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1. Bevezetés

Az elmult két évtizedben az ipari gydgyszerkutatds gyakorlatdban elGtérbe keriilt a
kombinatorikus kémia és a nagy dteresztOképességili bioldgiai aktivitds alapjan sziird
modszerek (high throughput screening, HTS) alkalmazdsa. Ennek eredményeképpen a
gyodgyszergydrak nagyszadmu molekulat tartalmaz6 tarakat, in. molekulabankokat hoztak
létre. A felgyorsult eredeti gydgyszerkutatdsnak koszonhetden az elsddleges HTS bioldgiai
szlrésbol nagyszdmu és viszonylag gyenge ADME/Tox (abszorpcid, disztribucid,
metabolizmus, exkrécid, toxikus hatdsok) tulajdonsdgot hordozé gydgyszerjelolt vegyiiletek
keriiltek kivalasztdsra'. Emiatt a gy6gyszerkutatds minél korabbi fazisdban sziikségessé valt a
vegyiiletek elsdsorban felszivoddsi, biohasznosulési tulajdonsagénak jellemzése, toxikoldgiai
mellékhatdsainak elOrejelzése, ezen sajatsagainak szerkezet alapd javitdsa. A toxikus
mellékhatdsok egyik ismert megjelenési formdja a foszfolipidézis, mely a kutatds korai
fazisdban eldre jelezhetd, és megfeleld szerkezeti valtoztatdsokkal kikiiszobolhetd. A
gyogyszerek felszivodasdnak eldrejelzésére édltalanosan a transzportfolyamatokat leird fizikai-
kémiai sajatsdgokat, mint a proton-disszocidciét (pK,), a lipofilitdst (log P/D), illetve a
permeabilitdst (Pe, effektiv permeabilitds) haszndljak®. Koltséghatékonységi szempontbdl is
kiilonosen fontos a gydgyszerjelolt vegyiiletek korai fazisd fizikai-kémiai profilirozédsa in
silico és in vitro médszerekkel.” Munkdm sordn ezeket az eszkozoket igyekeztiink
felhasznalni a foszfolipiddzis elOrejelzésére.

A Richter Gedeon Nyrt. origindlis kutatdsdn a Szintézistimogaté Laboratériumban
2005 ota folyik kiterjedten a hatéanyag jeloltek fizikai-kémiai jellemzése, illetve folynak
alapkutatdsok ebben a témakorben. Az itt bemutatott tudomanyos didkkori munkdmban a
kordbban szintén ezen a kutatohelyen végzett permeabilitdsi vizsgadlataimat (2010-es TDK
dolgozat) folytatva kezdtem foglalkozni a foszfolipidézis modellezésével a mérhetd fizikai-

kémiai paraméterek eszkoztardnak segitségével.



2. Irodalmi rész

A gyogyszerek dltal kivaltott toxikus hatdsok koziil az egyik legismertebb, tobb
szervet is €rintd megjelenési forma a foszfolipidozis. Ez egy foként kationos amfifil
gyogyszerek altal kivaltott lipid-anyagcsere megvaltozdsaval jaré rendellenesség, ami egyes
sejtekben foszfolipidek felhalmozédasdhoz vezet®.

A foszfolipiddzis megjelenését alapvetden két fajta citolégiai elvaltozdssal szoktdk
azonositani. Elséként Nelson és Fitzhugh5 (1948) irtak le habos citoplazmdju alveoldris
makrofagok felhalmozddéasat patkdnyok tiidoszoveteiben kronikus klorokvin kezelést
kovetden (1. abra). 1968-ban Gleiser és mtsai® klorokvinnel kezelt sertések kozponti
idegrendszerében azonositottak a lizoszomdkban felhalmoz6dé lipideknek koszonhetben
1étrejovo, jellemz6 morfoldgiai megjelenésli in. lamellaris testeket. Az elso dtfogd tanulméanyt
a gybgyszer indukalta foszfolipidézisrél 1975-ben Liillmann és mtsai. publikdltdk’. A
foszfolipiddzis, mint kritikus toxikoldgiai mellékhatds jelent0ségét az is bizonyitja, hogy
2004-ben az FDA Iétrehozta az ,FDA Phospholipidosis Working Group”-ot, ezzel is

hangsulyozva az e témara irdnyul6 kutatdsok fontossagét.
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1. abra. Habos citoplazmaji alveolaris makrofagok patkany tiidében®

2.1. A foszfolipidozis jelensége és kialakulasanak mechanizmusa

Foszfolipidézisnak (PLD) nevezziikk a foszfolipidek tdlzott felhalmozddasat a
sejtekbeng. Ezzel a lipid anyagcsere rendellenességgel, mely szovetspecifikusan modositja
egyes sejtek fizioldgidjat, mind a mar kereskedelmi forgalomban levé gydgyszereknél, mind a
gyogyszerkutatds és fejlesztésben problémat okoz. A jelenleg is alkalmazott gyogyszerkincs 5
%-andl irtdk le a foszfolipid6zis megjelenését'®. A foszfolipidézist megfigyelések szerint

altaldban a kationos amfifil gyégyszerek (CAD, hidroféb gytiris részt és hidrofil, bazikus



amin funkciéval rendelkez6 oldalldncot tartalmazé vegyiiletek) tobbszor ismételt adagoldsa

valtja ki, embereknél és dllatokndl egyarant tapasztalhat6 (2.4bra).
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2. abra. Kationos amfifil molekulak (CAD) jellemz szerkezeti tulajdonsagai

A foszfolipiddézis kialakuldsdra a szakirodalom kétféle lehetséges mechanizmust
emlit'": (a) a nagy lipofilitisi gyégyszerek konnyen étjutnak a lizoszémdk membrénjén, itt
savas kozegbe (pH = 4) keriilve protonalddik a bézikus nitrogénjiik. A protondlédds (polarités
novekedése) megakaddlyozza a kifelé torténd diffizidt, igy az ilyen tipusi gydgyszerek a
lizoszémén beliil maradnak'? (3. dbra), (b) a foszfolipizok gétldsdval vagy a gyégyszerek
lipidekhez val6 kotddésével direkt vagy indirekt médon zavar 1ép fel a foszfolipidek kata-, €s

anabolikus folyamataban, igy alakul ki a foszfolipidézis13 .

Citoszol Lizoszéma

pH = 7,4 pH=4

Nem vagy részlegesen e .,
ionizalt CAD — '°“'zf"t 2kt

CAD-PL komplex - Lamellaris testek

*A mikroszképos felvétel forrdsa: Anderson, N.; Borlak, J.
Federation of European Biochemical Societies Letters 2006. 580, 5533-5540.

3. abra. A foszfolipidé6zis lehetséges mechanizmusa

Tobbféle szovetben kialakulhat a foszfolipidézis, de legtobb megfigyelés a tiido
alveoldris makrofagjaiban felhalmoz6dé foszfolipidekrdl szamol be'. Fénymikroszkopos
felvételeken a képzddott lamelldris testek jol lathatéak, tn. ,,habos” alveoldris makrofagok
jelennek meg (1. dbra). A tiidén kiviil a mdjban', a vesében'®, a kdzponti idegrendszerben'’, a

mellékvesében és limfatikus rendszerben'® figyelték meg a foszfolipidek felhalmozéddsat. A



jelenség vizsgdlatok alapjan azonban fajtél, nemtdl €s kortol fiiggetlen. A folyamat altaldban
reverzibilis, a gyogyszer adagolasdnak felfliggesztését kovetden visszadll a sejtek eredeti
fiziologids allapota, megsziinik a lipidek tovéabbi felhalmozddasa, katabolikus-anabolikus

egyensulyuk helyredll.

2.2. Lehetséges mellékhatasok

A foszfolipidozissal Osszefiiggd mellékhatdsok tiinetei hasonléak, mint a lizoszéma
alulmiikodésével jaré betegségeké. A lipidek felhalmozddasa jellegzetes neurodegradativ

tilneteket (Tay-Sachs €s Niemann-Pick koér'

) okozhat, hepatitisz és glomerularis proteinuria
(Fabry-kér™) is kialakulhat. A makrofdg diszfunkci6 tiidégyulladds kialakuldsahoz vezethet™'.
A foszfolipidézis és a toxicitds kozti ok-okozati Osszefiiggések még nem pontosan

tisztazottak, a dozis €s id6 fiiggés azonban igen jelentds.

2.3. A foszfolipiddzis azonositasa és elorejelzése

A foszfolipiddzis kialakuldsa elkeriilendd, igy eldrejelzése mar a gyogyszerkutatds
korai fazisdban is nagy jelentdséggel bir. Tobb in silico, in vivo €s in vitro sejtes mddszert is
kifejlesztettek az eldrejelzésére, am ezek pontossiga, illetve az experimentdlis modell
hatékonysaga és dteresztOképessége nem mondhaté megfeleldnek nagy szdmi molekula j6

mindségli sziirésére.

2.3.1. In silico médszerek

Az in silico szamitdsok sordn a foszfolipidézist jellemzdéen két fizikai-kémiai
paraméterrel: a proton-disszocidcioval (pK,), és a lipofilitdssal (log P/D) hozzdk
Osszefiiggésbe.

Ploemen és mtsai.”> (Organon) a szdmitott legbédzikusabb N atomhoz kothetd cpK,
(szamitott pK,) érték és ClogP (szamitott logP) felhasznéldsaval kiilonboztették meg a
foszfolipiddzist indukdlé és nem indukdlé anyagokat. A két paramétert négyzetre emelve,
majd Osszeadva egy szdmértéket kapunk, mely a megfigyelésiik szerint ha nagyobb 90-nél,
akkor a vegyiilet hajlamos, ha kisebb, illetve a bazikus cpK, kisebb, mint 8 vagy a ClogP

kisebb 1-nél, akkor nem hajlamos foszfolipid6zist okozni:



PLD+ ha: [(cpK.)*+(ClogP)*1=90
cpK, =8 és ClogP = 1

Pelletier és mtsai.”’ (Pfizer) médositottdk a Ploemen modellt. Ugyanazon egyenlet
felhaszndldsaval, de a cpK, és a ClogP hatarok médositdsaval més szamértéknél hiztdk meg a
hatarvonalat, ezzel a negativ prediktiv érték 10 %-kal javult, a modell jésdga pedig 75 %-rdl

80 %-ra nott:

PLD+ ha: [(cpK.)*+(ClogP)*]1250
cpK, =6 és ClogP =2

Tomizawa és mtsai.”* (Pfizer) a ClogP-t és a vegyiiletek 4,0-es pH-n szdmitott netté
toltését (NT) vették figyelembe. A modell arnyalja a foszfolipidézis kialakuldsanak
valoszinlis€gére vonatkozé eldrejelzési rendszert: biztonsagos, alacsony, kozepes €s magas

kockézata kategdridkba sorolja a hatdanyagokat (4. abra).
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4. abra. Foszfolipidozis kialakulasanak kockazata a Tomizawa-modell alapjan

A Roche kutatéi dolgoztdk ki a CAFCA (Calculated Free Energy of Amphilicity of
Small Charged Amphiphiles) médszert™, mely az amfifil sajatsdgra vonatkozé szabadentalpia
valtozas (AAGam) megadaséval jelzi elore a foszfolipidozist.

AAGam = AGAw-AGwic,
ahol AGaw: a vegyiilet vizes fazisbdl a levegd-viz hatarfeliiletre keriilésének szabad energidja
AGpc: a micellaképzddés szabad energidja.
PLD+ ha: pKa>7és
AAGaMm > -6 kJ/mol

A vizsgalt 47 vegyiilet 77 %-at prediktaltak jol, és 17 % volt dlnegativ.



Az FDA kutat6i*® 2008-ban fejlesztettek ki két fiiggetlen modellt is a foszfolipiddzis
eldrejelzésére. Az MC4PC-QSAR moddszer a vegyiiletek egyes fragmenseihez rendel
molekuléris tulajdonsdgokat, és e tulajdonsidgok kombindcidjanak segitségével hozza
Osszefiiggésbe a vegyiileteket a foszfolipidézis indukdldsdra valé hajlammal (PPV= 76 %,
NPV= 78 %). Az MDL-QSAR fizikai-kémiai, elektrotopoldgiai és konnektivitdsi deszkriptor
alapu modell (PPV= 65 %, NPV= 87 %). Mindkét mddszerrel 583 vegyiiletet vizsgaltak. Az

eldrejelzés josdaga a fenti modellekével kozel azonosnak mondhato.

2.3.2. In vitro nem-sejtes modszerek

Napjainkban nincs széles korben elterjedt nem-sejtes in vitro modell a foszfolipiddzis
eldrejelzésére.

Vitovic és mtsai.”’ egy fizikai-kémiai mddszeren alapulé sziirést dolgoztak ki, mely a
hatéanyag és egy savas karakterli foszfolipid komplex képzddésének hatékonysagat vizsgailja
a kritikus micella képzddési koncentraci6 (CMC) meghatdrozdsan keresztiil. A 96-lyukud
mérotilcan (plate) egyszerre 8 vegyiiletet lehet vizsgalni, mivel a CMC meghatdrozdsihoz
egy 8-12 pontos feliileti fesziiltség — koncentracié gorbét kell felvenni, emiatt bar a mdodszer

automatizdlhatd, az ateresztoképessége alacsonynak mondhato (5. dbra).
75
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5. abra. Nem-sejtes in vitro CMC alapi mérés

Zhou és mtsai.”® fluoreszcens festék (Prodan) segitségével hatdroztak meg a kritikus
micella képzddési koncentraciot. Mivel az el6z6 mddszerhez hasonldéan vegyiiletenként tobb

pontos mérési sort kell felvenni, a mdédszer robosztus ugyan, de kis ateresztd képességii.



2.3.3. In vitro sejtes modszerek

Az in vitro sejtes modelleket elsésorban azért kezdték hasznélni, hogy megismerjék a
foszfolipidézis mechanizmusat, mely sordn a gyogyszer a foszfolipidekkel kolcsonhatdsba
1ép, igy gatolva a foszfolipdz-enzimek aktivitdsit, ami a lipidek akkumuldléddsahoz vezet a
sejtekben. E folyamatokat elektronmikroszképpal kovetik, vagy fluoreszcens probdkat
alkalmaznak (pl. NBD festék)”. Az in vitro sejtes vizsgdlatok dragdk, hosszd id6t vesznek

igénybe és kis ateresztoképességliek, igy nagy szamu molekula sziirésére kevéssé alkalmasak.

2.3.4. In vivo Kisérletek

Az in vivo allatkisérletek nagyon koltségesek, alkalmazédsuk a gydgyszerkutatds korai
fazisaban nem jellemz0, hosszu 1d9 alatt kevés eredményt szolgaltatnak, igy a foszfolipidozis

eldrejelzésére nem terjedhettek el széles korben.

2.3.5. Ujabb lehetdségek

A foszfolipiddzis kialakuldsakor, ahogy azt mér a 2.1. pontban is bemutattuk, egyik
kritikus mechanisztikus 1€pés a CAD tipusu hatéanyagok megnodvekedett transzportja a
lizoszémék belsejébe. A gydgyszerek sejtmembranon vald atjutdsit, felszivodasat legjobban a
permeabilitds folyamatdaval lehet leirni. A gydgyszerkutatisban a permeabilitdis nem-sejtes
alapu in vitro vizsgdlata a Kansy 4ltal 1998-ban kifejlesztett PAMPA (parallel artificial
membrane permeability assay) rendszeren torténik, ahol 96-cellds szendvics-szerii

mérotilcakkal (plate) modellezik a gydgyszerek felszivodasat. ! (6. dbra)

. fedél

96 cellas donor
merotalca

akceptor
mérotalea

6. 4bra. PAMPA rendszer mérétalcai’
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A PAMPA rendszerben egy kivalasztott lipidet (pl. foszfatidilkolin, PC) vagy
lipidrendszert feloldanak valamilyen inert szerves olddszerben (pl. n-dodekanban), majd ezt
az oldatot egy rétegben felviszik a donor oldali mérdtdlca szlirdmembranjaira. A mérendd
vegyliletet dltaliban DMSO-ban oldjdk, és a modellezni kivant extracellularis oldali
kompartmenttel azonos pH-ju (pH:2-8) vizes pufferrel oldatot készitenek bel6le, melyet a
donor oldali mérétdlcara adagolnak. A fogadd (akceptor) tdlca celldiba 4ltaldban az
intracellularis kozegnek megfeleld 7,4-es pH-ju puffert tesznek. A két mérotilcat egyméasba
illesztik, majd a rendszert inkubdljak. Az inkubdlds sordn a hatéanyag a koncentraciégradiens
hatdsdra passziv diffizidval atjut a donor mérdtalcabol az akceptorba. A donor és akceptor
oldalon kialakult koncentracidkat kiilonb6zd analitikai mdédszerrel (UV spektrofotométer,
LC/DAD/MS) mérik, majd ezek alapjén jellemzik a vizsgdlt vegyiilet penetracids képességét,
sebességét (az effektiv permeabilitast, Pe).

A PAMPA rendszer jelentds fejlddésen ment at az elmult 12 évben. Kezdetben lipidek
nélkiil, tiszta olddszert vittek fel a membrénra (pl. hexadekan, dodekdn)™. Ezzel jol lehetett
jellemezni az addig viz-oktanol megoszlassal kozelitett lipid transzportot, melynek robosztus
mérése igen koriilményes®. Ezt kovetden egyetlen lipidet (pl. PC) oldottak fel a szerves
oldészerben (egy lipid modell), és a pufferek kémhatdsat valtoztattdk. Nem csak izo-pH-n
mértek (ahol a donor és akceptor rész pH-ja azonos, jellemzden pH = 7,4), hanem gradiens-
pH rendszerben is*. Péld4ul vékonybélen keresztiili felszivodds modellezéséhez pH 6,5
donor/pH 7,4 akceptor rendszert haszndlnak. Ennél 6sszetettebb a PAMPA modell, mikor
szovet specifikus lipideket alkalmaznak, illetve lehetdség van a vegyiilet albuminhoz val6
kotodésének vizsgdlatara is az akceptor oldalon™.

Altaldban elmondhat6, hogy a PAMPA rendszereken végzett mérések jol
reprodukdlhatéak, megbizhatéak, viszonylag alacsony koltségliek és nagy a kapacitasuk.

A PAMPA rendszerben végbemend difftizids folyamat tomegmérlege a kovetkezd:
v, -C,(0O)=V,C,t)+V,C,()+V,,C,, (1), (2.1)

ahol Vp a donor, V4 az akceptor cella térfogata, Cp(0) a donor oldali hatéanyag koncentraci6
a kezdeti iddpillanatban, V,,C,, () a membrdnban fennmaradt anyagmennyiség, Ca(t) és

Cp(t) az akceptor €s donor oldali hatéanyag koncentricié az inkubdlds végén a t-edik

idopillanatban. A transzportfolyamatot leird kinetikai paraméter az effektiv permeabilitas:

p 2303 ‘(VA-VD)‘lgl_ V,+V, | [ G0 ; [@} 22)
CA(t-1y) (V,+V) (1-R)-v, ) L C,(0) s
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ahol A a sziiré feliilete (cm?), t az inkubalds ideje (s), T az allandosult allapot bealltanak az

ideje (s), R a retencids faktor:

rRo1-Co® VG0 (2.3)
C,0) V,-C,(0)

mely megfelel a lipidmembranban megktddo anyalgha’lnyaldnak3 ’,

A foszfolipiddzis gydgyszertranszport folyamat két kiilonb6z6 pH-ju kozeg kozott.
Ahogy a fentiekben is bemutattam, a vékonybélen keresztiili gyogyszerfelszivodast gradiens-
pH rendszerben (pH 6,5 donor/pH 7,4 akceptor) tudjuk modellezni. Ennek megfeleléen
feltételezésiink szerint a foszfolipidozis elorejelzésére is alkalmas lehet a gradiens-pH-ju (pH
7,4 donor/pH 4 akceptor) PAMPA modell.

A PAMPA modellben lehetéség van arra, hogy szovetspecifikus lipideket haszndljunk.
Ezek segitségével modellezni tudjuk a kiilonb6z6 szerveink, szdveteink membrinjain
keresztiil végbemend transzportfolyamatokat. Ennek azért nagy a szerepe a vizsgélatok soran,
mert a kiillonbozd szovetek membranjaiban eltéré a lipidosszetétel. Ez jelentdsen
befolydsolhatja a gydgyszerek atjutdsat, felszivodasat, megoszlasat az egyes szovetekben,
mivel ily médon moddosulhat a membranok szerkezete, a lipidek toltottségi allapota. A

legfontosabb szoveti lipidek Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza.

1. Tablazat. Szoveti linidek %-os osszetétele®

Lipidek® Vese Tiidé6 Sziv BBB¢ Maj
PC (2) 45 39 9 13 42
PE (#) 27 15 14 33 26
PS (-) 5 - - 19 -
PI (-) 5 2 1 4 9
Sph (+) 7 13 - 6 -
LPI (-) - - - - 1
CL (2-) - - 2 2 -
LPC (¢) - - - - -
CHO+CE 10 30 - 26 5
(-)/(£) arany 1:80 1:33 1:7 1:2 1:7

“ Avdeef, A.: Absorption and Drug Development Solubility, Permeability and Charge State 2003. pION, Inc.
John Wiley & Sons

b pC = foszfatidilkolin, PE = foszfatidiletanolamin, PS = foszfatidilszerin, PI = foszfatidilinozitol, Sph =
szfingomielin, LPI = lizo-PI, CL = kardiolipin, LPC = lizo-PC, CHO = koleszterin, CE = észteresitett koleszterin
“ BBB: vér-agy gt
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A (-)/(£) aranybodl l4thatd, hogy a BBB, a sziv és a m4j szoveti lipideknek netto toltése
negativabb, mint a vese és a tiido szoveti lipideké, melyek nagyrészt netté semleges
(+/- ikerionos) toltésli. A nagy negativ toltéshanyadot a szivben a kardiolipin, a BBB-nél a

foszfatidilszerin €s a mdjban a foszfatidilinozitol nagyobb aranyu jelenléte okozza.

3. Célkitiizés

Tudoményos didkkori munkdm sordn célul tlztiik ki egy uj, az eddigiektol fiiggetlen,
nagy ateresztoképességli, robosztus in vitro nem-sejtes modell kidolgozdsat a gyogyszer
indukalta foszfolipidozis eldrejelzésére. In vitro modellként a kutatécsoportban kordabban
beallitott gyogyszer-felszivoddsi PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay)
rendszert alkalmaztuk, ezzel azt kivantuk vizsgédlni, hogy az effektiv permeabilitds és a

membranretencié 0sszefiiggésbe hozhaté-e a foszfolipidodzis kialakuldsanak kockazataval.

4. Vizsgalatok, eredmények

Munkdm sordn a kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd 52 gydgyszervegyiiletet
vizsgaltunk, melyeket az irodalomban leirt in silico és in vitro nem-sejtes modellekben
vizsgéltak. Ezek koziil az in vivo adatok alapjan 23 db okoz (PLD+), és 29 db nem okoz
(PLD-) foszfolipidézist.

Feltételezésiink szerint az in vitro PAMPA felszivoddsi modellel kozelithetd a
foszfolipidézis megjelenésének valdszintisége, mivel kiilonb6z0 szoveti rendszerekben
vizsgalhat6 a vegyiiletek sejtmembranon torténd atjutdsa, permeabilitdsa.

A foszfolipidzis mechanizmusa alapjdn azt feltételezziik, hogy a gradiens-pH
rendszerben (donor pH 7,4/ akceptor pH 4,0) képesek lehetiink modellezni a vegyiiletek
feldasuldsat a lizoszomdaban, hiszen a citoszol pH-ja 7,4, innen keriil a hatéanyag a
lizoszomaba, melynek 4tlagosan 4-es koriili a pH-ja. A membranretenciéval (MR)
elgondoldasunk szerint lehetdség nyilhat a lipid-gy6gyszer kdlcsonhatds azonositdsara. Ennek
megfeleléen a permeabilitast grad-pH 7,4 — 4,0-en, a membrénretenciét izo-pH 7,4-en és
izo-pH 4,0-en is mértiik.

Méréseink soran tobbféle foszfolipidet alkalmaztunk. A referencia rendszer a
bélfelszivodasi modell volt, ahol egyetlen lipidet, a foszfatidilkolint (PC) hasznaltuk.
Kiilonb6z6 szerveinkben mas-mas a foszfolipidek ardnya, kiillonb6z6 pH-kon més a toltottségi

dllapotuk, ez befolydsolhatja a gydgyszerek transzportjat. Otféle — a foszfolipidozis
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megjelenése szempontjabol is érdekes — szoveti lipid rendszeren (BBB, m4j, sziv, tiido, vese)

vizsgdltuk, milyen kiilonbségeket okoznak ezek a hatéanyagok permeabilitisidban és

membrénretencidjdban (MR) a PC-hez képest.

A 2.3. fejezetben bemutatott in silico modelleket alkalmazva kiszamoltuk a

foszfolipiddzis varhaté kockazatét az dltalunk vizsgélt 52 vegyiiletre (2. tablazat).

2. tablazat. A vizsgalt vegyiiletek szamitott fizikai-kémiai paraméterei és az in silico modellek elorejelzései

Vegyiiletek inP‘I,i‘II)O# cpKa* | clogP* | Ploemen-szam Plfll(l)g:ﬁr T(:::;:lvlv 4
Amitriptilén 1 9,76 4,81 118 1 +++
Amodiakvin 1 10,23 4,53 125 1 +++
Dezipramin 1 10,02 3,9 116 1 +++
Dibukain 1 9,04 3,7 95 1 +++
Fenacetin 1 0 1,41 2 dlnegativ -1 alnegativ = 4lnegativ
Fluoxetin 1 9,8 4,17 113 1 +++
Haloperidol 1 8,05 3,66 78 dlnegativ 1 +++
Hidroxizin 1 7,82 3,41 73 ilnegativ 1 +++
Imipramin 1 9,2 4,28 103 1 +++
Ketokonazol 1 6,75 4,19 63 élnegativ 1 +++
Kinin 1 9,05 2,51 88 dlnegativ 1 +++
Klorokvin 1 10,32 3,93 122 1 +++
Klérpromazin 1 9.4 3,57 101 1 +++
Klozapin 1 7,35 3.4 66 dlnegativ 1 +++
Kinakrin 1 10,33 5,15 133 1 +++
Loratadin 1 4,33 4,55 39 alnegativ -1 alnegativ = dlnegativ
Maprotilin 1 10,54 4,37 130 1 +++
Promazin 1 9,4 3,33 99 1 +++
Tamoxifen 1 8,76 6,35 117 1 +++
Tiloron 1 8,89 4,26 97 1 +++
Tioridazin 1 9,25 4,47 106 1 +++
Verapamil 1 9,68 5,04 119 1 +++
Zimelidin 1 8,62 3,51 87 dlnegativ 1 +++
Acetilszalicilsav -1 0 1,24 2 -1 -
Ampicillin -1 7,44 0,26 55 1 dlpozitiv -
Atenolol -1 9,67 0,43 94 1 4lpozitiv +
Cimetidin -1 6,91 -0,11 48 -1 +
Dantrolen -1 0 -1,91 4 -1 -
Diflunizal -1 0 3,91 15 -1 -
Diklofenak -1 0 0,73 1 -1 -
Doxiciklin -1 7,75 -0,66 60 -1 -
Etoposid -1 0 1,16 1 -1 -
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Folytatas: 2. tablazat

Vegyiiletek inPsI'isIr)o# cpKa* | clogP* | Ploemen-szam Plfll(l,fit;ﬁr Tﬁﬁglvlv a
Famotidin -1 8,38 -1,88 74 1 alpozitiv +
Fenobarbital -1 0 1,41 2 -1 -
Flutamid -1 0 3,27 11 -1 -
Gemfibrozil -1 0 4,39 19 -1 -
Karbamazepin -1 0 2,96 9 -1 -
Koffein -1 0 -0,55 0,3 -1 -
Kolhicin -1 0 1,46 2 -1 -
Metapirilén -1 8,76 3,11 86 1 dlpozitiv +++ dlpozitiv
Metildopa -1 9,85 0,9 98 -1 -
Mianszerin -1 6,92 3,83 63 1 élpozitiv +++ dlpozitiv
Piroxikam -1 3,7 0,99 15 -1 -
Prokain -1 8,96 1,88 84 1 dlpozitiv ++ alpozitiv
Propranolol -1 9,67 2,58 100 sipozitiv 1 alpozitiv +++ alpozitiv
Ranitidin -1 8,08 0,98 66 -1 +
Rifampicin -1 7,53 3,62 70 1 alpozitiv +++ alpozitiv
Rolitetraciklin -1 8,15 -0,02 66 1 dlpozitiv +++ dlpozitiv
Szulindak -1 0 2,93 9 -1 -
Takrin -1 8,95 2,63 87 1 dlpozitiv +++ dlpozitiv
Warfarin -1 0 2,74 8 -1 -
Zileuton -1 0 2,01 4 -1 -

PPV=65 % PPV=91 % PPV=91 %

NPV=97 % NPV=66 % NPV=76 %

Pontosség: Pontossag: Pontossag:
83% 77% 83%

* Hanumegowda e al. Chem. Res.Toxicol 2010. 23, 749-755.%

Pelletier, D. J.; Gelhaar, D.; Tilloy-Ellul, A.; Johnson, T. O.; Greene, N. Journal of Chemical Information and
Modeling 2007. 47, 1196-1205 *
*:MarvinSketch Version 5.3.8, ChemAxon Ltd.”’
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A gyo6gyszeriparban az dltaldnosan elterjedt in silico modell a Ploemen modell. Ennek

eldrejelzd képességét az dbra szemlélteti.

A Ploemen modell
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* * L X J * o L 24 GO0 0000 6 V00000 06 00
)
PLD+ Pontossag:83 %

0O 10 20 30 40 50 60 70 &0

|

|

|

I

|

|

|

|

|

|

I

[
100 110 120 130 140

I

]

]

]

]

]

]

|

PLD- B —
WO 00 & o * ® 06 ¢ 0 0 * o * oo
NPV=97% ,
Ploemen-szam

7. abra. A Ploemen modell

A modellek josdga a negativ prediktiv (NPV) és pozitiv prediktiv értékekkel (PPV),

valamint a pontossdggal jellemezhet0, melyek megaddsa a kovetkezOképpen torténik:

modell dltal prediktdlt PLD - vegyiiletek

NPV = — 4.1)
osszes in vivo PLD - vegyiilet
. k1dlt PLD + .
PPV = modell dltal .prefllktalt vegyiiletek 4.2)
osszes in vivo PLD + vegyiilet
Pontossdg = osszes jol prediktdlt vegyiilet 4.3)

osszes mért vegyiilet

Lathat6, hogy amig a NPV magas, addig a PPV viszonylag alacsony, tehat a modell

sok dlnegativ vegyiiletet szolgdltat. Munkdm sordn olyan modell feldllitdsa volt a cél,



melynek a pozitiv és negativ eldrejelz0 képessége, valamint pontossdga is magasabb, mint a
fenti harom in silico modellé.

Elsoként izo-pH 7,4 PAMPA rendszerben vizsgiltuk a vegyiileteket. Ezzel a
citoszolban 1étrejovo lipid-gydgyszer kolcsonhatdst kivantuk modellezni. A mérések sordn
kapott membranretencids értékeket vettilk figyelembe, ezeket dbrazoltuk az ismert in vivo

eredmények fliggvényében (8. dbra).

Szoveti lipidek hatdsa izo-pH 7.4-en

[ ] [ ] [ ] [ ] e o [ ] [ ] [ ] L] Sziv
PPV =82 %
| ] | ] - [ ] | ] | | | ] | ] | ] Vese
PPV = 82% L
) ) o e o o . . ) ) ) Tudo
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| | | ] | ] | ] | ] - | ] | ] | ] | ] BBB
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NPV = 88% BBB
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PLD- NPV = 88% Tuds
NPV = 82% Vese
NPV = 82 % Sziv

Membranretencio % (MR)
8. abra. Membranretencios értékek izo-pH 7,4-es PAMPA rendszerben

Lathato, hogy a PLD+ és PLD- vegyiiletek membranretenciéi nem kiiloniilnek el
élesen egymdstol. Ha 45-nél hizunk meg hatarvonalat — igy kapjuk a legjobb PPV és NPV
értékeket a modellben —, akkor az Osszes lipidnél megjelennek alnegativ és dlpozitiv pontok
is. A foszfatidilkolinndl a legkisebb a pontossag, a szovetspecifikus lipideknél sem
kiemelkedden jok az eredmények.

Izo-pH 4,0-en is megvizsgaltuk a membranretencidkat. Itt a kationos amfifil anyagok
fokozott ionizdcidja miatt gyengébb kolcsonhatast kaptunk a lipidekkel, amit a csokkent MR

értékek is mutatnak. Jellemzo példaként a tiid6 szoveti lipiddel kapott eredményeket mutatom

be (9. dbra). A tobbi lipiddel is hasonl6 eredményeket kaptunk, ezeket a Mellékletben tablazat

tartalmazza.
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MR értékek izo-pH 4.0-en tiido szoveti liniddel

L 44 S0 o0 *
PLD+

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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' W o0 *e * * * * * *

Membranretencio (%)

9. abra. Membranretencios értékek izo-pH 4,0-es PAMPA rendszerben tiidé szoveti lipiddel

Ez a kisérleti elrendezés a lizoszéman beliil lejatsz6do lipid-hatéanyag kodlcsonhatés
kialakuldsdnak esélyét mutatja. A kapott eredmény alapjan feltételezhetd, hogy a
foszfolipiddzis kialakuldsdnak azon mechanizmusa, mely a hatéanyag-lipid komplex
kialakuldsaval irhaté le, elsdsorban az extralizoszomalis oldalon (pH 7,4) johet 1étre, hiszen itt
kaptunk szorosabb Osszefiiggést az in vivo PLD és sajat MR eredményeink kozott.

Ezt kovetéen méréseinket gradiens-pH rendszerben végeztiik (pH 7,4 —pH 4,0). Ezzel
azt kivantuk modellezni, hogy a gydégyszer a citoszolb6l hogyan jut a membrdnon it a
lizoszomédba. Az izo-pH-ju rendszernél haszndlt permeabilitdsi egyenlet (2.2) nem
alkalmazhaté akkor, ha az akceptor gydgyszer-koncentracidja nagyobb a donoréndl, ezért

gradiens rendszerben a kovetkezo egyenlettel szamolunk:

po_—2303 [ 1 3 _, +[1+ "a]_ C, (1) |, ahol (4.4)
A-(t—-7,) 1+ I-R) C,(0)
V ()A—>D) r (A->D)
) — D PL = 7 Pe N (45)
C\v.)prr o pr

18



melynek matematikai levezetését az 5. fejezetben részletezem. A kiilonbozé pH-ju
(izo-pH 7.4; izo pH 4,0; grad-pH 7,4 — 4,0) rendszerekben kapott effektiv permeabilitéds

értékeket vizsgélva lathat6 a pH valtoztatdsdnak hatdsa a vegyiiletek transzportjara (10. dbra).

pH hatdsa a mdj-PAMPA modell PLD elorejelzésére

1
! fokozott Pe
PLD+ | — 4 grad pH 7,4 — 4,0
A 1 A A AA A A A A A M
1
normal Pe! izo pH 7,4
[ ] am mmm |
1
PR Ty izo pH 4,0
fglfgzatt |on|z§cm

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

weee G0 oo 0: izo pH 4,0
1
1

— O - .: izo pH 7,4
:

A A A AA Al A A

o ! grad pH 7,4 — 4,0
= _ 1

Effektiv permeabilitas cm/s*10/6 (Pe)

10. abra. A pH hatasa a vizsgalt vegyiiletek transzportjara

A 10. dbra alapjan jol lathat6, hogy az izo-pH-ji rendszerekben atlagosan kisebb
modelleknél tapasztalt normdl permeabilitas értékek nem kiilonboznek jelentdsen a PLD+ és
PLD- vegyiileteknél. 4,0-es pH-n a béazikus karakter(i vegyiiletek fokozott ionizaciéja miatt
kiilonosen kicsivé valik a lipofil membranon valé atjutasuk esélye. A gradiens-pH (pH 7,4 —
pH 4.,0) rendszerben azonban jelentdsen megnd a kationos amfifil anyagok permeabilitasa,
ami annak koszonhetd, hogy 4,0-es pH-n az ionizélt forma miatt n6 az ilyen tipusd vegyiiletek
oldhatésdga, és csokken a lipofilitdsa a pH 7,4-es kizeghez képest. Igy a donor oldalrél
sokkal nagyobb mennyiségben tudnak atjutni a CAD tipusu vegyiiletek az akceptorba, ami az
ilyen PLD+ vegyiiletek megndvekedett permeabilitisdhoz vezet, ezzel ellentétben a PLD-
vegyliletek permeabilitdsa alacsony marad. A kapott modell igy lehetdséget nyujt a PLD+ és
PLD- vegyiiletek megkiilonboztetésére.

A kiilonboz6 lipidekkel gradiens-pH-n kapott permeabilitasi eredményeket az in vivo

adatok fiiggvényében a 11. dbra szemlélteti.
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Lathatjuk, hogy a PLD+ és PLD- vegyiiletek jol elkiiloniilnek egymastol. A hatarvonal
bar a PPV és NPV értékek figyelembe vételével jol behatdrolhaté (Pe = 27), mégis a
kiilonbozo szoveti lipidekkel mért PAMPA rendszerekben kapott Pe értékek alapjan a PLD
megjelenés kockdzatanak eldrejelzésére a kovetkezd harom osztalyos besorolast javasoljuk:

PLD- ha: Pe<25

mérsékelt a PLD kockazata, ha 25< Pe<35

PLD+ ha Pe=>35

Ha mégis az éles hatarvonal megjelolésénél maradunk —ahogyan azt a Ploemen és
Pelletier modellekben is tették —, akkor a Pe = 27-nél meghuzott hatdr alapjdn az Osszes
szoveti lipid rendszer effektiv permeabilitasi értékét és az ezekhez tartoz6 PPV és NPV
értékeket figyelembe véve is jobb modellt kapunk, mint a bemutatott in silico modellek. A
kapott modell megbizhatésdgat az is aldtdmasztja, hogy a megadott Pe hatdrhoz tartozé
szamértéket nem egyetlen mérés alapjan vélasztottuk ki, hanem az Osszes szoveti lipiddel
torténd mérés eredményét figyelembe vettiik. Az in vivo eredményektdl eltéré pontok igy is
megjelennek, azonban a pozitiv prediktiv érték minden esetben magasabb a Ploemen
modellénél, és a negativ prediktiv érték mindeniitt magasabb volt a Pelletier és Tomizawa
modelleknél. Ennek megfeleléen elmondhat, hogy a kapott PAMPA alapu gradiens-pH
rendszeriink pontossdga jobb lett a gydgyszerkutatdsban alkalmazott in silico modellekénél.

Az egyes vegyiileteknél a permeabilitdsi modell szovetspecificitdsat is sikeriilt
azonositani, pl. a maprotilin jéval nagyobb effektiv permeabilitdsi értéket adott a mdj és sziv
szoveti lipiddel végzett kisérletek sordn, mint a PC-vel vagy vesével. Ez azzal magyardzhato,
hogy a maprotilin a vizsgalt pH-kon pozitiv toltésii, igy a negativabb toltésli lipidekkel az
ionos vonzds miatt erdsebb kolcsonhatdsokat tud kialakitani, mint a semleges toltéshanyadu

lipidekkel. A szovetspecifitds mértékét a késobbiekben részletesen is fogjuk vizsgalni.
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Szoveti lipidek hatdsa gradiens-pH (pH 7,4 — pH 4,0) rendszerben
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11. abra. Effektiv permeabilitasi értékek gradiens-pH (pH 7,4 — pH 4,0) rendszerben
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Annak ellenére, hogy az éltalunk kialakitott modellben is azonositottunk dlpozitiv és
alnegativ eredményt szolgdltat6 vegyiileteket, joval kevesebb ilyen eset volt, mint az in silico
modellek esetében (pl.: haloperidol, hidroxizin, klozapin, loratadin stb.). A téves elOrejelzések
egyik, tobb esetben azonositott oka a metabolizmus. Szervezetiinkben a gydgyszerek nem
valtozatlan formdban vannak jelen, elsOsorban mdjhoz kothetd enzimek (foként CP450)
atalakitjdk ezeket, de a metabolizmus végbemehet mar a madjba keriilés el6tt is (pl. a
bélhamsejtekben). A keletkez0 metabolitok jellemzéen mdés fizikai-kémiai tulajdonsdggal
rendelkezhetnek, mint az eredeti anyavegyiilet, ezért eltér6 lehet farmakokinetikai sajatsaguk,
de bioldgiai és igy toxikus hatdsuk is. Egy-egy funkcids csoport kilépése vagy beépiilése miatt
mads lehet az amfifil vegyiilet bazicitdsa, valamint jellemzdéen csokkenhet a lipofilitasa is. E
két paraméter megvaltozasa jelentdsen képes megvéltoztatni a metabolitok anyavegyiilethez
képest fenndllé permeabilitdsi sajatsagait. Igy eléfordulhat, hogy mig a gyégyszer nem okoz
foszfolipiddzist, addig a metabolitja igen, vagy forditva. Ezért nagyon fontos, hogy az
eldrejelzés sordn ne hagyjuk figyelmen kiviil a lehetséges metabolitok hatdsat sem.

Az in vivo adatok alapjan a fenacetin foszfolipid6zist indukdl, azonban ezt sem a sajat
modelliink, sem az in silico modellek nem tudtdk eldre jelezni. A fenacetinnek nincs bazikus
nitrogénje, nem ionizalodik, kozepesen lipofil molekula. A foszfolipidozis ismertetett
mechanizmusai alapjdn ez a vegyiilet nem okozhatna ilyen mellékhatdst. F6 metabolitjai
viszont mar olyan fizikai-kémiai sajatsdgokkal rendelkeznek, ami alapjan PLD+ kockéazatuk
fokozodik (ezt késObbi méréseink sordn a p-amino-fenol és p-etoxi-anilin vizsgalatdval
szeretnénk igazolni): van bdzikus nitrogénjiik, 4-es koriili pH-n ionizéltakka valnak, és ezen a
pH-n lipofilitdsuk is némileg lecsokken (12. dbra). Ezek alapjan nagy valészinliséggel
mondhatjuk, hogy nem a fenacetin, hanem a metabolitjai okozzdk a foszfolipidézist, ami

megmagyardzhatja a modelliinkben kapott ellentmondast.
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CH,
o:< CH, fenacetin
HN 0/_ ClogP = 1,41
PN
HN CH,
p-etoxi-anilin
paracetamol cpK, =5,13

o ClogP =1.34

p-amino-fenol
cpK, =5,43
ClogP = 0,84

OH

12. abra. A fenacetin metabolizmusa

A klorokvinnél hasonlé kovetkeztetést vonhatunk le. F6 metabolitja egy N-deetilezett
szarmaz€k, melynek a bdzikus nitrogénhez kothetd pK,-ja nagyobb, ionizalt formdjanak
lipofilitasa kisebb az eredeti molekuldndl. Igy a lizoszémdba ionizélt formaban bejutva mar

nem tud visszafelé atjutni a membranon, ezért Iétrejohet a vegyiilet felhalmozodésa (13 .4bra).

Cl Cl
N| i CH3 (CHS —_— N| CH3
H
= N)\/\/N\/CH3 E/ Em/l\/\/N\/CH3
H

13. abra. A Kklorokvin és f6 metabolitja

A kinin a vese €s a tiid6 szoveti modellben is dlnegativnak adédott. A Ploemen modell
is PLD- vegyiiletnek prediktdlja. Az irodalomban nem egységesek az in vivo adatok a kininre
nézve”, egyes publikdciokban PLD+ #* méshol PLD- gyogyszerként irjak le 7,

A metapirilén dlpozitivitdst mutat modelliinkben. A Pelletier és Tomozawa modellek
is hasonl¢ eldrejelzést adnak erre a vegyiiletre. A metapirilén tartalmaz bazikus nitrogéneket,
és lipofil heteroaromds molekularészt, szervezetiinkben mégsem okoz foszfolipid6zist. Ennek

az lehet az oka, hogy a molekula mér 7,4-es pH-n is részben ionizélt allapotban van

23



(14. abra), a lizoszoma membranjan csak limitdlt lehet az atjutdsa, igy ott nem tud olyan

mértékben felhalmozddni, ami a PLD kialakuldsdhoz sziikséges.

pKal = 8,76

CH,
HC—

@b“/\

S N

pK.2 =531

14. abra. A metapirilén

A mianszerint a mi modelliinkhéz hasonléan a Pelletier, Tomizawa €s a nem-sejtes
CMC modell is PLD+ vegyiiletként jelzi eldre, de in vivo nem okoz foszfolipidézist. Ez a
feltételezés szerint a gydgyszer metabolikus atalakuldsdval magyardzhaté: a minanszerin {6
metabolitja a 8-hidroxi-mianszerin (15. dbra), mely a CMC modellben végzett vizsgalat

alapjan nem okoz foszfolipidézist™.

major metabolit:

oo oG
S O

CH, CH,

mianserin 8-hidroxi-mianserin

15. abra. A mianszerin és f6 metabolitja

A propranolol mindhdrom bemutatott in silico modellben alpozitivitdst mutat, ami
Osszefiigg azzal, hogy fizikai-kémiai tulajdonsdgai (cpK,, ClogP) a foszfolipidézist okozé
vegyliletekhez hasonléak (16. dbra). A gradiens-pH-n (pH 7,4 — pH 4,0) mért nagy effektiv
permeabilitasi értéke miatt a mi modelliinkben is PLD+ vegyiiletnek mutatkozott. Ezzel
szemben in vivo vizsgilatok alapjan nem alakul ki foszfolipidézis a propranolol hatdséra®’.

Feltételezziik, hogy ennek oka a vegyiilet oxidativ metabolikus 4talakuldsa®®, melynek sorén
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kevésbé lipofil és savas karakterli fenol szarmazékok keletkeznek (tompitjdk az NH bazikus

karakterét), amelyek ennek koszonhetéen nem indukdlnak foszfolipiddzist.

cpK,=9,67

OH

OH

O\)\/H © v \)oH\/H

(0] N

SOaSiilG oop QU
9 J -

. g

ClogP =2,28 ClogP = 2,58 ClogP =2,28

16. abra. A propranolol és f6 metabolitjai

5. Kisérleti rész
5.1. Felhasznalt anyagok

A kisérletek sordan felhaszndlt foszfolipideket (PC, Sph, PI, PG, PS, PE) és
szovetspecifikus lipid frakciokat (BBB, mdj, sziv) az Avanti Polar Lipids Inc.-t8] vaséaroltuk.
A n-dodekan és a dimetil-szulfoxid (DMSO) oldészerek a Merck Kft.-t0l szarmaztak. Az
0sszes tobbi vegyszer, illetve a referencia gyogyszerek a Sigma-Aldrich Kft-tél keriiltek
beszerzésre. A puffer oldatokat a kovetkezo receptek alapjan készitettiik el:

pH 4,0-es puffer: 65 ml 0,01 M citromsav oldat + 35 ml 0,01 M Na,HPO, oldat.

pH 7.,4-es puffer: 1 1 ioncserélt viz + 1 tasak izotdnidsan kiegyensulyozott foszfat
puffer (PBS) s6 keverék (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4; Sigma Aldrich Kft., 028K8214).

A szoveti lipideket a kovetkez0 receptek alapjan dllitottuk 6ssze (3. tablazat):

3. tablazat. A szoveti lipidek osszeallitasanak receptjei

Vese szoveti lipid3’9 Tiido szoveti lipid40

Szfingomielin (Sph) 3,5 mg 8,7 mg
Foszfatidilinozitol (PI) 2,5 mg 1,45 mg
Foszfatidilglicerol (PG) - 1,35 mg
Foszfatidilszerin (PS) 2,5 mg -

Foszfatidiletanolamin (PE) 13,5 mg 9,55 mg
Foszfatidilkolin (PC) 22,65 mg 25,3 mg
Koleszterin (CHO) 5,1 mg 19,4 mg
Gliceril-tripalmitat 39,7 mg 5,8 mg
Dodekan 2,24 ml 1,79 ml

25



5.2. Felhasznalt eszkozok

A vizsgalatokhoz 96-cellds polipropilén mérétalcakat, (angolszdsz elnevezése plate)
(Agilent Technologies, Denmark), 96-cellds polikarbondt alapd, sziird donor-talcdkat
(Multiscreen™-IP, MAIPN4510, pérusméret 0.45um; Millipore) és 96-cellds teflon akceptor
talcat (Multiscreen Acceptor Plate, MSSACCEPTOR; Millipore) hasznaltunk. A méréseket
mérétalca-razo inkubatorban (Heidolph Titramax 1000) végeztiik. A mérétalcakban kialakulo
anyagkoncentracié meghatarozasaira LC/UV(DAD) (Agilent® 1100 HPLC rendszer)
kromatogréfids technikdt haszndltunk. A folyadékok kimérésére Eppendorf tobbcsatornds

automata pipettakat, pipettahegyeket hasznaltunk.

5.3. Kromatografias mérés koriillményei

Kromatografids késziilék:  Agilent® 1100 LC

Kolonna: chromolith® fast Gradient RP-18e (50 mm x 2 mm; 3 pm)

Eluensek: A: 0,1 % TFA viz, B: 0,1 % acetonitril:viz = 95:5 (v /v)

Gradiens program: 0-0,3 min 5-15 % B; 0,3-1,8 min 15-100 % B; 1,8-2,4 min
100 % B, 2,4-2,5 min 100-5 % B

Ekvilibraciés 1d6: 0,5 min

Aramldsi sebesség: 1,8 ml/min

Kolonnatér hémérséklete: 40 °C

Injektalt térfogat: 6 ul

Detektdl4s: Diddasoros UV-VIS detektalas (abszorpci6 alapjéan)
220 nm, 254 nm, 280 nm

5.4. A PAMPA rendszer osszeallitasa

A donor oldatot egy 96-cellds polipropilén mérdtalcan készitettiik elé. Minden
alkalommal harom parhuzamos mérést végeztiink. A celldkba bemértiik a puffereket, majd a
mintdk 10 mM-os DMSO-s torzsoldatat. Két kiilonboz6 puffer oldatot haszndltunk: pH 4,0 és
7.4. A vegyiileteket 100 uM-os kiinduldsi koncentrdcidban vizsgéltuk. Ennek megfelelden a
bemérések a kovetkezOképpen alakultak: 297 ul puffer + 3 ul DMSO-s torzsoldat.

Az igy elkésziilt 300 pl oldatokat egy 6rdan 4t szobahdmérsékleten razattuk, majd
szlirtik. Ezt kovetden lipid oldatot készitettink: 16 mg foszfatidilkolint (vagy mas
foszfolipidet) oldottunk 600 pl n-dodekdnban, hidegen homogenizaltuk ultrahangos fiirdd
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segitségével. A kapott lipid oldatbdl 5 pl-t adagoltunk a donor oldali mérdtalca sziirdjére,
majd 150 pl-t pipettdztunk ra a donor oldat szlirletébdl. Az akceptor oldali mér6lemezbe 300
pl puffert pipettdztunk. A donor tilcdkat az akceptorba illesztettiik, a parolgdsi veszteség
elkeriilése érdekében nedves sziirépapirral lefedtiik, majd 36 °C-on 4 6rdn 4t inkubdltuk. Az
inkubdciot kovetéen a donor és az akceptor oldalon kialakulé anyagmennyiségeket
LC/UV(DAD) alapjan adtuk meg. A koncentracidkat a kromatogramon integralt, a vegyiilet
retencidjanak megfeleld6 AUC-vel (gorbe alatti teriiletekkel) kozelitettiik.

A mérési eredményeket a mellékletben a 4-6. tdblazatok tartalmazzak.

5.5. Felhasznalt egyenletek

Az effektiv permeabilitds és a membranretencié megadasara a kovetkezd egyenleteket

hasznéltuk fel®>:

MR=|1- CD (1) — CA () a membrdnretencio. 5.1
C,(0) C,0)

Az effektiv permeabilitas izo pH-n:

-2303 (v,.v,) [ V.4V, ) (60 {@

TAG-ry) v.+v) o la=r)v )l o

} 2.2)

s

Az effektiv permeabilitds gradiens pH-n:

p = - 2,303 : ! gl -7 +(1+ raj. C, (1) , ahol (4.4)
" A-(t-7y) \1+r ’ I-R) C,(0)
1% (A-D) (4-D)
r =| =2 lif = i , 4.5)
S\ pm o prt

(D

e

A (4.4) egyenlet két ismeretlent tartalmaz: PEA_)D) és P _>A). Az egyenletet a

kovetkez6 moddszerrel oldhatjuk meg: két mérést kell végezni, egyet izo-pH 7,4-en, egyet
(

e

gradiens-pH 7,4 — 4,0-en. Izo-pH-n P AP P(eD_)A). Ezt az esetet a kovetkezd egyenlet

segitségével oldhatjuk meg:

p- -2,303 (1 g —n+(1+r"j' C, (1) 52
A-(t—7) \1+7, 1-R) \ C,(0)
ahol Iry= VD/VA (5.3)
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Ezt kovetden iterdcioval megadhatjuk a (4.4)-et P(eD_)A)—ra. Eldszor becsiiljiik r-t, ahol az

D)

izo-pH-n kapott P(;H -t helyettesithetjiik be. Igy kapunk egy r,-t, mellyel ujbol

kozelithetjiikk ry-t. Ezt addig folytatjuk, mig r, egyenlévé nem vdélik ry-vel. Ekkor mar
megoldhat6 a (4.4) egyenlet.

Ahhoz, hogy a fenti médszert haszndlni tudjuk, sziikség van izo-pH és gradiens-pH
rendszerben valé mérésekre is. Ezeket 28 vegyiilettel végeztiik el. A mérési eredmények
alapjan lathat6 volt, hogy ha elhagyjuk az iterdcids 1épést, €s helyette I,-t egy megfelelden kis
konstans értéknek vélasztjuk (r, = 10™%), és ezt helyettesitjiik be a (4.4.) egyenletbe, akkor az
ezzel a modszerrel kapott Pe értékekben a megadasi pontossdgon beliill mar nem kovetkezik
be valtozas. E szamitdsi mod segitségével a mérések szamat felére tudtuk csokkenteni, hiszen
az izo-pH rendszerbeli mérésre igy nincs sziikség, mely a koltségeket csokkenti, a

hatékonysagot noveli.

6. Osszefoglalas

Didkkori munkdmat a Richter Gedeon Nyrt. Szintézistimogaté Laboratériumdban
végeztem. Munkdm sordn célul tiztik ki egy Uj, nagy dateresztoképességli, robosztus, az
eddigiektdl fiiggetlen in vitro nem-sejtes modell kidolgozdsat a gydgyszer indukdlta
foszfolipiddzis eldrejelzésére. Megéllapitottuk, hogy a gradiens-pH (pH 7,4 — pH 4,0)
rendszeri PAMPA moddszer képes modellezni a foszfolipidézist. A mérésekbdl szarmazéd
membranretencids értékek (MR) a CAD - foszfolipid kolcsonhatdsra utalnak. Az effektiv
permeabilitasi érték (Pe) a kationos amfifil vegyiiletek lizoszomén beliili felhalmozdédasat
modellezi. Ezek alapjan részben pontositani tudtuk a foszfolipid6zis mechanizmusat. A
felhaszndlt lipidek segitségével sikeriilt ramutatnunk a modell szovetspecifitisdra is. A
gradiens-PAMPA modell robosztus és az eddigi modellekhez képest ortogonadlis lehetdséget

biztosit a foszfolipiddzis elorejelzésére.
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7. Melléklet

4. tablazat. Membranretencio (%) értékek izo pH 7,4-en

PC BBB Maj Tiido Vese Sziv
Amitriptilén 87,7+25 91,5+ 1,7 90,1 £0,5 88,1+14 85,6 +£23 90,6 £ 0,9
Amodiakvin 37,3+5,0 51,8 +3,5 584 +1,8 69,3+1,6 60,8 £ 7.4 59,4 £3,6
Ampicillin 1,2 £1,8 5,0£1,9 3,0 £0,7 1,6 £0,7 1,9+1,3 0,6 £3,3
Atenolol 0,7+1,2 0,5+0,1 0,5 +1,6 5,8+29 52+20 2,0+£0,3
Cimetidin 1,6 +0,6 1,6 £0,3 0,9 +0,6 9,6 +1,2 35+£22 1,2+04
Dantrolen 46,0 + 21,7 18,2+ 8,0 30,1 £3,2 272+52 8,1+3,2 19,7+5,0
Dibukain 50,9 +0,9 59,3+3,2 63,6 £3,2 56,2+39 55,1+3,1 66,1 +42
Diflunizal 02+1,3 2,2+0,6 3,0+1,2 32+0,8 2,+00,3 144+11,6
Famotidin 0,3+0,2 0,0+0,1 2,8 #1,1 5,5+4.8 0,8+0,2 0,3+0,2
Flutamid 59,4+23 49,7+ 1,5 51,9 45,2 574 +1,7 46,6 £6,3 47,1 £3,1
Gemfibrozil 23,9+59 28,9+2,5 29,8 1,4 27,8+0,2 259+2,0 28,6 £1,9
Hidroxizin 48,8 +49 55,1 +£3,7 58,0 £2,7 60,6 £2,4 583+34 54,7+5,6
Imipramin 74,5+ 1,7 79,6 £0,3 79,5 £1,3 752+33 74,7+1,2 77,9 £0,6
Kinin 17,9+0,9 309+1,2 40,2 £1,4 21,1+58 30,3+1,7 32,0+1,8
Klorokvin 21,2+3,0 27,3+8,3 22,1 +£2,.2 11,7+0,6 14,5+2,0 18,5+3,3
Klozapin 54,5+24 55,7+2,5 61,9 £2,5 53,7+4,7 553+1,7 574+25
Maprotilin 289+24 435+8,2 55,7 +£1,6 493+29 50,7+ 1,0 51,614
Metapirilén 42,5+0,0 41,6 £ 1,0 44,0 +0,6 42,0+ 1,8 47,7+1,0 52,4+89
Mianszerin 92,8 +0,8 93,6 £ 0,4 93,7 £0,5 934+04 93,4+1,3 942+04
Prokain 11,409 14,6 £1,0 15,3 £1,6 13,3+2,6 11,2+4.8 13,5+14
Propranolol 249+1,5 355+1,3 41,9 £1,2 29,6 +2,6 30,3+£6,3 37,6 £2,0
Rifampicin 274+49 20,3+1,3 19,8 £2,1 19,9 £04 17,8+ 1,8 143+5.8
Rolitetraciklin 343+3,0 28,1+19 152 +1,9 150+ 1,5 18,1 +4,0 42+6,3
Szulindak 0,6 1,6 23+1,7 2,0+2.0 1,6 £0,1 2,8+ 3 1,2+0,2
Takrin 0,6 £3,9 13,0+ 8.8 18,4 £1,7 18,5+0,2 16,4+04 30,8+ 15,0
Tamoxifen 99,0 +£0,0 99,0 +£0,0 98,0 0,0 99,7 +0,0 99,8 £0,0 99,8 £0,0
Zileuton 23,8+1,3 246+23 27,3 1,5 245+04 9,7+2,0 20,1+54
Zimelidin 40,5+ 1,0 46,7 +3,2 47,2 3.0 51,4+£0,5 50,3+ 1,1 47,7+23

Parhuzamos mérések szama: n =3
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5. tablazat. Membranretencio (%) értékek izo pH 4,0-en

PC BBB Maj Tiido Vese Sziv
Amitriptilén 11,0+ 2,3 1,8 +6,6 16,1 +5,5 9,9 +4,1 12,6 +2,1 26,3+9,5
Amodiakvin 2,6+3,9 0,1 +£0,2 04 +0,3 0,5+0,2 0,3+0,2 0,1 £0,2
Ampicillin 7,119 14,8 £5,6 8,6+0,0 57+24 7.6 +£2,0 8,6+6,5
Atenolol 32+1,8 1,1+0,9 8,1 +£16,0 44+1,6 59+64 0,0+£0,9
Cimetidin 5,1+6,5 1,2+3,9 24+19 0,6 +13,5 1,0+0,4 1,2+1,3
Dantrolen 339+6,8 37,5+2,3 39,6 £6,7 36,9+1,8 36,4+9,6 17,6 £ 8,7
Dibukain 6,5+1,0 04+1,7 12,6 +1,8 73+1,7 10,9+24 188+7,3
Diflunizal 57,7+0,1 56,7+ 3,8 753+1,0 81,7+0,8 742 +1,3 72,6 £1,1
Famotidin 0,3+0,2 0,8+0,2 0,1 +£0,3 2,0+0,4 24+26 5,8+3,7
Flutamid 57,8+0,8 47,6 + 41 52,9+3,2 51,2+2,8 61,6 6,9 59,5+£3,0
Gemfibrozil 93,9+0,4 93,1+1,1 93,4+0,2 92,4+1,3 91,1+1,0 92,3+0,5
Hidroxizin 02+0,4 22+1.8 47+25 6,7+3,6 3,7+3,0 0,7+5,5
Imipramin 7.8 +1,1 24+13 8,9 + 3,1 73+£2,0 7.1 +£44 12,1+£2,6
Kinin 1,6 +1,1 0,2+0,1 04+1,2 0,5+0,4 36+1,2 1,5+0,1
Klorokvin 11,7+13,6 108+10,4 | 19,3+16,4 | 10,6 +23,0 9,8+6,7 11,4 +18,2
Klozapin 45+2,0 0,4+0,1 36+1,0 1,3+£3,0 6,3+1,2 05+2,8
Maprotilin 1,115 32+5.2 38+6,3 54+25 1,7+7,4 6,0+5,0
Metapirilén 22+1,0 0,8+0,9 29+0,4 2,4+ 3,1 26+14 2,9+3,9
Mianszerin 17,5+0,9 13,7+2,2 24,9+0,8 17,0+2,5 9,1£3,9 22,5+2,1
Prokain 04+0,2 0,9+0,2 1,1 £0,3 1,5+1,0 0,2+0,0 33+£3,0
Propranolol 32+0,3 1,2+0,4 43+1,7 41+15 4,2 + 3,1 9,0+5,0
Rifampicin 36,6 £7,6 36,9+£3,5 472+45 64,4 +3,4 61,3 +3,1 63,5+2,5
Rolitetraciklin 0,3+0,2 54+0,9 14,2 +6,0 7,1 £9,1 10,2 +24,9 55+£7,2
Szulindak 293+41 23,5+ 6,1 32,2+6,1 32,3+6,3 21,4+6,5 22,1+8,0
Takrin 0,1+0,2 0,4+0,2 1,6 £0,2 1,6 +0,6 1,2+0,2 1,2+0,2
Tamoxifen 77,9 +1,1 724 +2,3 84,1+1,5 643+79 81975 80,1 £2,8
Zileuton 21,7+4,1 204 +2,9 28,1 £4,5 18,1 +4,3 104+1,0 9,0+6,7
Zimelidin 03+3,2 22+0,9 23+2,0 0,3+4,3 8,3+3,7 1,4+24

Parhuzamos mérések szama: n =3
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6. tablazat. Effektiv permeabilitas értékek gradiens pH 7,4 — 4,0-en (cm/s*10°)

PC BBB Maj Tiid6 Vese Sziv

Acetilszalicilsav 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Amitriptilén 90,0 £ 2,8 114,7+6,4 107,7 £2,8 86,2+ 10,0 87,8+ 1,0 107,4+£3,4
Amodiakvin 28,5+1,6 33,0+1,3 37,0+ 1,3 27,0+0,8 328+14 328+1,2
Ampicillin 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0
Atenolol 0,0+0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Cimetidin 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Dantrolen 3,7+0,1 42+04 5,3+0,2 4,0+0,5 3,7£0,2 1,9+0,1
Dezipramin 88,2+ 1,0 114,8 £5,0 114,0£3.9 86,8 +0,8 79,6 £1,3 80,8 +4,0
Dibukain 93,5+1,9 93,7+3,1 83,3+ 15,2 64,6110 [ 62,0+12,7 76,7+ 11,1
Diflunizal 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Diklofendk 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Doxiciklin 0,0+0,0 4,6 +0,3 3,7+0,1 1,2+0,1 1,8+0,1 0,6 +0,0
Etoposid 0,0£0,0 0,2+0,0 1,0+0,0 0,0+0,0 1,1 +0,1 0,0+0,0
Famotidin 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Fenacetin 8,0+0,1 8,9+0,4 9,8+0,1 8,7+0,1 9,5+0,3 85+0,1
Fenobarbital 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,9+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0
Fluoxetin 73,4+ 16,0 74,3+ 14,3 77,7+5,8 73,8 +20,7 | 64,5+19,1 67,2 +22,2
Flutamid 16,9 +£2,5 188+14 20,9+3,2 18,4 +£3,6 183+34 20,0+4,4
Gemfibrozil 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Haloperidol 90,0 + 13,3 100,2+11,5 | 103,0+12,9 | 111,3+53 | 91,7+16,9 96,5 + 20,5
Hidroxizin 68,6 + 13,1 59,129 99,0 + 11,7 84,9+82 89,9 +7,3 102,0 £ 15,2
Imipramin 773+5,0 89,7+ 1,5 101,6 £3,9 92,1+24 81,1 +2,6 102,7+1,9
Karbamazepin 7,4 +0,1 9,6 £0,2 11,3+£0,2 9,3+0,1 9,7+0,0 9,2+0,1
Ketokonazol 348+1,0 582+24 68,4+ 11,7 54,7+0,0 51,2+6,6 41,1+23
Kinakrin 60,1 4,0 80,0 +4,9 79,6 +4.,6 59,0+7,1 52,8 +10,0 53,4+6,5
Kinin 10,2+1,2 33,2+6,2 56,0+6,4 159+0.,8 19,7+0,9 33,7+3,6
Klorokvin 3,7+0,7 7,6 £4.5 12,5+ 0,6 4,6 +0,1 49+0,3 6,6 0,6
Klérpromazin 130,1 £ 18,3 | 153,4+53 | 119,5+16,7 99,9 +2,1 94,4 + 17,5 119,0 +4.8
Klozapin 43,3+£0,6 40,7+ 0,9 96,2 +4,1 76,8 +1,6 70,6 + 3,7 96,5+49
Koffein 1,5+0,2 1,7+0,0 1,9+0,1 1,4+0,1 2,0+0,0 1,2+0,0
Kolhicin 0,0+0,0 0,2+0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0 0,1+0,0
Loratadin 69,7 £ 3,8 110,4 £21,2 69,2+5,0 72,8276 | 66,4 +11,1 91,4+99
Maprotilin 56,2 +22,6 58,1 17,8 107,0 £ 1,0 81,5+19 89,0+ 1,6 102,6 £ 0,7
Metapirilén 66,5 + 20,9 81,6 £434 | 117,6 11,5 | 90,3+ 10,4 88,1 +5,8 114,5+ 8,4
Metildopa 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Mianszerin 116,5+12,0 | 129,8+12,2 | 108,44 +3,8 80,3+29,9 | 81,5+20,0 105,1 £ 14,2
Piroxikam 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0
Prokain 4,7+0,1 6,9+0,2 10,8 £ 1,2 163 +1,2 9,7+0,6 7,1+0,5
Promazin 88,9 +4,7 95,1 +£3,5 97,1+49 90,9 +3,2 74,5+ 3,0 82,1+1,3
Propranolol 374+2,8 74,2+5,3 36,3+04 22,1 +0.,8 25,4 +0,1 26,2+1,1
Ranitidin 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,7+0,0 0,0+0,0
Rifampicin 0,6 +0,0 1,2+0,0 0,8+0,0 1,0+0,0 0,9+0,1 0,8+0,1
Rolitetraciklin 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Szulindak 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Takrin 1,2+0,0 11,3+1,3 129+ 1,0 5,0+0,3 6,4+0,5 52+0,2
Tamoxifen 30,1 +0,0 30,1 +0,0 30,1 +0,0 30,1 +0,0 30,1 +0,0 30,1 +0,0
Tiloron 49,7+ 1,8 53,8 +2,1 54,1+1,1 46,7+ 1,0 41,9 +0,7 41,4+0,3
Tioridazin 79,4 £ 8,5 1143 +18,1 | 68,6+ 13,0 48,7+ 7,1 53,7+34 88,0 + 21,6
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Folytatas: 6. tablazat

Verapamil 50,6 £3,3 572+24 57,8+0,7 51,115 45,713 46,5+ 1,8
Warfarin 0,0 +0,0 0,1 +0,0 0,1 +0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
Zileuton 9,0+0,3 9,8+0,3 14,0+ 0,3 10,6 £ 0,2 10,9 + 0,7 6,6 +0,1
Zimelidine 73,8 +10,8 78,0 25,9 70,3+ 1,7 59,3+0,5 625+12 71,8+ 1,6

Parhuzamos mérések szama: n = 3

32




8. Irodalomjegyzék

"'Lipinski, C. A. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods 2000. 44, 235-249.
% Testa, B. Pharmacokinetic Optimization in Drug Research: Biological, Physicochemical,
and Computational Strategies, 2001. Wiley-VCH, Ziirich

3 Kerns, E. H.; Di, L.: Drug-like Properties: Concepts, Structure Design and Methods: from
ADME to Toxicity Optimization 2008. Elsevier Inc. p. 6-16.

4 Kodavanti, U. P.; Mehendale, H. M. Pharmacological Reviews 1990. 42, 4, 327-354.

> Nelson, A. A.; Fitzhugh, O. G. Archives of Pathology 1948. 45, 454-462.

% Gleiser et al. The American Journal of Pathology. 1968. 53(1), 27-45.

7 Liillmann, H.; Liilllmann-Rauch, R.; Wassermann, O. Critical Reviews in Toxicology 1975.
4, 185-218.

A mikroszképos felvételért koszonet dr. Selényi Gyorgynek €s dr. Krajcsovicz Zoltdnnak

? Halliwell, W. H. Toxicologic Pathology 1997. 25,1, 53-60.

10 Sadrieh, N. The Regulatory Challenges of Drug-induced Phospholipidosis, 2010. FDA
ACPS meeting

11Mesens, N.; Steemans, M.; Hansen, E.; Verheyen, G. R.; Van Goethem, F.; Van Gompel, J.
Toxicology in Vitro, 2010., 24, 1417-1425

12 Kaufmann, A. M.; Krise, J. P. Journal of Pharmaceutical Science 2007. 4, 729-746.

" Hein, L.; Liillmann-Rauch, R.; Mohr, K. Xenobiotica 1990. 20, 1259-1267.

" Hruban, Z.Environmental Health Perspectives 1976. 16, 111-118.

15 Cramer, C. T.; Ulrich, R. G. Toxicology in Vitro 1994. 8, 1083-1090.

16 Kacew, S. Toxicology and Applied Pharmacology 1987. 91, 469-476.

7 Yamanaka et al. Toxicologic Pathology 1997. 25, 150-157.

'8 Liillmann-Rauch, R.; Nassberger, L. Acta Pharmacologica et Toxicologica 1983. 52, 161-
167.

¥ Liscum, L. Traffic 2000. 1, 218-225.

20 Albay, D.; Adler, S. G.; Philipose, J.; Calescibetta, C. C.; Romansky, S. G.; Cohen, A. H.
Modern Pathology 2005. 18, 733-738.

2 Anderson, N.; Borlak, J. Federation of European Biochemical Societies Letters 2006. 580,
5533-5540.

33



2 Ploemen, J. H. T. M.; Kelder, J.; Hafmans, T.; van de Sandt, H.; van Burgsteden, J. H.;
Salemink, P. J. M.; van Esch, E. Experimental and Toxicologic Pathology 2004. 55, 347-355.
23 Pelletier, D. J.; Gelhaar, D.; Tilloy-Ellul, A.; Johnson, T. O.; Greene, N. Journal of
Chemical Information and Modeling 2007. 47, 1196-1205

24 Tomizawa, K.; Sugano, K.; Yamada, H.; Horii, I. The Journal of Toxicological Sciences
2006. 31, 4, 315-324.

%> Fischer, H.; Kansy, M.; Bur, D. Chimia 2000. 54, 640-645.

2% Kruhlak, N. L. e7 al. Toxicology Mechanisms and Methods 2008. 18, 217-227.

27 Vitovic, P.; Alakoskela, J-M.; Kinnunen, P. K. J. Journal of Medicinal Chemistry 2008. 51,
6, 1842-1848.

2 Zhou, L. et al. Analytical Chemistry 2011. kéizlés alatt

* Monteith, D. K.; Morgan, R. E.; Halstead, B. Expert Opinion Drug Metabolism Toxicology
2006. 2, 5, 687-696.

30 Kansy, M.; Senner, F.; Gubernator, K, Journal of Medicinal Chemistry 1998., 41, 1007-
1010.

31 Kansy, M.; Avdeef, A.; Fischer, H., Drug Discovery Today: Technologies 2004., 1.(4),
349-355.

32 Schmidt, D; Lynch, J. MultiScreen™ Permeability Plates, Millipore application note

33 Wohnsland, F.; Faller, B. Journal of Medicinal Chemistry 2001. 44, 923-930.

** Kerns, E. H.; Di, L.: Drug-like Properties: Concepts, Structure Design and Methods: from
ADME to Toxicity Optimization 2008. Elsevier Inc. p. 86-99.

> Avdeef, A.: Absorption and Drug Development Solubility, Permeability and Charge State
2003. pION, Inc. John Wiley & Sons

36 Hanumegowda, U. M.; Wenke, G.; Regueiro-Ren, A.; Yordanova, R.; Corradi, J. P.;
Adams, S. P. Chemical Research in Toxicology 2010. 23, 749-755

%7 MarvinSketch Version 5.3.8, ChemAxon Ltd.

38 Sasame, A. H.; Liberato, D. J.; Gillette, J. R. Drug Metabolism and Disposition 1987. 15,
349.

% Yamanaka et al. Journal of Nutrition 1968. 95, 3, 381-387.

*0 Nakamura et al. Lipids 1980. 15, 9, 616-623.

34



