Valasz

' Prof. Noszal Béla
.Uj lehetdségek hatoanyagok fizikai-kémiai jellemzésére a gybgyszerkutatasban™ cimil
az MTA Doktora palyazatomra vonatkozo biralatdra

Szeretném kifejezni kiszonetemet Noszal Béla professzor arnak a palyazatom részletes €s
mélyrehaté biralataért. Az el6szavaban megfogalmazott, kutatési munkémra és annak helyére
vonatkoz6 megjegyzései kiilon is megérintettek. A biralataban megfogalmazott szamos kérdés
gy gondolom hosszabb tavon is fontosak szamomra, hiszen ilyen, altalanos, fiiggetlen ralatast,
illetve véleményt ritkan kap az ember a munkajara vonatkozoan és ugy gondolom ennek
tanusagai jo eséllyel kihatnak az ember egy adott teriilethez valé viszonyulasahoz is. Kiilon is
szeretném megkdszonni tamogatd szavait, melyet nem csak magamra, de a palyazati munkdaban
résztvevé kollégaimra vonatkozoan is nagy elismerésnek tartok.

Az altalanos szerkesztési, formai észrevételeit, a biralat végén talalhato hibajegyzéket
sajnalattal olvastam, de természetesen a kritikai észrevételeit ezekre vonatkozoan elfogadom és
koszonom. Professzor Ur konkrét kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

Valaszaim Prof. Noszal Béla megjegyzésire, kérdéseire.

1. A bér PAMPA modellben a dodekant szilikonolajra cserélte, mert utobbi javitja a
membran vizfelvevé képességét. Mig a dodekan kémiailag egységes anyag, addig a
szilikonolaj molekularisan heterogén. Nem lennc-e még egzaktabb a vizsgélat és a
rendszer, ha a szilikonolaj valamely komponensét hasznalta volna?

Valasz:

A PAMPA modell kétségtelentil kritikus pontja a mesterséges membran, a lipid(ek), vagy
azt modellez6 komponens(ek) €s annak kdzege. igy természetesen a bdr PAMPA esetében
is a szilikon olaj minoségének, a molekulaméret/viszkozitasi tulajdonsagainak hatdsa lehet
modellben vizsgalt hatéanyagok permeabilitasara, a modell prediktivitasara. A modell
kidolgozasanal alkalmazott Baysilone markanévre hallgat szilikon olaj véleményem
szerint kellden jo mindségt, fizikai paraméterei alapjan (viszkozitas: 950 — 1050 mPas,
térésmutato (n2o): 1,405 —1,407) viszonylag homogén termék. Azt azonban el kell ismerni,
hogy homogénebb szilikon olaj frakciok, melyeket orvostechnikai (pl. szemészeti
miitéteknél), kozmetikai felhasznalasban alkalmaznak, alkalmas lehetne/lehetett volna a
permeabilitas — szilikon olaj viszkozitas osszefliggésének vizsgalatara, esetleg a modell
finom optimalizdlasara.

2. A 13. oldalon azt irja, hogy a kiilénbzo lipideket/membran komponenseket szerves
parafinokban oldjak. K&1téi kérdés: vannak szervetlen paraffinok is?

Valasz:

Kszonom a kiigazitast, a parafinok eldtt a szerves jelzének természetesen nincs értelme.




3. A 18. oldalon a bukkalis adagolassal kapcsolatban olvashatjuk: ,....a szdjiireg mukozan

keresztiil a nagyobb méreti molekulak permeabilitisa jellemzoen kedvezotlenebb”,
késobb pedig az elnytjtott szdjiiregi kontaktidot biztositd polimerek alkalmazasanak
indoklasaként azt irja: ,a feltételt kielégitoé formulaciés segédanyagok egyike, a
szajiiregi mukoza epitél membranjan permeabalni képes ciklodextrinek™.
Ezzel kapcsolatban tobb kérdés és észrevétel is folmeriil: Minek tulajdonithato, hogy a
szajiireg mukozan a nagyobb molekuldk permeabilitasa kedvezdtlenebb? Tovidbba, ha
a permeabilitisnak kedvez a hosszabb szdjiiregi tartozkodds, abban miként segit a
ciklodextrin, ami — mint irja — ..az epitél membranon permeabalni képes™ Végiil, ezt
az utolsé mondatot, kiilénds tekintettel a permeabalni fonévi igenévre, tudna-e magyar
nvelvi szempontbol rehabilitalni?

Valasz:

Elismerem, hogy ebben a bekezdésben tobbszoros ellentmondasba keveredtem sajat
magammal is amikor leirtam. A nagyobb molekulik kedvezotlen permeabilitasa, igy
altalanos megfogalmazasban pontositasra szorul. Altaldnos szabalyként lehet mondani,
hogy a kismolekulas hatoanyagok esetében a molekulamérettel nd a lipofilitas, illetve
romlik az oldhatésag. Bar lipofilitdés nvekedése javithatja bizonyos hatarokon beliil a
permeabilitast, a fokozatosan romld oldhatosagi viszonyok lassanként csokkentik a donor
oldalon csokkené hatéanyag koncentracié miatt a permeabilitis hajtoerejét. A masik
aspektusa ennck a megkozelitésnek, hogy a természetes lipidmembranokhoz hasonloan, bar
nem akkora mértékben, a foszfolipidek rendezettsegébil, strukiuraiabol is adodik. hogy egy
hataron tul a névekvé molekulaméret gatja lehet a membranon alo atjutasnak. Visszatérve
a ciklodextrin permeabilitas befolyasolo, fokozo hatésira. bizonyos értelemben mai napig
sem tisztdzott a pontos szerepe. A palyazatban megtogalmazott mondat viszont
semmiképpen sincs ok-okozati dsszefliggésben a kérdes targyaval, Pontositasként az elmult
években tortént sajat és masok altal kozlt vizsgdlatok alapjan clmondhato, hogy sok
esetben épp permeabilitas csékkenés figyelheto meg a donor oldalon alkalmazott
ciklodextrin alkalmazasa esetén, kiilondsen akkor, ha a vizsgalt hatoanyag ¢s az alkalmazott
ciklodextrin kozotti komplexstabilitds nagymértékt. Ugyanakkor, ha a hatast a tluxus
valtozasan keresztiil vizsgaljuk azonosithatova valik, hogy a donor oldalon kialakulo
nagyobb  hatoanyagkoncentricio osszességében  nagyobb  akceptor  oldali
hatdanyagmennyiség megjelenéschez vezet. [gy az egyes belépési kapukra vonatkoztatva
Bsszességében nagyobb biohasznosuldst lehet elérni a ciklodextrinek alkalmazasaval, akar
az in vitro rendszereket tekintjiik, de ezt tobb eseteben in vivo farmakokinetikai vizsgalatok

is igazoltak.

Egyetértek a permeabalni kifejezésre vonatkozo rehabilitacios igénnyel. Sajnos egzakt és a
magyar nyelvnek sem idegen Kifejezést nem biztos, hogy tudnék javasolni. Taldn az epit¢l
sejtek membranjan penetralni képes kifejezést nyelvtanilag helyesebb lett volna
hasznalnom.

4. A bukkalis PAMPA modell korrelaciéja ex vivo sertés szdj nyalkahartyan mért
adatokkal cim( fejezetben leirja, hogy a sertés szdj nydlkahartya adataihoz
hasonlitandé, harom modellt fejlesztettek ki. Ezzel kapesolatban tobb kérdés is adodik:

l.egjobbnak bizonyult az énmagaban dodekannal kialakitott modell. Bér PAMPA
esetében a dodekant szilikonolajjal helyettesitette a jobb nedvesedés végett. Miért nem




alkalmazott ilyet a bukkalis esetben, hiszen a szijiiregben a nyal még komolyabb,
allando, természetes nedvesitd agensként is mikadik.

A sertés ex vivo nyalkahartyaval az un. szajnyélkahartya-specifikus lipidkeverckkel
kialakitott PAMPA modell mutatta a legszerényebb korrelaciot. A rangszamkiilonbség-
sorrend szerinti analizisben pedig az egyolddszeres, dodekan alapa ¢és a
gasztrointesztinalis lipid-koleszterin keverék utdn kovetkezik a szajnyalkahartya-
specifikus modell. Nevezhetd-e ez ezek utdn szajnyalkahartya-specifikus modellnek?

Valasz:

Professzor Ur kérdését teljes joggal kollégaimnak és nekem is tobb esetben feltetick a
modell bemutatasakor. A szilikon olaj modellkomponensként torténd alkalmazasa nem
meriilt fel. A modellfejlesztésnél a dodekan onmagaban torténd, mesterséges gatként
torténé alkalmazasara azért esett a valasztds, hogy bizonyithassuk a modell lipidspecifikus
jellegét. Ebben az esetben azt lehet mondani, hogy a véletlen hozta, hogy az ex vivo sertés
szaj nyalkahartya modell permeabilitasi adataival az ebben a PAMPA modellben kapott
adatok korrelaltak legjobban. Ebben az értelemben lehet azt mondani, hogy egy sertés szaj
nyalkahartya-specifikus permeabilitasi modellt dolgoztunk ki. Természetesen értem
biralom azon aggalyat, hogyan lehet egy 6nmagaban szerves oldoszert tartalmazd
folyadékréteget természetes lipid-specifikus modellként aposztrofalni.  Biofizikai
értelemben nyilvanvaléan sehogy. az elnevezés csak a modell felhaszndldsara utal.
Ugyanakkor az eredmény ramutat arra. hogy a farmakokinetikai értelembe vett belépési
kapuk és a hatdanyagok kozotti kolesonhatisok. azok hozzdjarulasai meglehetdsen eltéroek
lehetnek, még abban az esetben is, ha csupan a passziv transzportfolyamatot vizsgéljuk.
Példaul a vér-agy gat modell esetében sokkal hangsulyosabb a lipidek polaris
fejcsoportjainak nettd toltésének hatasa, itt a dodekan mennyiségét csokkenteniink is kellett
a biomimetikus hatds fokozasdhoz. A bukkalis modell esetében ugy tlnik, hogy a
vegyiiletek klasszikus értelemben vett lipofilitasa, a harmas egyensulyban (donor oldat —
dodekén — fogadod oldat) térténé megoszlasa nagyobb mértékben jarul hozza a vegyiiletek
permeabilitasahoz, mint a lipidkomponensekkel kialakulo specifikus kolesonhatasok. Ezt,
mint a példaként is emlitettem a vér-agy gat, de a szaruhdrtya permeabilitasi modelleink
esetében is megfigyeltiik. Elobbit oldoszer-, mig utobbit lipidmembran-vezérlet
permeabilitasi modellnek neveztem el. Arra a kérdésre, hogy miért a szévetspecifikus
rendszerrel értiik el a leggyengébb korrelaciot azt tudom mondani, hogy sajnos standardizalt
sz4j nyalkahartyabol izolalt lipidfrakcid nem érhet6 el kereskedelmi forgalomban. Igy a
specifikus lipidosszetételnek megfelelé osszetételii keveréket nekiink kellett 6sszemérni,
ami tekintettel a lipidek konzisztencidjara nehezen reprodukalhato, igy meglehetosen rontja
a modell reprodukalhatésagat.

5. A 26. oldalon olvashatjuk: ,,A tipcsatorna endotéljének kozel semleges toltési
lipidmembranjahoz képest...” Egy membran, és altalaban barmi vagy semleges, vagy
Holtést”

Vialasz:

Az észrevétellel egyetértek, a t6ltés szonak itt nincs értelme.




6. A Di és mtsai altal kifejlesztett PAMPA-BBB modellben mi indokolja, hogy a fogado
(lipid) oldat pH-ja is 7.4 legyen, tekintettel arra, hogy a kozponti idegrendszer, mint
alapvetden lipoid kozeg relativ permittivitisa messze alacsonyabb, mint a vizes
oldatoké, igy a pufferek miikodése, pH-tartoménya jelentésen megvaltozik, kivaltképp
az anionosbdl semlegessé protonalédé csoporttal rendelkezé molekuldk esetében.

Valasz:

Mechanisztikus értelemben biralom felvetése jogos. Mindazonaltal a PAMPA rendszer
technikailag és reprodukalhatosag szempontjabol is igényli a fogado oldalon a pufferelt
vizes kozeg jelenlétét. A pH 7,4-es kozeg ebben az esetben az intesticialis tér ¢s a citoszol
kozegeket modellezi. Valaszomat még azzal egésziteném ki, hogy az egyik elfogadott, in
vivo preklinikai agyi penetracios vizsgalati rendszerben, a mikrodializis vizsgalatban is
jellemzéen pH 7,4-es pufferalt vizes kozeget keringgetnek a rendszerben kvazi fogadd
oldatként.

7. A 28. oldalon az all: ,,a referencia hatéanyagok kivalasztasanal fontos szempont volt,
hogy agyi felszivodasukat aktiv transzporterek ne befolyasoljak.” Hogyan lehet errdl
meggy6z6dni? Van-e erre erre nézve objektiv biztositék (azon tul, hogy valamely
irodalom ezt allitja)?

Valasz:

Hasonloan a 4. kérdéshez, ez is egyike a PAMPA maodell kidolgozisihoz kapesolodo
erzékeny” kérdéseknek. Leegyszerisitve a révid valasz az leheine, hogy err6l nem lehet
biztosan meggy6zodni. A kutatdcsoport mitkodcési kereter nem tettek lehetévé, hogy sajat,
sejtes alapu permeabilitasi vizsgalatokkal igazoljuk minden, a izsgalatba bevont vegylilet
esetén a transzporterek szerepét. [gy természetesen a szakirodalomi adatokat kellett
segitségiil hivnunk, azzal a feltétellel, hogy igyekeziunk egy-cgy vegyiilet esetében minél
mélyrehatobb irodalomkutatast végezni. Az kétségtelen, hogy sokszor az egyes forrasok is
ellentmondanak egymasnak. Ugyanakkor nehéz i1s lenne egyértelmien kijelenteni egy
vegyiiletrdl, hogy részt vesz-¢ valamilyen transzporter fehérje a felszivodasaban, vagy jelen
esetben agyi penetraciojaban, vagy sem. Sok esetben inkabb arrol lehet beszélni, hogy az
adott vegyiiletnek inkdbb passziv transzport-vezérelt, masik vegyiiletnek meg inkabb
transzporter fehérje altal vezérelt az adott belépési kapunk keresztiili transzportja. Raadasul
épp az egyik legfontosabb efflux transzporter, a P-gp ismerten a dozis novelésével konnyen
telithetd (igaz ez inkdbb a gasztrointersztinlis traktusban érheté el) és onnantol mar inkabb

a passziv transzport veszi at az elsddleges szerepet a felszivodasban.

8. A 4. tablazat mutatja a membran dsszetétel hatdsat a PAMPA — BBB modell elérejelzo
képességére, ahol az elorejelzd képességet az R? értékek szamszerisitik és a szinek is
jelslik. Természetesen, a cél a minél jobb elorejelzd képességet biztositd dsszetétel
megtalalasa, de a rossz elérejelzo képességhez tartozo dsszetételnek is lehet tanulsaga.
A tablazat egyes rubrikaiban 1év6 értékek — érthetd modon — viszonylag kevéssé térnek
el kozvetlen szomszédjaikétdl, viszont — szintén érthetd modon - jelentGsebben eltérnek
a kevésbé hasonlo Osszetételii tavolabbi szomszédjaikétol. Leginkabb kilog e
tendenciabol a 0,058 R? értékil, legvorssebb adat, mely igy kiugroan rossz el6rejelzd
képességet mutat. Van-e erre a jelenségre magyarazat?

Valasz:




Erre a kérdésre nehéz minden tekintetben teljes valaszt adni. A vér-agy gat modellezése
esetén, kiilonos tekintettel arra, hogy a Richter originalis kutatasanak is kritikus pontja volt,
alaposan vizsgaltuk a membran Osszetételének hatdsat az in vivo logBB értékek
elorejelzésre vonatkozoan. Az tisztan latszik, hogy az agyspecifikus lipid jelenlétének,
ndvekvd koncentraciojanak pozitiv, mig az oldoszerként hasznalt dodekannak bizonyos
hatarig negativ hatasa van a modell josagara vonatkozoan. Az eredmény kozvetve sugallja,
hogy van egy kritikus lipidkoncentracid, illetve oldoszer dsszetétel, ami nyilvanvaloan a
lipidrendszer egyfajta specifikus rendezettségére utal. Az elmult években tobbszor is
tettiink ra probat, hogy ezt a rendszert magan a PAMPA sziirdmembranjan, illetve izolalt
azonos mindségli sziirdmembranon vizsgaljuk. Vizsgalataink kiterjedtek az infravoros
mikroszkdpia, kisszogl rontgenszoras (SAXS) és pasztazd elektronmikroszkopia (SEM)
vizsgalati modszerekre, de sajnos még nem jartunk eddig sikerrel, és igazi attorést jelentd
eredményrol ezen a téren mas kutatocsoportok leirasaban sem talaltam.

9. A foszfolipidozis Tomizawa modelljében az egyes hatoanyagok pH=4-en érvényes
nettd toltése szerepel, azzal a nyilvanvalo feltételezéssel, hogy a toltés pozitiv, hiszen a
kationos vegyiiletek okozzak a foszfolipidozist. Bar ez nem a jel6lt munkaja, érdemes
lenne figyelembe venni azt a koriilményt — legalabb egy megjegyzés erejéig — hogy
pH=4-en sz¢ép szammal vannak anionos hatéanyagok is, az acetil-szalicilsavtol a G- és
V-penicillinen at a flufenamsavig.

Valasz:

Az észrevétellel egyetértek, de valoban nem érzem az altalam  vizsgalt modell
szempontjabol feladatomnak ezt figyelembe venni.

10. A 46. oldalon azt irja: ,,A legjobb korreldciot a kézvetien ... citoszol — liposzoma irdnyu
transzportot jellemzd ... PAMPA modellben kapott ecredmenyek mutattak.” Tt
valészintileg nem liposzoma, hanem lizoszoma a helyes togalom.

Valasz:

K&széndm az észrevételt, itt valoban elirasrol van szd. Természetesen citoszol — lizoszoma
iranyt transzportot kivantam itt irni.

11.A foszfolipidézis PAMPA modell kidolgozasinal vizsgalt egyik rendszerre hasznalt
,.gradiens” kifejezés helyett a valosagot jobban megkozelitd elnevezést kellene talalni,
még akkor is, ha ez az irodalomban elterjedtté valt. A gradiens ugyanis a helynek (vagy
mas fliggetlen valtozonak) a fiiggvényében torténé folytonos, torés nélkiil valtozo
mennyiségnek (pl. koncentracionak) a jelolésére vonatkozik (pl. gradiens elucio, vagy
diffuzios koncentracio-gradiens), itt azonban minddssze 2 diszkrét pH értékii, térben
elkiilniilé kozegrol van szo.

Vilasz:

Igyetértek Professzor Ur megjegyzésével, valéban a szakirodalombol vettem/vettiik at a
gradiens kifejezést, maga Alex Avdeef, a teriilet egyik kiemelt szakembere is ezt a kifejezést
hasznélja azokra a PAMPA modellelrendezéskere, ahol a donor és fogado oldat pH értéke




eltéro, talan O is vezette be ezt az elnevezést. Elgondolkozva fenti megjegyzésen, valdjaban
sem az izo- sem a gradiens-rendszer nem 4llja meg a helyét. Kiilonésen annak fényeben,
hogy az ltaldnosan alkalmazott PAMPA rendszerekben a hidroxonium- €s hidroxid-ionok
transzportja gatolt, igy az eltéré pH-ji donor/fogadd oldali rendszerek esetében pH
kiegyenlitddésrdl sem lehet beszélni. Talan helyesebb lenne a mono- és dualis pH-ju
rendszerek elnevezés.

12.A foszfolipidézist prediktilé PAMPA modellben vizsgalt, és dlpozitivnak ill.
alnegativnak nevezett esetekben valdsagos (tehat nem al) foszfolipidozis esély-
novekedés ill. csokkenés kovetkezik be. Ezt ugyan nem (vagy nem egyedil) az
eredetileg vizsgalt vegyiilet okozza, hanem a metabolitja, de attol még a foszfolipidozis
esélyének megvaltozasa tényleges. Ezért helyesebb lenne ezeket az eseteket masként,
pl. metabolikus PLD+ - nak ill. metabolikus PLD- -nak nevezni, annal is inkabb, mert
ez a metabolikus atalakulas az adott vegyiileteknél in vivo koriilmények kozstt is
bekovetkezik, és egy ilyen elnevezés a valtozas okat is megjeloli.

Valasz:

Elfogadom a biralatban leirtakat, a metabolikus PLD+/- kifejezés valoban jobban tiikkrozi a
folyamatot és annak eredményét.

13. A 8. tablazatban lévd szdvetspecifikus lipidkivonatok osszetételének egyik jellemzdje,
hogy a membranalkotok 11 csoportba vannak osztva, melyek kozil 9 kémiailag
egységes anyag, | hasonld anyagok keveréke (neutralis lipidek), 1 pedig az »Egyeb”
kategoridba tartozik, vagyis ismeretlen anyag vagy anyagok kevercke, ami kiilonosen
nagy %-ban fordul el8 a vese és a BBB esetében. Talan ezzel is osszefiigg, hogy az els6
vizsgalatok a tiidd modellen térténtek, ahol az ,Egyéb” hanyada a legkisebb. A
lipidkivonat osszetételének viszonylag rossz definidltsaga mennyiben befolyasolja a
kidolgozandé szervspecifikus modell megbizhatosagat?

Valasz:

Ugy gondolom, hogy az altalunk és masok dltal kidolgozott szdvetspecifikus modellek
lipidésszetételének bizonyitott hatdsa a modell megbizhatosagra egyértelmilen mutatja ezt
a fajta Osszefiiggést. Ugyanakkor azokban az esetekben, ahol kereskedelmileg hozzaférhetd
a természetes forrasbol izolalt szovet-, illetve szervspecifikus (agy, maj és sziv)
lipidkivonat, ott ez nem meriil fel problémaként, hiszen a kivonat a nem azonositott
komponenseket is tartalmazza. Sajnos a tobbi esetben a modellmembran kialakitdsénal
csupan az irodalmi adatokra lehet hagyatkozni, vagy megprobélni standardizéalt moédon
izolalni a vizsgalni kivant szervbol, szovetbdl a sziikséges lipidfrakeiot. En az el3bbi utat
vélasztottam a kutatasaimban.

14.A 19. abra felirata linearis korrelaciét emlit, amiben nem kételkediink, de erre
vonatkozo korrelacios egyiitthato érték, vagy ezt mutatd egyenes az abran nincs.




Valasz:

A feliratozas sajnos ebben az esetben helytelen, hiszen ezen az dbrdn csak azt kivantam
bemutatni, hogy az egyes fitokémiai csaladokhoz tartozd vegyiiletek PAMPA-BBB
permeabilitas értékei milyen tartoméanyba esnek. Ennek tiikrében, illetve a 18. dbra alapjan,
ahol mar valoban a linearis korrelaciot mutatom be a vizsgalt névényi eredetii vegyiiletek
logPe és in vivo logBB értékei kozott, jeloltik meg hatarértékként a logPe = -6,0 értéket.
Az abran lathaté médon a logPe > —6,0 tartoméanyt zold szinnel, azaz BBB+, mig a
logPe < —6,0 tartomanyt piros szinnel, azaz BBB- jellel jeloltiik.

15. Az 59. oldalon ..esetenként bazikus szerkezeti egységet tartalmazé alkaloidot” emlit. Az
alkaloidok — mint neviik is mutatja — definicioszertien tartalmaznak bazikus szerkezeti
egysége(ke)t.

Vilasz:
Koszénom a kiigazitast, elfogadom a kritikai észrevételt.

16. Az 59. oldalon megallapitja, hogy a PAMPA-BBB jol hasznalhato novényi kivonatok
esetében is. Ez igy van és drvendetes, de meglepetést nem okoz, hiszen miikodése nem
aszerint szelektiv, hogy a vizsgdlt vegyiiletek szintetikus, novényi esetleg allati
eredettick, hanem nyilvanvaloan aszerint. hogy milyen molekularis ill. fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, csakigy, mint a valodi vér-agy gat esetében.

Valasz:

Professzor Ur észrevételét ebben az esetben is elfogadom azzal a megjegyzéssel, hogy
maganak a modell jellemzésének, validitdsanak igazolasa szempontjabol mégis csak van
jelentésége a természetes eredetll vegyiiletekre torténd kiterjesztésnek. Hiszen azok
szerkezeti sajatsagukban (igy atlagosan, az egy vegyliletben jelenlévo kiralitas centrumok
és oxigén atomok szama nagyobb, mig a N atomok és aromas gy {irik szama kisebb) eltérnek
a klasszikus értelemben vett szintetikus gyogyszervegyiiletektol.

17. Hogy érti azt — amit a 69. oldalon ir - hogy ,.a természetes eredetli vegyiiletek (pl. a
novényi szteroidok) gyogyszerkémiai szempontbol ortogonalisak™.

Valasz:

Az itt megfogalmazott ortogonalitds alatt a 16. kérdésre adott valaszban leirt szerkezeti
sajatsagokban megnyilvanulo eltéréseket értettem.

18. Az ,,apolar crude extra” kifejezésre hasznalt ACE révidités helyett célszer(i lenne mast
keresni, mert az ACE roviditést a farmakologiai és gyogyszerkémiai szakirodalom
kiterjedten hasznalja az angiotenzin konvertaz enzim gatlo (ACE gatl6) gyogyszerek
esetében, de ugyanez a harombetiis akronima tobb mas teriileten is meghonosodott, pl.
régi fajlok archivéaldsaban és bizonyos hardverekre is.




Vialasz:

A kritikai észrevételt elfogadom, bar a réviditések véleményem szerint bizonyos hatarokon
beliil 6nkényesen hasznalhatok abban az esetben, ha azokat megfelelé médon és helyen
feloldjuk.

19. A zsalya kivonatokon végzett peroxinitrit — semlegesitési vizsgalatok summazatiaban
irja, hogy a kidolgozott HPLC-DAD-peroxinitrit modszer lehetséget biztosit a ndvényi
kivonatokban 1év6 komponensek semlegesits képességének kvantitativ jellemzésére is.
A peroxinitrit kezelés eldtti és utdni kromatogramokon latjuk, hogy mely zsdlya-
komponensek koncentraci6ja csokken vagy akar nullazodik. Ez tobb kérdést is folvet:
Probaltak-e a kromatogramok alapjan kvantitativ megallapitasokat tenni, pl. egyensulyi
allandok szamitasara, ill. hogy az egyes novényi mintdkban vérhaté antioxidans
mennyiséghez képest milyen sztéchiometriai aranyban adték a peroxinitritet.

Valasz:

Professzor Ur kérdése a vizsgalataink, illetve a modszeriink olyan mélyebb informaciojara
vonatkozik, amit a palyazat kereteire vald tekintettel hagytam ki a kéziratbol.
Természetesen végeztiink ilyen vizsgalatokat, melyek a palyazatban leirtakbol valoban nem
deriil ki. Az SP12 jelii kozlemény 3. tablazataban (alabb) lathatd, hogy a zsdlyakivonat
egyes komponensei esetén megadtuk a degradaciés kinetika linedris regresszidira
vonatkozd paramétereket, melyeket egy olyan mesterseges zsalya kivonaton mértiink ki,
melyben minden egyes komponens 100 uM-ban volt jelen. A vizsgdlatban a peroxinitrit
koncentracidjat a tdblazat cimében is lathatéan 10 mM-ig emeltik, mely soran a
komponensek koncentraciojanak a valtozasat 6t pontban vizsgaltuk. Az egyes
komponensek peroxinitrit semlegesité aktivitdsat az indikator vegyiilet, peroxinitrit 50%-
os védelmére (500 uM peroxinitrit jelenlétében) vonatkoztatva is megadtuk.

Table 3. Components ol the madel marker munture in polarity order and ther degradation kinetics parameters afler reaction with ncreasing
concentrations of ONOO (0, 0.5, 1.5 2.5, 5. 10 mM) and ther individual seavenging activities (n = 3)

. == ez —— —— e —

i No. Compound name Degradation Kinetic in mixture Indwvidual scavenging Activity
linear regression parameters activity categories
ax 10 b " R 1C w0 (pM) 107 1C 0 i
- |
| Gallic acid 16.539 5 (.98 RIS & 177 11.390 - !
| 2 Caltane acid 5.904 6 09058 1,636 + 2110 0.593 o |
| 1 Caflvic acid 8.237 o 09811 2376+ 188 4.200 n |
| 4 Scopoletin 0,346 5.58 5 0901 NA NA 0 l
| s Sinapic acid 5.315 17.76 5 0.9971 1,225 + 1954 0516 o
[ 6 Rutin 2278 o 0.9008 10K + 2504 0.327 o |
7 Pyrogallol red 9.859 6 0.9803 |
8 Luteolin T-plucoside 1.754 2.66 6 0.82006 NA NA 0 |
9 Apigenin T-glucoside 0.337 4 (18804 NA NA 0 [
10 Rosmarnme acid 9067 8 09715 134+ 14 7440 | |
| 11 Salvianolic acid 13 10,106 [ (1.9974 T334 102 13.6413 [ ] |
| 12 Quercetin 16.79 s 0.9351 49.1 £ 88 20.254 ] |
| 13 Sabvaanolic acid A 18.783 5 09524 MR 429 40.323 ]
| 14 Apigenin 0.566 10.27 s 0.8771 NA NA 0 !
15 Kaemplerol 14.122 5 0.9878 95.5 4 6.1 10.471 u |
16 Chrysin 1.912 3239 4 0.9053 NA NA a
| 17 S-Hydroxyllavone 3822 5114 4 0.8363 NA NA 0
1% Carnosol 19.114 5 0.966 489.6 4 1108 2.042 o I

Activity categories: B active/great degradation, @ moderate activity 'moderate degradation, C nactive/no degradation )
In the repression equation ¥ = a X+ by Y is ALS] = [8],]S] where Sis the concentration of the single compounds and Vis [ONOO [ nis
the number of data points used for regression and R is the squared correlation coeflicient, 1Cqq is the concentration which protects 50%,
of pyrogallol red agamst 500 pM ONOO

NA S not achive

A kérdés masodik felére vonatkozoéan azt tudom elmondani, hogy az egyes kivonatokra
szilkséges a megfelelé peroxinitrit mennyiségét bedllitani. Esetiinkben a vizsgalt
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kellett haladnia az 1 mM-t és 5 mM-nal alacsonyabbnak kellett lennie, annak érdekében,
hogy az aktiv és inaktiv komponenseket hatékonyan megtudjuk kiilonboztetni egymastol.

20. A 86. oldalon azt olvashatjuk, hogy ,,ndvényi kivonatok esetében az egyes antioxidans
hatassal rendelkezé komponensek befolyasoljak egymas hatasat.” Van elképzelés arra,
hogy a komponensek miként szinergizaljak egymas hatasat?

Valasz:

Rovid valaszként azt tudndm mondani, hogy a vizsgalat keretein beliil a szinergista hatas
mechanizmuséra vonatkozoéan a flavonoid és diarilheptanoid komponensek kozott nehéz
lenne konkrétumokat megfogalmazni és még az egyes azonositott komponensek parositott
antioxidans hatdsdnak vizsgalata sem tortént ennek igazolasara. Ugyanakkor
altalanossagban a novényi kivonatok egyes komponenseinek antioxiddns hatdsban
megnyilvanulo szigergizmusa részint az egyes komponensek eltéré hatasmechanizmusara
vezethetd vissza. Igy pl. az egyes komponensek hatdsa megnyilvanulhat a szabad gyékok
oxidaciés reakcidinak gatlasdéban (megel6zd oxidansok); autoxidacios lancreakcio
terjedésének megszakitdsaban (lancmegszakitd antioxidansok); a szabad lipidgydkok
képzédésének gatlasaban; a fémek kelatképzesében és a fém prooxiddnsok stabil
termékekké alakitasdban. Ugyanakkor ezen hatasok sem feltétlentil additiv modon
jelentkeznek az Osszetett kivonatokban, hiszen szamos novényi komponens, példdul a
flavonoidok jo része is nem csupdn egy mechanizmuson keresztiil fejtik ki az antioxidans
hatasukat. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy a szinergizmus sok esetben a komponensek adott
aranyéanak fliggvényében jelenik meg, illetve tinik el.

21.A 92. —93. oldalon azt irja, hogy a pK, meghatdrozasok harom legfontosabb maodszere,
a potenciometrias titralas, a spektrofotometria vagy UV/pH titralas €s a kapillaris
elektroforézis csak a makroallapotok és igy a makro egyensulyi allandok mérésére
szolgal. Ez a megallapitas ugy modositando, hogy szarmazékvegytiletek beiktatasaval,
azaz deduktiv modszerrel barmelyik fenti moédszer alkalmassa tehetd mikrodllandok
meghatarozasara is, ill. szimmetrikus vegyiiletek esetén azokra sincs sziikség, tovabba
ezen technikdk kombinacidja (pl. potenciometria plusz UV-pH titralas) szintén
alkalmas, sot, gyakran alkalmazott moédszer, végiil pedig, ha pl. egy-egy funkcios
csoport protondlodésat szelektiven mutat6 savot talalunk az UV spektrumban, akkor ez
a modszer 6nmagaban is alkalmas lehet mikroallandok meghatéarozaséra.

Vélasz:
A kiegészitést készséggel elfogadom és kszondm.
22.A 112. oldalon az all, hogy .....a felhasznalt adatok igaz egy irdnyban, de eltértek a mi

méréseinktél” Ezzel kapesolatban megjegyzendd, hogy az egyiranyban valo eltérés
altalaban salyosabb, nem véletlenszer(, hanem szisztematikus hibéra utal, aminek oka

gyakran felderithetd.

Valasz:

Készonom az észrevételt. Valojaban az egyiranyu eltérés az arilfoszfonsav Jaffe és mtsai
(1953, DOI: 10.1021/ja01105a054 és 1954, DOI: 10.1021/ja01635a022) és éltalunk mért




pKa értékei kozott jelentkezett, melyet okat gy gondolom felderitettiink, de ezek szerint a
lényegi informacio erre vonatkozéan sajnos rejtve maradt. A 108. oldalon utaltam ra, hogy
a korabbi mérések direkt titralassal torténtek és a fent emlitett kézlemény alapjan a titralast
vizben, illetve 50%-o0s etanol vizes oldataban 0,25 M-os NaOH oldat segitségével végezték,
mig a mi vizsgalataink 0,15 M KCl oldatban kiilénbségi titralassal torténtek, standardizalt
modon, 25 °C-on. Jaffe és mtsainak kozleményeiben a titralas koriilményeire vonatkozd
hémérsékleti adatot nem is adtak meg. Véleményem szerint az egyiranyu eltérés az eltérd
elektrolit ioner6ssegeébdl szarmazhat.

23. Az arilfoszfonsavak két pKa értékkel rendelkeznek a foszfonsav két savi csoportja
jovoltabol, amely csoportok a foszfonsav molekularész foszfor — szén kotésének szabad
rotacidja kovetkeztében egyenértékiiek. Ilyen szimmetrikus esetben az elsé ill. a
masodik savi disszociacios Iépésre vonatkozé mikroéllandok is szamithatok, amik mar
nem a molekula egészére, hanem annak konkrét csoportjara jellemzéek, a molekula egy
definialt protonaltsagi allapotaban, igy mélyrehatébb képet adnak az adott molekulan
beliil uralkodd elektronsiiriiségi  viszonyokrol, ezzel informativak Ilehetnek a
farmakokinetikai és farmakodindmias viselkedés predikcidjaban is, nem utolsé sorban
pedig, a mikroallandokkal végezheté Hammett dsszefiiggések szamitdsaval behato
ismeretek szerezheték a molekuldan beliilli mezomer és egyéb elektronikus
folyamatokrél. Végeztek-e ilyen mikroailandé-szamitasokat? Itt jegyezném meg, hogy
a karboxil-csoportot is tartalmazo arilfoszfonsavak NMR — pH titraldsa alapjan a
haromcsoportos, a foszfonsav részen szimmetrikus  molekuldra  vonatkozd
mikroallandok is meghatarozhatok, amelyek alapjan esély van nemcsak a redukalt,
hanem a teljes molekulacsaladra vonatkozdan is a Hammett Osszefliggések
megallapitasara

Valasz:

Professzor Ur megjegyzése, illetve a felvetett mikroallandok meghatarozdsra vonatkozo
igény teljességgel indokolt. Sajnos ilyen irnyu vizsgalatokat nem végeztiink.

24.A 3.6.1. fejezet a 9-akridinkarbonsav szarmazékok kapcsan jelentds mértékben
foglalkozik a pK. értékek mérés nélkiili, in silico szamitasi modszereinek értékelésével,
¢s a munka ezen kiviil kiilon, részben 65% metanolos kozegli vizsgalatokat szentel
annak eldontésére, hogy a pK,, ill. pK,; érték dontden a karboxil vagy a protonalt
kézegben (pH 5 alatt) a toltésmentes vagy az ikerionos forma-e a dominans részecske.
A disszertaciéban leirt déntés nyilvanvaloan helyes. A Marvin és az ACD Classic
szamitasokkal kapott eredményekr6l azonban leri, hogy elvi hibdsak, mert a pK,,
értéknek sziikségszertien kisebbnek kell lenni, mint a pK,,;-nek, minimalisan 0,6 (2-szer
log2) egységgel, ami komplexkémiai irodalomban a statisztikus esetnek nevezett also

hatarérték.
Vialasz:

Professzor Ur észrevételével egyetértek. A mért és kiilonbozé eldrejelzé programokkal
becsiilt pK,, értékek dsszehasonlitdsanak a tudomanyos érdeklédésen tul épp az volt a célja,
hogy ramutassunk a szoftverek, adott esetben algoritmusoknak a hianyossagaira, azokat
Ssszevessiik. Nem ez az egyetlen példa amikor hasonlé anomaliat sikeriilt azonositanunk.
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Reményem szerint ezzel a szakma programfejlesztoinek is segitettiink a termékeik
precizebbé tételeben.

25.Mint a 119. oldalon irja ..Az eredmény alapjan igy a pK,, értékek savas, mig a pK,,
¢rt¢kek bazikus csoporthoz kapesolhatok. Mivel a nevezett pK, értékek makroallandok,
amelyek 2 vagy tobbcsoportos molekuldk esetén definicoszeriien nem rendelhetok
funkcios csoporthoz. a fenti mondatot ugy kell modositani, hogy dominansan savi ill.
bazikus csoporthoz tartoznak.

Valasz:
Az ¢szrevételével egyetértek, készonom a kiigazitast.

26.A 119. oldalon azt irja, hogy az akridino-korona szarmazékok és a 11 vegyiilet esetén,
a 34-hez kepesti pK,,; esikkenés alapvetden a makrociklus. ill. 11 esetén a két metoxi
csoport sztérikus gatldsaval magyarazhato. Bar a makrociklusnak valdban van proton-
repellens hatasa, ami metoxi csoport esetén nyilvanvaloan kisebb, a bazicitas-
csOkkenésben bizonyosan komoly. sot, valoszintleg elsédleges szerep jut az akridin
4- es €s 5-0s sz¢natomjahoz kapesolodo. elektronszivo oxigén atomoknak.

Valasz:

A kritikai megjegyz¢st elfogadom, a 4-es és 5-6s helyzetu szénatomhoz kapesolodd oxigén
atomok clektronszivo hatdsa valoban primer modon hathat az akndin molekularész
bazicitasara.

27. A diarilfoszfinsavakat targyalo fejezet elso mondatiban diarilfoszfonsavat ir, csakagy,
mint a 128, oldalon.

Valasz:

Koszonom  a  megjegyzest,  sajnalatos modon itt  elirds  tortént, természetesen
diarilfosz{insavakra vonatkozott ¢z a mondat.

28.125. oldalon szerves oldoszerben (membranban) valo egyirdnyt megoszlas™-rél ir,
amit talan értiink is, de a megoszlas ab ovo nem egyiranyu.

Vilasz:

Fermészetesen a megoszlas nem lehet egyiranyu, igy a megfogalmazasom pontatlan. A
kiralis anionos koronaéter a vizsgalat primer aminok transzportjat, a membranban val6
meposzlasanak egyensulyat tolta el az egyik irdnyba, a kisérlet beallitott kériilményei
kozon,

29.A 128, oldalon az all, hogy ,.az elézetesen szamolt (Marvin) és mért pKa értékekben a
legnagyobb eltérést 6 és 19 koronaéter szarmazékok esetében kaptuk.” A 19. tablazat
azonban azt mutatja, hogy legnagyobb az eltérés (3,17 pKa egység) 2 esetén fordul eld,

vannak toviahba 2 [t eltérések is, de 19 esetén ez csupan 0,56.
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Valasz:

Egyetértek Professzor Ur észrevételével, sajnos ebben az esetben a megfogalmazas nem
elég egyértelmi, részben hibas. A megallapitas a kizardlag NOz csoport helyettesitot
tartalmazo koronaéter szarmazékokra akart vonatkozni és egyuttal azt akart kifejezni, hogy
a 19, szubsztitudlatlan szarmazék pK, értékével vald Osszevetés alapjan a legnagyobb
eltérést a szamitott és egyuttal a 19-es szarmazékkal szemben a 6-os vegyiilet esetében
tapasztaltuk, illetve az 5-Gs, 6-0s szarmazékok esetében tapasztaltuk az orto helyzeti NO;
csoportok diarilfoszfinsav egységre vonatkozo saverdsségesokkentd hatasat és ezek koziil
a szamitott pK, ért€k a 6-os szarmazék esetében tért el nagyobb mértékben az altalunk mért
értéktol.

30.A 17. tablazatban lathatd, irodalmi modszerekkel szamitott pK, adatok kritikai
értékelésében a szerzo azt mondja, hogy ezek korlatozottan hasznalhatok. Ez igencsak
diplomatikus fogalmazas. Amikor ugyanis azt latjuk, hogy pl. az (R, R)-2 alapvegyiiletre
a mért, valos pK,; érték 3,66, amire az egyik szamitasi program minusz 0,26-o0s értéket,
egy masik pedig +7,56-0s értéket ad meg, vagyis az ugyanolyan ionizacios éllapot
cléréséhez a két szamitas szerint 8 pH egységnyi eltérés adodna, amekkora pH
kiilonbség az emberi szervezetben elé sem fordul. akkor e modszerekrél nyugodtan
kimondhatjuk, hogy fabatkat sem érnek.

Valasz:

Egyértek Professzor Ur megjegyzésével és bar ez talan valoban tul diplomatikus
megallapitds erre az esetre vonatkozoan, a korabbi cikkeinkben, ahol az egyes
gyogyszeriparban is altalanosan hasznalt becsld programok benchmarking elemzését
végeztiik, hasonléan masokhoz, a becslés hibdjanak elfogadasi hataraként 0,5, illetve 1,0
pK. egységet vettiink. A 0,5 pK, egység eltérést egyedi vegyiiletekre, az 1,0 pK, egységet
pedig egy-egy szerkezeti korre, vegyiiletkonyvtar alcsoportra vonatkoztatva kell érteni.

31.A hatoanyag - ciklodextrin — viz — oktanol rendszerben érvényes hatéanyag —
ciklodextrin komplexképzddési allandé meghatarozasanak milyen elényei vannak a
korabbi, ismert komplexképzodési allandd — meghatarozasi modszerekhez képest?

Valasz:

Altalanossiagban nehéz lenne egyértelmi elénydkrél beszélni, mert az egyes modszereknek
szinte kivétel nélkiil van olyan fiiggetlen informdciétartalma, amit a tébbi médszer nem
vagy csak részben elégit ki. Ateresztoképesség és robusztussag szempontjabol véleményem
szerint egyértelml az elonye a modszeriinknek a kiilonb6z0 spektroszkopiai (UV-vis,
fluoreszcens, NMR), illetve ezek kapcsolt titralasi médszereivel szemben. Ugyanakkor
ezen modszerek egyértelmiien elénye kiilonb6zo szintli szerkezeti informécié a hatéanyag
— ciklodextrin komplexképzddésre vonatkozdan. Az oldhatdsagi izoterma alapi mérési
modszer nagy fokd variabilitdsa, ami alapvetden az eljaras pH, hémérséklet és az oldat
elektrolit ionerésség érzékenységébdl fakad, jelenti az elsddleges hatranyt a médszeriinkkel
szemben, illetve ateresztoképessége is elmarad az dltalunk alkalmazott félig
automatizalhato titralasi modszerhez képest. Talan praktikusnak tiinhet a megkdézelités, de
ugy gondolom, hogy az a tény, hogy a vizsgalati modszer ,jarulékos informaciojaként” a
gyogyszerkutatds szamara olyan alapveté paramétereket is meg kell hatdroznunk, mint a
vegylilet pK, és logP értéke, tovabbi elényt jelenthet. Hiszen igy egyuttal a sziirés —
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optimalizalas — fejlesztés vizsgalati kaszkadba is jol illeszthet6 a modszeriink. Végezetiil
tekintettel arra, hogy a logP értéket a hatdéanyagok varhato farmakokinetikai viselkedésének
kozvetlen, illetve kozvetett elorejelezésére is felhasznaljuk, a logP valtozason keresztiil a
hatoanyag — CD kompexképzddés ezen folyamatokra (pl. felszivodas, toxicitas) gyakorolt
hatdsara vonatkozo extra informéacidt kaphatunk a kidolgozott modszer segitségével.

Bizom benne, hogy a kérdésekre és észrevételekre adott valaszaim megfeleléen lefedik a
birdlatban megfogalmazott problémék targykorét.

Végezetill, szeretném ujbol megkdszonni Noszal Béla professzor urnak a palyézatom pozitiv
ertékelését, a birdlatra forditott idejét, kritikai észrevételeit és kérdéseit, melyek, ahogy
valaszom elején is irtam, nagyon sokat segitetek abban, hogy munkam egyes aspektusait mas
szempontbol is megvizsgaljam, adott esetben ujraértékeljem.

Budapest, 2020. majus 25.

Balogh Gyjﬂréy Tibor
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