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1. Bevezetés

Az elmult két évtizedben az ipari gyogyszerkutatas gyakorlataban bekovetkezett
valtozasnak koszonhetden az Gijonnan szintetizalt gyogyszerjelolt vegyiiletek fizikai-kémiai
jellemzésében, a korabban egy-egy kizarolagosan alkalmazott fizikai-kémiai paraméter
hasznalata helyett, a komplex jellemzés valt meghatarozévalll. Ennek megfeleléen a
felfedezé kutatas korai fazisaban sziikségessé valt az ADMET (felszivodas, eloszlas,
metabolizmus, kivalasztas, toxicitas) folyamatokat jo kozelitéssel leird fizikai-kémiai
sajatsigok megbizhatd és gyors meghatdrozasal?. A gyogyszerek felszivodasanak
elorejelzésére, illetve a farmakokinetikai és a farmakodinamikai fazisban lejatszodo
folyamatok értelmezésére egyik legrégebben hasznalt fizikai-kémiai paraméter a lipofilitas,
aminek figyelembevétele napjainkban is nélkiilozhetetlen a gydgyszerkutatds kezdeti és
fejlesztési szakaszdban egyarantll. A vegyiiletek neutralis formajanak lipofilitasara
vonatkozd log P mérése klasszikusan razotoleséres, illetve pH-metridas modszerek
alkalmazaséaval torténik. Ezen technikék elénye, hogy pontos értéket szolgaltatnak, viszont
ateresztoképességiik kicsi, illetve a lipofilitds potenciometrikus meghatarozasa csak
ionizaciora képes vegyiiletek esetén végezhet6™. A klasszikus modszerek mellett jo
alternativat jelent a forditott fazisu kromatografias (RP-HPLC) technika, ami jéval nagyobb
ateresztOképességli, viszont jelenlegi ismeretiink szerint csupan lipofilitasi trendek
felallitasara, illetve kozelitd adat megadasara alkalmas(®),

A Richter Gedeon Nyrt. Szintézistamogatoé Laboratoriumaban végzett munkam soran
egy RP-HPLC alapon megadott lipofilitasi adatokat (log Kograd, kromatografias kapacitasi
faktor) felhasznald automatizalt rendszer kidolgozasat tiiztiik ki célul, ami alkalmas lehet
egy adott szerkezeti korbe tartozé vegyiilet pontos log P értékének megadasara, a lehetd

legkevesebb elemszamu, nagypontossagu lipofilitasi adat felhasznalasaval.



2. Irodalmi rész

2.1. A gyégyszerek szervezetbeli sorsat meghatarozé fizikai-kémiai

paraméterek

A gybgyszerek kivant hatasukat jellemzdéen valamilyen célfehérjéhez (receptor,
enzim) val6 kotddés eredményeként valtjak ki. Ezt a folyamatot nevezziik farmakodinamikai
fazisnak. A vegyiilet hatashelyre jutdsanak, illetve a szervezetbdl vald kiliriilésének
folyamatat pedig farmakokinetikai fazisnak nevezziik. Ennek allomasai az elsGsorban a
tapcsatornan keresztiil megvalosulo felszivodas (Abszorpcid), a szervezetben valo eloszlas
(Disztribucio), a foként majban végbemend biotranszformacio (Metabolizmus) és az
els6dlegesen a vesén keresztiili kivalasztds (Exkrécio), melyeket roviden ADME-
folyamatoknak nevezhetiink!® 1. A gy6gyszerkutatas korai fazisaban a vegyiiletek fizikai-
kémiai paramétereit ADME-sajatsagaik elérejelzésére hasznaljuk. A leggyakrabban hasznalt

paraméterek az 1. abran lathatoak.

Integritas
Mw, tisztasag

Kémiai

Oldhatosag

log S stabilitas

Gyogyszerjelolt
vegyiiletek
jellemzése

Sav-bazis
tulajdonsagok
PK,

\ Permeabilitas
log Pe, P app

Lipofilitas
log B D

1. abra. Gyogyszerjelolt vegyiiletek jellemzésére hasznalt legfontosabb fizikai-kémiai

paraméterek

A vegyiiletek fizikai-kémiai jellemzésekor a gyogyszeradagolas per 0S (szajon at)
torténd megvalosulasat vessziik alapul, mely sordn a hatdéanyag a gyodgyszerformabol
kioldodik, a tapcsatornan keresztiil felszivodik, majd a véraram segitségével a célszovetbe
jut (eloszlik). A belekbol torténd felszivodas, illetve a szoveti eloszlas esetében is
egyszertsito feltételként a hatdbanyag membranon vald atjutasat csak passziv transzporttal

feltételezziik. Mindezeknek koszonhetden a gyogyszerjeldlt vegyiiletek ADME-folyamatai
5



mar egyszerii kémiai, fizikai-kémiai paraméterekkel is modellezhetdvé valnak!! (1. dbra). A
kovetkezOkben ezeket a paramétereket — sav-bazis tulajdonsag, lipofilitds, oldhatosag,
permeabilitas, stabilitas, integritds — mutatom be roviden, a sav-bazis sajatsagokat és a
lipofilitast, mint alapvetd fizikai-kémiai jellemzoket részletesebben is koriiljarom, hiszen

foként e két paraméter kisérleti meghatarozasaval foglalkoztam munkam soran.

A gyogyszerek felszivodasat, illetve biohasznosulasat jelentosen befolyasolja vizes
oldhatosaguk. Az oldhatdsag az anyag szerkezetébol eredé molekularis tulajdonsag, anyagi
meg adott oldat koriilmények kozott®l. Ertéke kétféleképpen adhatéo meg: a kinetikai
oldhatosag meghatarozasa foként a gydgyszerkutatds felfedezd szakaszdban, mig a

termodinamikai oldhatosagé jellemzben a fejlesztési szakasz soran sziikséges. El6bbi a

crer

“y ey

meg. Az elmult két évtizedben a vegyliletek oldhatosdganak javitasa kiilondsen fontossé valt
a gyogyszerkutatds kiilonboz¢é fazisaiban egyre nagyobb szamban megjelend, fokozott

lipofilitast mutatd gyogyszerjelolt vegyiileteknek koszonhetden!? o,

A gyogyszerek felszivoddsanak, sejtmembrdnon vald datjutdsdnak leirdséara
legalkalmasabb a permeabilitas paramétere. Altalanos megfogalmazasban ez egy vegyiilet
lipidmembran kettésrétegén torténd atjutasanak sebességét adja megl®l. Mérésére in vivo
vizsgalatok végzése lenne a legidealisabb, azonban erre a kutatas korai fazisdban nincs
lehet6ség. Ezért az elmilt 15 évben tobbféle in vitro modszert fejlesztettek ki. A
gyogyszeripari kutatasban két Kiterjedten alkalmazott permeabilitas mérési eljaras ismeretes:
az egyik modell sejtes rendszereket (pl. Caco-2*t), MDCK[?), mig a mésik mesterséges

membréanokat (pl. PAMPA!3 141) hasznal a vizsgalat soran.

A vegyliletek oldatbeli stabilitasa is rendkiviil fontos a gyogyszerkutatas kiilonb6z6
fazisaiban. A vegyiiletek kémiai (pH, ionerésség, oxigén), fizikai (hdmérséklet, fény) illetve
biologiai hatas kovetkeztében bomlast szenvedhetnek. A vizsgélt vegylilet ezekkel a
hatasokkal szembeni ellenalld képességét mutatja meg a kémiai stabilitast*> 61 A
gyogyszerkutatas kezdeti szakaszdban a kémiai stabilitdsi vizsgalatokat jellemzden az
ADME-folyamatokhoz, illetve az in vitro farmakologiai vizsgalatokhoz kothet6 fiziologias
modellkozegekben végzik és LC/UV/MS technikéaval vizsgaljak[™l.



A gybgyszerkutatasban alkalmazott vegyiiletek minésége kritikus szerepet jatszik a
felfedezés sikerességében, az ADME ¢és egyéb bioldgiai vizsgalatok soran kapott
eredmények megbizhatosagaban. Mindezek miatt a vegyliletek azonossaganak (integritas)

és tisztasaganak vizsgalata szintén nélkiilozhetetlen a gyogyszerkutatas korai fazisaban*l,

2.2. Sav-bazis tulajdonsag, proton-disszociaciés allando (pKa)

A gyogyszerek tobbsége tartalmaz egy vagy tobb ionizalhaté funkcids csoportot!el,
Az ionizalhat6 funkcios csoportok szdma szerint mono-, di- és poliprotikus vegyiileteket
kiilonboztethetiink meg. A molekulak proton-disszocidcios, illetve asszociacids sajatsaguk
alapjan lehetnek savak, bazisok és amfoter (egyszer(i amfoter vagy ikerionos) vegyiiletek. A
Bronsted-Lowry féle sav-bazis elmélet alapjan a sav olyan vegyiilet, mely proton leaddséra
képes, mig a bazis proton felvételére. A gyogyszerkincs mintegy 38 %-a bazikus karaktert,
kozel 18 %-a savas karakterti, 10 %-a amfoter vegyiilet, a multiprotikus és az allanddan
ionizalt vegyiiletek 8, illetve 6 %-ot képviselnek, a nem ionizalhatd vegyiiletek aranya pedig
20 % (2. abra.)l,

4 Semleges

 Allandéan jonizalt
 Multiprotikus vegyiiletek
4 Amfoterek

m Diprotikus bazisok
 Monoprotikus bazisok

u Diprotikus savak

® Monoprotikus savak

2. abra. Gyogyszerek proton-disszocidcids sajatsaga kemogenomikai felbontasban

A gyenge savak és bazisok vizes oldatokban kiilonboz6é ionizaltsagi allapotban
vannak jelen a pH-tdl fiiggden. Kivételt jelentenek azonban azok a vegyiiletek, melyek vizes
oldatban nem ionizalodnak (pl. szteroidok tobbsége), illetve azok, melyek a teljes
pH-tartomanyban ionizalt allapotban vannak jelen (erés -elektrolitok pl. kvaterner
ammoniumsok). A gydgyszerek ionizacidja jelentds hatassal bir felszivodasi sajatsagukra,
eloszlasukra és a szervezetbél valé kiiiriilésiikre!?”. A vegyiilet nem-ionizalt formaja, az
ugynevezett ,transzport-forma” inkabb a lipid barriereken képes athatolni, mig az ionos

,receptor-forma” inkabb a célfehérjéhez, illetve transzport fehérjékhez kotddik,



A molekuldk vizes kozeg kémhatasatol fiiggd toltttségi allapotat jellemzo
termodinamikai paraméter az ionizacids konstans (vagy proton-disszociaciés allando), azaz
a pKa. Savak, bazisok és amfoter vegyiiletek proton-disszocidcios folyamatai altalanosan a

3. abran lathat6 egyenletekkel irhatoak le.

: —H* - _ [AT][HY]
Sav: HA=H"+ A K, = Al
Azis: + - + _ [BI[HY]
Bazis: BH" =B+ H K, = B
Egyszeri amfoter: HABH* = HAB = A™B Ksavas > g bazikus
Ikerionos amfoter: HABH* = A"BH* = A™B K5avas < [ bazikus

3. dabra. Sav, bazis és amfoter vegyiiletek proton-disszociacids folyamatainak leirasa

A reakcidegyenletek melletti savi-disszociacios egyensulyi allandok (Ka) negativ
10-es alapti logaritmusa alapjan — melyet p-vel jelolink (pKa) — felirhato a
Henderson-Hasselbalch (H-H)-egyenlet (4. abra).

Savak esetén: pK, = pH+ log%
+
Bézisok esetén: pK, = pH + log [B[I;] ]
r , [proton donor]
Altalanosan: pK, = pH +log

[proton akceptor]
4. abra. Henderson-Hasselbalch-egyenlet

A H-H-egyenlet értelmében egy molekula proton-disszociaciora képes atomjara,
vagy atomcsoportjdra vonatkoz6 pKa érték megegyezik azzal a pH értékkel, ahol a
disszocidlt és a nem disszocialt forma egyenld ardnyban van jelen a vizes kdzegben. Ha egy
vegyiilet pKa értéke(i) ismert(ek), a H-H-egyenletb6l meghatarozhaté adott pH-n a
disszocialt és nem disszocialt formak ardnya, illetve a koncentraciok ismeretében az oldat
pH értéke. A H-H-egyenlet logaritmikus lefutasabol kovetkezik, hogy savak esetén a pKa
értéknél két egységgel kisebb pH-n mar teljesen semleges, mig két egységgel nagyobb
pH-n teljesen ionizalt allapotban van a disszociabilis csoport. Bazikus csoportok esetén e
folyamat ellenkezéje érvényesiil?l. Az 5. abran a savas és bazikus karakterii vegyiiletek

ionos €s semleges molekularis formdjanak egymasba alakulédsa lathat6 a pH fiiggvényében.



Savak esetén:

Proton-disszociacio aranya (o)

Proton-disszociacio aranya (o)

Bazisok esetén:

JE—
N BH
I\l-?'zt' PKa I'-B]
/
@ iO/ /
Klérpromazin /
-I_o—"/l 1
0 1 2 3 4 6 7 3 g 10 11 12

5. abra. Savak ¢és bazisok ionizacioja

A 3. 4bran is lathato, hogy egyszerli amfoter vegyiiletek esetében a savas funkcios

csoport pKa értéke nagyobb, mint a bazikusé. A két pKa érték kozotti pH-n az oldatban a

semleges forma van jelen. Ezzel szemben az ikerionos molekulaknal a bazikus karakterii

funkcios csoport pKa-ja a nagyobb, itt a két pKa érték kozti pH-n a molekula ikerionos

formaban van, az eredd toltés viszont ebben az esetben is semleges (6. abra). Azt a pH

értéket, ahol az ikerionos molekula kifelé semleges toltést,

nevezziik, ami a kovetkezképpen adhatd meg?¥:

pH; =

Egyszerii amfoterek esetén:

Proton-disszociacio aranya (o)
L
=1

10 b Naltrexon

0 1 2 3 4

[HABH']

PKal

pH

[HAB]

PKal

ngavas_l_ ngézikus

izoelektromos pontnak

[4B]

\

L

8,88 1011

Proton -disszociacio aranya (o)

2

(2.1)

Ikerionos vegyiiletek esetén:

[HABH'] [ABH [A-Bf
/
pEa o a."lll

~124HI\..\)_L

. ot
Glicia /

1 2 3 4 6 7 & 9 10 11 12
pKa pH pKan

231 6,24

6. abra. Egyszeri amfoter és ikerionos vegyiiletek ionizacidja

2.2.1.

A pKa meghatarozasanak lehetoségei

A pKa érték meghatarozasanak legelterjedtebb modszere a potenciometrikus

titralas®t 22 mely kétféle modon hajthatd végre: a meghatarozas torténhet direkt, illetve



kiilonbségi (indirekt) potenciometrikus titralassal. Korabban a direkt mérést alkalmaztak,
azonban ma mar a kiilonbségi titralas tekinthetd a gyogyszeriparban altalanosan elfogadott
eljarasnak. Direkt modon torténd mérésnél a vizsgalando vegyiiletet sav-bazis karakterétol
fliggden erds savval, vagy bazissal titraljak. A pKaérték megadasa a titralasi gérbe inflexios

pontja alapjan torténik. A mddszer hasznalatanak feltételei, illetve hatranyai:

* Viszonylag erdsen ioniz4dlodd atom vagy atomcsoportot tartalmazd vegyiiletek
esetén hasznalhato,

= Maximum két pKa hatarozhatdé meg, ha kozottiik legalabb 1,5 pKa egység eltérés van,

= Egyszerre csak egy tipusu (savas vagy bazikus karakterii) funkcionalitas vizsgalhato,

= Nem automatizalhato,

» Mintaigénye nagy: 10-50 mg/titralas/1 pKa adat.

A kiilonbségi vagy indirekt titrdldsos modszer alapja, hogy két titralast végeznek.
Els6ként egy blank titralas soran egy erds savat (pl. HCI) erds bazissal (pl. KOH) titralnak,
majd ezt kovetden a mérést elvégzik a mérendo vegyiilet jelenlétében is. A két titralasi gorbe
kiilonbségébdl  tobbszords fliggvénytranszformacidot kovetden meghatarozhaté az

tigynevezett Bjerrum-fiiggvény?®l,

melynek inflexios pontja(i) adja(dk) meg a pKa
érté(ke)ket. A Bjerrum gorbén a molekula altal leadott/felvett protonok szamat () a pH

fliggvényében abrazoljuk (7. abra).

Blank

Klorpromazin :lé_

0 0.5 1 15 2 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
ml (KOH) AVer

) 1506 | AV

Ny = 7——— 7 R
H ™ disszocialhaté [H*] szdma

7. abra. A pKa érték megadésa Bjerrum-fiiggvény segitségével

10



A kiilonbségi titralas jellemz6i, haszndlatanak feltételei a kovetkezoképpen

foglalhatoak Ossze:

=  Gyengén ionizal6do atomot vagy atomcsoportot tartalmazo vegyiiletek vizsgalata is
lehetséges (pKa = 2-12),

» Egy vegyiilet akar négy-ot pKa értéke is egy idoben (egyetlen titralassal)
meghatarozhato, ha a funkcios csoportok pKa értéke kozott legalabb 0,1 pKa egység
eltérés van,

= Az Gsszes funkcionalitas egyszerre vizsgalhato,

= Részlegesen automatizalhato, nagy pontossagi modszer (GLpKa, Sirius Analytical
Instruments Ltd.),

= Mintaigénye kisebb (a direkt modszeréhez képest): 4-8 mg/titralas (102 M).

A potenciometrikus pKa mérések soran a pontossag javitasara, valamint a
fiziologiashoz leginkabb hasonld koriilmények biztositasa érdekében az ionerdsség
beallitasara vizben jol oldédé inert sokat, altalaban 0,15 M-o0s kalium-kloridot vagy
natrium-kloridot alkalmaznak. Mindemellett a titralasok soran a disszociacios allando
homérsékletfiiggése miatt allandé hémérsékletet (altalaban 25 °C) biztositanak, illetve a
bazis karbonatosodasat elkeriilendd, inert gaz (leggyakrabban argon, nitrogén) atmoszférat

alkalmaznak[4,

Spektrofotometrias mérés (UV-pH titralas)?" 22l hasznalatahoz két empirikus feltétel
teljesiilése sziikséges. A vizsgalt vegyiilet ionizalhatd csoportjanak pH valtozas hatdsara
bekovetkezé protonaltsagi allapotanak megvaltozasa megfeleld mértéki spektralis (UV
abszorbancia) valtozast kell, hogy okozzon, illetve az ionizalodé atomjatol vagy
atomcsoportjatol maximum két o-kotés tavolsagra kromofor csoport jelenléte is sziikséges.
UV-pH titralast altalaban azon esetekben hasznalnak, ha a mérni kivant vegyiilet alacsony
oldhatosaga nem teszi lehetdvé a potenciometrias titralast. Az UV-pH titralas jellemzdi:

= Gyengén ionizal6do atom vagy atomcsoport vizsgélata is lehetséges,

= (Csak a spektralisan érzékeny ionizalhatd funkcionalitas vizsgalhat6, de az nagy
érzékenységgel,

* Minden ilyen funkcionalitas egyszerre vizsgalhatd, abban az esetben, ha a hozzajuk
tartozo pKa értékek kozel esnek egymashoz (maximum 2 pH egységen beliil),

= Abban az esetben, ha eltér6 a spektralis tulajdonsaguk, az egymashoz kozeli pKa-jt

funkcionalitasok szeparalhatova valnak,
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= J6l automatizalhatd, pontos értéket szolgaltat (GLpKa + DPAS, Sirius Analytical
Instruments Ltd.),
* Mintaigénye < 1 mg/titralas (10° M).

Az automatizalt potenciometrias (GLpKa), illetve az UV-pH titralas
(GLpKa + DPAS) hasznalata kdzepes kapacitast tesz lehetévé, ezért a proton-disszociacios
alland6 meghatarozasara UV spektrofotometrian alapulo, nagy ateresztOképességti (HTS)

modszerek megvaldsitasara is sor keriilt!?® 261,

A tovabbi alternativak nem rutin eljarasként, csak egy-egy specialis probléma esetén
hasznalatosak. Mindegyik modszer alapja ugyanaz, mint az UV-pH titralas esetén, azaz a
vizsgalt vegyiilet olyan sajatsagat mérik, mely a pH-t6l fliggden valtozik. Ilyen tulajdonsag
lehet a kromatografias retencio (HPLC k’-pHP™), a vandorlasi sebesség kapillaris
elektroforézisl?®% esetén, illetve az NMR-spektroszkopiahoz®H kothetd kémiai eltolodas
IS. A mérések soran kiillonbozé pH-ju kozegeket hasznalnak, a vizsgalt vegyiiletekbdl
1-10 mg elegendd. A pKa érték pedig ezekben az esetekben is a Bjerrum-fliggvény

segitségével hatarozhatd megl’l.
2.2.2. Vizben nem old6dé vegyiiletek pKa értékének meghatarozasa

A gybgyszerjelolt vegyiiletek egyre nagyobb hanyada vizben rosszul oldodik. Emiatt
pKa értékiik meghatarozasa tisztan vizes rendszerekben nehézségekbe iitkozik. llyen esetben
az oldoészerelegyben valé meghatdrozas (co-solvent method) alkalmazédsa vezethet
eredményre. Ekkor az ugynevezett latszolagos disszociacios allando (psKa) hatarozhato meg,
melybdl a vizes oldatban érvényes pKa érték a nulla szerves olddszertartalomra valo
extrapolacioval kaphaté meg. A gyakorlatban altalanosan a MeOH/viz rendszerben valo
mérés és a Yasuda-Shedlovsky extrapolacio terjedt el®? 3% A Yasuda-Shedlovsky
extrapolacio értelmében alkalmazott Osszefiiggés, ahol & az oldoszerelegy relativ

permittivitasa, [H20] pedig az elegy molaris viztartalmal®! a kovetkezo:
psKa + |Og [HZO] = A/S +B (22)

A 8. abran a Yasuda-Shedlovsky abrazolas és a szerves oldoszertartalom
novelésének hatasara bekovetkez6 disszociacios allando értékének valtozasa lathatd savas

¢és bazikus karakterti molekulak esetében.
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8. abra. Yasuda-Shedlovsky abrazolas, illetve a szerves oldoszertartalom hatasa a

proton-disszociacids allando értékére
2.3. Lipofilitas, megoszlasi hanyados (log P)

A lipofilitas az egyik legrégebben hasznalt fizikai-kémiai paraméter a gyogyszerek
felszivodasanak elérejelzésére. A megoszlasi hanyados (log P) fogalmat, mely a lipofilitast
jellemz6é paraméter, elséként 1872-ben Berthelot és Jungfleisch hatérozta meg®®. A
vegyitiletek bioldgiai hatasa és lipid oldékonysaga kozotti Osszefiiggésre azonban elséként a
szazadfordulé idején Meyer®® és Overton®! mutatott ra kabitoszerek tanulmanyozasa
soran. Késébb, 1959-ben Gaudette és Brodie®® ismerte fel, hogy a hatéanyagok szerves
oldoszer/viz rendszerekben bealld egyensulyi megoszlasa a lipofil karakter meghatirozasa
mellett farmakokinetikai folyamatok modellezésére is alkalmas. Sikeres vizsgalataik
ellenére a megoszlasi rendszerek alkalmazasa nem terjedt el, egészen Hansch és Fujita
1964-ben ko6zolt publikacidjaig, melyben a n-oktanol/viz, mint altalanos megoszlasi
rendszer alkalmazasara tettek javaslatotB®. Késébb Leo, Hansch és Elkins egy 1971-ben
megjelent 6sszefoglald tanulmanyukban kozel 800 vegylilet ebben a rendszerben mért
megoszlasi hanyadosat adtak meg[“?l,

A lipofilitast altalaban egy molekularis paraméterrel, a megoszlasi hanyadossal
(log P) fejezziik ki, mely a vizsgalt vegyiilet viz és vizzel nem elegyedo (lipid-szerii) szerves
oldészer kozotti megoszlasi egyensulyat fejezi kil*!. A megoszlasi hanyadosnak két tipusat
kiilonboztethetjiik meg. A nernsti definicio szerint egy anyag megoszlasan két, egymassal
nem elegyedd oldoszerben vald aktivitasainak aranyat értjiik, adott hOmérsékleten és
nyomason, azzal a feltétellel, hogy a vizsgalt vegyiilet mind a két fazisban azonos
molekularis formaban van jelen. Ilyenkor valodi megoszlasrél (log P vagy log P?)

beszélhetiink. A latszolagos megoszlasi hanyados vagy disztribucios koefficiens (log Papp,
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log DpH) ezzel ellentétben egy adott pH-ju vizes fazisban az Gsszes jelenlévé molekularis
forma megoszlasat figyelembe veszil*l.

([X°]) aranyat Gigy adjuk meg, hogy a szerves fazisban 1év6 aktivitas/koncentracio keriil a
szamlaloba, a vizes fazisban 1év0 pedig a nevezdbe. Ezaltal a pozitiv log P érték a lipid

fazishoz valo affinitast, mig a negativ log P érték a vizhez valo relativ affinitast fejezi kil*!l:

0 [Xo]szerves oldészer
log P® = log X (2.3)

A megoszlasi rendszer 6sszes folyamata a ,,négy-egyenstly” megoszlasi modellel

irhat6 lel” %21 mely a 9. abran lathaté monoprotikus savak esetén.

1. Tonizécids egyensuly vizben: 2. Semleges molekularis forma megoszlasa

n-oktanol/viz rendszerben:

_ [H*][AT] 0 _ [HA% okt
PRa = ") log P™ = l0g (1o,
3. Ionos molekularis forma 4.  lonizacios  egyensuly  n-oktanolban

megoszlasa n-oktanol /viz rendszerben:

[A"Tokt

- _
log P'~ = log Ao

(,,Scherrer pKa”):

+ -
Koktanol — l [H ][A ]okt
Pfa %8 HAT ok

9. abra. A ,,négy-egyensuly” megoszlasi modell

Az egyensulyi egyenletekbdl €s a proton-disszociacidobol (pKa) lathatod, hogy az
ionizalt és semleges molekularis forma aranya a pH-val valtozik, mely a H-H egyenlet
alkalmazasaval irhato 1e*®]. Monoprotikus savak és bazisok, illetve amfoter vegyiiletek

esetén a log D-pH lefutas a 10. abran lathato!?],
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10. abra. Monoprotikus sav (ibuprofén), monoprotikus bazis (klorpromazin), illetve

amfoter vegyiilet (morfin) log D-pH lefutasi gorbéje

Az abrak alapjan elmondhat6, hogy a monoprotikus savak pKa értékiiknél kisebb
pH-kon fokozatosan teljesen semleges molekularis formaba keriilnek, lipofilitasuk eléri a
maximalis értéket (log P°. A pKa értékiiknél nagyobb pH-kon viszont fokozatosan
ionizélodnak, mig végiil a teljesen ionos molekuldris forma elérésével a lipofilitasuk
minimalisra csokken (log P'"). Mindezekkel sszhangban bazikus karakterti vegyiiletek
esetén a log D-pH gorbe éppen forditott lefutasa. A diprotikus ikerionos és egyszerii amfoter
vegyiiletek esetén pedig a lipofilitas a két pKa érték kozotti pH tartomanyban

(izoelektromos pont) a legnagyobb, ahol a molekularis formajuk semleges toltésii (10. abra).
2.3.1. Megoszlasi rendszerek

Standard kétfazisu rendszernek azt nevezziik, amikor a rendszert csak a két fazis
alkotja, melyek egymadssal kozvetleniil érintkeznek. Abban az esetben, ha a viz mellett a
masik fazis szerves oldoszer (pl. n-oktanol), akkor a rendszert izotrépnak nevezzik,
amennyiben a masik fazis szuszpenzié (pl. liposzéma), anizotrép rendszerrdl
beszélhetiink[*l. Az anizotrép rendszerek jobban hasonlitanak a bioldgiai rendszerekhez,
mint az izotrop rendszerek, viszont utdébbi rendszerek kezelhetdsége, reprodukalhatésaga

jobb, és ily médon az altaluk szolgaltatott lipofilitasi adat is konnyebben értelmezhetd.
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A kétfazist rendszerek koziil a n-oktanol/viz rendszer szamit a viszonyitasi alapnak,
igy ezt hasznaljak a mai napig mas rendszerekkel vald 6sszehasonlitas soran is. A n-oktanol
(CsH170OH) amfifil jellegénél fogva (apolaris oldallanc és polaris fej) képes modellezni a
gyogyszer és a membran lipid kettOs rétege és fehérjéi kozotti kolesonhatasokat. A n-oktanol
nem elegyedik vizzel, de jelentés mennyiségli, 25 mol%-nyi vizet képes megkotni. A
vizmolekuldk klasztereit a n-oktanol molekuldk poldris hidroxil csoportjai veszik koriil,
ennek megfelelden invertalt micellakat alkot (11. 4bra)l® *51. A n-oktanol/viz rendszer
azonban kevésbé hasonlit a bioldgiai membran rendszerekhez, ugyanis a lipofil-lipofil

kolcsonhatas mellett csak H-hidas kolcsonhatas (n-oktanol, féként mint H-donor)

e

11. abra. A vizes oktanol szerkezete kis szogii rontgendiffrakcios vizsgalat alapjan

kialakitasara van lehetdség.

[45]

Mindezek miatt a hagyomanyosnak szamit6 n-oktanol/viz rendszer mellett szamos
mas alternativ megoszlasi rendszer keriilt kidolgozasra. Ezeket a standard izotrop lipofilitasi
rendszereket (,kritikus kvartett”) a viz mellett alkalmazott mésik f4zis tulajdonsagai alapjan
osztalyozhatjuk!“®l:

*  Amfiprotikus olddszerek, mint pl. n-oktanol,

» Hidrogénkotés akceptorként szolgald olddszerek, mint pl. di-n-butil éter (dbe),
propilénglikol dipelargonat (PGDP),

* Hidrogénkotés donor sajatsaggal rendelkezd oldoszerek, mint pl. kloroform,

* Apolaris, aprotikus inert oldoszerek, mint pl. alkanok.

Ezzel ellentétben a mesterséges (liposzomak) és a természetes membranok anizotrop
rendszernek tekinthetdek. Napjainkban egyre nagyobb szerep jut ezeknek a rendszereknek
is, igy a liposzéma/viz megoszlasnak és az immobilizalt mesterséges membranok
alkalmazasanak. Ennek oka, hogy liposzoma/viz rendszer esetén - a hagyomanyos
n-oktanol/viz megoszlasi rendszerrel ellentétben - Kiterjedt H-hidas (liposzoma, mint

H-donor és akceptor) és ionos kolesonhatas kialakulasa is lehetséges a lipid polaros feje és
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a gyogyszervegyliletek kozott. Az anizotrop lipofilitasi rendszerek mintegy koztes

megoldast is jelentenek a megoszlasi és a kotodési modellek kozottl4],

2.3.2. Alog P meghatarozasanak lehetoségei

A megoszlasi hanyados (log P) meghatarozasara hasznalhato modszereket két
csoportra lehet osztani. Az elsé csoportba a direkt meghatiarozasi modszerek (pl.
hagyomanyos razoétdlcséres technika, kétfazisi potenciometrids titralas), a masodik

csoportba pedig az indirekt (jellemzéen kromatografias) eljarasok (pl. HPLC) tartoznak!™l.

A log P mérésére klasszikusan az egyensulyi megoszlason alapuld razotolcséres
modszert alkalmazzak. Ennek alapja, hogy a vizsgalandd vegyiiletet két, egymassal nem
elegyedd oldoészer (pl. n-oktanol/viz) kozott, intenziv fazisérintkeztetéssel (razatas) és
termosztalt koriilmények kozott megosztjuk. A megoszlasi egyensuly bealltat kovetden, a
kvantitativ analitikai mddszerrel meghatdrozzuk. A n-oktanol kedvezdtlen tulajdonsagai (pl.
nagy viszkozitas, illékonysag) miatt az ott kialakul6 hatéanyag-koncentracio meghatarozas
nehezen megoldhatd, azonban Leo és munkatarsail® szerint egy vizsgalatsorozatnal az
anyagmérleg reprezentativ ellendrzése utan nem is sziikséges az oktanolos fazisban 1évd
modszer hatranya, hogy nagyon munka- és idéigényes, nagy az oldoészer-felhasznalasa, a
termosztalas nehezen megoldhato, illetve a fokozottan lipofil molekuldk csak korlatozottan
mérhetdk ilyen modon. Mindettd] fliggetleniil a szolgaltatott log P érték pontossadga nagy, a
mérhetd log P tartomany pedig -3-3 kozott helyezkedik el.

A gyogyszeriparban az évek soran egyre inkabb a pH-metrias eljaras keriilt eldtérbe,
mely napjainkban a ,gold standard” modszernek szamit. A mérés elve, hogy a
proton-disszociaciora képes csoportot tartalmazd vegyiiletet azonos kisérleti koriilmények
kozott potenciometrikusan titraljak els6ként vizes, majd n-oktanol/viz rendszerben. A két

titralasi gorbe kiilonbségébdl szamithatd a megoszlasi hanyados (12. bra)2l,
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12. abra. Bjerrum-fiiggvény n-oktanol/viz rendszerben monoprotikus sav (warfarin),

illetve bazis (klorpromazin) esetén

Az éabran lathato, hogy savak esetén a n-oktanol/viz rendszerben végzett titralas
Bjerrum gorbéje a magasabb pH értékek felé, bazisoknal az alacsonyabb pH értékek
iranyaba tolodik el. A mérések sordn a reprodukalhatosag és a pontossag érdekében
- ahogyan azt mar 2.2.1.-es fejezetben emlitettem a kiilonbségi potenciometrikus pKa
meghatarozassal kapcsolatban - jellemzéen 0,15 M-o0s kalium-klorid hattér-elektrolitot,
allandé homérsékletet (altalaban 25 °C), illetve inert gz (leggyakrabban argon, nitrogén)
atmoszférat alkalmaznak!® ®l. Az eljaras eldnyei, hogy pontos log P értéket szolgaltat -1-8
log P tartomanyban, jol reprodukalhatd, illetve a vegyiilet teljes log D-pH profilja
meghatarozhatd egyetlen mérésb6l. Hatranyként emlithetd, hogy a fokozottan hidrofil
vegyiiletek mérése ezzel a modszerrel is problémas, illetve az ateresztOképessége sem nagy.
A modszer részleges automatizalasat a Sirius Analytical Instruments Ltd. valositotta meg a
GLpKa (min. 6 ml oldat sziikséges/titralas), majd Gjabban a SiriusT3 (min. 1 ml oldat

szlikséges/titralas) késziilékek forgalomba helyezésével.

Az indirekt kromatografids modszerek a fenti rendszerekkel ellentétben kozvetett
adatot szolgaltatnak a lipofilitas jellemzésére, viszont joval nagyobb az ateresztoképességiik,
mely a gyogyszerkutatds korai fazisaban fontos szempont. Alapjuk, hogy a molekuldk
lipofilitasi sajatsaga és a kromatografias kapacitasi faktora (log k /RP-HPLC/), retencidja
(Rm, /RP-VRK/) forditott alloéfazison szoros Osszefliggést mutat. Igy nagyhatékonysaga
folyadékkromatografias (RP-HPLC) moddszerrel vagy vékonyréteg-kromatografiaval
(RP-VRK) is gyorsan meghatarozhat6 a megoszlasi hanyados jellemzdéen 0-5 kozotti log P
tartomanyban.

Ismert n-oktanol/viz rendszerben mért log P értékkel rendelkezd, szerkezetileg

hasonld vegyiiletekkel készitett kalibracio segitségével az Rm és a log k értékek
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meghatarozasa utan a (2.4), illetve (2.5) Collandert® altal leirt korrelacios egyenletek

regresszids koefficiensei kiszamithatoak:

logP=a-Ry+b (2.4)
logP =a -logk+b (2.5)
E/It}gm
log k

L

13. abra. RP-HPLC segitségével meghatarozott lipofilitasi indexek*®!

Az izokratikus kapacitasi faktorok (log k) az adott mozgofazis 6sszetétel mellett mért
retencids 1d6kbol szarmaznak, mig a log kw @ 0 % szerves oldoszertartalomra extrapolalt
kapacitasi faktort jelenti (13. abra). Utobbi értékek szorosabb korrelacidot mutatnak a log P
értékekkel, hiszen ebben az esetben a kapacitasi faktor a vegyiiletnek az allofazis és a
mozgdfazis vizes komponense kozotti megoszlasat fejezi kiP%. A kapacitasi faktor és
logaritmusa az alabbi képlet alapjan szamithato, ahol tr a vegyiilet retencios idejét, mig to a
holtid6t jelenti:

k=21, logk = log B (2.6)

to to

Szerves modositd jelenlétében linedris extrapolacid sziikséges az alabbi egyenlet

szerint, ahol ¢ a szerves modosito térfogattortjét, S a meredekséget jelentil:

logk = logk,, — S@ 2.7)

A log kw 6-8 izokratikus, kiilonb6z6 ¢ szerves modosité mellett végzett kisérletbol
torténd extrapolacioja helyett Snyder és Dolan!® kidolgoztak egy olyan megkozelitést, mely
lehetévé teszi egy adott linearis gradienssel végzett mérés esetén a log kw megkozelitd, mig

kétféle gradienssel torténd mérés esetén a pontos értékének szamitasat:

te = () log (23 ko -b+1)+to+1tp (2.8)
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. _ VmA@S
ahol: b= R (2.9)

A (2.8) és (2.9) egyenletekben tr a vegyiilet retencios idejét (min), to a kolonna

holtid6t (min), b a gradiens meredekségi paramétert, ko az eluens 0 % szerves modositd

tartalmanak megfeleld k értéket jelenti. Tovabba tp a gradiens késleltetési id6 (V—Fd), Vb a

késziilék hold-up térfogata (ml), ¢ a B oldoszer térfogattortje a mozgotazisban (%), Ap a
¢ valtozasa a gradiens alatt, S a vegyliletre vonatkozo paraméter (log k - ¢ meredeksége),
mely kis molekulak esetén hozzavetSlegesen konstans értékként (4,2+0,8) kezelhet63l, A
Vm a kolonna holttérfogatot (ml) (t, - F), tc a gradiens id6t (a gradiens kezdete és vége
kozott eltelt id6), mig F az aramlasi sebességet (ml/min) jelenti az egyenletekben. A (2.8)
egyenlet alkalmazasa az tugynevezett linearis oldoszer erdsség modell (LSS) esetén
lehetséges. Megjegyzendd azonban, hogy az egyenlet kevésbé megbizhatd abban az esetben,
ha a gradiens elején nincs erés visszatartasa a vizsgalt vegylletnek (Ko értéke

nem nagy)®% 54,

A Valké és munkatarsail®® 4ltal bevezetett, gyors gradiens moédszerrel és rovid
kolonna hasznalatdval meghatdrozhat6 kromatografids hidrofobitasi index (CHI) szintén
alkalmas a vegyiiletek lipofilitdsanak jellemzésére, melynek becslésére az alabbi képlet
szolgal:

CHI=A-t; +B (2.10)

A (2.10) egyenletben A, illetve B az adott gradiens rendszerre jellemzd paraméterek,
ty pedig a gradiens retencios id6. LSS gradiens esetén a retencids id6 (tg) €s az izokratikus

paraméterek kapcsolata a kovetkezd egyenlettel irhato 1ef®l:
tg=C+ (%M) log kg (2.12)

A (2.11) Osszefliggésben tm a kolonna hold-up ideje, b a gradiens meredekségi
paramétere, log ko az izokratikus retencidos paraméter, C pedig Osszetett rendszerre

vonatkozo6 allando.

Az indirekt kromatografias modszer elényei koz¢é tartozik, hogy hasznalataval a nem
egységes mintak ¢és keverékek lipofilitasa is mérhetd, a retencidos id6 fliggetlen a

koncentraciotdl, valamint a vegylilet UV aktivitdsa és ionizalhatd csoport tartalma sem
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feltétel (tomegspektroszkopia alkalmazasaval). Mindezek miatt az el6z6 modszerekkel

esetleg nem meghatarozhaté vegytiletek log P értéke is mérhet6vé valik.

Tovabbi indirekt modszerekre még szamos példa emlitheté. A Kkapillaris
elektroforetikus modszerekhez sorolhatd mikroemulzios elektrokinetikus kromatografia
(MEEKC)B, illetve a BMCP®! (bipartitioning micellar chromatography) kromatogréfia
alkalmazésa soran a vizsgalt vegyiilet lipofilitdsainak megfelelden oszlik meg a micellék és
a tompitd oldat kozott, amit a kromatografids retencio jellemez. A centrifugalis megoszlasi
kromatografial®! hidrofil molekulak megoszlasanak jellemzésére alkalmazhato a ciklikus
voltammetrias(®® eljarassal egyetemben. Gazkromatografidss modszer alkalmazasaval is
megadhato a vegyiiletek log P értékel®ll. Az irodalomban talalhato poli(vinil-klorid)/viz
megoszlasi rendszert és 96-lyukti mérélemezt hasznalo HTS modszer isl®? 831, A fentiek
mellett a Li és Cooper® altal publikalt rendszerben a vegyiiletek lipofilitasat akusztikus
szenzor segitségével is meg lehet hatarozni. Immobilizalt mesterséges membran (IAM)

65 = valamint liposzéma kromatografias!®® moédszerek alkalmazasara is

kromatografias
talalhato példa. A liposzoma/viz megoszlas meghatarozasara altalaban potenciometrias

titralas, illetve egyensilyi dializis®®" hasznélata az elterjedt.
2.3.3. Alipofilitas gyogyszerkémiai vonatkozasai

Egy vegyiilet gyogyszerré fejleszthetdségét szamos paraméter befolyasolhatja. Ezek
koziil a vegytiletek lipofilitasa kritikus szerepet jatszik az ADME paraméterek alakulasaban.
A vizsgalt vegyiilet magasabb lipofilitasi értéke mellett nagyobb valdszinliséggel rosszabb
oldhatosag €s metabolikus tulajdonsag fogja jellemezni, mig alacsonyabb lipofilitasi érték
mellett a permeabilitds és a vesén keresztiili kitiriilés lehet problémasabb. Az 4ltalanos
toxikologia és a promiszkuitas, valamint tovabbi specialis toxikologiai tulajdonsagok, mint
pl. hERG gatlas, foszfolipidozis és CYP enzimek indukcidja/gatlasa nagyobb
valésziniiséggel fordulhat el nagyon lipofil vegyiiletek esetén. Mindezek miatt a
gyogyszerjelolt vegyiiletekre vonatkozo lipofilitds optimalis tartomanya egy viszonylag
sziik 1 és 3 kozotti log P, illetve egyes leirasok szerint log D tartomanyra korlatozhat6*® 681

(14. abra).
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log P'D- Felszivodas, Biohasznosulas
ADMET

Lipinski :> Optimalis |:>
log P< 5 0<log P<3 1<log D7,<3

CNS

Rossz lipid membran Rossz vizes oldhatosag

permeabilitas

Per os biohasznosulas

-2 -1 0 1 2 3 4 5 [
log P

14. abra. A lipofilitas hatasa az oralis biohasznosithatosagral*’]

Ezt timasztja ala a Waring altal megadott 6sszefoglalé is (15. 4bra)®® melyen

lathato, hogy a legtobb fontos vegyiilet tulajdonsag foként az emlitett hatarok kdzott mozog.

“ Oldhats, permesbilis,
hERG inaktiv

Vieth orilis gyégyszerek

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
LogD/P

15. abra. A hasznalhato vegyiiletek eloszlasa a lipofilitasi tartomanyban[®®]

A gyogyszerjelolt vegyiiletek célfehérjével szemben mutatott affinitdsa is
elengedhetetlen a gyogyszerkutatas vezérmolekula kivalasztasi 1épésében. Emiatt, illetve a
lipofilitdas, mint kritikus paraméter figyelembevétele miatt, a gydgyszerkémikusok
munkdjanak eldsegitése érdekében kiillonbozo hatékonysagi paraméterek bevezetésére keriilt
sor. Az affinitas hatékonysagi mutatdja a ligandumhatékonysag, mely az egy atomra esd

kotédési szabadentalpia mértéke az alabbi egyenletnek megfelelden, ahol AG=R-T:In Kq a
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kotodési szabadentalpia-valtozas, Kq a ligandum disszociacios allanddja, Nheavy pedig a

molekulaban megtalalhaté nem hidrogénatomok szamal®%!:

AG

LE = (2.12)

Nheavy

A vezérmolekula kivalasztasanal egyéb tulajdonsagok, mint a molekulatomeg,
molekulaméret, komplexitds mellett a lipofilitds is fontos szerepet jatszik. Emiatt keriilt
bevezetésre a lipofil ligandum hatékonysagi paraméter is, mely az affinitds negativ

logaritmusa és a log P kiilonbségeként irhato6 fel:

LLE = p(IC5y) — log P (2.13)

Ertéke abban az esetben a legkedvezSbb, ha minél nagyobb affinitas minél kisebb
lipofilitis mellett valésul megl’™. A ligandumhatékonysag és a lipofilhatékonysag
jellemzésére pedig az ugynevezett LELP-érték hasznalhatd, mely megadja az egységnyi
ligandum hatékonysag javitas lipofilitasban kifejezett arat. Szamitasara az alabbi képlet

alkalmazhatol":

clog P
LE

LELP = (2.14)

A lipofilitas széleskori ADMET folyamatokkal vald 0Osszefliggésének leirdsa
érdekében fontos, hogy minél tobb vegyiiletre pontos, gyors és olcsé modszerrel
meghatarozhaté log P értékekkel rendelkezziink. A megoszlasi hanyados kisérleti
meghatarozasa mellett in silico becsléssel valo megadasa is lehetséges, melyre szamos
programcsomag is forgalomban vant@. A log P predikcios eljarasok kozil a
legelterjedtebbek a fragmens hozzajarulasi, illetve a kvantumkémiai modszerek. El6bbi
lényege, hogy egy molekula lipofilitasa a felépité fragmensek (atomok, atomcsoportok)
lipofilitas-hozzajarulas értékeibol additiv modon szamithatd. Utobbi esetében a log P és
valamely elméleti szamitassal nyerhetd molekularis paraméter (pl. toltéssiiriiség, polaris
felszin) kozotti 6sszefiiggés felallitasa szolgal a modszer alapjaull®. Ezen becslések sok
kemotipus esetében csak a megoszlasi hanyados kozelitd megadéasara szolgalnak,
pontossaguk sok esetben elmarad a megengedhetd eltéréstdl (elvaréds a 0,5 log P egységnél
kisebb becslési hiba), igy csak a kisérletileg meghatarozott paraméterek lehetnek mérvado

dontési szempontok.
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2.3.4. Modellépités, modellek alapjan torténé predikcio

A természettudomanyokban a modellépités €s a modellek alapjan torténd predikcid
kiemelt jelentdségli, hiszen ez ad IlehetOséget arra, hogy egy-egy 1j jelenséget
lefordithassunk az altalunk mar megismert tudomany osszefiiggéseken alapul6 nyelvezetére,
¢s ily médon az elméleti tudomanyos eredményeket gyakorlati haszonra valtsuk. A
modellépités egyik leggyakrabban alkalmazott eszkdze a regresszid, mely két vagy tobb
valtozo kozotti kapcsolatot igyekszik matematikai formaban leirni. A klasszikus eljaras a
legkisebb négyzetek modszerével végzett linearis regresszid, mely az 6sszes adatpont fliggd
¢s fliiggetlen valtozoi kozott egy kozos linedris kapcesolatot feltételez. Kimutattdk azonban,
hogy ha a megfigyelések valamilyen természetes tulajdonsaguk alapjan csoportosithatok,
akkor az egyes csoportokon beliil magasabb prediktiv erejli 6sszefiiggések allithatok fel,

mint a teljes populaciora.

A tarsadalomtudoméanyokban régota alkalmazzdk az ugynevezett tobbszintli, vagy
hierarchikus modelleket (multilevel / hierarchical / nested models), melyek a mérési adatokat
példaul a mérés helye (varos, megye) vagy a mérésben részt vevo szervezetek (cég, iskola)

szerint csoportositjak[’> 741,

A szamitasi teljesitmény novekedésével a klasszikus
statisztikaban is megjelentek a lokalis regressziés modellek, mint pl. a LOESS (LOcal
regrESSion), mely a fiiggetlen valtozok terében a prediktalni kivant ponthoz legkdzelebb
es@ megfigyelésekre egy alacsony fokszamu polinomot illeszt ugy, hogy a legkdzelebbi
megfigyeléseket nagyobb, a tavolabbi megfigyeléseket kisebb sullyal veszi figyelembel’,
A kémiai modellépitésben csak nemrég jelent meg az ugynevezett lokalis lusta regresszio
(LLR, Local Lazy Regression)[’® 77l Habar a koncepcié egyszerli, valdsziniileg a
rendelkezésre allo adatmennyiség novekedése teszi lehetdvé elterjedését. Ez annyival tobb
a LOESS moédszernél, hogy nem a filiggetlen valtozok terében, hanem egy masik
tavolsadgdefinicidval, a kémiai térben vett hasonldsdg alapjan valasztjuk ki a lokalis
modellhez felhasznalt adatpontokat. A Hammett-Taft 6sszefliggésekbdl ismert, hogy kémiai
sorozatokra jo prediktivitasi modelleket lehet alkotni, a kémiai téren belili tavolsagot
altalanosabban azonban példaul a molekularis ujjlenyomatok (molecular fingerprints)
kozotti tavolsagdefiniciok, pl. Tanimoto hasonlosag segitségével lehet kiszamitani. Kémiai
sorozatokon alapuld hierarchikus regresszios modellt alkalmaz példaul a Schrodinger cég
pKa becslé moduljal™®, az LLR pedig alkalmazhaté példaul a lazar toxikologiai predikcios

szoftverben[™],
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3. Célkitiizés

Munkam soran célul tiztik ki egy RP-HPLC-s alapon megadott kromatografias
kapacitasi faktor adatokat (log Kograd.) felhasznald automatizalt rendszer kidolgozasat, ami
alkalmas lehet egy adott szerkezeti korbe tartozd vegylilet pontos log P értékének
megaddsara, a leheté legkevesebb elemszamul, nagypontossdgu lipofilitdsi adat
felhasznalasaval. A modellrendszer kialakitdsdhoz, illetve a modell globalis €s lokalis
jellegének vizsgélatahoz a Richter Gedeon Nyrt. molekulabankjabol szerkezeti diverzitasuk
(Tanimoto-index) és ionizacids készségiik alapjan harom kozponti idegrendszerre hatd
vegyiiletcsaladbol Gsszesen 70, illetve 68 kiilonb6zd sav-bdzis karakteri gydgyszeripari
,»gold standard” vegyiiletet valasztottunk ki. A vegyiiletek lipofilitasat potenciometrikus,
illetve pKa értékiiket figyelembe véve kiilonbozé pH-ju mozgodfazisokat alkalmazva,
RP-HPLC-s moddszerrel is megmértiik. Az eredmények felhasznalasaval, statisztikai
modszerekkel vizsgaltuk, hogy egy adott Tanimoto tartomdnyba esé vegyiiletkor
minimalisan hany tagjanak a lipofilitasat sziikséges klasszikus, nagypontossagi modszerrel
megmérni a leheté legpontosabb log P — log Kograd 0sszefliggés megadasahoz. A kapott
eredmények alapjan szeretnénk a jovoben RP-HPLC alapu log Kograd paraméterek
birtokaban, és tovabbi célzottan kivalasztott vegyiiletek nagypontossagli log P értékeinek
megadasaval, egy olyan robusztus modellrendszert kialakitani, mely alkalmas Ilehet

nagyszamu, kozponti idegrendszerre specifikus vegyiilet lipofilitdsanak meghatarozasara.
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4. Kisérleti rész

4.1.

Felhasznalt anyagok

A kisérletek soran vizsgalt vegyiiletek a Richter Gedeon Nyrt. vegyiilettarabol

szarmaztak. A potenciometrikus pKa, illetve log P mérés, valamint spektrofotometrias pKa

mérés soran felhasznalt anyagok:

ISA-viz (Ionic Strength Adjusted): 0,15 M-o0s KCI oldat.

0,5 M-0s KOH oldat (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Kft.)

0,5 M-os HCI oldat (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Kft.)

80 % MeOH: 1 1 elkészitéséhez 800 ml metanol, illetve 200 ml ISA-viz elegyitése
sziikséges.

n-Oktanol/ISA-viz: A n-oktanolhoz ISA-viz feleslegben val6 hozzaadasa sziikséges,
ugyanis 25 mol%-nyi vizet képes megkotni. Elkészitése: 500 ml
n-oktanolhoz 50 ml ISA-vizet adunk.

Surfactant Wash Solution: Elektrod lemosé oldat log P mérést kovetden. Elkészitése:
5ml 0,5 % Triton® X-100 ((C2H40)nC14H220) oldasa 995 ml ioncserélt vizben.
Mid-Range puffer: UV-pH titralas esetén pH 6-8 kozott végzett titralas esetén
szlikséges alkalmazni 200 pl/10 ml titrdlé oldat mennyiségben. Elkészitéséhez
200 mg kalium-dihidrogén-foszfatot oldunk 100 ml ISA-vizben.
Kalium-hidrogén-ftalat (KHP): KOH oldat faktorozasahoz hasznalando
150-190 mg/20 ml titral6 oldat mennyiségben.

Trizma® béazis ((HOCH2)sCNHz): HCI oldat faktorozasdhoz hasznalando
90-110 mg/20 ml titral6 oldat mennyiségben.

DMSO

A pH 7,00 (25 °C) puffer oldatot, a dimetil-szulfoxidot (DMSO), valamint a

kalium-dihidrogén-foszfatot a Merck Kft.-t6l vasaroltuk. Az Gsszes tobbi vegyszer a Sigma-

Aldrich Kft.-t6l keriilt beszerzésre. Az RP-HPLC-s mérések soran felhasznalt anyagok:

10 mM-0s ammoénium-acetat oldat
Acetonitril

Hangyasav

Ammonium-hidroxid

DMSO

26



Az ammonium-acetatot, a hangyasavat, az ammoénium-hidroxidot, illetve a
dimetil-szulfoxidot a Merck Kft.-td1, mig az Gsszes tobbi vegyszert a Sigma-Aldrich Kft.-t6l

vasaroltuk. A mérések soran felhasznalt oldatok a kdvetkezd receptek alapjan késziiltek:
pH 2,6-0s eluens: 2 1 ioncserélt vizhez 2 ml hangyasavat adtunk.

pH 7.4-es eluens: 2 | 10 mM-0s ammonium-acetat oldathoz 40 pl

ammoOnium-hidroxidot adtunk.

pH 10,8-as eluens: 2 | 10 mM-0s ammonium-acetat oldathoz 42 ml

ammo&nium-hidroxidot adtunk.

4.2. Felhasznalt eszkozok
A potenciometrikus, valamint az UV-pH titralassal térténé pKa meghatarozast,
illetve a potenciometrikus log P mérést a 16. abran lathat6 GLpKa + DPAS (Sirius
Analytical Instruments Ltd.) késziilékkel végeztiik.

16. abra. Sirius GLpKa + DPAS késziilék

A kromatografias vizsgalatokhoz 96-cellas polipropilén mérétalcakat (angolszasz
elnevezése plate, Agilent® Technologies, Denmark) hasznaltunk. A vegyiiletek retencids
idejét LC/UV(DAD)/MS (Agilent® Technologies 1200 LC-MS, Agilent® Technologies
6410 Triple Quad LC/MS) késziilékkel hataroztuk meg. A folyadékok kimérésére Eppendorf
automata pipettakat, pipettahegyeket hasznaltunk.
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A vegyliletek gyorsabb oldddasat eldsegitendd Bandelin Sonorex Digital 10P tipusu

ultrahangos fiird6t alkalmaztunk.

4.3. Potenciometrikus, valamint UV-pH titralasos mérés koriilményei

A mérések soran hattér-elektrolitként 0,15 M-os KCI oldatot, 0,5 M-os KOH oldatot,
illetve 0,5 M-0s HCI oldatot alkalmaztunk. A KOH karbonatosodasat elkeriilendd inert
gazatmoszférat (N2), valamint alland6 homérsékletet (25 °C) hasznaltunk. A titralasok
10 ml-es térfogatban, kombinalt iivegelektrod segitségével torténtek tobb parhuzamos
mérést végezve (3-9 db). Az eredmények kiértékelését RefinementPro 2.2.2.8 szoftver

alkalmazasaval végeztiik.
- Potenciometrikus pKa meghatarozas:

A vegyiileteket a késziilékhez tartozo6 tivegesdovekbe kimértiik a szoftver altal ajanlott
mennyiségben. A vizsgélat sordn fontos, hogy a vegyiileteknek oldatban kell maradniuk
végig a titralas soran. A titralas elején, a pH beallitasa el6tt a vegyiilet beoldodasat, majd a
titralas utan az esetleges kivalast ellendriztiik. Kivalas, illetve a vegylilet rossz vizes

oldhatosaga esetén a rendszerhez koszolvens (MeOH) hozzaadasa sziikséges.
- Spektrofotometrias (UV-pH) pKa meghatarozas:

A vizsgalatok sordn a vegyiiletek 10 mM-os DMSO oldatat hasznaltuk, melybdl
jellemzden egy méréshez 50 pl elegendének bizonyult. A pH 6-8 kozott végzett titralasok
esetén un. Mid-Range puffert adagoltunk a titralandé vegyiiletekhez. Az UV-VIS referencia
spektrum felvételéhez a késziilék 4ltal hasznalt blank {ivegesébe a vegyliletek
torzsoldatainak készitéséhez hasznalt oldoszert (DMSO), valamint sziikség esetén a
Mid-Range puffert is a megfeleld mennyiségben hozzaadtuk. A titralas végén tapasztalt

kivalas, opalosodas esetén az el6zéekhez hasonldan koszolvenst (MeOH) hasznaltunk.
- Potenciometrikus log P mérés:

Megoszlasi hanyados mérése esetén a vizsgalt vegylileteket jellemzden a prediktalt
(Marvin v. 5.9.0., ChemAxon Kft.) clog P alapjan meghatarozott mennyiségti n-oktanolba
oldottuk be az 1. tablazat alapjan. Az oldodas elésegitésére ultrahangos flirddt hasznaltunk.
Amennyiben a vegyiilet nem oldodott be az adott mennyiségii n-oktanolba, maximum 1 %

koszolvenst (jellemzéen DMSO vagy MeOH) alkalmaztunk, ugyanis tapasztalatok alapjan
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ilyen mennyiségli koszolvens jelenléte a rendszerben még nem okoz szamottevo eltérést a

megoszlasi hanyados értékében.

1. tablazat. Ajanlott n-oktanol/viz térfogataranyok a mérések végzéséhez

Vart log P n -Oktanol térfogata (ml) | Vizes fazis térfogata (ml)
-1 alatt 75 7,5
0 alatt 15 5
0-1 1 10
1-2 1 15
2-3 0,5 15
3 folott <05 20

4.4. Kromatografias mérés koriilményei

Kromatografias késziilék:

Kolonna;

Eluensek:

Gradiens program:

Post time:

Aramlési sebesseég:

Kolonnatér hOmérséklete:

Injektalt térfogat:
Ionforras:

m/z tartomany:

Agilent® Technologies 1200 LC-MS, Agilent® Technologies
6410 Triple Quad LC/MS

ACQUITY UPLC® BEH C18 (3 mm x 50 mm; 1,7 pum)

pH 2,6-0s eluens: A: 0,1 % hangyasav: viz;

B: acetonitril : pH 2,6-0s eluens = 95:5 (v /v)

pH 7,4-es eluens: A: 0,002 % ammonium-hidroxid : 10 mM
ammonium-acetat oldat;

B: acetonitril : pH 7,4-es eluens = 95:5 (v/v)

pH 10,8-as eluens: A: 2,1 % ammonium-hidroxid : 10 mM
ammonium-acetat oldat;

B: acetonitril : pH 10,8-as eluens = 95:5 (v/v)

0-4 min 0-100 % B; 4-6 min 100 % B; 6,00-6,01 min
100-0% B

1,4 min

0,7 ml/min

45°C

1ul

ESI (pozitiv mod)

100-1000 Da
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Detektalas: Diodasoros UV-VIS detektalas (abszorpcid alapjan)
220 nm, 240 nm, 280 nm, 340 nm, valamint Harmas
Kvadrup6l MS detektalas

Mintakoncentracio: 2 mM (DMSO oldat)

Kiértékelés: Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.03.01 szoftverrel

A lipofilitas RP-HPLC-s modszerrel torténé meghatarozasa soran fontos szempont a
megfeleld kolonna kivalasztasa. Az alkalmazhato forditott fazist kolonnak tobbféle toltettel
rendelkezhetnek. Megkiilonboztethetiink ,,hagyomanyos” (pl. oktadecilszilan C18, héjszeri
toltet), csokkentett szilanofil kdlcsonhatasu forditott fazist tolteteket (pl. endcapped C18,
BEH), valamint immobilizalt mesterséges membranokat (IAM). Ezek koziil a csokkentett
szilanofil kolcsonhatasti toltet elénye, hogy a szabad szilanofil csoportok hatasa
eliminalhat6, nem noveli a vizsgalt vegyiilet retencios idejét, ezaltal elkertilheto a lipofilitas

talbecslése.

EWD Et ;‘Et
{ J51"""‘58—0 Et . o Eol /og
h EWD
’ b foton + 3 i
;g\o 1St $-Et EW ED Et
EW $Ex }JE:
Polyethocysilane Bis (triethauys
(BPEDS) (TEOS) (BTEE)
Ansl. Com. 2003, 75, 67816788 “Pakant No. 6,696,025 B2

17. abra. Etilén keresztkotéses hibrid (BEH) kolonna szerkezetel®]

Ilyen toltettel rendelkezik a 17. abran lathato etilén keresztkotéses hibrid (BEH)
kolonna, mely az extrém pH-t is toleralja, robusztus, valamint nagy hatékonysagu. Mindezek
miatt méréseim soran egy ilyen BEH oszlopot hasznaltam egy gyors, gradiens elucios

modszer soran.
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45. Az LLR (Local Lazy Regression) modszerhez alkalmazott

algoritmus miikodése

A python programozasi nyelven irt algoritmus a ChemAxon Kft. lineéris
ujjlenyomatot(®!l és a Tanimoto tavolsagmetrikat alkalmazza a kivalasztott vegyiiletek
kémiai terén beliili hasonlosaganak kiszamitasara. Az ujjlenyomat egy 1024 bit hosszusagi
0-kbol és 1-esekbdl allo szamsorozat, ami legfeljebb 5 atomos linearis szakaszokat hataroz
meg a molekulaszerkezetben, és minden szakaszt az 1024-bdl 2 bit kodol. A Tanimoto
hasonlosag (T¢) két ujjlenyomat bitsorozat (A, B) kozott ugy szdmithato, hogy elosztjuk a
kozos 1-es bitek szamat azon bitek szamaval, amelyek legalabb az egyik ujjlenyomatban

1-esek:

(AnB)

¢ = (A+B—AnB) (4.1)

Egy adott molekulara a prediktalt log P-t gy szamitjuk ki, hogy eldszor kiszamitjuk az
0sszes molekulara vett Tanimoto hasonlosagat, amelyre rendelkezésre all mért log P adat is,
majd vesszilk a legkozelebbi szomszédjait, azoknak a mért log Kograd. — mért log P
adatparjaira legkisebb négyzetes linearis regressziés modellt alkotunk, és a regresszids
egyenesbdl szamitjuk az adott vegyiilet mért log Kograd-ja alapjan a prediktalt log P-t. Az
algoritmusban tobb lehetéség all rendelkezésre a legkdzelebbi vegyliletek szamanak
megadasara. Valaszthatd fix n szdmu legkdzelebbi molekula fliggetleniil a Tanimoto
hasonlésag értékétdl (-n kapesolo), vagy megadhatunk egy minimalis Tanimoto hasonldsagi
kritériumot (-t kapcsold). Megadhatjuk tovabba azt is, hogy ha egy vegyiilethez nem all
rendelkezésre legalabb m szdmu kritérium feletti hasonldsagot elérd szerkezet, akkor annak
a log P predikcidjahoz az algoritmus a globalis, tehat az 6sszes adatpontot figyelembe vevo
linearis modellt hasznalja (-m kapcsolo). Végiil minden vegyiiletre 6sszehasonlitjuk a mért
¢s a prediktalt log P-t, és kiszamitjuk a korrelacios koefficienst, valamint az atlagos
négyzetes hibat (RMSE), és ezek alapjan rangsoroljuk az egyes moddszereket. Az
algoritmusban kivalaszthatd, hogy az RMSE-t és a korrelaciot minden molekuléra, vagy csak
a lokalis modellel leirhatdo molekulakra adja-e meg (-r kapcsold). Az algoritmus
tovabbfejlesztési lehetdsége az egyes lokalis modellek prediktivitdsanak statisztikai
tesztelése példaul az irodalomban az LLR-hez ajanlott egy elem kihagyasos modszerrel
(LOO, leave-one-out). Ehhez az sziikséges, hogy minden lokalis modellt legalabb négy

hasonl6 szerkezeti molekulara allitsunk fel.

31



5. Vizsgalatok, eredmények

Munkdm soran a potenciometrikus log P meghatarozas esetében harom
vegyliletcsaladba tartozo, Osszesen 70 gyogyszervegyliletet (ebbdl két fentiazin vazas
vegytilet esetében irodalmi pKa, valamint log P adat rendelkezésre allt, igy azokat
hasznaltam) vizsgaltam, melyek jellemzéen bazikus karakterti (mono-, di- illetve
triprotikus), koézponti idegrendszerre hato szerek. Az egyes vegyiiletcsaladok alapvazanak

szerkezete a 18. abran lathato.

CL,

|
R1

H
R N\@
N
R Ri

Fentiazin alapvaz Eburnan alapvaz Aril-amino-piperidin alapvaz

18. abra. A potenciometrikusan is vizsgalt vegyliiletek alapvazanak képlete

Az RP-HPLC segitségével meghatarozhatd log Ko grad. értékeken alapuld modellépités
érdekében az el6z6 vegyliletek mellett 68 gyogyszeripari ,,gold standard” vegyiiletet is
bevontunk a vizsgalatainkba, melyek irodalomban leirt, mért log P adatokkal rendelkeztek.
Ezek a vegyliletek hatasteriiletiiket tekintve kézponti idegrendszerre, sziv és érrendszeri
megbetegedésre, gyulladdsra hato gyogyszerek, valamint hormonok. Kivalasztdsuk soran a
széles log P tartomany lefedése, a szerkezeti diverzitas, illetve a kiilonb6z6 sav-bazis
tulajdonsaguk (savak, bazisok, amfoter vegyiiletek) voltak a mérvadé szempontok. A
vegyiiletek sav-bazis tulajdonsagait, valamint a log P tartomanyait abrazold diagramok a
19. abran lathatoak.

Ezen diagramok segitségével megallapithatdo, hogy a kozponti idegrendszeri
gyogyszerkutatasnak megfeleléen tulnyomorészt bézikus karakter(i, illetve magas

lipofilitast (3-5 log P k6zott) gyogyszerjeldlt vegyiiletek vizsgalatat végeztem.
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19. abra. A vizsgalt vegyiiletek sav-bazis tulajdonséagai és log P tartomanyai

A potenciometrias titralason alapuld lipofilitds meghatarozas elvégzéséhez
feltétleniil sziikséges a vizsgalt molekula neutralis allapotahoz tartozé pH-érték ismerete.
Emiatt elsdként a pKa értékek meghatarozasat sziikséges elvégezni, erre a célra indirekt
potenciometrikus, vagy spektrofotometrias titralasi modszert alkalmaztam. A mérési
koriilmények  bedllitisdhoz a  mérendd  vegyiiletekhez  szakértdi  program
(MarvinSketch 5.9.0, ChemAxon Kft.) hasznalataval cpKa (kalkulalt pKa), valamint clog P
(kalkulalt log P) értékeket szamitottam. A kapott clog P értékek alapjan valdszinisithetd
volt, hogy a molekuldk vizes oldhatosdga nem lesz elégséges a tisztan vizes kdzegben
végezhetd titradlashoz, ezért koszolvens (jellemzden metanol (MeOH)) alkalmazaséra volt
sziikség tobb esetben is. Ennek megfeleléen a méréseket tobb, kiillonb6zé6 MeOH/viz
térfogatarany mellett végeztem el, majd a latszélagos ionizacios allandot (psKa értéket)
felhasznalva, a Yasuda-Shedlovsky extrapolacidé segitségével hataroztam meg a vizes

kozegre vonatkoz6 proton-disszociacios allandé (pKa) értékét.
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A Marvin program 4altal becsiilt (cpKa), illetve a potenciometrikusan mért psKa
értékekbol extrapolalt pKa értékek kozotti korrelaciot a 20. abran, valamint a 2. tdblazatban
mutatom be. A diagramon lathatd, hogy az értékek jol korrelalnak egymassal, jelent6sen

kiugro érték nem figyelhetd meg.

Prediktalt pK, - Mért pK, értékek korrelacioja

12,00
® Fentiazin vdzas vegyiiletek
10,00
» ® Ebumdén vazas vegyliletek
-
=
‘é 8,00 ®  Aril-amino-piperidin vdzas
e vegyiiletek
] 6,00 Harom kemotipus ("Globalis")
;*3 vvvvvvvvv Fentiazin vézas vegyiiletek
2 4,00
£ — — — Eburnan vazas vegyiiletek
2.00 — - - Aril-amino-piperidin vizas
vegyliletek
0,00

2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
Meért pk, értékek

20. abra. A vizsgalt vegyliletek becsiilt, valamint mért pKa értékeinek korrelacioja

A kapott eredmények jellegének, osztalyozasanak konnyebb megallapithatosaga
érdekében a dolgozatban taldlhatdé tablazatokban szinkddoldst alkalmaztam minden
statisztikailag vizsgalt adat esetében. A zdld szin a megallapitott hatarértéken beliil esd, a
narancssarga szin a hatarérték kozelében 1évd, mig a piros szin a hatarértéket meghalado
adatokat hivatott szemléltetni.

Egy elOrejelzd program megbizhatésagat azonban nem csak a becsiilt értékek
kisérletileg meghatarozott értékekkel vald korrelacidja hatarozza meg, érdemes
megvizsgalni az abszolut eltérést/hibat (A), valamint az atlagos abszolut hibat (MAE) is. Az
elfogadhat6 abszolut hiba konvencié szerint kisebb, mint 0,5 pKa egység. A 2. tablazat
alapjan elmondhato, hogy a korrelacid6 minden esetben megfeleld, azonban az atlagos
abszolut hiba a fentiazin vazas vegyiiletek esetében magas. A harom kemotipus adatait
Osszesitve vizsgalva (,,globalis”), az atlagos abszolut hiba a hatarérték kozelében mozog. Az
adatok alapjan a legjobb pKa predikciot az aril-amino-piperidin szerkezeti vazzal rendelkez6
vegyliletek esetében nyujtotta a program. A becsiilt pKa eredmények pontossaga Szorosan
Osszefligg egy szamitasi modszer log P és log D becslésére vonatkozo josagaval is, emiatt

kritikus paraméternek szamit.
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2. tablazat. Az altalam mért, illetve a prediktalt pKa értékek korrelacioja

Kemotipus R?> | Egyenes egyenlete | MAE | N [db] |A > 0,5 [%0]

Fentiazin 1,2055x%-1,3302

Eburnan 1,0183x-0,1250

Aril-amino-

piperidin 1,1107x-0,8050

"Globalis "' * 1,1348x-0,9192

Jelmagyaréazat: R? — Mért és becsiilt pKa értékek regresszioja, MAE — Atlagos abszolit hiba,
N — Tonizalhat6 csoportok szama, A > 0,5 — 0,5 pKa egységnél nagyobb abszolut hibdk szdma

* ,Globalis” — Ebben az esetben csak a harom, altalam mért kemotipus adatait tartalmazza, nem a teljes 138
vegyiiletét.

A proton-disszociacios allandok eloszlasat abrazold hisztogramokbol jol lathato,
hogy mindharom vegyiiletcsalad esetében a 7-8 kozotti pKa értékkel rendelkezd vegytiletek
vannak tobbségben (21. abra). Kiilonbség a fentiazin vazas vegyiiletek esetén szembet(ind,
ami azzal fiigghet Gssze, hogy ebben a vegyliletcsaladban sok vegyiilet rendelkezik 9-10
kozotti pKa értékkel is. Ez az informacid fontos a kromatografias lipofilitds meghatarozas

soran a hasznalt mozgotazis pH-janak kivalasztasakor a pH-effektus elkeriilése érdekében.
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Fentiazin vazas vegyiiletek pK, tartomanyai

Eburnan vazas vegyiiletek pK, tartomanyai
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21. abra. A vizsgalt vegyliletek pKa tartomanyai

Ezt kovetéen a pKa értékek ismeretében mar a vegyiiletek megoszlasi

hanyadosanak potenciometrikus mérése is megvalosithatova valt. Az egyes kemotipusok,

illetve a ,,gold standard” vegyiiletek mért és prediktalt log P értékeinek korrelacioja lathato

a 22. bran.
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22. abra. A vizsgalt vegyiiletek becsiilt, valamint mért log P értékeinek korrelacioja
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A kapott értékek statisztikai adatait a 3. tablazatban foglaltam Gssze.

3. tablazat. A mért, illetve a prediktalt log P értékek korrelacioja

Kemotipus R? Egyenes egyenlete| MAE | N [db] JA > 0,5 [%0]

Fentiazin - 1,0680x-0,6482 0,42 22 32

Eburnan 0,75 0,9183x+0,0522

Aril-amino- | 25 | () 81334400833
piperidin

Globalis - 0,9168x+0,0084

Jelmagyarazat: R2 — Mért és becsiilt log P értékek regresszidja, MAE — Atlagos abszolut hiba,
N — Vegyiiletek szama, A > 0,5 — 0,5 log P egységnél nagyobb abszolat hibak szama

A megoszlasi hanyados mért és szamitott értékeinek dsszehasonlitasanal is fontos az
abszolut hibakat megadni, melynek itt is 0,5 log P egység a felsd hatdra. A tdblazat adatai
alapjan elmondhat6, hogy mindharom kemotipus esetében a korrelaciok csak kdzepesnek
tekinthetéek, az atlagos abszolat hiba is egy esetet kivéve hatarértéket meghalado. A
globalisan vizsgalt diverz szerkezeti halmazok esetén a korrelacio a lokalis korrelaciokhoz
képest jobbnak, azonban a MAE érték nagyobbnak mutatkozott. Az adatok pontossaga
ellentétben a log P értékek predikcidja az eburnan vazas vegyiiletek esetében volt a legjobb.
Az adatok alapjan megallapithato, hogy a szamitogépes (in silico) predikci6 sok esetben nem

nyUjt kelléen megbizhatd pontossagu adatokat a gydgyszerkutatas korai fazisdban.

Vizsgalataim  masik  iranya a  forditott  fazisi  nagyhatékonysagl
folyadékkromatografias (RP-HPLC) vizsgalatokhoz kothet6. Az Osszes, a vizsgalathoz
kivalasztott vegyiilet (138 db) 2 mM-os DMSO oldatat harom kiilonb6zo
pH-ja (pH 2,6; 7,4; 10,8) mozgofazis alkalmazasaval vizsgaltam. A lipofilitas
meghatdrozasara legalkalmasabbak — mint ahogyan azt mar a 4.4. fejezetben kifejtettem — a
csOkkentett szilanofil kolcsonhatast forditott fazisu toltetek. Ezek koziil az extrém pH-ju
mozgofazis (pH 10,8) alkalmazasa miatt szamunkra az etilén keresztkapcsolt hibrid (BEH)
kolonna bizonyult megfelelonek, ugyanis ez pH 1-12 k6z6tt hasznalhatd. A kromatografias
mérések soran a linearis gradiens program alkalmazasaval kapott retencios idokbol (trg) a
(2.8) 0Osszefliggés tovabbalakitasaval kapott egyenlet felhasznaldsaval szamithaté a

kapacitasi faktor (log Ko,grad.):
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b
to

log kO,grad. = (tR,g - %0 ’ 10g(2,3 b) — to — tD) ’ (5.1)

A kiilonb6z6 pH-kon kapott log kograd. €s a mért log P értékek kozotti korrelaciot
globalis esetben, valamint a harom szerkezeti klaszterre kiilon-kiilon is vizsgaltam. A kapott
korrelaciokat, és a log Kograd. €rtékekbdl torténd log P szamolashoz sziikséges egyenesek

egyenletét a 4. tdblazatban foglaltam 6ssze.

4. tablazat. A mért log P, illetve a mért log ko grad. értékek korrelacioja

pH 2,6 pH 7,4 pH 10,8
Kemotipus Egyenes Egyenes R? Egyenes
egyenlete egyenlete egyenlete
Fentiazin 0,5733x-0,1028 0,3067x+1,0363] 0,73 | 0,6140x-0,0176
Eburnan 0,6329x-0,7046 0,5936x+0,1663 0,5564x+0,3899
Aril-amino- 0,3429%+0,6768 0,4537%+0,3897 0,4894x+0,5517
piperidin
Globalis 0,4153x+0,4749 0,5059x+0,0946 0,5613x+0,0978

Az adatok alapjan megallapithatd, hogy kiilonb6z6 sav-bazis tulajdonsagokkal
rendelkezd, nagy szerkezeti diverzitast mutatd vegyiiletek esetén a pH 7,4-es, valamint a
pH 10,8-as eluens alkalmazasa szolgaltatja a jobb korrelaciot, azonban ezek csak kozepes

mindséglinek mondhatoak.

Az egyes kemotipusokat kiilon-kiilon vizsgalva lathato, hogy a pH 10,8-as vizes
eluens komponens esetén kaptuk a legjobb korrelaciot. Ennek magyarazata, hogy a lokalis
modellként valasztott vegyiiletek mindegyike hordoz bazikus karakter(i funkcids csoportot,
igy ezek az altalunk valasztott oszlop altal megengedett legmagasabb pH-n lesznek
semleges, vagy kozel semleges molekularis formaban, ezaltal a szintén semleges formara
vonatkoz6d log P értékekkel 1ényegesen jobb korrelaciot mutatnak. A pH 7,4-es vizes
komponensii eluenssel torténd mérés fentiazinokra vonatkoz6 eredményeinek rendkiviil
diagramjaval magyarazhatjuk, melyrdl leolvashatd, hogy sok 9-10 kozotti pKa-ji vegyiilet
is talalhato ebben a vegyiiletcsaladban, melyek ezen a pH-n ionos molekularis formaban

vannak jelen és ez a l0g Kograd. értékeket is nagy mértékben torzitja (pH-effektus).
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Az eburnan vazas vegyiiletek esetében mar jol lathato, hogy a pH novelésével egyre
jobb korrelacio érhetd el. Kromatografids szempontbdl az extrém magas pH-ju
mozgofazisok alkalmazdsa nem elényds hossza tavon. Eppen ezért ennél a
vegyliletcsaladndl mar a pH 7,4-en végzett mérések altal szolgaltatott eredmények is

megfeleld korrelaciot biztositanak.

Ugyanez mondhato el az aril-amino-piperidin vazas vegyiiletekre kapott
eredményekrdl is, bar ebben az esetben kissé nagyobb kiilonbség mutatkozik a pH 7,4-es és

pH 10,8-as mozgofazissal végzett kromatografia esetében.

5. tablazat. A mért log P, illetve a mért log Kograd. értékekbdl szamolt log P értékek

korrelacigja
pH 2,6 pH 7,4 pH 10,8
, N 2 Egyenes \ Egyenes \ Egyenes
Kemotipus [db] R egyenlete egyenlete egyenlete
Fentiazin | 22 1,0001x-8E-05 0,9999x-4E-05 b 1x+3E-05
Eburnan | 23 1x-3E-05 0,9999x-4E-05 1x+3E-05
Aril-amino- |, 1X+7E-05 1,0001x-2E-05 1x-9E-05
piperidin
Globalis | 138 0,9973x+0,1043 0,9302x+0,0650 0,9350x+0,0645

Jelmagyarazat: N — Vegyiiletek szdma, R? — Mért log P és mért log Ko grad. értékekbdl szamolt log P értékek
regresszioja, MAE — Atlagos abszolut hiba, A > 0,5 — 0,5 log P egységnél nagyobb abszolit hibak szdma

Az 5. tablazatban a mért log P és a mért log Ko,grad. értékekbol szamolt log P értékek
kittinik, hogy pontossag tekintetében (MAE) pH 10,8-on mindharom kemotipus tokéletesen
megfelelt az elvarasoknak, azonban regresszid tekintetében a fentiazin vazas vegyltiletek
esetében csak kozepes értéket kaptunk. A globélis modell, mint ahogyan lathato, egyik

pH-n sem bizonyult megfelelének.

Kromatografias szemszogbdl a 10g ko grad. meghatarozas soran — figyelembe véve a
felhasznalt, illetve a rendelkezésre allo kolonndk pH-fliggd terhelhetségét — a jellemzben
bazikus karakterli hatéanyagokat reprezentald kozponti idegrendszerre (CNS) irdnyuld
gyogyszerkutatas esetén a pH 7,4-es eluens hasznalata tiinik idealis valasztasnak az altalunk

vizsgalt esetek koziil.

Nem csak a log Kograd. - 10g P korrelaciokbol nyerhetiink értékes informaciokat,

érdemes megvizsgalnunk a pH 7,4-es eluenssel végzett mérések sordn kapott kapacitasi
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faktorok, valamint a log D74 értékek viszonyat is. A 10g Kograd értékekbdl torténd log D74

értékek szamitasahoz sziikséges korrelacios egyenletek a 6. tablazatban lathatdak.

6. tablazat. A mért log D74, illetve a mért log Ko grad.(pH7,4) értékek korrelacidja

Kemotipus R? Egyenes egyenlete
Fentiazin 0,75 0,4744x+0,7063
Eburnan - 0,5296x+0,5836

A;:L::é?r? 0,77 | 04541x+0,8464
Globalis - 0,4224x+0,8685

A tabléazat adataibol lathatd, hogy ebben az esetben az el6z6 pH 7,4-es regresszios
adatokhoz képest minden esetben 1ényegesen jobb értékeket kaptunk, hiszen a log D74 érték
is, illetve a log Kograd.(pH7,4) érték is azonos pH-ji kdzegben keriilt meghatarozasra, igy a
vegyiiletek azonos molekularis allapotban vannak jelen mindkét esetben, ezaltal az adatok
jobban 0Osszehasonlithatéak. Legszembetlindbb javulast a fentiazin vazas vegyiiletek

esetében figyelhetiink meg.

7. tablazat. A mért log D74, illetve a mért log Kograd.(pH7,4) értékekbdl szamolt log P

értékek korrelacidja

pH 7,4

Kemotipus R?> |Egyenes egyenlete N [do] | A > 0,5 [%]

Fentiazin | 0,75 0,9999x+5E-06

Eburnan - 1x+1E-05

Aril-amino-| -, 7 1%-1E-05
piperidin

Globalis - 0,9495x+0,0311

Jelmagyarazat: R? — Mért log D74, illetve a mért log Ko grad.(pH7.4) értékekbdl szamolt log P értékek
regresszioja, MAE — Atlagos abszolut hiba, N — Vegyiiletek szama, A > 0,5 — 0,5 log P egységnél nagyobb
abszolut hibak szama

14

A 7. tablazatban a mért log D74 és a mért 10g Ko grad.(pH7,4) értékekbol szamolt log D74
értékek korrelaciojabol szarmazé adatok statisztikai értékei talalhatéak meg. Megtigyelheto,
hogy a MAE értékek minden esetben hatarértéken beliil vannak, és természetesen itt is a

fentiazin véazas vegyliletek esetében tapasztalhato a legnagyobb értékbeli valtozas.
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Munkamban a mért log Kograd. — mért log P Osszefiiggést LLR modszerrel is
modelleztiik. A modellhez 68, kémiailag diverz gyogyszermolekula, valamint harom,
egyenként 22, 23, és 25 elemszamu klaszter keriilt felhasznalasra. A 8. tablazatban az
algoritmus altal meghatarozott legjobb modelleket tiintettem fel. Idealis esetben célunk a
legkisebb RMSE (0,5 alatt), legnagyobb R?, valamint a legkevesebb mérendé vegyiilet

elemszam elérése lenne.

8. tablazat. Az algoritmus altal meghatarozott legjobbnak bizonyult modellek

Mozgoéfazis pH | Modell tipusa | N [db]| Tc¢ R? RMSE [Minimum elemszam

lokalis 54 | 0,70 5

pH 2,6
globalis 138 | 0,55 4
lokalis 68 | 0,65 5

pH 7,4
globalis 138 | 0,60 3
lokalis 75 | 0,55 5

pH 10,8
globalis 138 | 0,55 | 0,72 2

Jelmagyarazat: N — Vegyiiletek szama, Tc — Tanimoto hasonlésag, R? — Mért és becsiilt log P értékek
regresszidja, RMSE — Atlagos négyzetes hiba

Kompromisszumok kotése mellett az elébbi tulajdonsagok legjobb kombinécidja
adja a legjobban hasznéalhaté eredményeket. Megtfigyelhetd a tdblazat adataibol, hogy a
globalis modellek esetén a Tanimoto hasonldsag 1€nyegesen kisebb, valamint az is lathato,
hogy nagyobb Tanimoto hasonldsag esetén kisebb hibat kapunk. Ezek mellett az a
kovetkeztetés is levonhato, hogy a pH ndvekedésével egyre kisebb Tanimoto hasonldsag is
elegendé a megfeleld becsléshez, ugyanis a legtobb kivalasztott vegylilet bazikus karaktere

miatt a magasabb pH-n van neutralis molekularis formaban jelen.

A 8. tablazat alapjan Osszességében azt is megallapithatjuk, hogy a kromatografias
szempontbol is elényds pH 7,4-es eluens alkalmazédsa esetén minimum 5 vegyiiletet
sziikséges megmérni 0,65-6s Tanimoto tartoméanyon beliil a pontos log P megadasahoz.
Emellett a kapott eredmények azt is bizonyitjak, hogy a mddszer alkalmazasa 1ényegesen
pontosabb adatok szolgaltatasara képes, mint az altalam vizsgalt prediktor program, vagy a
korrelacios egyenletek alapjan log Kograd. értékekbdl szamolt log P adatok. Globalis

modellként — hasonloan, mint ahogy az eddigi modszerek esetében is lathattuk — az LLR
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modszerrel segitett log P meghatarozas sem hasznalhatd, nem szolgaltat megbizhato

adatokat.

A leginkabb relevans adatsornak a pH 7,4-hez, valamint a pH 10,8-hoz tartozo
log ko,grad. értékeket felhasznalod lokalis modelleket tartottuk, igy tovabbi adatok kinyerését
ezekre végeztiik el. A 9. tablazatban a két pH-n kapott lokalis adatok statisztikai feldolgozasa
lathat6. A 23. ébran a korrelaciés diagramok tekinthetéek meg.

Lokalis LLR médszerrel szamolt log P - Mért
log P értékek korrelacidja

pH 7,4
6.00

5,50 ¥=08311x+0,7128
500 R*= 0,85

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00

—
=]
=]

1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 550 6,00
Meért log P

Lokilis LLR modszerrel szamolt log P (pH 7,4)

Lokalis LLR modszerrel szamolt log P - Mért
log P értékek korrelacioja

pH 10,8
6,00
°
5,50 °
5,00 y =0,9387x+ 0,2476 e
R*=0,90

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1.50 °
1,00

Lokilis LLR modszerrel szamolt log P (pH 10,8)

1,00 1,50 2,00 250 3,00 350 400 450 500 3550 600
Meért log P

23. abra. A vizsgalt vegyiiletek becsiilt, valamint mért log P értékeinek korrelacioja
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9. tablazat. Az algoritmus altal lokalis modellb6él szamolt log P és a mért log P

korrelacidja

Lokalis LLR modell

pH 7,4 pH 10,8
R2
ei%/ﬁ?::e 0,8311x+0,7128) 0,9387x+0,2476
MAE
N [db] 68 75

A > 0,5 [%]

Jelmagyarazat: R? — Az algoritmus 4ltal, lokéalis modellbdl szamolt log P és a mért log P értékek regresszidja,
MAE — Atlagos abszolut hiba, N — Vegyiiletek szama, A > 0,5 — 0,5 log P egységnél nagyobb abszolut hibak
szama

A tablazatbol kitlinik, hogy a lokalis LLR modell alkalmazasaval mindkét pH-n,
minden elvarasunknak megfeleld adatokat sikeriilt elérniink. MAE érték tekintetében nincs

nagy kiilonbség a két pH-n végzett mérés kozott, igy az el6zéekben mar megfogalmazott

szempontok miatt a pH 7,4-es eluens alkalmazasa tiinik megfelel6nek.

10. tablazat. A kiilonb6z6 modszerekkel kapott eredmények Gsszefoglald tablazata

Moédszer insilico predikcié log K g,graq. értékekbél szamitott (pH 7,4) lokdlis LLR (pH 7,4)

Kemotipus MAE | N [db]

Fentiazin

Eburnan

Avril-amino-
piperidin
Globalis

0,72

R? — A mért és az egyéb modon (in silico, log ko grad, lokalis LLR) kapott log P értékek regresszioja,
MAE — Atlagos abszolat hiba, N — Vegyiiletek szama, A > 0,5 — 0,5 log P egységnél nagyobb abszolut hibak
szama

* Nem MAE, hanem RMSE érték kertilt feltlintetésre, ugyanis globalis modellbdl tovabbi, vizsgalatra alkalmas
adatot nem nyertiink ki, igy A > 0,5 érték szamitasa sem volt lehetséges.
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A 10. tdblazatban az 0sszes vizsgalt modszer statisztikai adatainak dsszefoglaloja

lathatd. A szinek alkalmazasanak koszonhetéen rogton kitlinik, hogy a lokalis LLR

modszerrel kapott adatok azok, melyek minden tekintetben megfeleltek elvarasainknak. Ez

a legpontosabb, legkiegyenstlyozottabb modell a vizsgalt lehetdségek koziil. Ezt tAmasztja

ald az adatok 24. édbran lathat6 grafikus, oszlopdiagram segitségével torténd abrazolasa is.

Korrelacio (R?)

0,90 [ 0,90
0.80 0,80
0,70 0.70
0,60 0,60
« 0,50 = 0,50
= 0,40 W in silico = 0,40
0,30 0,30
> mlogk >
0.20 o 020
0,10 BLLR 0,10
0.00 0,00
R & s -
& §§ & 50"» E'O’
<& ¥ & ¥ &
& g+
& N
I
&
W

Abszolat hiba (A) > 0,5 log P egység

80
70 -
60 -

S50 -

Q40 -

Atlagos abszoliit hiba (MAE)

u in silico
mlogk

ELLR

&&s‘ ‘.‘bs ~<§>\ ® \"q-
& & &
ﬂ\dQ
&
N
‘?5\
uin silico
mlog k

BLLR

24. abra. A vizsgalt modszerek adatainak statisztikai dbrazolasa

A szamitogéppel segitett LLR modszer alkalmas lehet nagyszamu, diverz kémiai

terti molekulabank vegyiileteinek pontos lipofilitds meghatarozasara. Ennek feltétele, hogy

ha 0j kémiai térrel gazdagitjuk a molekulabankot, az adott kor 5 reprezentans vegyiiletének

direkt/pontos log P meghatarozasa elegendé az adott Tanimoto térbe tartozd vegyiiletek

log ko grad.. alaptt megfeleld pontossagu lipofilitas értékeinek megadasahoz.
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6. Osszefoglalas

Munkam soran célul tiztik ki egy RP-HPLC-s alapon megadott kromatografias
kapacitasi faktor adatokat (log kograd.) felhasznald automatizalt rendszer kidolgozasat, ami
alkalmas lehet egy adott szerkezeti korbe tartozd vegylilet pontos log P értékének
megadasara, a lehetd legkevesebb elemszamu, nagypontossagu lipofilitasi adat

felhasznalasaval.

A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy az azonos szerkezeti korbe tartozo
vegyitiletekre épiilé lokalis modell alapjan szamitott log P adat sokkal jobban kozeliti a
,,gold standard” eljarasnak szamito, potenciometrias modszerrel mért értékeket, mint a mai
gyogyszerkutatasban jelenleg hasznalt egyik ipari standardnak szamito lipofilitast becsld
program (MarvinSketch, ChemAxon Ltd.) altal prediktalt értékek. Az eredmények alapjan
lehetdség nyilik a jovoben RP-HPLC-s alapt log Ko,grad. paraméterek birtokaban, és tovabbi
célzottan kivalasztott (adott Tanimoto tartomanyba es6) vegyiiletek nagypontossagti log P
értékeinek megadasaval, egy olyan robusztus modellrendszert kialakitani, mely alkalmas
lehet nagyszamu, kozponti idegrendszerre specifikus  vegyiilet lipofilitdsanak

meghatarozasara.

Kromatografias szemszogb6l a kapott eredmények alapjan, valamint figyelembe
véve a felhasznalt, illetve a rendelkezésre all6 kolonndk pH-fliggd terhelhetdségét, a
jellemzden bazikus karakter(i hatdanyagokat reprezentald CNS gyogyszerkutatds esetén az

eluens vizes komponense esetén a pH 7,4 idealis valasztas az altalunk vizsgalt esetek koziil.

Az igy kapott log Kograd. alapll, szamitogépes programmal segitett (LLR) modell
alkalmassa tehetd arra, hogy ha egy 0j szerkezeti kor keriil egy adott kutatasi programban
kivalasztasra, akkor annak az elemeibdl a megfelel6 Tanimoto tartomany betartasa mellett
elegendd 5 vegyiiletet kivalasztanunk, melyeknek sziikséges a pontos log P értékének
meghatarozasa. Ezt kdvet6en a kapott értékek beillesztése a 10g Ko,grad. — 10g P modelliinkbe
megadja a lehetdséget az adott klaszter elemeinek nagy ateresztoképességgel torténd pontos

log P értékeinek megadasara.
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