd, adatbazis szinten is alkalmazhato és kellden gyors legyen. Ezen
feltételek egyuttal azt is korvonalaztak, hogy jellemzden a 3.3.1 pontban bemutatott, statisztikai
¢és gépi tanulasi mddszerek elvén miikddd programok johetnek mar szamitasba. A kivalasztott
szoftverek koziil az ACD és a ChemAxon altal forgalmazott programokkal a Richter originalis
kutatasan napi gyakorlatunk is volt, illetve van. A tobbi szoftver kivalasztasa a korabbi hasonl6
osszehasonlitd kozlemények[?191122011225L1226] jranyadasa alapjan tortént. A 12. tablazatban
lathato, hogy a szoftverek alapvetden a linearis szabadentalpia-Osszefiiggést hasznaljak, illetve
kozvetleniil a Hammett-Taft egyenletbdl kiindulva, azt kiegészitve parametrizaltdk ezeket,
kisebb-nagyobb mért pKa adatkészlet és kiilonb6z6 finomitd deszkriptorok segitségével.
Lathatéan a szamitasi modszerek leirdsanak részletessége sem egységes. gy itt pl. az ACD/pKa
szamitasi modszere feltehetéen nem csak egy egyszerii Hammett-Taft Gsszefliggésen alapul,
hanem figyelembe vehet kiegészitd deszkriptorokat, mezomer hatarszerkezeti, parcialis toltésre
vonatkozd hatdsokat. Természetesen ez a roviditett szoftver leiras egyrészt az értekezés
kereteire vald tekintettel tortént, de kovetkezik a korlatozottan hozzaférhet6 informaciokbol,
illetve sok esetben az aluldefinialt modszerleirasokbol is, ami valojaban a know-how védelmére
vezethetd vissza. A tdblazatban - ahol rendelkezésre allt informécio - feltlintettem az egyes
szoftverek altal hasznalt tanit6 adatkészlet méretét, illetve deszkriptorok szamat, ami kdzvetett
informacidval szolgalhat az adott program fejlesztésénél hasznalt molekularis kornyezet

szerkezeti diverzitasara.
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12. tablazat Az 6sszehasonlito vizsgalatban hasznal szoftverek fontosabb adatai

Szoftver Verzid Fejleszto Szamitasi modszer Adatbazis paraméterek,
deszkriptor jellemzok
ACD/pKa v.102 ACD/Labs!*3"] Hammett-Taft (H-T) 31000 mért pKa,
v.12.0° 16000 molekula
Marvin 4.1.92 ChemAxon[?7] H-T kiegészitve nem ismert
5.3.2° parcialis tltés,
polarizalhatdsag és
szerkezeti elem fiiggd
regresszios
hozzajarulassal,
mikroallandok
figyelembevételével
Epik v.1.52122 Schrédinger(?28] H-T kiegészitve 3300 molekula,
v.2.0211° mezomer 800 ionizacids centrum,
standardizaciods, toltés 650 szubsztituens
semlegesités és toltés
eloszlas
megkdzelitésekkel,
mikroallandok
figyelembevételével
VCC lab pKa  online Pharma QSPR 18000 mért pKa,
(2008 Algorithms[?] 4600 ionizacios centrum,
junius)? ACD/labs* 500 kolcsonhatasi allandé
PhAlg Pharma QSPR 12000 mért pKa
(ADMEBox)  5.0° Algorithms!?2°] gyogyszerszerli kémiai
ACD/labs* konyvtarbol szelektalva
Pallas v3.0.11.22 CompuDrug?3 H-T kiegészitve 15000 mért pKa, 1000
v3.5.1.4° elektronikus, sztérikus  egyenlet, 600 ionizacios

és egyéb hatasokkal

centrum, 800 szubsztituens

32009-es publikacioban vizsgalt verziolSPel

b2012-es publikacidban vizsgalt verziolSP]

#2009-ben PhAlg és ezzel az ADMEBox programcsomag is beleolvadt az ACD/Labs Percepta

csomagjaba, bar az egyes platformok, mint pl. a pKa prediktor kiilon is futtathat6 volt azon beliil.
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fgy a tablazat adataibol képet kaphatunk arra vonatkozoan is, hogy varhatéan mennyire lesz
érzékeny az adott szoftver az 0j ionizalhat6 szerkezeti elemekre, 0j kémiai entitdsokra, illetve
egy nagyobb adatbazis kémiai kornyezetének valtozatossagara. Tekintettel arra, hogy a két
vizsgalat kozott négy év telt el, a fejlesztok munkajanak kdszonhetéen nem azonos verzidju
szoftveren dolgoztunk. Tapasztalataink szerint nem csak a szoftver pontossaga, de maganak a
becsiilt adatnak a nominalis értéke is fiigghet a program verziotol. Emiatt az alabbi tablazatban
ezt is megadtam. A 12. tablazatban megadott szoftverek Osszehasonlitdsat eldszor egy
altalanos statisztikai jellemzéssel kezdtiik a 3.3.3. pont masodik felében bemutatott mdodon.
Vizsgaltuk az egyes programok altal becsiilt és az adatbazisokban Gsszegylijtott mért pKa
értékek kozotti linedris regresszio fobb paramétereit, altalanos statisztikai mutatokat (R?, SEE,
F, MAE), illetve a 2012-es vizsgalatban a regresszio nem linearis jellegére és a kiszord adatokra
kevésbé érzékeny nem-paraméteres statisztikai eljarasokat (Spearman, Gamma, Kendall tau,
rangszamkiilonbségek abszolutérték dsszeg (SRD)) is felhasznaltunk. A 13. tablazatban a két
vizsgalat altalanos statisztikai 0sszefoglalojat fliztem Ossze az adatok egyiittes attekinthetdsége
érdekében. Az egyes publikaciokban megtalalhatd az 6sszes statisztikai adat (SP16 Table 1.;
SP17 Table 3.).

13. tablazat Az alkalmazott szoftverek statisztikai vizsgalatanak adatai Gold Standard? és belsé, nem

publikalt® adatkészleten

ACD Marvin Epik PhAlg Pallas
10.08 12.0° 41.9* 53.2° 15212% 20211° VCC? A;J,\:bE 3.0.11.22 35.1.4°
R? 0,923 0915 0892 0922 048 0885 0953 0,904 0822 0,846
F 2927 825 2023 984 229 608 4947 742 1128 346
MAE 0,46 0,95 0,60 0,86 1,79 1,11 0,30 0,94 0,75 1,28
NP 1 15 0 2 2 6 3 11 1 37
KA 7* 38# 10* 38# 11% 50% 5* 36" 7* 46"

RZ: korrelacios koefficiens négyzete; F: Fischer-féle F szam; MAE: atlagos abszolut hiba; NP: nem
prediktalhatd molekuldk szdma; KA: kiszord prediktalt adatot adé molekuldk szama: #95%-0s
konfidencia szinten figyelembe véve a pontok eltérését (26), K A-nak tekintettiik azt, ahol az eltérés a

mért és prediktalt adat kozott >0,5 pKa egység. 3[SP16]; °[SP17].

Itt csak a két munka kozos metszetét képezd paramétereket adtam meg. Ez talan azzal is
alatdmaszthato, hogy a 2012-es publikacio oOta eltelt idészakban is jelentds fejlesztéseket
hajtottak végre az egyes fejlesztok, igy maguk a statisztikai adatok a jelenleg hozzaférhetd

szoftver verzidkra nyilvan valtoztak. Mindamellett a statisztikai €s részletesebb szerkezeti
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lebontasban bemutatott predikcios eltérések, hibak tanulsagosak ¢és érvényesek lehetnek.
Egyiittesen vizsgalva a két kozleménybdl szarmazo statisztikai adatokat elmondhato, hogy az
ACD, Marvin és PhAlg programcsomagok altal szolgaltatott becsiilt pKa adatok kozelitik
jobban a mért adatokat, mind a trendre (linearis korrelacié paraméterei), mind a nominalis
értékben valod eltérésre (MAE) vonatkozoan. Az Epik és Pallas programok ezzel ellentétben
minkét vizsgalatban kevésbé megbizhat6 adatokat szolgaltattak. A statisztikai adatok alapjan
fontos megjegyezni, hogy csupan a linearis korrelacio, vagyis a prediktalt és mért adatok kozotti
trendszert egyezOség alapjan nehéz lenne kiilonbséget tenni a vizsgéalatunkban jobban teljesitd
szoftverek kozott. Az egyes szoftver verziok tizbol hét esetben 0,9 koriili R? értéket adtak.
Nagyobb kiilonbséget lathatunk a mért és prediktalt adatok kozotti kiilonbséget mindsité MAE
értékek kozott. Ennek azért is van nagy jelentdsége, mert a felfedezd kutatasi fazisban nem csak
az egyes szerkezeti korokon beliili iranyt (trendet) kell vizsgalnunk a fizikai-kémiai
paraméterekre vonatkozoan, hanem fontos a vegyiiletek egyedi jellemzése is. Vagyis az egyes
vegyliletekre lebontva az alkalmazott modszer becslésének eltérése is fontos lehet a szerkezet
tervezés és optimalizalds soran, illetve a késdbb bemutatdsra keriilé jelentsen eltérd, vagyis
kiszoro adatokat (KA) szolgaltato vegyiileteket és ehhez kapcsolodo szerkezeti motivumokat is
ez alapjan lehet azonositani. Ezért mind a két esetben a MAE érték valtozasat a vizsgalt
vegyliletek sajatsagait tekintve tobbféle Gsszefliggésben is megvizsgaltuk. A Gold Standard
vegyiileteken a molekulatomeg, illetve a tautomerek szama ¢és a MAE értékek kozott nem
talaltunk szorosabb osszefliggést, igy azt a Richteres adatkészleten mar nem vizsgaltuk. A mért
pKa értékek fliggvényében vizsgalva a MAE valtozasat a Gold Standard vegyiiletek esetében a
pKa~6 és ~12 értek koriil tapasztaltunk nagyobb MAE értékeket. Az elso esetet egy altalanos
un. mid-range hatasként értékeltiik, mig utobbit a gyengén savas funkcids csoportok altalanos
rossz predikcids sajatsagaval azonositottuk. A Richteres adatkészlet esetében a savas és bazikus
csoportokra vonatkozo pKa értékek becsiilt adatait kiilon vizsgaltuk. Ebben az esetben a savas
karakterti csoportok pKa értéke és a MAE kozott nem sikeriilt Osszefliggést azonositanunk.
Ezzel ellentétben a bazikus karakterli csoportok esetében alacsonyabb MAE értékeket
azonositottunk a 7<pKa<11 tartomanyban. Az ionizacids centrumok szdma és a MAE értékek
kozott csak a Gold Standard adatok vizsgalata soran talaltunk osszefiiggést. Itt a varakozasnak
megfelelden az ionizalhatdé atomcsoportok szaméval csokkent a szoftverek becslési josaga,
néttek a MAE értékek. Kivétel volt ez alol a VCC szoftver, ahol nem tapasztaltunk ilyen
Osszefiiggést. Ezt azzal magyaraztuk, hogy a becsld program csak a legerésebb funkcionalitast
adja meg, vagyis feltehetéen nem is befolyasolja a predikcids algoritmust a vegyiiletek

multiprotikus jellege. Ennek fényében kiilondsen érdekes, hogy a Richteres vegyiiletek
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vizsgalataban, ahol az egyes molekulak Osszes mért pKa értékét figyelembe vettiik, ilyen
Osszefiiggést csak a Pallas program esetében azonositottunk. A tobbi vizsgalt szoftver esetében
az ionizalhato centrumok szama és a MAE értékek kozott nem talaltunk 6sszefliggést. Ez talan
a predikcios eljarasok idokozbeni fejlodésével, illetve azzal is magyarazhatd, hogy a
multiprotikus vegyliletek esetében az Gsszes mért pKa értéket bevontuk a vizsgalatba. Ennek
alapjan feltételezhetd, hogy a pKa értékekre és igy valdsziniileg a predikcid josagara is hatod
masodlagos, illetve harmadlagos ionizacionak kdszonhetd perturbacié kisimulhatott, azok
becslési hibaja kiolthatta egymast.

A 13. tablazat adataibol fontos kiemelni a két, idében elkiiloniilé vizsgélat esetében a nem
prediktalhatdo (NP) és a kiszord adatokat (KA) szolgaltato molekulak szamanak alakulasat.
Lathatd, hogy szinte az 6sszes vizsgalt program esetében nét ezeknek a szama a két vizsgalat
kozott, azaz a szoftvereknek latszolag romlik a predikcids hatékonysaga. Valosagban ennek
okat a vizsgalt vegyiiletkorokben érdemes keresni. A 2009-es vizsgalatot!SP®l publikalt, a
fejlesztok szamara is hozzaférhetd vegyiiletek pKa adatain végeztik, mig a 2012-es
vizsgalatlSP7 a vegyiiletek szinte kizarolag a Richter sajat, kutatasi projektjeib6l szarmazé, nem
hozzaférhet6 vegyiiletkoroket fedett le. A kapott eredmény iizenete éppen ezért nagyon fontos.
Annak ellenére, hogy Osszevetve szoftverek predikcids hatékonysagit a mért adatokkal
Osszefiiggd linearis korrelacidikon keresztiil, kozel azonos eredményre jutottunk. A
helyiértékre vonatkozd MAE, illetve az NP ¢és KA értékek egyértelmiien mutatjak, hogy a
vizsgalt szoftverek igen érzékenyek a belsé adatbazisukat le nem fedd szerkezeti korokre.
Hasonlo eredményre jutottak az AstraZeneca kutatoi, akik 211 sajat vegyiilet vizsgalata alapjan
szintén azt tapasztaltak, hogy a prediktorok becslési minésége sokkal kevésbé megbizhato a
hozz4 nem férhetd, belsé adatkészleteken.??M2261 Eppen ezért nagyon fontos azon vegyiiletek,
szerkezeti elemek azonositasa, melyek tobb kereskedelmileg hozzaférhetd pKa becsld szoftver
szamara iS problémat okoznak. Ennek megfelelden a két vizsgalatbol csak azon vegyiileteket
¢és vegylilettipusokat mutatom be, melyeket az els6é vizsgalatnal legalabb harom, illetve a
masodik vizsgélatndl az Osszes prediktornal kiszord pontként, vagy nem prediktaltként
azonositottuk. Az els6, Gold Standard és igy kereskedelmileg hozzaférheté vegyiiletek
vizsgalatanal konnyebb a problematikus vegyiilettipusok bemutatdsa, hiszen a vizsgalt
vegyliletek publikusak. A Richteres vegyiiletek vizsgalatanal, el0szor ezen vegylilettipusokat
kellett azonositanunk, majd ezt kovetéen az alapszerkezetnek megfelelé analogonokat
vasaroltunk, melyek mért és prediktalt pKa eredményeit mar be tudtuk mutatni. Ahogy azt a
SP17 Table 5 alapjan lathatjuk, a kiszord adatot szolgaltaté bazikus €s savas karakterti

csoportok szazalékos aranya 16% és 23% volt.
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Bazisok

f OH

HLC

HO __ NH,

=N
\
HN

AMOZ®?
PKmee=5,50 A
ACD: 6,19 0,69
Marvin: 6,18 0,68
Epik: 6,22 0,72
Pallas: 6,50 1,00
Phalg: 7,00 1,50

Amilorid?
PKomee = 8,65 A
ACD: 2,29 6,36
Marvin: 3,29 5,36
Epik: 6,75 1,90
Pallas: 4,04 4,61
VCC: 9,00 0,35

Savak

(6R,95)-6-(dimetilamino}-
3-metil-3-azabicklo[3.3.1]

nonan-9-ol°
pKa,mérr =6,59 A
ACD: 7,46 0,87
Marvin: NP
Epik: 7,81 1,22

Pallas: 8,29 1,70
Phalg: 8,80 2,21

5(4)-Aminoimidazol-
4(5)-karbox-

amidoxime®
PKy i = 2,81 A
ACD: 1,67 0,74
Marvin: 3,52 1,11
Epik: NP
Pallas: NP
PhAlg: NP

CH,

Fenitoin® Szetoxidim? Malein hidrazid® Tralkoxidim?
PRomie=821 A Py mie = 4,58 A PK, e =579 A PKomi: 24,98 A
ACD: 10,79 2,58 ACD: 3,82 0,76 ACD: 9,01 3,22 ACD: 3,66 1,32
Marvin: 9,66 1,45 Marvin: 7,59 3,01 Marvin: 8,90 3,11 Marvin: 7,53 2,55
Epik: 9,17 0,96 Epik: 6,09 1,51 Epik: 14,13 834 Epik: 5,95 0,97
Pallas: NP Pallas: 9,23 4,65 Pallas: 12,58 7,93 Pallas: 9,54 4,56
VCC: 1,30 6,91 VCC: 4,40 0,18 VCC: 5,70 0,09 VCC: 3,90 1,08

. a
o ) O \\‘r\J =] ! O v /
b > g

1,8-Naftoszultam®
PKomi =588 A

ACD: NP

Marvin: 7,04 1,16
Epik: 8,20 2,32
Pallas: NP

PhAlg: 10,10 4,22

6-[(2-hidroxietil)szulfonil]
benzoxazol-2-(3H)-on®
PKomen =723 A

ACD: 7,89 0,66
Marvin: 9,23 2,00
Epik: 5,90 1,33
Pallas: NP
PhAlg: NP

6-Nitrobenzoxazol-

2-(3H)-on®

PKomer: =7,05 A

ACD: 7,89 0,84

Marvin: 9,26 2,21

Epik: 4,07 2,98

Pallas: NP

PhAlg: NP

3-Piridil-amidoxim®
Py = 11,82 A

ACD: 10,75 1,07
Marvin: 8,50 3,32
Epik: 10,61 1,21
Pallas: NP

PhAlg: 12,50 0,68

36. abra A Gold Standard?® és bels6 (Richter Gedeon Nyrt.)? gy6gyszerkutatasi adatkészlet vizsgalata

alapjan azonositott, kiszord adatokat szolgaltato vegyiiletek szerkezete, mért és becsiilt pKa értékei. (NP:

nem prediktalhato molekula)

A bazikus karaktert hordozo vegyiilettipusok koziil kiemelendok az alifas (24%) és ciklusos
(14%) bazikus N-t hordoz6, mig savak esetén a CH (100%) és alifas (25%), illetve ciklusos

(25%) NH savas csoportot hordozo vegyliletek. Habar a kiszoré adatok kozott az alifashoz

képest alacsonyabb volt a cikloalifas bazikus N-t tartalmazo vegyiiletek részaranya, tekintettel

ezek magas részaranyara a teljes tesztadatbazisban (32%), a kereskedelmileg hozzaférhetd

vegyiilettipusok kivalasztasanal ezeket is bevontuk. Ennek megfeleléen, a kereskedelmileg

hozzaftérhetd vegyiiletek segitségével, 6sszesen 11 bazikus és 18 savas karakteri csoporthoz

tartozd pKa értéket vizsgaltunk meg. Igy a Richteres vegyiileteknél azonositott problémas
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szerkezetekkel egyez0 harom bazikus ¢és négy savas karaktert hordozo vegyiiletet
azonositottunk, melyeket a Gold Standard vizsgalatoknal kiszor6 adatot szolgaltatd egy
bazikus, illetve négy savas karakter(i vegyiilettel egyiitt a 36. abran mutatok be. A 36. abra
osszefoglalasaként elmondhatd, hogy a két vizsgalat alapjan bazisok esetében a ciklusos, illetve
az Osszetett, tobb N atomot tartalmazo guanidin és aminoimidazol szerkezeti elemet hordozo
vegyliletek bazikus N atomjahoz kothetd pKa értékek becslése okozott nehézséget a vizsgalt
szoftvereknél. Savak esetében, tobb példan keresztiil az enol, illetve egy példa alapjan az
amidoxim tipust savas OH csoportok pKa becslésének nehézségét mutattuk meg. Ezen feliil
szintén tobb példat talaltunk a savamid tipusu vegyiileteknél az NH savakra vonatkozo pKa
becslés pontatlansagara. Kiilon kiemelem azokat az eseteket, ahol a savamid NH csoportja
kozvetleniil aromas szénhez kapcsolodik. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
jellemzéen Hammett-Taft 6sszefliggésbol kiinduld és kiilonbozo statisztikai és gépi tanulasi
modszeren alapu szoftverek becslési algoritmusanak pontatlansaga mind szerkezeti, mind
elektronikus okokra vezethet6 vissza. Az egyiittes hatasra jo példa lehet az aromas rendszerhez
kapcsolodod savamidok, a sztérikus hatdsra a ciklusos bazikus N-t tartalmazo vegytiletek,
elektronikus hatasra a tobb heteroatomot tartalmazé alifas és aromas rendszerek, illetve a

tautomeria.

6. tézis:

Ismert (Gold Standard) 5761 ¢s belsé (Richter Gedeon Nyrt)[SP7] kutatéasi programokbdl szarmazé
vegyiiletek pKa adatainak felhasznaldsaval olyan statisztikai eljarasokon alapuld Osszehasonlito
vizsgalatot végeztiink, mely ismert gyogyszerek, gydgyszerszerli vegyiiletek, illetve sajat, a Richter
originalis kutatasan eléallitott kemotipusokra vonatkoztatva is segiti a gyogyszerkutatas kiilonbozo
1épéseiben a megfeleld eldrejelzo algoritmus, illetve szoftver kivalasztasat. Az dsszehasonlitas soran
alkalmazott statisztikai kritériumrendszer meghatarozasaval azonositottuk a vizsgalatba bevont
statisztikai és gépi tanulas modszeren alapuld szoftverek szamara nehezen kezelhetd, illetve nagy
hibaval becsiilheté kemotipusokat, szerkezeti elemeket. Eredményeink az azonositott kemotipusok
proton-disszociaciés  folyamatanak  feltardsdn, mechanizmusanak  pontositisan és a
gyogyszerkémikusok munkajanak tamogatasan feliil segitséget nyujthat a szoftver fejlesztéknek a

hibak javitasaban is.

A tézishez kapcsolodo kozlemények:
[SP16,SP17]
IF: 3,027+2,947 = 5,974
Fliggetlen hivatkozasok: 31+17 = 48

107



dc_160 1B]é§0gb Gyorgy Tibor Doktori értekezeés

3.5. Arilfoszfonsav szarmazékok proton-disszociaciés folyamatanak vizsgalatalSP18 SP19]

A BME Szerves Kémia és Technoldgia Tanszékén Keglevich Gyorgy professzor altal vezetett
kutatécsoport tobb éve foglalkozik foszfonsav szarmazékok szintézisével és vizsgalataval.[231-
[233] A kutatocsoport szamos szerves foszfortartalmi vegyiilet szintézisét oldotta meg a
zoldkémiai iranyelveket is figyelembe véve, ezek koziil tobbet oldoszermentes koriilmények
kozott, mikrohullami  (MW) technika alkalmazasaval.[?®4-12%6] Az arilfoszfonsav
szarmazékokat (37. abra) Arbuzov reakcio segitségével, aril bromid szarmazékokbol és trietil
foszfitbol kiindulva szintén MW technika alkalmazasaval allitottak eld. A reakcid leirasara az
értekezésben nem térek ki, a kozdlt publikdciokban,SP18 P19 jlletve mellékletében azok
megtalalhatoak. Az arilfoszfonsav szarmazékok proton-disszociaciés folyamatainak vizsgalatat
alapvetden két okbol kezdtiik el. Egyrészt a vegyiilettipus gyogyszerkémiailag fontos, hiszen
az arilfoszfonsav szdrmazékok hatdsat az elmult 20 évben tobb potencidlis farmakoldgiai
célponton (pl. metabotrép glutamat receptor antagonista,’?>’] protein tirozin foszfataz,!?
karbonsav-anhidraz!?®®  ¢és  metallo-p-laktamaz  inhibitor!?*?) igazoltdk. Masrészt a
vegyliletcsalad irodalombol hozzaférhetd pKa adatait nem egységes korilmények kozott
(elektrolit ionerGssége, hémérséklet) hataroztak meg, illetve a mérések a napjainkban
alkalmazott kiilonbségi titralashoz képest pontatlanabb, direkt potenciometrikus mérési
technikaval torténtek #1241 Ennek koszonhetben, illetve elézetesen Osszehasonlitva a
3.4. fejezetben is ismeretetett becslé programok koziil a Marvin és ACD/pKa szoftverekkel
kapott szamitott és arilfoszfonsavak korabban mért pKa adatait, arra jutottunk, hogy sziikséges
a vegyiiletcsalad Hammett Osszefiiggésének (ld. 3.3.1. fejezetben) ellenérzése, esetleges
frissitése, tovabba ehhez kapcsolodoan a pKa értékeik Gjramérese, az adatok j szarmazékokon
keresztiil torténd bovitése is. A vizsgalatba a Keglevich professzor vezette kutatocsoport altal
eldallitott és az értekezésben felhasznalt elsé publikaciobollSP8 szarmazo 12 vegyiiletet (1a-g
és 10-s), masodikként publikalt!s™® 10 vegyiiletet (1h-j és 1t-2), illetve tovabbi 4 kereskedelmi
forgalombol beszerzett arilfoszfonsav szarmazékot vontunk be. Kiemelend6, hogy a 26
vegyliletbdl 6t vegyiiletet (1t-x) elsdként allitott el a kutatocsoport. A vegyliletek szerkezete
az itt megadott szamozasnak megfelelden a publikalt kdzleményben (SP19 Tablel) talalhato

.....

meg.
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37. abra Az arilfoszfonsav szarmazékok szerkezete és proton-disszociacios 1épései

Az elsd proton-disszocidcios 1épéshez tartoz6 ionizacids allandé a mar kordbban publikalt
adatok alapjan pKa1<2,5, mig a masodik ionizacios 1épéshez tartozd proton-disszociacios
alland6 a 6,0<pKa2<7,5 tartomanyba esik. Ennek ismeretében a vegylilet két pKa értékének
meghatarozasat két fliggetlen technikaval terveztiik elvégezni. Tekintettel arra, hogy a pKa1<2,5
tartomany a potenciometrikus titralds mérési tartomanyanak hatarat jelenti és igy a mérés
pontossaga is jelentés mértékben csokken, a pKar értékeket NMR-pH mérés segitségével
hataroztuk meg (Id. 3.2. fejezet, a mérések a Semmelweis Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi
Kar, Gyogyszerészi Kémiai Intézetében késziiltek). A méréshez a vizsgalt arilfoszfonsav
szarmazékok oldhatosagat (0,1-2mM) figyelembe véve diklorecetsavat (1 mM) valasztottunk
NMR-pH indikator vegyiileteknek, a kémiai eltolodas referencia-anyaga natrium-2,2-dimetil-
2-szilapentan-5-szulfonat (0,05 M) volt.?*! A vizsgalat 5 % D20:95 % H,O oldészerben
tortént, az ionerésséget 0,15 M-os KCI oldattal allitottuk be és egységesitettik a

potenciometrikus titralasi koriilményekkel. Az arilfoszfonsavak masodik proton-disszociacios
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l1épéséhez tartozo pKaz értékeket, illetve két karboxilcsoportot is tartalmazé szarmazék (1y-z)
PKacoon értékét kiilonbségi potenciometrikus titralassal hatdroztuk meg. A mérések a
vegyliletek oldhatosagatol fiiggéen 0,15 M KCl vizes oldataban, illetve a vizben rosszabbul
old6do vegyiiletek esetében 15-70 w/w% MeOH koszolvens koncetracidé mellett torténtek. A
koszolvens jelenlétében végzett titralasok esetében a kapott psKa adatokbol a vizre
vonatkoztatott  pKa  értékeket a  Yasuda-Shedlovsky  linedris  extrapolacio
(psKat+log[H20]=a-¢+b) segitségével adtuk meg, ahol a mért psKa értékeket a koszolvens — viz
rendszer dielektromos allandéjanak (¢) fiiggvényében vettiik fel.[?*6] A méréseink soran kapott
26 arilfoszfonat, illetve a Hammett 6sszefliggés kiindulasaként Nagarajan és mtsai altal kozolt
mért pKal?* és harom fiiggetlen szoftverrel (ACD Classic, ACD GALAS, Marvin Sketch)
szamitott CpKa értékek az SP19 Table Al és A2-ben talalhatoak meg.

Az arilfoszfonsav szarmazékok proton-disszocidcidés folyamatainak vizsgalatit a mért és
szamitott pKa adatok statisztikai értékelésével kezdtiik. Els6 1épésben szeparalva a két proton-
disszociacios 1épéshez tartozé ionizaciods allandokat (pKai és pKaz), a publikalt?44 és az altalunk
ujra mért 16, a két vizsgalat kdzos metszetét képezd arilfoszfonsav szarmazék pKa értekei
kozotti linearis korrelaciot és azok atalagos abszolut hibdit vizsgaltuk. A 14. tablazat alapjan
lathato, hogy mind a linearis korrelaciora vonatkozé R? és s, mind a MAE értekek nagyobb

kiilonséget mutatnak a pKaz értékekre vonatkozoan.

14. tablazat Arilfoszfonsav szarmazékok (1la-n, 1ly-z: n=16) korabban kozolt és sajat vizsgalatbol

szarmaz6 pKa értékeinek osszehasonlitasa

Paraméterek pKai PKaz
R? 0,899 0,842
S 0,087 0,123
MAE 0,16 0,59

R? és s: linedris korrelacio koefficiensének négyzete és becslési hibaja; MAE: atlagos abszolut hiba

Kiilon kiemelem, hogy a masodik proton-disszociacios 1épéshez kacsolodd6 MAE érték (0,59)
meghaladja a Rupp és misai,?% illetve az eléz6, 3.4 fejezetben altalunk is megszabott még
jonak mondhatd 0,5 pKa egységre vonatkoztatott hibahatar értéket. A pKai2 értékekben a
korabban kozolt és sajat méréseink kozott, lineéris korrelaciora vonatkozodan és szamszertien is
megmutatkozo eltéréseket alapvetéen harom okra vezettiik vissza: (1) az 1980-as években,
illetve az eldtt alkalmazott direkt potenciometrikus mérésbdl szarmazo értékek kevésbé
pontosak, ami egyrészt a technikabol, masrészt a késziilékek pH mérdjének érzékenységébdl is

adodhat; (2) mind a két ionizdcids Iépésre vonatkoztatott pKa értékek kiviil estek a
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forrasirodalomban megadott pH méré standardizacios tartomanyan (pH 2,0—7,0); illetve (3) az
ott megadott értékeket minden esetben zérus ionerdsségre korrigalva adtdk meg, mig a sajat
méréseinket az altaldnosan elfogadott és a fizioldgias sokoncentracionak is megfeleld
(izoozmolaris) 0,15 M KCI oldatban végeztiik.

Vizsgalatunk masodik 1épésében mért pKa adatainkat hasonlitottuk ossze az ACD/Percepta
programcsomag (ACD Labs) két prediktoraval, az ACD Classic és ACD GALAS, illetve a
Marvin (ChemAxon) programmal (15. tablazat ¢s SP19 Fig. Al). Fontos megjegyezni, hogy
mig az ACD Classic program a 12. tablazatban talalhato leirasnak megfeleléen, hasonloan az
ezt megel6z6 ACD/pKa verzidhoz, elsésorban a Hammett-Taft 6sszefliggésen alapszik, az
ACD GALAS ¢és a Marvin programok egyéb tagok mellett a mikroallandok hozzajarulasat is
figyelembe veszik. Hasonloan a mért értékek dsszehasonlitashoz, ebben az esetben is a linearis
korrelaciohoz tartozé R? és s, valamint a MAE értékeket adtuk meg az egyes szoftverekre
vonatkozoan. A vizsgalatban itt mar mind a 26 arilfoszfonsav szarmazék altalunk mért pKaz és
pKaz értékét figyelembe vettiik. Attekintve a 15. tablazatban megadott R? és s értékeket
megallapithatd, hogy mig az ACD Classic program esetén megfeleld linearis korrelacio
mutatkozott a mért és szamitott értékek kozott mindkét pKa értékre (pKai: R?=0,851;
pKaz: R?=0,819) vonatkozoan, addig az ACD GALAS és a Marvin programok R? és s értékei
joval gyengébb korrelaciora utalnak. Ezen tilmenden az is megallapithatd, hogy a linearis
korrelacié paraméterei mind a harom program esetében gyengébbnek mutatkoztak a pKaz
értekekre, illetve az ACD Classic esetében a MAE érték alapjan is jelentdsebb eltérést lehetett

azonositani a mért értékekhez képest.

15. tablazat Becsiilt és mért pKa értékek 6sszehasonlitasa a teljes sajat mérésbol szarmazo vegyiiletkorre

(n=26)

Paraméterek ACD Classic ACD GALAS Marvin
ACD/Percepta v2015 ACD/Percepta v2015 16.2.15

pPKaz

R? 0,851 0,746 0,603

S 0,103 0,134 0,168

MAE 0,16 0,21 0,24

pKaz

R? 0,819 0,500 0,573

S 0,127 0,211 0,195

MAE 0,46 0,22 0,20

R2 és s: lineéris korrelacio koefficiensének négyzete és becslési hibaja; MAE: 4tlagos abszolut hiba
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Az eredményel jol egyeztek a 14. tablazatban bemutatott, korabban kozolt és altalunk mért
pKa értékekkel. Tekintettel arra, hogy a programfejleszték csak a korabban publikalt adatokat
tudtak felhasznalni a foként Hammett Osszefiiggés alapjan becsld ACD Classic fejlesztésénél,
igy a program esetén tapasztalt linearis korrelacio jobb eredménye nem meglepd. Ugyanakkor
a pKaz becslésben mutatkozo nagyobb MAE érték (0,46) arra is ramutat, hogy a felhasznalt
kisérleti adatok igaz egy iranyban, de eltérnek a mi méréseinktol. Az ACD GALAS és Marvin
programok gyengébb linearis korrelacioja, viszont kedvezobb MAE értékei ezzel ellentétben a
két utobbi program adatkészletének filiggetlenségére utal. A pKaz értékekre vonatkozd
mindharom program esetében tapasztalt trendszert, illetve MAE értékben (ACD Classic) is
mutatkozé kisebb eldrejelz6 képességet mar az SP16 publikacionk (Id. 3.4. fejezet) kapcsan is
azonositott mid-range hatassal, illetve az els6 ionizacids 1épés pKaz-re gyakorolt hatasanak
figyelmen kiviil hagyasaval lehet magyarazni.

A becsld programokkal torténd 0sszehasonlitd vizsgalatot elvégeztiik az Nagarajan és mtsai
altal kozolt 16 vegyiiletre is,1?*¥l felhasznalva az altaluk és altalunk mért pKa értékeket (SP19
Tabled). Az eredményekbdl fontos kiemelni, hogy ebben az esetben is kedvezObb korrelacios
Osszefiiggést kaptunk a pKai értékekre, illetve atlagosan jobb korrelacidt kaptunk a kordbban
publikalt, mint a sajat pKa adatainkra. Kiemelendd viszont, hogy a Nagarajan és mtsai éltal
kozolt pKa2 adatokra az ACD GALAS (MAE=0,67) és Marvin (MAE=0,59) programok
esetében a MAE értékek itt is meghaladtak a 0,5 pKa egységre vonatkozo hibahatart. Az ACD
Classic becsiilt értékeit vizsgalva szembeting tovabba, hogy a Nagarajan és mtsai éltal
kozoltnél  (pKaiNagarjan:MAE=0,04; pKazNagarjan:MAE=0,16) szignifikansan kisebb MAE
értekeket kaptunk a sajat mért pKa adatainkra (pKag,in-house: MAE=0,17; pKaz, in-house: MAE=0,47).
A kapott eredmények ebben az esetben is arra utalnak, hogy az alkalmazott szoftverek eréssen
figgnek a mar kozolt és feltehetden a fejlesztés soran felhasznalt mért adatokbol allo tanito
adatkészlettdl, illetve annak minéségétol. A pKaz esetében az ACD Classic, illetve az ACD
GALAS ¢és Marvin MAE programok becslési kiilonbsége megerdsiti, hogy abban az esetben,
ha a becslé program foként a mért adatokbol kiindulva, elsésorban a Hammett-Taft
Osszefiiggésen alapul (ACD Classic), akkor az 0j adatkészleten mar nagyobb hibat ad, mig az
egyéb tényezdket is figyelembe vevd szoftverek esetében ez épp megfordulhat, ahogy azt az
ACD GALAS (pKazin-house:MAE=0,21; pKaz2Nagarajan:MAE=0,67) ¢és Marvin (pKaz,in-
house: MAE=0,18; pKaz Nagarajan:MAE=0,59) programoknal is tapasztaltuk. A kapott eredmények

alapjan indokolt, hogy uj mérési adataink felhasznalasaval pontositsuk az arilfoszfonsavak

rrrrrr
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3.5.1. Arilfoszfonsavak proton-disszociaciés 1épéseihez tartozo Hammett osszefiiggés p
értékeinek meghatarozasa
3.3.1. fejezet) mért pKai2 adataink segitségével az alabbi altalanos Osszefiiggés segitségével
adtuk meg:

PKao —PKas =pXos  (11)
A fenti egyenlet alapjan az arilfoszfonatokra vonatkozo p allandok megadhatok oly mddon,
hogy a szubsztitualatlan (1a) és a meta (R?), illetve para (R?*) szubsztitualt (1c-e, 1g-r, 1t-2)
arilfoszfonsav szarmazékok pKa értékeinek kiilonbségét abrazoljuk az egyes szarmazékok
Osszevont Hammett o értékeivel. A kapott pontsorozatra az origon atvezetett linearis
regresszioval illesztett egyenes meredeksége adja meg a vizsgalt vegyiilet érzékenységi vagy
masképp a Hammett 6sszefiiggéshez kapcsolodo p értékét (SP19 Fig.3.). A vizsgalathoz a meta
(R?), és para (R* szusztituensek arilfoszfonsavra vonatkoztatott o értékeit referencia
tablazatbol gyiijtottiik.?471 Az orto helyetesitett szarmazékokat (1b, 1f, 1s) kivettik a
vizsgalatbol, mivel azok a varhato sztérikus hatas miatt a Hammett osszefiiggéssel nem is
kezelhetok. A Hammett o értékek kivalasztasanal kiilon figyelmet igényelt a két
karboxilcsoporttal (COOH) szubsztitualt szarmazék kezelése. A para (1y), illetve meta (1z2)
helyzetben helyettesitett szarmazékok karboxilcsoporthoz asszignalhaté ionizacids allandoi
PKacooH,1y=3,82 ¢€s pKacoon,1.=3,88 voltak. Tekintettel arra, hogy e két szarmazéknal az
arilfoszfonsav ionizacios allandoi pKai<2,0, illetve a pKa2>6,7, a két proton-disszociacios
1épésben a karboxilcsoport nem azonos molekularis formaban van jelen és igy a Hammett o
értékiik sem azonos. Az elsd proton-disszociacios 1épésben a karboxilcsoport foként semleges
formaban van jelen, azaz a pKaz értékre vonatkozé6 Hammett 6sszefliggésnél a ometa,coon értéket
vettiik figyelembe, mig a pKaz esetben a pH>6 tartomanyban mar teljesen ionos formaban kertil
a karboxilcsoport, azaz itt o,,.¢q coo- €rtéket kellett figyelembe venniink. Fentiek alapjan az
arilfoszfonsavak Hammett 6sszefliggését 0sszesen 22 szubsztitualt szarmazékon vizsgaltuk. A
regressziods analizis eredményét, illetve a kapott Hammett 9sszefiiggéseket a 16. tablazatban
foglaltam Gssze. Szembeti{ind, hogy a 22 a vegyiilet esetén a pKaz-re kapott lineéris korrelaciod
R? értéke joval nagyobb, mint a pKa1 esetén. Osszevetve a kapott egyenlet altal prediktalt és
mért pKa értékeket a kiszoro adatot az 1z, meta szubsztitualt karbonsavszarmazék adta. A
kiszord eredményt ebben az esetben is az okozhatja, hogy az arilfoszfonsav elsé proton-
disszociacios 1épéshez €s a karboxilcsoporthoz tartozé pKa értékek kiillonbsége éppen csak eléri
a két pKa egységet, vagyis a karboxilcsoport nagyobb részben semleges molekularis fomaban

van ugyan, de kismértékben az ionos molekularis forma is jelen lehet.
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16. tablazat Az arilfoszfonsav szarmazékok Hammett egyenleteinek regresszids analizise alapjan kapott

eredmények
Fiiggévaltozok (pKaz,0-pKass) (pKa1,0-pKats)
Adatpontok szama n=22 n=22
R? 0,862 0,917
S 0,090 0,080
p 0,837 (0,060) * 0,928 (0,057)*
Adatpontok szdma n=20 n=20
R? 0,911 0,938
S 0,075 0,072
P 0,894 (0,054)* 0,934 (0,052) *
Hammett egyenlet Nagarajan és mtsai alapjan
pKa1=1,84-0,856 } o5 R?=0,975
pKa2 =7,48-0,980 > o5 R?=0,956
Hammett egyenlet a sajat adatok felhasznalasaval
pKa1=1,70-0,894 > o5 R?=0,975
pKaz = 6,92-0,934 3 o5 R?=0,956

*a zarojelben p paraméter lineéris regresszid alapjan kapott standard hibéja lathato

Sajnalatos modon a kevert molekularis formék jelenlétét a Hammet o értékkel nem lehet
kezelni. Természetesen az eltérés nem csak ebbdl adodhat, hanem a karboxilcsoport sztérikus
hatasaval is magyarazhatd, munkankban azonban ennek bizonyitasara nem tértiink ki. Fentiek
miatt a linearis regressziot a két karbonsavszarmazék elhagyasaval, a maradék 20 arilfoszfonsav
szarmazékra is elvégeztiik. A linearis regresszid mindkét paramétere alapjan lathatd, hogy a
korrelacid jelentsen javult a sziikitett adatkészleten, igy a 20 vegyiiletre kapott Hammett
Osszefliggést tekintettiik munkank végeredményének. Osszehasonlitva a Nagarajan és mtsai
altal kozolt €s a sajat munkank alapjan kapott Hammett 6sszefliggéseket megallapithatd, hogy
a p paraméterben nincs szamottevo kiilonbség. Viszont a pKaz esetében ordinatatengely-metszet
értékében mar nagyobb mint 0,5 az eltérés, ami a két vizsgalat kozotti szubsztitualatlan
arilfoszfonsav pKazo értékre vonatkozo kiilonbségbdl kovetkezik. Ez utobbi eltérésnek azért is
van jelentdsége, mert bar az altalunk megadott i Hammett 6sszefliggés trendszertien hasonlo
saverdsségi sorrendbe allitja az arilfoszfonsav szarmazékokat, a gydgyszerkémiai megkdzelités
szempontjabol szintén fontos nominalis értékben kifejezett pontossag az altalunk megadott

egyenletre varhatoan jobb lett, amit a becslé programokkal valéd dsszevetés is alatamasztott.
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7. tézis:

26 arilfoszfonsav szarmazék proton-disszocidciés allanddjanak mérésével pontositottuk a
vegyiiletcsalad pKa értékeit, kiilonos tekintettel a masodik proton-disszociacids 1épést jellemzd pKaz
adatokra. A vizsgalt arilfoszfonsavak altalunk mért pKai,» adatait 6sszehasonlitva a 6. tézis alapjan
kivalasztott ACD (ACD Labs) és Marvin (ChemAxon) becslé szoftverekkel szamitott, tovabba
korabban kozolt mért adatokkal, ramutattunk a szoftverek alkalmazasi korlataira, valamint a k6zolt
mérési adatoktol valo fliggésére. Figyelembe véve az arilfoszfonsavak két proton-disszociacios
1épéshez kapcsolhaté pKa értékek tartomanyat (pKa<2,0, pKa2>6,7), vizsgalataink alapjan
ramutattunk, hogy a karboxilcsoporttal (COOH, pKacoon~3,8) szubsztitualt szarmazékok esetében a
Hammett o értékek nem kezelhetéek egységesen (PKai — Opera coons PKaz— Ometa coo-), Melyet a
vegyliletkdrre vonatkoztatva egyuttal a Hammett Osszefiiggés kiszoré adatainak egyik okaként is
azonositottunk. Az orto helyetesitett szarmazékok és a kiszoro adatok elhagyasaval, 20 vegyiilet

felhasznalasaval pontositottuk az arilfoszfonsavak Hammett 6sszefliggését.

A tézishez kapcsolddo kozlemények: [SP18,SP19]
IF: 1,577+2,831 = 4,408
fiiggetlen hivatkozéasok: 16 + -

3.6. Koronaéterek proton-disszociacios folyamatanak vizsgalata

A Természetben a molekularis felismerés egy altalanos és igen fontos jelenség, melynek
miitkodésére jo példa a DNS kettés csavar vagy az enzim — szubsztrat kolcsonhatas
kialakulasanak felismerése. A jelenséget foként a specifikus kolcsonhatasokbol kovetkezd
elonyokbol fakadoan olyan szintetikus molekulakkal igyeksziink kihasznalni, mint pl. a
koronaéterek, amelyek makrociklusos gylirlije szdmos ionnal, illetve molekulaval képes
komplexet képezni.[?*®l A koronaéterek felfedezése, illetve szamos analég makrociklus
szintézise és valtozatos felhasznalasa Charles Pedersen nevéhez fiizddik.1?*¥ A molekulacsalad
szelektiv komplexképzd sajatsaga részben a koronaéter makrociklus, illetve az ahhoz szorosan
kapcsolod6 aromas, esetenként alifas heterociklus altal biztositott —masodlagos
kolcsonhatasokbol kovetkezik, melyek lehetnek H-kotés, m—n vagy akar ionos kdlcsonhatas is
a koronaéter (gazda) és az azzal kolcsohatasba 16pé vendégmolekula kozott.[2501-1252]
A koronaéterek kiralis szarmazékai, amelyeket Cram és misai irtdk le,[?®% lehetéséget
biztositanak a specifikus enantiomer felismerésre, gondolhatunk itt a preparativ és analitikai
elvalasztastechnikékra, de akar sztereoszelektiv reakcidvezetésre is.[250M2541[25] A vegyiilet-
csalad szintézisével és vizsgalataval a BME Szerves Kémia és Technologia Tanszékén Huszthy

Péter professzor és kutatocsoportja foglalkozik. A k6zos kutatd munka alapjat az ataluk
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eléallitott ionizalhaté koronaéterek proton-disszociacids sajatsaganak vizsgalata, illetve a
folyamat vendégmolekulakkal kialakitott kdlcsonhatasban vald szerepének feltarasa adta.
Vizsgalatainkban ~a  koronaéterek  kiralis  szelektorként  (akridino-koronaéterek),
organokatalizatorként  (piridino- ¢és piperidino-koronaéterek) és iontranszporterként
(diarilfoszfinsav egységet tartalmazd koronaéterek) torténé alkalmazasanak mechanisztikus
hatterét vizsgaltuk a koronaéter mért és szamolt pKa értékei, illetve egyes esetekben szerkezeti

valtozasainak azonositasan keresztiil.

3.6.1. Dimetil-szubsztitualt 9-akridinkarbonsav egységet tartalmazo kiralis koronaéterek
proton-disszociacios folyamatanak vizsgalatalS"20]

Az optikailag tiszta koronaéterek koziil az akridino-koronaéterek enantiomer felismerd
tulajdonsagat, illetve szilikagélhez kovalensen rogzitett szdrmazékainak  kiralis
kromatografiaban torténd felhasznalasat évek ota vizsgalja a Huszthy professzor dltal vezetett
kutatécsoport P112%8] A7 €1626 alfejezetben leirtaknak megfelelden az akridino-koronaéterek
kiralis szelektor tulajdonsdgat a vendégmolekuldkkal kialakitott masodlagos kotderdk segitik.
Ebben az esetben a koronaéter makrociklusanak a kolcsonhatasban vald részvételét az akridin
rész kiterjedt aromas rendszere altal segitett m—m, illetve a bazikus N-hez kotheté H-kotés és
egyéb elektronikus kolcsonhatasok egészithetik ki. A vegyiiletcsoport enantiomer felismerése
a 38. abran lathato Ry, illetve Rz pozicidkban alifas szubsztituensekkel kialakitott kiralitas
centrumoknak  koszonhet6. Ennek megfeleléen az  akridino-koronaéterek  kiralis
felismerOképessége a kirdlitds centrum pozicidjanak ¢és a makrociklus méretének
valtoztatasaval modosithato. Korabbi vizsgalatok ramutattak, hogy a szilikagélhez kovalensen
rogzitett (R,R)-2 szarmazék sikerrel alkalmazhatdo racém primer aminok és szarmazékaik
(1-(1-naftil)etilamin:  1-NEA, 1-(2-naftil)etilamin: 2-NEA, 1-feniletilamin: PEA,
1-(4-bromfenil)etilamin:  Br-PEA, 1-(4-nitrofenil)etilamin: NO2-PEA) enantioszeletiv
elvalasztasara, 1259112611

Fentiek alapjan az (R,R)-2 szarmazék mellett harom 1, a kiralis centrum kialakitasaért felelds
metil csoportok athelyezésével kapott (S,S)-8, illetve a makrociklus méretének novelésével és
a metil csoportok helyzetének valtoztatasaval kapott (S,S)-9 és (R,R)-10 9-akridin-karbonsav
egységet tartalmazd koronaéterek proton-disszociacios folyamatait vizsgaltuk. A koronaéter
makrociklusanak hatasat a proton-disszociacios folyamatra két 9-akridinkarbonsav szarmazék

(11, 34) vizsgalatan keresztiil kivantuk alatamasztani.
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(R.R)-2: X =COOH, R,=Me,R,=H,n=1
(5.5)-8: X = COOMH, R, =H,R, =Me,n= 1
(S,5)-9: X = COOH, R, = H, R, = Me,n =2
(R.R)-10: X = COOH, R, =Me,R,=H,n=2

(5,5)-CSP-12: X = CONH(CH,);-szférikus HPLC szilikagél, R, =H, R, =Me,n=1

38. abra A vizsgalt 9-akridinkarbonsav egységet tartalmazé koronaéterek, illetve 9-akridin-karbonsav
szarmazékok (11, 34) szerkezete. #34 esetében a mért pKa értékeket Dey és mtsai altal kozolt adatok

alapjan adtuk meg.[?%%]

A 38. abran bemutatott vegyiiletek proton-disszociacios sajatsagat, azaz vizre (0,15 M KCl
oldatban) és MeOH — viz rendszerre vonatkoztatott pKa és psKa értékeit UV-pH titralasi
modszerrel hataroztuk meg (Sirius T3 automatizalt titrator: Plon), illetve a becsiilt cpKa
értekeket minden esetben a korabban bemutatott QSPR (Marvin és ACD programcsomagok)
¢és kvantum mechanikai (QM: Jaguar programcsomag) modszerek segitségével is szamitottuk.
A kapott értékeket a 17. tablaztaban foglaltam 6ssze. A 9-akridinkarbonsav részhez kothetd
két pKa értéket a 38. abran a 34 vegyiilet esetében jelzett modon asszignaltam, azaz a cpKaz
értékek a karboxilcsoporthoz, a cpKaz értékek a bazikus aromas N atomhoz tartoznak. A mért
pKa értékeknél az indexben szerepld szamot a vizsgalatunk alapjan azonositott asszignacionak
megfeleléen adtam meg. Elsé 1épésben a Marvin, ACD Classic és GALAS modszerekkel
végeztiink gyors cpKa eldrejelzést a vizsgalt vegylileteken. Az adatokat attekintve szembetiing,
hogy a 34 korabban publikalt pKai2 értékeibdl kovetkezo ikerionos szerkezetet csak az ACD
GALAS programmal kaptuk vissza, a masik két szoftver altal josolt cpKai>CcpKaz alapjén a
vizsgalt akridino-koronaéterek és a 11 dimetoxi szarmazék egyszerli amfoterek lennének. A
prediktalt adatok alapjan az is elmondhatd, hogy a QSPR programok sem a koronaéter
makrociklus méretére, sem a kiralis centrum helyzetére nem voltak érzékenyek, gyakorlatilag

az Osszes szarmazékra azonos CpKaz,2 értéket adtak meg.
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17. tablazat A 9-akridinkarbonsav szarmazékok mért és szamitott pKa értékei

Meért értékek Szamitott értékek
UV-pH . .
- UV-pH Marvin ACD Classic ACD GALAS Jaguar
Vegyiilet 65 W/w%
vizben 15.1.19.0 14.0.0 (B2726) 14.0.0 (B2726) 9.1
MeOH-ban

pKa2 psKa1 psKaz  cpKar cpKaz cpKa  cpKa cpKa cpKaz  cpKa  cpKa
(R,R)-2 4,82 1,40 3,66 3,58 1,15 2,60 -0,26 1,62 3,56 2,25 1,47

(S,9)-8 4,67 1,29 3,50 3,58 1,16 2,60 -0,27 1,62 3,56 2,13 7,32
(S,5)-9 4,53 1,22 3,31 3,58 1,10 2,60 -0,27 1,62 3,56 4,23 6,97
(R,R)-10 4,98 1,40 3,76 3,58 1,15 2,60 -0,27 1,62 3,56 1,80 7,56
Akridino-koronaéterek elérejelzett egyszeri egyszeri o -
ikerionos ikerionos
sav-bazis karaktere amfoter amfoter

11 4,58 1,20 4,36 3,58 1,17 2,68 0,40 1,66 3,63 2,27 5,47
34 5,42 0,83 4,92 0,75 6,81 0,72 5,36 1,99 5,01 2,11 5,40

A megadott mért pKj, értékek 3—6 parhuzamos mérés atlagértékei. A mérések szorasa SD < 0,03 volt, kivéve harom

mért értéket, ahol psKars5)9: SD=0,05, PsKar.@g)-10: SD=0,04, psKar 3 SD=0,086.

Az ellentmondasos eredmény miatt a cpKa értékeket a Jaguar programcsomag segitségével
magasabb rend(i, QM szamitassal (a szamitasokat a BME VBK Szervetlen és Analitikai Kémia
Tanszékén végezték) is megadtuk (Id. 3.3.2. fejezet, a szamitasnal alkalmazott modszerek
részletei az SP20 2.4 pontjaban taldlhato). A QM szamitassal kapott cpKa értékek, hasonldan
az ACD GALAS szoftverhez az Osszes vizsgalt vegyiilet esetében az ikerionos karaktert
valdszintisitették. Fontos kiemelni, hogy ez utobbi két program becslése sem bizonyult
egységesnek, a mért pKaz adatokat az ACD GALAS rendre alul, a QM alapu szamitas (Jaguar)
pedig feliil becsiilte.

Az UV-pH titralasi vizsgalatokat fentiek ismeretében kezdtiik el (a vizsgalatokhoz tartoz6 pH
fliggd6 UV-vis abszorbancia valtozdsok és a vizsgalt vegyiiletek spektralis jellemzdéi az
SP20 S4-S15 mellékletben talalhatoak). El6szor koszolvens-mentes, vizes kézegben (0,15 M
KCI) hataroztuk meg a vegyiiletek pKa értékét. Osszhangban azzal, hogy 34 mért és a
prediktorok altal becsiilt pKay értéke kiesik az UV-pH titralasi modszer mérési tartomanyabol
(pKa1<1,5), csak egy proton-disszociacios 1épést azonositottunk, a mért pKaz értékek 4,5-5,5
tartomanyba estek. Ezek lathaté m6don egy (Marvin, ACD GALAS), illetve két (ACD Classic,
Jaguar) pKa egységgel (nagysagrenddel) is eltértek a becsiilt értékekt6l. Annak eldontésére,
hogy a kapott pKa értékek savas vagy bazikus karakterii csoporthoz rendelhetéek elvégeztiik az
UV-pH titralast a rendszer altal biztositott legmagasabb koszolvens metanol (65+5 w/w%)

koncentracié mellett is. A 17. tablazat adatai alapjan lathato, hogy ebben az esetben mar
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mindkét proton-disszociacios folyamat egyenstlyi allandojat meg tudtuk mérni. Az el6z6leg
alkalmazott vizes rendszerben mért pKa2 értéknél rendre alacsonyabb psKa2 adatokat kaptunk,

illetve minden esetben mérhetdvé valtak a psKai1<2 értékek is (utobbi értékeket a mérési pontok

crcr

.....

csoporthoz tartozé pKa érték néni, a bazikus karakterii pKa érték pedig csokkeni fog.[?2l A
kapott eredmény alapjan igy feltételezhetd, hogy a megjelend spektralis valtozasbol levezethetd
psKa1 értékek a tisztan vizes rendszerben kiestek a mérési tartomanybol, vagyis ebben az
esetben a pKaz értékhez képest megndttek, a psKaz értékek esetében pedig egyértelmii csokkenés
volt azonosithatd a pKaz értékekhez képest. Az eredmény alapjan igy a pKaz értékek savas, mig
a pKaz értékek bazikus csoporthoz kapcsolhatoak. A pKaz esetében a bazikus karakter igazolasat
elvégeztiik potenciometrikus logD — pH mérési technika segitségével is. Ebben az esetben, a
vegyiilet sav-bazis karakterének megfelelden oktanol — viz rendszerben kapunk jellemz6 pKa
eltolodast a tisztan vizes rendszerhez képest, illetve a pKa érték valtozasa az oktanolos fazisba
atkeriil6 vegyiilethanyad miatt jelentkezik. Ezzel Osszhangban a vizsgalt vegyiilet vizes
fazisban bekovetkezd koncentracio-csokkenése savak esetén a pKa érték novekedésével
(PKa<poKa), mig bazisok esetén csokkenésével (pKa>poKa) fog egyiittjarni.?%1 A mérést az
(S,5)-8 vegyiilettel végeztiik el és a viz, oktanol — viz rendszerben kapott pKa2>poKaz eredmény
alapjan megallapitottuk, hogy a pKaz érték valoban bazikus karakterii csoporthoz kothetd
(SP20 Figure 5).

Osszegezve, az akridino-koronaéterek sav-bazis sajatsigara vonatkozd ellentmondésos
predikcio ellenére, koszolvens UV—pH és potenciometrikus logD — pH mérésekkel igazoltuk,
hogy az alacsonyabb értéket felvevd pKai mind a koronaéter szarmazékok, mind 11 és 34
esetében a 9-akridinkarbonsav rész karboxil csoportjahoz tartozik, mig a magasabb, pKaz az
akridon aromas N-hez kéthetd. Ennek megfeleléen elmondhatd, hogy a 9-akridinkarbonsav
egység sav—bazis karaktere a koronéter makrociklusanak hatdsara sem valtozik meg a 34
alapvegyiilethez képest, ikerionos jellege megmarad. Fontos azonban megjegyezni, hogy 34-
hez képest a pKax értékben az akridino-korona szarmazékok és 11 esetében is jelentds
csokkenés volt tapasztalhatd. A bazicitas csokkenése alapvetden a makrociklus, illetve 11
esetében a két metoxi csoport sztérikus gatlasaval lehet magyarazni. Ugyanakkor 34-el
Osszehasonlitva a bazicitas csokkenés az akridino-korona vegyiiletek esetén jol lathatéo modon
fiigg mind a kirdlis centrum (Me csoport) helyzetétél, mind a makrogylrli méretétdl.

Megfigyelhetd, hogy a (R,R)-2 és (R,R)-10 esetében nagyobb, mig az (S,S)-8 és (S,5)-9 esetében
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fokozottabb bazicitasa az elektronkiildé metil csoportok és az ionizacids centrum kozotti kisebb
tavolsaggal magyarazhatd. A makrociklus gylirimérete esetében mar nem tudtunk ilyen
egyértelmii Osszefiiggést levonni. (R,R)-2 és (R,R)-10 vegyiiletpar esetében a makrogytrii
novekedésével nét a pKa érték és igy a bazikus karakter is. Mig (S,5)-8 és (S,5)-9 esetében
forditott 0sszefiiggés volt tapasztalhato.

A Huszthy professzor dltal vezetett kutatocsoport az (S,S)-8 akridino-koronaéter szférikus
szilikagélhez torténd kovalens rogzitését is elvégezte. A szilard hordozohoz kotott (S,S)-8
szarmazékot ((S,S)-CSP-12: Id. SP20 Figure 1) HPLC kolonnaba toltve a kiralis kolonna
jellemzését 1-NEA, 2-NEA, Br-PEA és NO2-NEA racém vegyiileteket vizsgalva végeztiik el.
Azonos kromatografias modszerben sszehasonlitottuk az (S,S)-8 alapt kolonnat a korabban,
hasonl6 moédszerrel rogzitett (R,R)-2 szarmazékkal modositott kolonnaval ((R,R)-CSP-5: Id.
SP20 Figure 1).[269 A vizsgalt vegyiileteken kapott enantiomer szelektivitasi (o) és felbontési
(Rs) paramétereket Osszehasonlitva az (S,5)-8 alapi kolonnaval rosszabb enantiomer
elvalasztast értiink el (SP20 Table 3 és Figure 6). Az eredmény tovabbi bizonyitékul szolgal a
kiralis centrum helyzetének hatasara a kiralis szelektor (akridino-koronaéter) és a
vendégmolekula kolcsonhatdsanak kialakuldsdban, melynek egyik fontos eleme lehet a két
szarmazék pKa értékben és igy bazicitasban megmutatkozo kiilonbsége is. Jelen esetben a
kapott pKa értékek alapjan elmondhatd, hogy a kedvezobb kiralis elvalasztast a bazikusabb
karakter(i (R,R)-2 szarmazékkal értiik el.

3.6.2 Kiralis piridino- és piperidino-18-korona-6 éterek proton-disszociacios
folyamatanak vizsgalatalSP21l

Az elmult 20 évben szamos kutatds mutatott ra a specifikus bifunkciondlis organokatalizatorok
szélekorti felhasznalasara.[?®l A bifunkciondlis katalizis ezekben az esetekben az
organokatalizator Lewis savként, illetve bazisként résztvevd specifikus atom-, valamint
funkcios csoportjainak kdszonhetden, a szinergista nukleofil és elektrofil aktivacion keresztiil
valosul meg. A kiralis bifunkcionalis katalizatorok igy nem csak a reakciosebességet tudjak
fokozni, de sztereoszelektivvé is tudjék tenni a reakciot.[?®°] A specifikus H-kotéseknek, ahogy
azt az akridino-koronaéterek kiralis szelektor jellegének kifejezédésében is lathattuk
(3.6.1. fejezet), a kiralis bifunkcionalis organokatalizatorok katalitikus folyamatokhoz kdthetd
kolcsonhatdsaiban is fontos szerepe van. Az enzim katalizalt folyamatokban a H-kotések
kialakitasaban kulcs szerepe van a peptidek egyik alapstruktarajat ad6 amid funkcios

csoportoknak. Ezt kihaszndlva szdmos példa talalhaté amid szerkezeti elemet tartalmazo
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bifunkcionalis organokatalizatorok alkalmazasara aszimmetrikus reakciokban (pl. aldol,
Mannich, Michael, Biginelli, aza-Morita-Baylis-Hillman reakcio).[2%!

Fentiek alapjan a Huszthy professzor vezette kutatocsoportban Kupai Jozsef adjunktus
vezetésével kezdtek el foglalkozni két amidcsoportot tartalmazo (kettés H-kotés aktivaciot
biztositd) koronaéterek eldallitasaval, fejlesztésével. Azakoronaéter vegyiiletcsaladba tartozo
vegylileteket mar korabban is sikerrel alkalmaztak szelektiv ionszeparatorként, illetve
katalizatorként.[?®) A kutatocsoport elséként két amidcsoportot is tartalmazoé piridino-18-
korona-6-éter szarmazékokat allitott el6 (39. abra), ahol a két amidcsoport, mint bifunkcionalis
kettés H-kotés donor miikodik, illetve a vendégmolekulaval kialakuld kolcsonhatast a bazikus
aromas N (piridin alegység), tovabba a koronaéter kiralis jellegét is hordozo makrogytirii is

befolyasolni, erésiteni tudja.

R Re,, ~NH H R _ANH HN\B Ca 8
Bu 20 YR PRy pK

o o (R.S)-21
K/O\/‘

(5.5)-1: R-Me, X-H (R.5.5.5)-7: R=-Me

(5.5)-2: R=Me, X=CI (R,S,5.5)-8: R=iBu

(5,5)-3: R=Me, X=OMe

(5.5)-4: R=/Bu, X=H

(5,5)-5: R=iBu, X=Cl
(5.5)-6: R=Bu, X=OMe

39. abra A vizsgalt piridino- és piperidino-koronaéterek, illetve az amid tipusi piridin (20) és piperidin

((R,5)-21) diamidok szerkezete és pKa értékeik asszignacioja

A piridino-koronaéterek mellett piperidino-koronaétereket is eldallitott az egylittmiik6do
kutatocsoport. A piperidin szerkezeti egység kialakitasa ebben az esetben két eldnnyel is jar,
nitrogén bazicitasat. A két hatas kiilon-kiilon, de egyiitt kiilondsen fokozhatja a piperidino-
koronaéter tipusti organokatalizator szelektivitasat a katalitikus reakciokban. A koronaéter
makrogylirijének hatasat a kétamid csoport savas, illetve a piridin és piperidin alegységek
bazikus karakterére, a piridin (20) és piperidin ((R,S)-21) diamidok vizsgalatan keresztiil
terveztiik magyarazni, mely utobbiakat a kutatocsoport szintén elGallitotta. A fentiek és
irodalmi adatok alapjan lathattuk, hogy a H-kotéseknek, illetve ezek erésségének és szamanak

kiemelt szerepe van a nem-kovalens organokatalizisben.[2681[26%1 A7 organokatalizatorok ezen
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hatasanak jellemzésére egyik lehetdség a H-kotés donor, illetve akceptor sajatsagot hordozo
funkciocsoport ionizacids allanddjanak meghatarozasa. Doyle és Jacobsen egy korabbi
Osszefoglalé munkajaban leirta, hogy a kismolekulas katalizisben a katalizator H-kotés donor,
illetve akceptor funkciét hordozo csoportjanak DMSO-ra vonatkoztatott psKa értéke 628 kozé
kell, hogy essen.l?®! Lesziikitve ezt az amid tipust katalizatorok korére, a prolin amid
szarmazékoknal a jellemzett potencialis organokatalizatorok psKa értéke 11-23,1271 a Michael
addicioban alkalmazott bifunkcionalis dialkil amino és kinin-alapu tiokarbamid szarmazékok
psKa értéke 13-2112"1 tartomanyba esik DMSO-ra vonatkoztatva. Természetesen minél
kifejezettebb az amid csoport savas karaktere annal er6sebb H-kotés kialakitasara lesz képes,
igy az amid egység(ek) pKa/psKa értékének csokkentése a katalitikus hatast, illetve emellett a
sztereokontrolt, a reakcié enantioszelektivitasat is fokozhatja.[27%

Fentiek értelmében az eldallitott koronaéterek pKa értékeinek meghatarozasaval probaltuk
értelmezni, elérejelezni azok varhatd katalitikus aktivitasat, illetve el6segiteni az esetleges
szerkezeti valtoztatasok tervezését. A piridino-koronaéterek és a piridin diamid (20) esetében a
kromofor kozelség miatt mind a bazikus piridin alegység, mind a savas amid csoportok pKa
értékét UV-pH titralassal, mig a piperidino-koronaéterek és a piperidin diamid ((R,S)-21) pKa
értékeit potenciometrikus kiilonbségi titralassal hataroztuk meg Sirius T3 automatizalt titrator
segitségével. A vegyiiletek ionizacios allandoit elézetesen ebben az eseteben is a Marvin
program segitségével szamitottuk. A mért és szamitott pKa, CpKa értékeket a 18. tablazatban
foglaltam ossze. Attekintve a Marvin programmal becsiilt cpKa értékeket lathatd, hogy a
szoftver nem tett szamottevd kiillonbséget sem az egyes amidok, sem a bazikus N ionizacios
allanddjaban. A koronaéterek két amid csoportjanak cpKai(12,7-14,0) és cpKaz (13,3—15,0)
értékei kozel esnek egymdashoz, a becsiilt értékek alapjan (cpKaz2: 13,9—15,9) gyengébb savas
jelleg a két nem gylirlis diamid esetében feltételezhetd. A szoftver nagyobb kiilonbséget a
piridino-koronaéterek bazikus N atomjahoz kotheté cpKas értékekben jelzett, ami a
vegylletcsoport para helyzetii helyettesitdinek (X) hatasahoz kothetd. A cpKas értekek alapjan
makrociklus R szubsztitenseinek (Me, iBu) nincs hatasa sem a koronaéterek, sem a megfeleld
diamid (20, (R,S)-21) szarmazékok proton-disszociacios folyamataira. A vartnak megfeleléen
a szoftver a (S,5)-1-6 és 20 esetében a piridin egység bazicitasat tobb nagysagrenddel
alacsonyabbnak becsiilte a prediktor, mint a megfelelé (R,S,S,S)-7-8 és (R,S)-21 piperidin
egységét, de a cpKas értékben kiilonséget ebben az esetben is csak para helyettesitok (X)
hatasaval magyarazhatoé (S,S)-1-6 sorozat esetében kaptunk. A makrociklusnak és R
helyettesitéinek a vegyiiletek ionizacidjara vonatkozé hatasa a 20 és (R,S)-21 vegyiiletekkel

Osszevetve nem volt azonosithato.
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18. tablazat Piridino- és piperidino-koronaéterek (20 és (R,S)-21) mért és szamitott pKj, értékei

PKat,amid1 PKa2,amid2 PKa3 pazikusn

Vegyiilet ) Marvin Marvin ) Marvin

mert 15.10.12 15.10.12 mert 15.10.12
(S,9)-1 13,0+0,2 14,0 15,0 0,5+0,0 -7,5
(S,9)-2 12,9+0,2 13,6 14,6 0,8+0,0 -8,5
(S,9)-3 12,8 £0,1 13,6 14,3 1,2+0,1 -1,3
(S,5)-4 13,0+£0,3 14,0 15,0 0,6 £0,2 -7,3
(S,5)-5 12,9+0,1 13,6 14,6 0,9+0,2 -8,3
(S,5)-6 13,2+0,2 13,6 14,3 0,6 0,1 -1,3
(R,S,S,S)-7 NM 13,0 13,5 4,42 +0,00 7,5
(R,S,S,5)-8 NM 12,7 13,3 4,38 £0,02 7,5
20 13,1£0,3 13,9 14,9 0,7+0,1 -7,5
(R,S)-21 NM 15,4 15,9 6,33 +0,01 7,5

NM: nem mérhetd. A tablazatban megadott mért pKa értékek atlaga és azok szdrasa 6-9 parhuzamos mérésbol

szarmazik.

Elsoként a piridino-koronaéterek és a 20 vegyiilet pKa értékeit hataroztuk meg UV-pH titralas
segitségével, koszolvens-mentes vizes kozegben (0,15 M KCl). Az eredmények alapjan lathato,
hogy ezekben az esetekben csupan az egyik amid csoporthoz tartoz6 pKaz értékeket, illetve a
piridin egységhez kothetd pKaz értékeket tudtuk meghatarozni. Fontos megjegyezni, hogy mind
a két érték esetében a vegyiiletek ionizacids jele kiviil esett a mérési tartomanyon (pKa1>12,
nem tekinthetok pontos termodinamikai adatnak. Hasonloan a szamitott értékekhez a pKaz
értékekben sem tapasztaltunk szamottevo kiillonbséget, az adatok 12,8—13,2 koz¢é estek. A pKas
értékekben (0,5—1,2) sem tapasztaltunk szamottevd kiilonbséget, viszont a cpKas értékekhez
(-8,5—-1,3) képest a mérés alapjan a vegyiiletek bazikus karaktere sokkal erésebb, mint amit a
szamitas jelzett. Fontos megjegyezni, hogy a pKaz értékek a cpKaz értékekkel szemben nem
tamasztottak alad a para helyettesitOk hatdsat a piridin egység bazicitasara. Ez feltehetden az
extrapolalt adatok pontatlansagabol kovetkezik. fgy meg kellett allapitanunk, hogy a kapott
pKas értékek csupan a koronaéter piridin egysége bazicitasanak nagysagrendi megadasara
szolgal, szerkezet — pKa 0sszefiiggés megadasara nem alkalmas.

Ezt kovetben a piperidino-koronaéterek és az (R,S)-21 pKa értékeit hataroztuk meg, kromofor
csoport hianyaban kiilonbségi potenciometrikus titralas segitségével. Tekintettel arra, hogy a

potenciometrikus technika mérési tartomanya szinte minden esetben sziikebb az UV-pH
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titralasi technikanal, ebben az esetben csak a vegyliletek piperidin egységéhez kothetd pKas
értékét tudtuk megmérni. Annak kdszonhetden, hogy a kapott pKas értékek beleestek a mérési
tartomanyba, mindharom vegyiilet esetében termodinamikai pontossagu adatot tudtunk
megadni, amit a pKas értékek két tizedes pontossaga és a szorasok mértéke jelez. A mért pKas
értékek alapjan elmondhatd, hogy a Marvin program rendre feliilbecsiilte a piperidin egység
bazicitasat, illetve cpKas értékekkel szemben a mért pKaz értékek alapjan lathatd, hogy a
piperidino-koronaéterek bazicitasa gyengébb, mint az (R,S)-21 szarmazéké. Az eredmények
R=Me, iBu helyettesitése nem befolyasolta azt.

Az irodalmi 6sszefoglaloval dsszhangban ezt kovetden az eldallitott koronaéterek DMSO-ra
vonatkoztatott psKa értékeit kellett volna megadnunk. Tekintetbe véve a pKaz,amid értékeket erre
a rendelkezésre all6 UV-pH modszerrel nem volt lehetdségiink, hiszen a koszolvens jelenléte
még inkabb kitolta volna a psKai értékeket a méréshatarbol. Emiatt keriild uton probaltuk
becsiilni a mért pKar értékek alapjan az amid egységekhez kothetd varhatd saverdsséget
(psKa1,2) DMSO oldészerben. Ennek érdekében kivalasztottunk tiz potencionalis H-kotés donor
egységet tartalmazo vegyiilet Bordwell altal mért psKa (DMSO) értékeitl?7? és megmértiik azok
pKa értékét. Ezt kovetden harom vegyiilet esetében kiilonboz6 DMSO koszolvens mennyisége
ra vonatkoztatott psKa értékeit is (SP21 Table 4). Osszevetve az dsszegyiijtott psKa (DMSO) —
pKa adatparokat, illetve az altalunk mért harom vegyiilet mért értékeit (CF3SO2NH2: pKa=6,26,
psKa=9,7; Szukcinimid: pKa=9,40, psKa=14,6; CH3SO:NH2: pKa=10,70, psKa=15,9)
megallapithatd, hogy a vizben mért pKa értékekhez képest atlagosan 5—6 nagysagrenddel
csokken a vegyiiletek ionizacidja DMSO-ban. Ez a vizsgalt savak esetén 56, illetve a vizsgalt
vegyiiletek koziil egy esetben 10 pKa egységgel nagyobb psKa értéket jelent. Attekintve a
vizsgalt piridino- és piperidino-koronaéterek amid csoportjaihoz tartozé mért és szamitott pKa
értékeket, illetve az 6sszegylijtott pKa, psKa értékek kozotti eltéréseket elmondhatd, hogy azok
DMSO-ra vonatkoztatott psKa értéke nagy valoszintiséggel beleesik a H-kotés donor sajatsagot
hordozo6 organokatalizatorok 6—28 kozotti tartomanyaba.

Osszegezve a kapott eredményeket, a vizsgalt koronaéterek esetében a makrociklus szamottevo
hatasat a proton-disszociacios folyamatokra csak a piperidino-koronaéterekek esetében
azonositottuk. A mért pKaz értékek alapjan a piperidino-koronaéterek esetében fokozott, mig a
piridino-koronaéterek esetén kisebb H-kotés akceptor sajatsaggal (bazicitassal) lehet szamolni.

Az amid csoportok esetében mért pKar és szadmitott cpKaz értékek, illetve H-kotés donor
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funkcioét hordozo vegyliletek Osszegyljtott psKa, pKa adatai alapjan az eldallitott kiralis

koronaéterek alkalmasak lehetnek bifunkcionalis organokatalizatorként torténd felhasznalasra.

3.6.3 Diarilfoszfinsav  egységet tartalmazo Kkoronaéterek proton-disszociicios
folyamatanak vizsgalatalSP22 SP23]

A harmadik koronaéterekkel kapcsolatos kutatasi teriilet, amibe bekapcsolodtam, a
monoprotikus diarilfoszfonsav egységet tartalmazo kiralis koronaéterek felhasznalasa volt,
racém protonalt aminok enantioszelektiv aktiv iontranszportjaban. Ebben az esetben a Huszthy
professzor altal vezetett kutatocsoport ionoforként felhasznalhatd kiralis diarilfoszfinsav
egységet tartalmazd koronaétereket allitott el (40. abra), melyek alkalmasak lehetnek kiralis
aminok (pld. PEA: feniletilamin), enantioszelektiv aktiv (koncentraci6é gradienssel szembeni)
transzportjara viz (donor) — szerves oldészermembran (DKM: diklérmetan) — viz (fogado)
rendszerben (SP22 Figure 2). Figyelembe véve a gazda- és a vendégmolekula sav-bazis
karakterét ebben az esetben az aktiv transzport megvalosulasanak két feltétele van. ElGszor, a
vizes fazis (donor) és az olddészermembran hatarfeliiletén mind a gazdamolekula (carrier)
savas, mind a vendégmolekula bazikus csoportjanak ionizalt allapotban kell lennie. Ennek
megfeleléen a donor oldali vizes koézeg pH-jat tgy kell beallitani, hogy az a koronaéter
diarilfoszfinsav egységének pKa értékénél nagyobb, a kiralis primer amin (PEA) pKa értékénél
kisebb legyen. Az ennek hatasara kialakul6 kation (amin) — ionofér (koronaéter anion) komplex
biztositja a szerves oldészermembranon keresztiili transzportot. Masodsorban ahhoz, hogy a
transzport egyiranyu legyen, a fogad6 vizes kozegében a carrier ionofor vegyiiletnél er6sebb
savnak (HCI) kell jelen lenni. Természtesen a kiralis kationos vendégmolekula enantiomer
felismeréshez a koronaéter makrogytirtijén kiralis centrumokat is ki kellett alakitani, melyet a
korabbi példakhoz hasonloan két alkil lanccal torténé modositassal oldottak meg. A két decil
oldallanc beépitésére nemcsak a kiralitas centrumok kialakitasa, hanem a koronaéter megfeleld
lipofilitasa és igy a szerves oldoszerben (membranban) vald egyiranyu megoszlasa, illetve a
vizes fazisbol valo Kiszorulasa miatt is sziikség volt. Az anionos, monoprotikus sav alegységet
hordozo lipofil koronaéterek nemcsak a Huszthy professzor kutatocsoportja altal vizsgalt
iontranszporterként hasznalhatok, 732741 de sikerrel ~alkalmaztak ionok olddszeres
extrakciojaban, 27927 jjletve flotaciojabanl?’1278 is. Az iontranszport vizsgalathoz sszesen
hat kiralis anionos koronaétert (40. abra) allitott e¢lé a kutatocsoport, melyeknek kozdsen
vizsgaltuk szelektiv ionofér tulajdonsagat iontranszport-folyamatban.57221 A diarilfoszfinsav
saverdsség-valtozadsdnak hatdsat a transzportfolyamatra, illetve a koronaéter makrociklus

szerkezetében esetlegesen bekovetkezd valtozason keresztiili hatasdt a folyamat
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enantioszelektivitasara a diarilfoszfinsav egység orto és para helyzetben szubsztitualt (tBu,

NO2) szarmazékainak vizsgéalataval kivantuk igazolni.
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40. abra A vizsgalt diarilfoszfinsav egységet tartalmazé koronaéterek és a diarilfoszfinsav szarmazékok

szerkezete

A koronaéterek transzporterjellegének vizsgalatdhoz racém PEA, mint vendégmolekula
kiilonb6z6 soformait (CH3COOH, HCOOH, HF) hasznaltuk. A fogadd vizes fazisba keriild,
transzportalt amin mennyiségét és enantiomer tisztasagat kiralis GC és HPLC technikakkal
jellemeztik (SP22 4.1. pontban leirtak szerint). A iontranszport modell optimalizalasanal
vizsgaltuk az inkubacid idejének és hdmérsékletének, a membranként alkalmazott oldoszernek,
a fogado oldali vizes fazishoz adott sav (HCI) koncentracidjanak hatasat (SP22 Table 1-5). Ezt
kovetden a szubsztitualatlan ((S,S)-1) és szubsztitualt ((S,S)-2, (S,5)-3, (R,R)-4) szarmazékok
(40. abra) segitségével az optimalizalt modellben (t=4 h, T=18 °C, old6észer=DKM, fogado
oldal: 2 % HCIl oldat) vizsgaltuk a koronaéter diarilfoszfinsav egység R1, R2 szubsztitucidjanak
hatasat (SP22 Table 6—7). Vizsgalataink soran mindsité paraméterként minden esetben két
transzportalt amin (PEA, fenilglicinol) szazalékos mennyiségét és a fogadd oldali minta
enantiomer tisztasagat (ee (%)) vettiik alapul. A kapott adatok alapjan a legjobb ee (PEA: 4%,
fenilglicinol: 17 %) értékeket ¢és ezzel Osszehangban a legnagyobb transzportalt amin
mennyiségeket (PEA: 31 %, fenilglicinol: 24 %) az (S,S)-2 szarmazék alkalmazasaval kaptuk.
Az eredmények ramutattak, hogy a diarilfoszfinsav aromas gytirijének tBu—szubsztiticidja

fokozza, mig a NO,—szubsztitiicidja csokkenti az enantioszelektivitast és a transzport mértékét.

crer
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az (R,R)-4 esetében az (R)-aminok feldasulasat tapasztaltuk a fogad6 oldalon. A kapott
eredmény alapjan megallapitottuk, hogy az aktiv iontranszport a gazda — vendégmolekula
homokiralis komplex kialakulasaval ment végbe.

Tekintettel arra, hogy az aktiv iontranszport, illetve az ionos komplex kialakulasaban fontos
szerepe van az ionofér koronaéter proton-disszociacids viselkedésének, a tovabbiakban a
diarilfoszfinsav alapu koronaéterek pKa értékét kivantuk meghatarozni.S"?%l Figyelembe véve,
hogy az eldbb vizsgalt, fokozott lipofilitast koronaéterek titraldsa még koszolvens jelenlétében
is nehézkes, a Huszthy csoport elballitotta ezek tBu-, és NO2-szubsztitualt akiralis analogjait
(1-6), illetve tovabbi négy diarilfoszfinsav szarmazékot (17, 18, 19, 20), melyek nem
hordozzak a koronaéter makrociklust (40. abra). A pKa méréseket ebben az esetben is UV—pH,
illetve egy esetben (20) potenciometrikus titralassal végeztiik (Sirius T3, Plon). A vegyiiletek
cpKa értékeit QSPR (Marvin, ChemAxon), tovabba 6, 17, 18, 19 esetében kvantum mechanikai
(Gaussian 09) modszerekkel is kiszamoltuk (19. tablazat). Az UV—pH titralasokat harom eset
kivételével koszolvens mentes, vizes (0,15 M KCl) oldatban végeztiik. A hirom vegyiilet
esetében alacsony pKa(<2) értékiik miatt metanol (3, 4), illetve acetonitril (17) koszolvens
alkalmazasara volt sziikség, hogy psKa értékiik az iivegelektrod mérési tartomanyaba kertiljon.
Ennek megfeleléen ezekben az esetekben a kapott pKa értékeket hasonléan a korabbi

vizsgalatainkhoz a Yasuda-Shedlovski extrapolacios modszerrel adtuk meg.

19. tablazat A diarilfoszfinsav egységet tartalmazo koronaéterek és a diarilfoszfinsav szarmazékok mért

¢€s szamitott pKa értékei

Vegyiilet Szubsztituens pKa* _ ePK _
Marvin 6.0.2 Gaussian 09
19 - 3,02 +0,02 2,46 6,5
1 p-ditBu 3,15+0,04 2,68 -
2 p-ditBu, 0-NO- 5,37 £ 0,09 2,20 -
3 p-NO, 1,54 + 0,082 2,15 -
4 p-diNO, 1,48 + 0,002 1,90 -
5 p-diNO,, 0-NO- 4,22 +£ 0,07 1,72 —
6 0,p-tetra-NO; 4,23 +0,05 1,58 3,3
20 - 1,84 +0,02° 2,18 -
18 - 2,68 +0,01 2,30 55
17 0,p-tetra-NO; 0,24 +0,09° 1,32 -3,0

#Az UV—pH titralasi modszerrel (0,15 M KCl vizes oldatdban) mért pKa adatokat 5-16 parhuzamos mérés alapjan
adtuk meg. UV-pH titralassal metanol, Pacetonitril koszolvens jelenlétében mért, Yashuda-Shedlovski

extrapolacioval megadott pK, adat. °Potenciometrikus titralassal (0,15 M KCl vizes oldataban) mért pKa érték.
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Attekintve a mért és a Marvin szoftverrel szamitott pKa értékeket szembet(ing, hogy az 0-NO2
szubsztitualt diarilfoszfinsav egységet tartalmazo koronaéterek (2, 5, 6) esetében jelentds
saverdsség csokkenést, 2—3 nagysagrenddel magasabb pKa értékeket kaptunk a tobbi
szarmazékhoz képest. Ezzel ellentétben a diarilfoszfinsav egységben kizardlag para helyzetben
szubsztitualt koronaéterek esetében a vartnak megfelelden az elektronkiild6 tBu szubsztituens
novelte (1), az elektronvonzd NO> szubsztituens csokkentette (3, 4) a koronaéter szarmazékok
pKa értékét a szubsztitualatlan 19-hez képest. Tekintettel arra, hogy a prediktalt értékek csak az
elektronikus hatast jelezték elére és a cpKa értékekben nagysagrendbeli valtozas nem volt
azonosithato, a tapasztalt ellentmondast a makrociklus konformacidvaltozasaban lattuk. Ennek
megerdsitésére a Huszthy csoport eléallitotta a 17, 18, 20 diarilfoszfinsav szarmazékokat is. A
kapott pKa adatok alatamasztottak feltételezésiinket, a  bisz(OH) szubsztitualatlan
szarmazékhoz (20) képest az elektronkiildé bisz(OMe) szubsztitualatlan szarmazéknak (18)
nagyobb, a bisz(OMe), tetra-NO2 szubsztitualt diarilfoszfinsav szarmazéknak (17) pedig
jelent6sen kisebb a mért pKa értéke.

Az NO- csoport orto helyzetii szubsztitucidjanak hatasat a diarilfoszfinsav egységet tartalmazo
Szervetlen és Analitikai Tanszékén dolgozo Olah Julianna adjunktus és mtsai voltak
segitségiinkre. Figyelembe véve, hogy az elézetesen szamolt (Marvin) és mért pKa értékekben
a legnagyobb eltérést 6 és 19 koronaéter szarmazékok esetében kaptuk, illetve a koronaéter
makrociklus diarilfoszfonsav szerkezeti egységének a 18 és 17 feleltehet6 meg, a QM
szamitasokat ezeken a vegyiileteken végeztiik. A QM szamitasok részletes leirasa az SP23 2.3.
és az 5. pontjaiban talalhato. A 6 és 19 vegyiiletek esetében a QM szamitasok (M062x/6-311 +
G*/PCM szinten) meglehetdsen nagyszamu konformaciot valoszintisitettek mind az ionizalt,
mind a neutralis molekuléris formdkra (>600). A QM szamitassal kapott legalacsonyabb
energiaju konformerek viszont a két vegyiilet esetében mar merdben eltérd szerkezetben
stabilizalodtak. A 19 szubsztitudlatlan diarilfoszfinsav egységet tartalmaz6 koronaéter esetén a
vegylilet sav (protondlt) és a konjugalt bazis (deprotonalt) formdjara kapott komformerek
egyarant ,,doboz”-szerli molekulaszerkezetet mutattak, melynek kdzepén egy iires csatorna
talalhat6. Az arilfoszfonsav rész két fenilgytiriije altal bezart sz6g kozel 90° és a sav formaban
a deprotonalhatd H az olddszer iranyaba mutat (out-konformdcio). A 19 konjugalt bazis
geometridja nagyban hasonlit a deprotonalt formaéhoz, eltérésként csak a fenil gytrik

kismértékii eltolodasa azonosithato (41. abra).
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19 sav

6 konjugalt bazis 19 konjugalt bazis

41. abra A 6 és 19 esetében azonositott legalacsonyabb energiaji konformerek szerkezete. (6 esetében a

szaggatott vonal a savas OH csoportjahoz tartozé H-kétésben résztvevd partnereket mutatja)

Ezzel ellentétben a tetra-NO: szubsztitualt 6 esetében teljesen eltérli geometridju komformert
kaptunk a QM szamitassal. A 6 protonalt sav formajaban a fenil gytrik altal bezart szog 109°-
ra nott, és a foszfinsav egység OH csoportja, illetve a koronaéter makrociklus kozépsd,
harmadik éteres O atomja kdzotti csdkkent tavolsag (1,70 A) egy igen erés H-kotés kialakuldsat
jelezte. Ezen feliil a kialakult in-konformdcioban a savas OH csoport a koronaéter masodik €s
negyedik éteres O atomjdhoz is kozel keriil, igy a diarilfoszfinsav egység disszocialhato
protonjat a koronaéter makrociklus jelentds mértékben arnyékolja, stabilizalva ezzel a molekula
protonalt, neutralis formajat (41. abra). A 6 esetében a fokozott stabilitasu in-konformdcio
kialakulasat a 19 out-konformdciojaval szemben a nagy térkitoltésu, elektronszivé tulajdonsagu
NO2 csoportok jelenlétével tudtuk magyarazni. Ez egyrészt az orto helyzetii NO2 csoportok
nagy térigénye miatti konformdaci6é véltozassal, masrészt a négy NO2 csoport nagyfoku
elektronszivo hatasaval lehetett magyarazni. Utobbi esetben a NO2 csoportok hatasara az OH
csoport savas protonja pozitivabb toltésii a 6, mint a 19 esetében (Mulliken t6ltések: 6 = 0,52
e, 19 = 0,49 e), ami szintén segiti 6 esetében a H-kotés kialakuldsat a koronaéter éteres O
atomjaival. Azt is meg kell jegyezni, hogy a koronaéter egységet nem hordozé 17 és 18
vegyiileteket vizsgalva ez toltéskiilonbség sokkal kisebb volt (17 = 0,49 e, 18 = 0,50 e). A
konformaciok diverzitasat molekula dinamikai (MD) szimulacioval is vizsgaltuk. Ennek
részleteire az értekezésemben nem térek ki, de a szamitasok igazoltak, hogy 19 esetében az in-

€s out-konformaciok kozotti &tmenet gyorsan végbe tud menni, mig 6 esetében az atalakulas
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teljesen gatolt, a tetra-NO> szarmazék in-konformdcioban stabilizalodik (SP23 Figure 4). A
négy vegylilet (6, 17-19) cpKa értékének megadasahoz a termodinakai ciklusnak (3.3. pont,
35. abra) megfelel paramétereket is kiszamoltuk (SP23 Table 4: a publikacio tablazataban a
17 és 18 vegyiilet adatait sajnalatosan megcserélve adtuk meg, az alabbi interpretacio a helyes).
A 19 ¢és 18 vegyiiletek ionizacidjanak Gibbs-féle szabadentalpidja a mért pKa adatokkal
Osszhangban kozel esett egymashoz (AGgiz19 = 335,1 kcal/mol, AGgsz18 =331,5 keal/mol), mig
a két tetra-NO. szarmazék (6, 17) esetében a szamitott szabadentalpia (AGgq-6 = 308,5 kcal/mol,
AGga-17 = 287,3 kcal/mol) szignifikasan csokkent. Az eredmények alapjan az is megallapithato,
hogy a AGgq- csokkenése sokkal nagyobb az aciklus (18, 17), mint a koronaéter vegyiiletpar
(19, 6) esetében. A négy vegyiilet protonalt formajanak szolvatacidés szabadentalpidjaban
(Gszoiv,Ha) 1ényeges kiilonbséget nem tapasztaltunk, mig a deprotonalt formak szolvatacios
szabadentalpidjdban (Gso1,a-) szdmottevd kiilonségeket lehetett azonositani. A tetra-NO:
szubsztiticié nagymértékben csokkentette a 6 és 17 Gsola- értékét, vagyis a szolvatacio ebben
az esetben, novelve a két vegylilet cpKa értékét nem kedvez a proton-disszociacios
folyamatnak. A QM (B3LYP funkcional, 6-311 + G(d) bazis készlet, Polarizable Continuum
Modell (PCM)) alapu cpKa. adatokat az ionizacios reakcidé vizes oldatra vonatkoztatott
termodinamikai ciklusa alapjan szamolt szabadentalpia valtozas (AG,) alapjan adtuk meg, ami
egylittesen leképzi az Osszes eldbb leirt hatast. Az igy kapott cpKa értékek joval nagyobb
tartomanyba estek, mint a mért pKa adatok, amit az alkalmazott implicit oldészer modell (PCM)
hib4javal magyaraztunk. Ennek kezelésére a szamitisok soran alkalmazott PCM2™®) mellett
tovabbi két szolvatacioés modellel (polarizable conductor calculation modell (IEFPCM)[28,
Solvent Model Density (SMD)[281]) is elkésziiltek a szamitasok, de ezekkel is kozelitéleg azonos
eredményt kaptunk (SP23 Table S1—S5). A szamitott cpKa értékeket attekintve tovabbi
érdekesség, hogy az egyszeribb QSPR modszerrel kapott cpKa értékek saverdsség
szempontjabol hasonld sorrendbe allitottak a vizsgalt négy vegyliletet, mint a magasabb szintii
QM modszer (19. tablazat).

Osszefoglalva a kapott eredményeket, a diarilfoszfinsav egységet tartalmazé kiralis
koronaéterek eldzetes vizsgalataink alapjan homokiralis preferencia mellett kedvezd ionofor
sajatsagot mutattak kirdlis aminok enantioszelektiv iontranszport-folyamatdban. Az
iontranszport vizsgalat alapjan megmutattunk, hogy mind a transzportalt amin mennyisége,
mind a fogad6 oldali minta enantiomer tisztasaga fiigg a diarilfoszfinsav egység két aromas
gylirtijének szubsztituenseitdl. Az eredmények alapjan az elektronkiildé tBu csoport jelenléte a
kedvezdbb, mig az elektronszivo NO:2 csoportok jelenléte kedvezdtlenebb a folyamatra. Ennek

hatasat a koronaéterek, illetve azok akiralis szarmazékainak pKa mérésével és kvantumkémiai
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szamitasokkal tdmasztottuk ald. Vizsgalataink ramutattak arra, hogy kiilondsen az orto helyzetii
NO: csoportok jelentdsen csokkentik a diarilfoszfinsav egységet tartalmazd koronaéterek
proton-disszocidciojat. A QM szamitasok megerdsitették, hogy a tapasztalt pKa ndvekedés a
NO- csoportok sztérikus hatasara bekdvetkez6, a foszfinsav OH csoportja és a makrociklus
harmadik éteres O atomja kozotti erds, tovabba a masodik és a negyedik éteres O atom
kozelsége miatti erésitett H-kotéssel magyarazhatd. A szamitasok alapjan a NO2 csoportok
elekronikusan is stabilizaljak a kialakulé H-kotést, melyet ezen vegyiiletek OH csoportjahoz

tartozo proton pozitivabb Mulliken toltése is igazolt.

8. tézis:

A 9-akridinkarbonsav egységet tartalmazo, a piridino- és piperidino-, tovabba a diarilfoszfinsav
egységet tartalmazo koronaéter vegyiiletcsalad proton-disszociacios allandoinak mérésével, illetve
kiilonb6z6 modszerekkel torténd szamitdsdval ramutattunk, hogy a koronaéter szarmazékok esetében
a makrociklus, illetve a hozza kapcsolodo csoportok egyedi elektronikus és sztérikus hatasai miatt a
vegyiiletek pKa értékének eldrejelzésére szolgald in silico modszerek szinte minden esetben csak
korlatozottan alkalmazhatok. Vizsgalataink alapjan igazoltuk, hogy a predikcidos modszerek a legtobb
esetben sem a makrociklus méretére, sem a kiralis centrumat kialakité csoportra, sem annak
helyzetére nem érzékenyek. Egyes vegyiiletcsaladokra bontva, az akridino-koronaéter esetében a
szamitasok nem egységes elérejelzésének ellenére igazoltuk a vegyiiletcsalad ikerionos karakterét, az
akridin egység bazicitasa és enantioszelektiv jellege kozotti pozitiv korrelacidt. A piridino-
koronaéterek savas (pKa ~ 13), illetve a piperidino-koronaéterek bazikus (pKa ~ 4,4) csoportjai
esetében mért pK, értékeiket 6sszevetve a kismolekulas katalizisben alkalmazott organokatalizatorok
H-ko6tés donor/akceptor funkciot hordozo csoportjanak DMSO-ra vonatkoztatott psKa (6—28)
tartomanyaval, megmutattuk, hogy kelld sav/bazis karakterrel rendelkeznek ahhoz, hogy H-kotés
donor/akceptor sajatsaguk révén alkalmasak legyenek bifunkcionalis organokatalizatorként torténd
felhasznalasra. A diarilfoszfinsav egységet tartalmazé koronaéterek esetében igazoltuk, hogy az
aromas gyurlik orto és para helyzetben torténd szubsztiticidjanak eltérd hatasa van a diarilfoszfinsav
szarmazékoknal az elektronkiildé (tBu) és elektronszivdo (NO.) csoportok elektronikus hatdsa
érvényesiilt a diarilfoszfinsav egység proton-disszocidciods folyamataban, addig az orto helyzetii NO:
csoportok csokkentették a koronaéter savas karakterét (pKa értékiik nott). A NO: csoport vart
elektronikus hatasaval ellentétes folyamatot, kvantum mechanikai szamitasok alapjan, a makrociklus
éteres O atomjai ¢és a foszfinsav OH csoportja kozott kialakulo tobbpontos H-kotés kialakulasaval

magyaraztuk.
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A tézishez kapcsolodo kdzlemények:
[SP20,SP21,SP22,SP23]
IF: 1,833+1,031+2,108+2,651 = 7,623

Fliggetlen hivatkozasok: - + 1 + 2 + -

3.7. Gyogyszerhatoanyag — ciklodextrin komplex Kkialakulasanak vizsgalata
potenciometrikus titralassal oktanol — viz megoszlasi rendszerben!SP24]

Az elmult tiz évben piacra keriilé gyogyszerek ¢€s 0j klinikai kandidatus vegytiletek korében
jelentdsen megnétt a vizben rosszul oldédé hatdéanyagok szdma. A jellemzden rossz
biohasznosulassal ¢és sok esetben nem kivant mellékhatasokkal is jaro jelenséget az iranyitott
szerkezeti modositasok tervezése mellett kiilonbozd oldhatdosag fokozd formulécios
technikakkal igyekeznek megoldani. A formulacios stratégia egyik iranya a kiilonb6z6 oldodast
segitd adalékanyagok alkalmazasa, melyre jo lehetOséget biztositanak a ciklodextrinek (CD:
a-D-gliikopiran6z egységek 1—4 kapcsolodasaval 6sszeallo ciklikus oligoszacharidok), melyek
lipofil iregiiknek koszonhetéen képesek reverzibilis komplexet képezni a szintén lipofil
hatéanyag molekulakkal és hidrofil kiilsé feliiletiik segitségével azok vizes oldhatosagat akar
tobb nagysagrenddel is novelhetik. A kialakuld reverzibilis hatéanyag — CD komplex nem
csupén a vegylilet oldhatosagat, de biohasznosuléasat, kémiai stabilitasat is képes ndvelni, egyes
esetekben a biologiai membranokon valo atjutasat is segitheti.[?82128% Tekintettel arra, hogy a
CD hatdanyaghoz viszonyitott mennyiségének valtozasdval a vizes oldatban valtozik azok
sztochiometriai viszonya, illetve a fokozott CD mennyiség sok esetben még a hatdanyag
biohasznosulésat, célbajutasat is képes csokkenteni, fontos a megfeleld hatoanyag—CD arany
beallitdsa a formulacio fejlesztése soran.[284-12861 Ennek érdekében a formulacios stratégia igen
fontos eleme a kialakulé komplex stabilitasi allandojanak mérése, ami nemcsak a kolcsonhatas
mértékérdl, de a koncentraciofliggd sztochiometriai valtozasrol is informaciot szolgaltat. A
vizsgalat fontossiga miatt szamos modszert dolgoztak ki a stabilitasi allandd (K)
meghatarozasara, melyek kozott vannak oldatban (oldhatosagi izoterma, spektrofotometria,
UV-pH és potenciometrikus titralas (ApKa), elektroanalitika, elvalasztastechnika, polarimetria,
stb.) és szilard fazisban (pasztazd elektron mikroszkdpia, rontgen diffrakcio, infravords
spektroszkopia, NMR, kalorimetria, termogravimetria, stb.) végzett -eljarasok.[2871[288l
Kutatomunkank soran egy ritkan alkalmazott és sok tekintetben csak részlegesen kidolgozott
eljaras, a megoszlasi hanyados alapi modszer tovabbfejlesztésével foglalkoztunk.[2891-1291]
Munkank kiindulopontjat az oktanol — viz megoszlasi hanyados (logP) mérésére szolgald

automatizalt potenciometrikus titralasi technika adta. A pH-metrikus titralason alapulé modszer
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elméleti hatterében roviden az 4ll, hogy egy vegyiilet tisztan vizben mért pKa értékének, illetve
az oktanol — viz megoszlasi rendszerben mért poKa értékének kiilonbsége Osszevethetd a
neutralis forma (long)V/W) és a teljesen ionizalt forma (logP) yw) lipofilitasi értekének
kiilonbségével. Ennek koszonhetéen a két titralasi rendszerben kapott Bjerrum-fiiggvények
(atlagos ionizalhaté protonok szama (nH) a pH fliggvényében) kiilonbségével megadhatd a

vegyiilet logP, illetve pH-fiiggé logD értékei is (Id. (12)-(14) egyenletek).[23

diff logP = logP;),, — logP;, = +(poKs — pKo) (12)

logP}),, = log

(10i(poKi—pKa)—1) (13)

108D,y = log(P),, + Pf,10~PKa=PH)) —Jog(1 + 10*PKa=PH)y - (14),

ahol monoprotikus savak esetében PXH > PX bazisok esetében PX > PXH*,

Annak érdekében, hogy a hatdbanyag — CD komplex stabilitasi allandojat meg tudjuk adni, els6é
Iépésben azonositanunk kellett az oktanol — viz rendszer egyenstlyi folyamatait, az
egyensulyban kialakulo varhatd koncentracio-viszonyokat. Ehhez el6szor felirtuk az Gsszes
egyensulyi folyamat egyenletét a hatdanyagra, CD-re és az oktanolra a megoszlasi rendszerben,
majd szamba vettiik a lehetséges egyszerisito feltételeket (42. abra: A részletes levezetést,
egyenleteket az értekezésemben nem adtam meg, csak utalok az SP24 kézleményben megadott
egyenletekre (eq)).

I R _ -1,64 £ 0,05 (FITC-NH-HPBCD)
D, + Do Papp v

oktanol —
?l;‘“' ‘H; -------- logPpgcp {

, 1
Oy + CDy, + Dy,
Kl:l.oc% '%‘Kl:l.CD
0-CD,, ~ D-CDy ]

42. abra Hatdanyag (D), ciklodextrin (CD) és oktanol egyensulya az oktanol — viz megoszlasi

rendszerben

A 42. abra alapjan lathato, hogy az egyszertit CD mentes megoszlasi rendszerhez (Pé\?w) képest
a CD jelenlétében a vizsgalt hatdanyag latszolagos megoszlasi hanyadosanak megadasidhoz

(P({\{,p), sziikséges, hogy figyelembe vegylik a vizes oldatban a szabad és CD-el komplexalt
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hatoanyag egyensulyat (Ki:1,cp) (SP24 eq (1)-(3)). Az egyensuly felirasanal fontos kiemelni,
hogy a CD oktanolos fazisban valo jelenlététdl eltekintettiink, tovabba szamolnunk kellett a
vizes fazisban jelenlévé CD miatt azzal, hogy az nem csak a hatdéanyaggal, hanem a
hatarfeliileten az oktanollal is komplexet képezhet ([0 - CD],,). Ily médon szamolnunk kell egy
plusz egyensulyi folyamattal is (K1:1,0kt: SP24 eq (4)). E két feltételiink igazolasat, vizsgalatat a
levelezetés bemutatasat kovetéen mutatom be. A teljes folyamat felirasahoz sziikségiink volt a
vizes fazisban kialakul6 teljes CD koncentracid ([CD]wwow: 1d. (15) egyenlet), tovabba az
oktanol koncentracié [O]w megadasara is. El6bbinél a kiindulasi feltétel, hogy [D]w < [CD]w.
oldhatdsagaval (Sook) kozelitettiink. Osszegezve az egyensulyi folyamatokat a (16)
egyenlethez jutottunk. A (16) egyeletbdl kiindulva a potenciometrikus titralassal meghatarozott
kapott adatpontok linearis regresszidjanak meredekségébdl (17) egyenlet segitségével
kiszamolhat6 a CD — hatéanyag komplex stabilitasi allanddja (Ki:1,cp). Természetesen ehhez

elézetesen meg kell hataroznunk Ki:1,0kt és So,okt €rtékeket.

[CD]w,totél = [CD]W + [0 ’ CD]W + [D ' CD]W = [CD]W + [0 ) CD]W (15)

1 1 Kl:l,CD[CD]W,totél (16)

N — pN N
Papp Po/w (1+K1:1,okt50,okt)Po/w

Ki.1,cp = meredekség(1 + K1:1,okt50,okt)P(1)V/w 17)

Fontos emlitést tenni arr6l, hogy a fenti megkdzelitésben csak a vegyiiletek neutralis formajara
vonatkoztatva vezettiik le az egyensilyi folyamatokat, fejeztikk ki Ki:1,cp értéket. Ennek oka
elsdsorban az alkalmazott titralasi technika és berendezés, illetve az egyszeriisito feltételeink
altal szabott korlatok voltak. Abban az esetben, ha a vegytilet ionos formajara is meg akarnank
adni a Ky:1,cp értéket, igen nagy oktanol felesleggel kellene dolgoznunk, hiszen a CD jelenléte
jelentésen csokkentette a vegyiilet neutralis formdjanak lipofilitasat (logPéV/W » logPayy) is,
igy varhatoan logPC{pp érték is jelentdsen csokkene. Korabbi tapasztalatok alapjan jo eséllyel
tobb nagysagrenddel kisebb lenne, mint 1.1°Y (Az alkalmazott Sirius T3 titrator (Pion Inc.) dltal
biztositott maximalis titrdlasi (2,8 ml), illetve a minimdlisan sziikséges vizes fazis térfogat (0,8 ml)
alapjéan az elérhetd legnagyobb oktanol:viz ardny r=3,5. Igy a médszer alsé méréshatdra logP>1).

Ezt kovetden a két egyszeriisitd feltételiink kisérletes aldtdmasztidsdba kezdtiink. Tekintettel
arra, hogy a legtobb gyogyszerformulacios kisérleti adat és in vivo alkalmazas is a (2-

hidroxipropil)-p-ciklodextrinhez (HPBCD) kapcsolhato, 28112921 modellfejlesztésiinket ezen a
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CD szarmazékon végeztiik. Els6 1épésben a CD jelenlétének oktanolos fazisban valo
elhanyagolasanak megerdsitésére kivantuk mérni a HPBCD logP értékét. Vizsgalatunk
kiindulépontjat a kordbban publikélt, de a mérések bizonytalansagat jelzé kozleményekbdl
szarmaz6 log Py}, cp értékek,PM2RI2%] tovabba szamitott clogP értékek adtak. Bar a mért és
szamitott lipofilitasi adatok kozott nagysagrendi eltérés volt, mindegyik a CD szdrmazékok
csokkent lipofilitasat jelezte. Gyodgyszertechnologidban daltalanosan alkalmazott CD
szarmazékok clogP adatait harom kiilonb6z6 becslé programmal (MarvinSketch 17.27.0,
milogP 2017, ALOGP 2.1) is kiszamoltuk. A kapott adatok alapjan, a harom szoftver tobb
nagysagrend kiilonbséget is mutatott egy-egy CD esetében (-12 > clogP > -2), de szinte kivétel
nélkiil a clogP kisebb volt, mint -2 (SP24 Table 1). A méréseket ennek fényében a klasszikus
egyensulyi razatassal terveztilkk végezni, viszont ezzel kapcsolatban két problémaba is
utkoztiink. Egyrészt az 4ltalanosan alkalmazott CD szarmazékok detektalhatdsaga
meglehet6sen korlatos, masrészt a sajat és masok altal leirt tapasztalat is arra mutatott, hogy a
természetes - és y-CD szarmazékok az oktanollal vizben rosszul oldodo vagy gyakorlatilag
oldhatatlan komplexet képeznek. A probléma megoldasara, a CycloLab Kft. munkatarsai
(konzultaciot kovetden) szintetikus uton eldallitottak szamunkra egy fluoreszcens HPBCD
szarmazékot (FITC-NH-HPBCD: 6-dezoxi-6[(5/6)-fluoreszceiniltio-karbamido]-HPBCD). A
fluoreszcens detektalds adta érzékenység mar biztositotta szdmunkra a mérés kivitelezését,
melynek részletei az SP24 3.2. pontjaban és Table SI-ben taldlhatoak. A mérés alapjan
logPFTc-NH-HPBCD=-1,64+0,05 értéket kaptunk. Figyelembe véve a mért értékhez legkozelebb
es6 ALOGP HPBCD és a FITC-NH-HPBCD szarmazékokra szamitott paramétereit
(ALOGPHpecD=-2,1; ALOGPFiTc-NHHPBCD=-0,7) megallapithato, hogy a jelzett szarmazék joval
lipofilebb, mint a HPBCD. gy a FITC-NH-HPBCD esetében mért lipofilitas érték és a becsiilt
ALOGP értékek Osszevetése alapjan elmondhato, hogy a HPBCD logP értéke -2,5 és -3,0
kozott lehet. Igy a keriilé Gton nyert becsiilt logP tartomany alatimasztja azon feltételiinket,
hogy az oktanolos fazisban eltekinthetiink a HPBCD jelenlététél és igy az ahhoz kothetd
egyensulyi folyamatoktol is.

Masodik 1épésben az oktanol megoszlasi viszonyat, vizes fazisban az oldhatosagat (So,okt) €s
komplex stabilitasi allandojat (Ki:1,0kt) vizsgaltuk az alkalmazott megoszlasi rendszer fazis
aranyai mellett, illetve kés6bbi kisérletekben tervezett koncentracio tartomanyaban HPBCD
jelenlétében. A vizsgalatok soran tizenkét fazisarany mellett mértik a vizes fazis oktanol
(SP24 3.3. pontban leirtak szerint). Az eredmények alapjan a fazisarany valtoztatasanak nem

volt hatasa az oktanol megoszlasara, a parhuzamos mérések alapjan Sook=4+0,6 mM értéket
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kaptuk. Ezt kdvetden kiilonb6z6 HPBCD koncentraciok mellett is mértiik az oktanol vizes
oldhatésagi izotermdjat. Az oktanol komplex stabilitasi allandojat (Ki:10k=549 M), illetve a
komplexképzés hatékonysagat (So okt * K1.1,0k¢=1,847) @ Cokt — CHpecp adatpontok linedris
regresszidja (SP24 Fig. 2) és az SP24 (8) és (9) egyenletek segitségével (Connors 1987)[2%
adtuk meg. Tekintettel arra, hogy a regressziés egyenes meredeksége kisebb volt, mint
egységnyi (s=0,6488), illetve a korrelacios koefficiensre kellden magas értéket (R?=0,962)
kaptunk, az oktanol — CD komplex sztdchiometriai viszonya 1:1-nek tekinthetd. A stabilitasi
allando érzékenységét megvizsgaltuk a kisérletbe bevont négy hatéanyag (prometazin (PRO),
ketoprofén (KET), diklofenak (DIC), bupropion (BUP)) esetében is. A kapott izotermak
regresszids egyeneseinek meredekségét F-proba segitségével Osszehasonlitottuk az el6zo,
hatéanyagot nem tartalmazo megoszlasi rendszerben kapott meredekséggel. A SP24 Table 3-
ban 0sszefoglalt statisztikai adatok, p valosziniliségi érté¢kek alapjan a hatbanyagoknak nem volt
szignifikans hatdsa cok, és ezzel Osszhangban Ki:1k értékre sem. Igy vizsgalataink alapjan
mindkét egyszeriisité feltételiinket kisérletesen is alatamasztottuk, ami a (15)—(17)
egyenletekhez vezetett. Igazoltuk tovabba, hogy az oktanol megoszlasi rendszerben kialakuld
vizes oldhatosagat, illetve a HPBCD-vel kialakuldé komplex stabilitasi allandojat nem
befolyasolja a vizsgalt hatanyagok jelenléte. Igy a (16)—(17) egyenletekben
szerepld  Ki.1 okt * Sookt altalanosan hasznalhato, anélkiil, hogy azt minden vizsgalt vegyiilet
esetében ki kellene mérni.

Ezt kovetden a logP alapt Ki:1,cp meghatarozasi modszer kidolgozasahoz a Sirius T3 titrator
segitségével elvégeztiik a megfeleld vizsgalatokat a négy kivalasztott hatdbanyagon (PRO, KET,
DIC, BUP: Id. az el6z6 bekezdésben). Eldszor UV-pH titralas segitségével megmértiik a
vegytiletek pKa, illetve kiilonbozé HPBCD mennyiségek mellett a pKa app értékeit. Az adatokat
felhasznalva a Benesi-Hildebrand egyenlet felhasznalasaval megadtuk a neutralis és ionos
formakra vonatkoz6 Ki:1n és Ki:1,i értékeket (1d. SP24 Table S7-S9, Figure S5). Ezt kdvet6en a
Pév/w és Payp értékek megadasahoz, a vizes rendszerben kapott pKa értékeket felhasznalva,
potenciometrikus titralassal mértilk a vegyiiletek poKa értékét oktanol — viz rendszerben
kiilonb6z6 HPBCD koncentraciok mellett, illeve anélkiil is (SP24 Table S3-S6). A mérések

adatai alapjan abrazoltuk az 1/Pj;,, értékeket a crpeep fiiggvényében és a kapott adatpontokra
linearis regresszioval egyenest illesztettiink oly médon, hogy a y-tengelymetszet a P(I,V/W legyen.

Mind a négy vegylilet esetében a linedris regresszios egyenes korrelacids egylitthatojanak

négyzete, R>>0,975 volt, igy az egyenesek meredeksége és a (17) egyenlet felhasznalasaval
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meg tudtuk adni a vegyiiletek Ki:1HpecD értékét. A két fiiggetlen modszerrel mért Ki:1,HpecD
adatainkat Osszevetettiik korabban kozolt adatokkal. Tekintettel arra, hogy a kézleményekben
sok esetben nem osztjadk meg teljes részletességgel a kozolt adatok mérési koriilményét, az
Osszehasonlitds nem konnyii (Osszes mérési adat: SP24 Table 4). Ennek ellenére a hasonld
koriilmények és azonos molekularis formakra kapott adataink, illetve azok szorasa a korabban
kozolt adatokkal szemben nagysagrendi eltérést nem mutattak. A 20. tablazat Ki:1npscp adatai
kozotti kiilonbség a mérési koriilményeken kiviil abbdl is addédik, hogy a kiilonbozo
modszerekkel eltér6 molekularis sajatsag megvaltozadsan keresztiil is vizsgalhaté a

komplexképzddés folyamata.

20. tablazat A vizsgalt hatoanyagok — HPBCD komplexek stabilitasi allandéi (Ki:1,npecp) sajat és

korabbi kozleményekben megadott mérések alapjan

Hatéanyag  Kianpeco (M)  Molekuléris forma Mérési modszer Meérési koriilmények
Prometazin 2345 + 40 semleges megoszlas (Pa",’op) alapu
(PRO) 5940 + 70 semleges UV-pH (pKa) titralas T=25 °C, I=0,15M KCI*
540 + 10 ionos UV-pH (pKa) titralas
7516 + 742 semleges spektrofotometria T=20 °C, pH 10,8[2°"
1855+ 32 ionos spektrofotometria T=20°C, pH 6,821
Ketoprofén 675+15 semleges megoszlas (Pyy,,) alapt
(KET) 1365+ 70 semleges UV-pH (pKa) titralas T=25°C, 1=0,15 M KCI?
450 + 40 ionos UV-pH (pKa) titralas
935+ 15 semleges oldhat6sagi izoterma u.a., pH2,0°
970 + 9 ionos oldhat6sagi izoterma T=25 °C, pH 6[*%
Diklofenak 140+5 semleges megoszlas (Pyy,,) alapt T=25°C, I=0,15M KCI?
(DIC) 310 £15 semleges UV-pH (pK,) titrélas
135+ 15 ionos UV-pH (pKo) titralas ~ T=20 °C,1=0,2 M NaCl,
620 £ NA semleges oldhatoségi izoterma pH 2,4
237+ NA ionos oldhatosagi izoterma u.a, pH 6,5
Bupropion 1530 £30 semleges megoszlas (PN ) alapt o T
(BUP) 1755 £ 30 semleges UV-pH (pK:)palapﬁ T:2TS_ ZE’OIC_O’I}? I\gOI(%CIa
105 + 15 ionos UV-pH (pKa) alapti - »PH 5
4266 + 1 ionos spektrofotometria

NA: nincs adat megadva, ®sajat vizsgalat alapjan adtuk meg.

Jo példa erre a sajat UV-pH (pKa) és megoszlasi hanyados (Py),,) alapi mérések semleges
formara kapott Ki:1npscp értékei kozott azonosithato kiilonbségek.

Végezetiil munkank mintegy Osszefoglaldsaként a kiilonboz6 titralasi rendszerekben kapott
Bjerrum-fiiggvények Gsszehasonlitasaval megvizsgaltuk a HPBCD hatasat a vizsgalt négy
hatoanyag mért pKa értékeire. A kidolgozott megoszlasi hanyados (Pyy,) alapu, illetve az UV-
pH (pKa) titralason alapuld Ki:1Hpecp meghatarozasahoz is sziikséges volt a vizes rendszerben
(pKa, pKaapp), illetve az oktanol — viz rendszerben (pKa, pKaapp) mért pKa értékek 6sszevetése.
A Bjerrum-fiiggvényben kapott jellemz6 pKa eltolodasokat 43. abran mutatom be a prometazin
(PRO) példdjan. Az abran lathatdé pKa eltoloddsokat magas HPBCD koncentracid
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(cHrecp=80mM) mellett kaptuk. Lathat6, hogy a vizes rendszerben kapott pKa eltolodas
viszonylag kismértékii (ApKa=0,48), mig az oktanol — viz rendszerben t6bb mint egy
nagysagrenddel nagyobb poKa valtozast (ApoKa=1,70) lehetett azonositani. Ennek hatterében az
allhat, hogy mig a vizes rendszerben a HPBCD a hatéanyag komplexképzésén keresztiil csupan
rendszerben ezen feliil a megoszlasara is hat, elsddlegesen a vizes fazisban valod oldhatdsag

novelésen keresztil.

PRO H,c_ _CH,
1,0 N
- HCI
*
ch)\
@:N
Z 05 S
logP,/,, = 4,35 — viz
logPN =2,28 — oktanol-viz
e viz + HPBCD
— oktanol-viz + HPBCD
0,0 . y ™~
’ 4 +°6 £ 8 » 10
?° & &
pH

43. abra A prometazin (PRO) potenciometrikus pKa és poKa titralasdnak Bjerrum-fiiggvénye HPBCD
jelenlétében (Chpeco = 80 mM) és anélkiil. (nu: atlagos ionizalhatod protonok szama, pKa=9,00; pKaapp=8,52;

PoKa=5,67; poKa,app=7,37).

Tekintettel arra, hogy a logP adat bizonyos értelemben a vegyiiletek passziv transzport vezérelt
felszivodasi készségét is elorejelzi, a HPBCD hatasara bekovetkezd lipofilitdas csokkenés
egyuttal a CD-ek korabbi vizsgalatokban leirt permeabilitas csokkentd hatasaval is azonosithatd
lehet.F%U Masfeldl az osszetett, tobb hatas ereddje kapcesan tapasztalt fokozott poKa valtozas az
altalunk tovabbfejlesztett megoszlas alapi méréstechnika alkalmazdsdnak egy tovabbi
alatamasztasa, hiszen ez egyuttal noveli a mérési technika érzékenységét, illetve ezzel

Osszefliggésben a robusztus jellegét is.
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9. tézis:
Vizsgalataink alapjan egy olyan, oktanol — viz megoszlasi rendszer alapti médszert dolgoztunk ki,

amely alkalmas a hatéanyagok megoszlasi hanyadosanak (Pa"{,p - Pé\}w) megvaltozdsan keresztiil a

hatéanyag — CD komplex stabilitasi allandojanak (K. ¢p) meghatarozasara. Fluoreszcens HPBCD
(FITC-NH-HPBCD: 6-dezoxi-6[(5/6)-fluoreszceiniltio-karbamido]-HPBCD) szarmazék lipofilitas
mérésén keresztiil igazoltuk modelliink leirasanal hasznalt azon kiindulési hipotézisiinket, miszerint
a megoszlasi rendszer oktanolos fazisaban eltekinthetiink a HPBCD, illetve kiterjesztve a hasonlo
lipofilitasi karakteri CD szarmazékok jelenlététl. Megmutattuk, hogy a megoszlasi rendszerben
jelenlévé HPBCD befolyasolja az oktanol mennyiségét a vizes fazisban, de az fiiggetlen a rendszer
fazisaranyatol és a vizsgalt hatdanyag mindségétdl és mennyiségétdl is. A hatdanyagok lipofilitas
valtozdsanak automatizdlt potenciometrikus titraldsi modszerrel torténd meghatdrozasaval
bizonyitottuk, hogy a hatdéanyagok CD-ek hatasara bekovetkezd pKa valtozasa tobb mint egy
nagysagrenddel nagyobb a megoszlasi (poKa — PoKaapp), Mint a tisztan vizes (pKa — pKaapp)
rendszerben. Osszességében elmodhatd, hogy a kordbban alkalmazott eljarasoknal kisebb
anyagmennyiséget igényl0, kozepes ateresztOképességli, robusztus technikat dolgoztunk ki

hatéanyag — CD komplex stabilitasi dllandojanak meghatarozasara, amely jo eszkdzként szolgalhat

crcr

A tézishez kapcsolddo kozlemény:

[SP24]
IF: 3,649; Fliggetlen hivatkozasok: -
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