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1. Bevezetés

A gyogyszeripari cégek kutatdsaik soran gyakran alkalmazzdk a nagy
ateresztOképességl sztiréseket (HTS- High Throughput Screening) uj, biologiailag aktiv
molekuldk azonositadsara. Az igy vizsgalt anyagokat a gydgyszeripari gyakorlatban gyakran
DMSO-oldatok formajaban taroljak az adott cég molekulabankjaban, ahol akar hosszu idon
keresztiil is allhatnak az oldatok. Az oldatformaban vald tarolds koriilményei dontéen
befolyasoljak az elvégzett HTS sikerességét, valamint a tovabbi farmakologiai tesztelések
eredményeit. A nem kelléen tiszta és/vagy instabil mintdk talalatként valdé azonositdsa
azonban jelentds kockadzatot hordoz ¢s végeredményben lerontja a HTS vizsgalat
koltséghatékonysagat. A vegyiilettdrak stabilitds-vizsgalataval eldre jelezhetjiik azokat a
koriilményeket, amelyek kozott az akar tobb évig tartd oldatfazisu tarolds a lehetd legkisebb
bomlast okozza. Ezenkiviil a kémiailag problémas szerkezeti elemek azonositdsa utan azok
vegylilettarbol valo kisziirése segit a HTS koltségeinek csokkentésében, valamint a célzott
kémiai diverzitds gazdagitasnal, vegyiilettar bovitésnél is segitségiil szolgal.

Fentiek alapjan a Richter Gedeon Nyrt. Szintézistamogat6 Laboratoriumaban azt a célt
tliztiik ki, hogy reprezentativ molekulabanki mintak stabilitas-vizsgalataval elérejelezziik az
oldatfazisu tarolas legkritikusabb koriilményeit. Ezenfeliil a "kémiailag érdekes" bomlasok
részletes vizsgalataval atalakuldsra érzékeny szerkezeti elemek (kemotipusok) azonositasa is
szerepel a tavlati célok kozott. Tudomanyos diakkori munkam soran ezekhez a vizsgalatokhoz
sziikséges mérések elveégzésével és kiértékelésével kapcsolodtam be az osztaly munkajaba,

melyek dolgozatom alapjat is képezik.



2. Irodalmi rész

2.1. Nagy ateresztéképességii sziirévizsgalatok (HTS)

2.1.1. AHTS eredete

Az utobbi két évtizedben a kombinatorikus kémia elterjedésével ¢és fejlodésével
lehetdség nyilt nagy szamu vegyliletet tartalmazéd vegylilettarak eldallitdsara, melyek nagy
ateresztOképességli  sziiréseken (HTS - High-throughput screening) valo futtatasa

megkoOnnyitette az 0], bioldgiailag aktiv, gyogyszerjelolt molekulak azonositasat [1].

1. tablazat A hagyomanyos és a nagy ateresztoképességii szlirési mdodszerek dsszehasonlitasa [2].

Klasszikus szlirési modszerek Nagy atereszt6képességli szlirések
1 db cs6ben torténs mérés 96 cellas mérGlemezek haszndlata
nagy mintatérfogat ~1 ml kis mintatérfogat ~50-100 pl
felhasznalt vegyllet mennyisége ~5-10 mg felhasznalt vegyllet mennyisége ~1 ug
a vegyiiletek mérése egymas utan egyesével a vegyuletek feldolgozasa folyamatos
mechanikus folyamatok 1:1 mechanikus folyamatok 1:96
szilard vegyuletekbdl igényekre szabott vegyilettar oldatformaban- DMSO (dimetil-
oldatkészités szulfoxid)

a vizsgalat gyors és hatékony

vizsgdlat lassu és munkaigényes . . (o
& geny (~1 perc/lépés/96-cellds mérblemez)

20-50 vegytlet sz(irése/nap/labor 1000-10000 vegyiilet szlirése/nap/labor
korlatozott szamu, kis diverzitasu vegyiiletek korlatlan szamu, nagy diverzitasu vegyiletek
szlirése szlirése

A kombinatorikus kémiai eljardsokban a reagenseket kémiai viselkedésiik alapjan
csoportokba rendezik (building blocks). majd a csoportok elemeit ugy reagaltatjak, hogy a
kombinaciokbol eldallithatd 6sszes terméket megkapjak [3]. A modszer alapjaul a Merrifield-
féle szilard-fazisu peptidszintézis szolgal (1963) [4], amelynek kidolgozasaért 1984-ben
Nobel-dijjal jutalmaztak a kutatét. A modszer elterjedésével parhuzamosan jelentek meg
annak fejlesztett valtozatai. Az elsé komoly attéréseket ezen a téren Houghten ,,teazacskd”
modszere [5], majd a magyar Furka Arpad osztasos-keveréses (mix-and-split) modszere
jelentette [6]. Az automatizacid fejloddése, valamint az elvalasztasi, tisztitasi miveletek
teriiletén elért fejlodéseknek koszonhetden a szilard fazist szintézisek mellett, oldat fazisban
valo eljarasok is megjelentek [7], amelyek a parhuzamos szintézisek kialakulasaval [8] egyiitt
elsegitették a folyamatosan béviilé kombinatorikus kényvtarak kialakitasat. Evrél-évre az
Osszes publikalt vegyiilettarat bemutatjak a Dolle és mtsai. altal publikalt 6sszefoglalok [9],
amelyek alapjan lathato, hogy a 10 éven keresztiil folyamatosan ndvekvd trend végiil 400-500

konyvtar koriili értéken megallt [3]. Ezek az egyre boviild konyvtarak képesek voltak arra,



hogy kielégitsék a folyamatosan fejlodé HTS-kampanyok egyre nagyobb szamu molekula

igényét.
2.1.2. AHTS fejlodése

A HTS Ilényege nagyszamu, ismeretlen hatdsu, de ismert szerkezeti kismolekula
kampényszerli sorozatvizsgalata egy egyszerlien kivitelezhetd, robosztus és hitelesitett
tesztben. A taldlatok elemzésével a farmakologiai hatds és a kémiai kiindulopont-keresés
szempontjabol fontos szerkezeti elemek azonosithatoak [10]. Hatékonysaga abban rejlik, hogy
egyetlen mechanizmusra fokuszalva képes egy adott receptorra vagy enzimre specifikus
hatast mutat6 vegyiiletek azonositasara [11].

A HTS elterjedésének kezdeti szakaszaban (1980-as évektol az 1990-es évek elsd
feléig) a minél rovidebb id6 alatt, minél nagyobb szamu vegyiilet sziirése volt a jellemz6,
amelyhez kombinatorikus kémiai, illetve a parhuzamos szintézisek szolgaltattak a sziikséges
vegylileteket [12]. Ez viszont azt eredményezte, hogy a molekulatarakban megszaporodott a
nagyobb méretii (>400 Da), gyogyszer-szerliséget kevésbé kovetd vegyiileteket tartalmazo,
sok esetben nem megfelel6 tisztasagh mintak szama [13].

Az 1990-es évek végétdl ez a tendencia inkabb a mindségi és kisméreti,
gyogyszerszerli molekulak eléallitasa felé tolodott [12], mivel a 1éptéknovelés elénye nem
tiikr6z6dott a HTS-re alapozott gyogyszerkutatasi programok eredményességében. A 2000-es
évek masodik fele 6ta a HTS-ben vizsgalt vegyiiletek szama csokken, mivel csokkent a nem
gyogyszer-szerd, illetve a vegylilettarban feliilreprezentalt szerkezeti korok vizsgalata [10].

A HTS-szlirések végrehajtasara soran a napi 10 000-100 000 vegyiilet mérésére az
1990-es ¢évek els6 felében kialakultak a 96-cellas mérélemezek (az angolszasz kifejezés
alapjan mikroplate-ek), majd a mintaszam novekedésével a miniatiirizalas felé vette az iranyt
az ipar, elterjedtek a nagyobb (4x-es) mintasiiriiséget biztositd 384-cellas mérblemezek.
Ahogy a laboratoriumok kapacitasa tovabb nétt, a naponta tesztelt mintak szama elérte a
100 000 darabot (ez az uHTS, az ultra-high-throughput screening [14]), megjelentek a még
nagyobb (16x-os) mintastriiséget biztositd 1586-cellas mérélemezek [15]. Mindekdzben a
méréshez sziikséges oldattérfogatok egyre csokkentek.

Tovabbi méretcsokkentési kisérletek is torténtek 3456 cellas mikroplate-ek
hasznalatara 1-2 pl-es tarolo térfogattal, de ezek rutin HTS-ben valo alkalmazasa technikai

problémakba litkozik, ezért ezek nem terjedtek el széleskorien [16].
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96 cella 384 cella 1586 cella
Vizsgalt vegyllet/nap 10000 40 000 200 000
Mintatérfogat/cella 100-200 ul 30-100 pl 2,5-10 pl
1994 1998 2000

1. dbra A mikroplate-ek fejlédése [16].

2.1.3. HTS a gyogyszerkutatasban

A nagy ateresztOképességli szlrés 1980-as évek kozepétdl induld fejlodését a
molekularis bioldgia, az automatizalds, a preparativ kémia és az analitika teriiletén elért
technikai ujitasok mellett [10], gyogyszeripari jelentdségének felismerése is segitette. Igy a
HTS hamarosan standard modszerré valt nagyszamu  vegyiilet szlirésére a
gyogyszerkutatasban [11]. A HTS-sziirések sikeraranya kb. 50% koriil mozog a kémiai
kiindulopont-keresésben, azaz csak minden masodik HTS-sziirés ad tovabbvihetd
kiindulopontot [17]. A nagy aranyt sikertelen HTS szlirések miatt sziikség van az alternativ
¢s egyben kiegészitd moddszerekre is, Ggy, mint a tuddsalapt, virtudlis sziirések, fokuszalt
szlirések, fragmens-sziirés, stb. [18]. Habar elmondhatjuk, hogy ezen moddszerek koziil a
HTS-alapi megkozelitések aranya tobb, mint 50%, ez az arany a fokuszalt/célzott
megkozelitések aranyanak novekedésével folyamatosan csokken. [17] A vezérmolekula-
keresésben betdltott alapvetd szerepén kiviil a HTS egyre inkdbb elterjed a tovéabbi
farmakokinetikai  vizsgalatokban, fizikai-kémiai tulajdonsagok meghatarozasaban, a
metabolizmus- illetve toxicitas-vizsgalatokban a  gydgyszerfejlesztés  koltségeinek
csokkentése céljabol [11, 19].

A gyogyszerkutatds korai fazisdban a HTS-technikat szdmos modon hasznositjak.
Leggyakoribb a hagyomanyos, diverzitisalapi HTS-megkozelités, amikor az egy a teljes
vegyiilettarat kémiailag legjobban képviseld, valogatott szerkezeti kort vizsgalnak. Fokuszalt

HTS soran szerkezeti vagy egyéb, szamitogéppel segitett virtudlis szlirés soran valogatott



vagy célzottan erre a célra szintetizalt molekula-alkonyvtarakat vizsgalnak. Ez a megkozelités
csak a célfehérje (receptor, enzim) ¢és ligandumai alapos ismeretében, Szoros in silico
tamogatas mellett lehet hatékony. Tovabbi HTS mddszerek koz¢ tartozik a célpont-azonositas
két kampanyszeriien megvaldsithatd modszere iS: az arva receptorok ligandumainak

felderitése, valamint a célpontgének azonositasat szolgald6 RNS-interferenciasziirések [10].

2.1.4. HTS-talalatok azonositasa

A HTS-kampany soran keletkezd aktivitasadatokbdl allo adatkészletet folyamatosan
standardizalni kell mérésen alapuld, vagy statisztikai eszkozokkel, hogy elkeriiljik a sziirés
soran el6allo hamis negativ és hamis pozitiv eredményt szolgaltatd szisztematikus hibakat
[10]. Ilyen hibakat eredményezhetnek a HTS soran bekovetkezd valtozasok pl. a
reagenssarzsok kozti eltérés, azok idokdzbeni degradacidja, hdmérséklet-, inkubacids idd beli
valtozasok, illetve az automatizaciobol, detektalasbol, a cellak pozicidjabol, stb. adddo

problémak [20].

Biol6giai/méréstechnikai

Hamis +,- talalatok
Jel/zaj
Jel/Hattér
Detektalasi ablak
Reagensbeli kiilonbségek

Bioldgiai
tesztek
Kémiai hibaforrasai Mintakezelés
Azonossag Nyomon kovetés
Tisztasag Szennyezés
Koncentracio Mérés, oldatkezelés
Stabilitas Tarolas
Oldhatodsag Analitikai mérés

2. abra Bioldgiai tesztek soran bekoévetkezd hibak lehetséges forrasai [18].
Az aktivak kivalasztasara 3 modszer koziil valaszthatunk [10]:
o Aktivak ardnydin alapulo kivdlasztas: mely soran elére definidlt arany szerint a
legaktivabb talalatokat valasztjuk ki az adatkészletbdl

o Abszolut aktivitas alapu kivdlasztds: ebben az esetben a kivalasztas alapja egy
kiiszobérték



o Szerkezetalapu kivdlasztas: Ekkor elsd korben az el6z0 két moddszer valamelyikével
aktivakat azonositanak, majd szerkezeti elemzés utan a vegyiilettarbol kigyljtik azok
analogjait, majd az 6sszes mintat tobb parhuzamos mérésben vizsgaljak. Ez a megkdzelités
nagy elemszam mellett hatékonyan csokkenti az elsé- és masodfaju hibak gyakorisagat.

Az elsddleges sziirések soran azonositott aktivak a HTS-bdl kapott adatsorban csak
egyetlen koncentracidban megadott aktivitasadattal vannak jellemezve. Ahhoz hogy
kiszlirhetéek legyen a mérés soran mégis bekovetkezd, kiilonbozd hibakbol szarmazod hamis
pozitivak, tovabbi sziirésekre van sziikség. Ebben az esetben a célfehérjével ténylegesen
kolcsonhatasba 1ép6, kémiailag egységes, szerkezetileg azonositott molekuldk minnél
hatékonyabb azonositasa a cél. Ezen Iépés soran az elsddleges sziirésben azonositott talalatok

akar 90%-a is elveszhet.

______________________

Célpont azonositas

! 1
! 1
: —
i és validalas : Vegyiilettar
|
_________ e

I
P -
<2 -
~eo-

Teszt- Els6dleges Vezérmolekula-
Ujratesztelés 70n0sita
fejlesztés szlirés azonositas
* aktivitas e megerGsités o specificitds
e koncentracio- e hatds maddja
fliggés e SAR

e korai ADMET
3. abra A HTS munkafolyamata [21]

Emiatt el6szor a kigylijtott pozitiv hatast mutatd vegyiileteken tobb parhuzamos
mérésben Ujra lefuttatjdk az elsddleges sziirésben hasznalt tesztet a reprodukalhatosag
vizsgalatara. Ezt kovetden specificitds ellendrzéseknek vetik ala a megerdsitett talalatokat,
végiil HPLC-MS vizsgalattal egységességet és azonossagot ellendriznek. Ezzel megkapjuk a
HTS-kampany validalt taldlatait, a célponton hatd, megfeleld tisztasagl, varttal azonos
szerkezetli aktivakat [10, 21]. Ezek a tovabbiakban szelektivitast, koncentraciofiiggést,
bioldgiai hatast teszteld vizsgalatokon esnek keresztiil, kozds szerkezeti elemek alapjan
csoportositjak, szerkezet-hatas osszefiiggésre vonatkozo6 egyenletekkel (SAR) jellemzik 6ket,
¢s ADMET profilt adnak meg hozzajuk [21].



2.1.5. A HTS-kampany sikeressége

A HTS sikerességét a szlirés kozben esetlegesen fellépd hibakon kiviil alapvetden
harom tényezod befolyasolja:

. Az adott cég vegyiilettaranak szamossaga, melynek csak a cég anyagi forrasai
szabnak hatart. A kozepes méretli gyogyszeripari cégek molekulabankjaban atlagosan
szazezres nagysagrendben taladlhatéak molekuldk, mig a legnagyobb cégek vegyiilettara
milliés nagysagrendben is tartalmazhat molekulakat [14].

. A vegyiiletek kémiai diverzitdsa (szerkezeti gazdagsaga). Azaz minél
valtozatosabb molekuldkkal rendelkezik egy cég, annal nagyobb a valésziniisége, hogy egy
addig ismeretlen, bioldgiailag aktiv vegyiiletet talal.

. A tarolt és szilirt vegyliletek tisztasaga és stabilitdsa. Mivel egy biologiai HTS
lefuttatdsa rendkiviil draga, igy a taroldsbol eredd tisztasagi, illetve stabilitdsi problémak
miatti hamis talalatok nem megengedhetéek [22]. A vegylilettisztasagot és stabilitast nagyban
befolyasoljak a molekulabanki mintdk tarolasanak és kezelésének koriilményei, ezért a

kovetkezdekben ezekrdl esik néhany szo.

2.2. Molekulabanki mintak tarolasa és kezelése — Compound Management

2.2.1. Mintatarolas

Felismerve a vegyiilettari mintak minéségének HTS soran jatszott kulcsfontossagt
szerepét, a vegyiiletek tarolasa és kezelése is jelents fejlodésen esett at. A kezdeti
vegytlettarakban a mintakezelés egy kisebb hangsulyt kapd, sok hibalehetdséget magaval
hordozo, automatizalast nélkiilozo teriilet volt, amely nem volt standardizalva a hatékony
miitkodésre [23]. A mintak tarolasa liveg fioldkban tortént, a mintak felcimkézve, talcakra
helyezve, polcrendszereken vartak arra, hogy manudlisan elokeressék Oket, amikor a
kiilonbozé mérésekhez sziikség volt rajuk, majd ugyanigy visszahelyezzék Oket a helyiikre
[24]. Az ily médon vald tarolas kis elemszamu vegyiilettarak kezelésekor egy egyszerl,
alacsony koltségigényli, flexibilisen valtoztathatd tarolast tett lehetévé. Egyik legnagyobb
hatranya viszont az ebben a rendszerben torténé tarolasnak, hogy a mintat kezelé dolgozo
hibazhat, rossz minta keriilnet kivételre, a mintak 0Osszekeveredhetnek, rossz helyre
kertilhetnek vissza. Az igy elveszett mintdkat nehéz, gyakran lehetetlen visszakeresni a
megfeleld szamitogépes regisztracio nélkiil. Ezenfeliil egy ilyen rendszerben nehéz a tarolas

koriilményeit megfelelden szabalyozni, valamint a ndvekvd elemszdmmal a mintak
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rendszeres ki-bemozgatasa a molekulabankbol, ill. a molekulabankba egy rendkiviil
munkaigényes procedurava valhat [25].

A HTS-technikak fejlodését parhuzamosan, a kombinatorikus konyvtarak novekedése
magaval vonzotta a vegyllettdrak méretének novekedését, igy hamar be kellett latni, hogy a
kézi rendezésti vegyiilettarak elérték kezelhetdségiik hatarat, ezért a méretndvekedés magaval
vonta a félautomata, illetve automata rendszerek elterjedését. Az elsé esetben az automatizalt
polcrendszerek segitségével elérték, hogy a minta helyének kodjat beirva a megfeleld talcat
megkeresse, majd kiadja a szdmitogép, a mintat a talcabol azonban még mindig a dolgozonak
kellett kiemelni. Ez a megoldas azonban még mindig elég lassu, dragabb kivitelezni, a
flexibilitas is csokken, a dolgozo altal vétett hiba lehetdsége — habar kisebb mértékben — de
még fennall, és nagy elemszamu mintak mozgatasakor problémas lehet.

Ahhoz, hogy a HTS-hez sziikséges napi kb. 100000 minta ki-bemozgatasat lehet6vé
tegylik, teljesen automata rendszerre van sziikségiink, amely képes eleget tenni ennek a
kovetelménynek. Ezzel a megoldassal az emberi kezelésbdl adodd hibalehetdséget is
minimalisra lehet csokkenteni, a tarolds koriilményei is konnyebben szabalyozhatoak,
valamint megfeleld infrastruktura kiépitésével akar a tarolotdl a mérést végzo laborig is egy
gombnyomdssal, par madasodperc alatt eljuthat a sziikséges vegyiilet, ami jelentdsen
lecsokkentheti a vegyiilettarbdl a laborba vald atfutas idejét. Az ilyen rendszerek kiépitése
viszont koltségigényes, és a tarolas a flexibilitasa is elveszthet, azonban ilyen mennyiségii
vegyitilet tarolasara csak igy nyilik lehetdség [25].

A tarolo berendezések két fo fajtaja terjedt
el [24]: a paternoszter-szerii, illetve a szik
folyos6s modszert alkalmazo automata gépek. Az
elsd esetben a vegyliletek talcakon vald taroldsa 5
m magas 2-3 m széles polcokon torténik, 200 ezer
szilard, vagy 1,5 millié oldat-formédju vegytlet
tarolhatdé igy. A helykihasznédldsa elonyos, a
robotizalt mintavalasztd percenként 10 mintat tud
elokeresni, viszont egy ilyen rendszer kiépitése

koltséges a tarolds koriilményeinek nehézkes

biztositasa, illetve a magas berendezés helyigénye

miatt. 4. abra Paternoszter-alapt tarolé rendszer [24].
Epp ezért a sziik folyosos taroldsi modszerek terjedtek el jobban az iparban, mivel

ezek egyszeriibbek, gyorsabbak, és kevésbé draga felépiteni dket. Ezeknél két parhuzamos
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polcsor kozotti  folyosén  benyulod
robotok végzik a mintak eldkeresését
szamitogépes vezérlés segitségével.

Kisebb 1000 plate, vagy 100
ezer cs® tarolasara alkalmas beren-
dezéseket kinalnak a The Technology
Partnership (comPOUND®) és a Tek-
Cel cégek.[24].

A comPOUND® tipusu tarold

rendszerben, melyet a Richter Gedeon

Nyrt.-ben is hasznalnak, a térolo-
5. 4bra Sz(ik-folyosés tarol6 rendszer [24]. csivekben 1évé anyagok egymés folé
szerelt kor alaku talcakon méhkaptar-szeri elrendezésii tarolo iiregekben helyezkednek el,
ahol a csovek méretétdl fliggéen egy vagy két anyag fér egy helyre. A csévek mozgatasa az
erre a célra liresen hagyott szallitoliregeken keresztiil
torténik pneumatikus rendszer segitségével, gy hogy
az egymas felett 1évo talcak addig forognak, amig
szabad utat nem biztositanak a sziikséges vegyiilet
tarold helyétél a berendezés tetején 1évé vonalkod-
leolvasoval felszerelt mintavaltoig, amely a gép
kiadonyildsdhoz  tovabbitja a  csOveket azok

azonositasa utan. A minta ki-bemozgatasat a

berendezéshez kapcsolt ,stacker” (néhany tucat

lemezbdl allo ,.torony” kezelésére alkalmas) robotok
segitik [10].

A mintak nyilvantartdsa ezekben a
vegylilettarakban csak komoly szamitogépes
tamogatassal lehetséges a nagy elemszam és
az emberi hibak elkeriilése végett. Plate-
alaptt tarolds mellett minden cellahoz

hozzarendelik annak tartalmat, majd a plate

helyét, amely altal lehet6évé valik annak gyors 7. dbra Mintatarolécsévek [25].
visszakeresése. A tarolocsoveknél egy még modernebb, vonalkdd alapu rendszert sikeriilt

kialakitani: a csovek aljara nyomtatott vonalkod alapjan mintakivételkor, illetve a minta
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berakéasakor kdnnyen meg lehet allapitani a csé tartalmat, illetve hozza lehet rendelni a tarolas

helyét.

2.2.2. Szilard, illetve oldatfazisu tarolas

Mindezek mellett hosszi idén keresztiil vald tarolaskor arrdl is donteni kell, hogy
milyen forméban akarjuk a vegylilettar mintait tartani. Ennek megfeleléen valaszthatjuk a
vegyiiletek szilard por forméban valo tarolasat, illetve az oldatfazisu tarolast, amely a HTS
szlirések elterjedésével nélkiilozhetetlenné valt. A szilard porok taroldsa soran szaraz
koriilmények kozott nem kell kiilonosebb bomlasra szamitanunk, az igazi problémat az

oldatformaju tarolas okozza [18].

O
167.8 pm | 105.1°
2
186.2 pm

Oldatformaju tarolas esetén a dimetil-szulfoxid
(DMSO), mint polaris, aprotikus olddszer, univerzalis oldoszer
terjedt el a gyogyszeripari gyakorlatban, mivel vizzel

”' "“CH 3 korlatlanul elegyedik, kedvezé a tenzidja, illetve fagyaspontja
98.0°

XCH3

8. dbra DMSO molekula [35]. szerll szerves vegyiiletekkel szemben, habar a Richter Gedeon

(18,5 °C) és forraspontja (189 °C), valamint relative alacsony a

citotoxicitasa. Ezenkiviil a legtobb esetben inert a gyogyszer-

Nyrt.-ben korabban végzett vizsgalatok soran is volt mar ra példa, hogy reagalt a benne oldott
anyagokkal, illetve a DMSO-ban gyartas soran maradt nyomni szennyez képes volt a primer
¢és szekunder aminok alkilezésére. A problémat az jelenti, hogy a DMSO rendkiviil
higroszkopos, kb. 30% vizet képes felvenni a levegébol (az elsé 10%-ot par oOra alatt!), és az
igy keletkez6 DMSO-viz elegy fizikai tulajdonsagai €s szolvatacids készsége nagy mértékben
eltér a tiszta DMSO-étol [26, 27]. Emiatt DMSO-ban valé tarolas soran oldhatosagi

crer

tudjuk biztositani a megfelel tarolasi koriilményeket (1d. az alabbiakban).

2.2.3. Mintakezelés

A mintakezelés fejlodésére is a tarolas fejlodéséhez hasonlo tagoltsag jellemzo:
kezdetben a manualis mintakezelés volt elterjedt, melynek elényei és hatranyai a kézi
rendezésli tarolaséval egyeztek meg, de az egyre nagyobb ateresztOképességli mérésekhez
sziikséges vegyiiletmennyiség miatt itt is jelentds valtozasoknak kellett bekovetkezniiik. A
szilard anyagok mérésénél mégis sok helyen ez az eljaras maradt meg a tomegmérés rossz

automatizalhatosaga miatt.
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A kovetkez6é szinten automata munkaallomasok alakultak ki [14], ahol a lemezek
kezelése manualisan vagy egyszerii robotkarokkal torténik, a késziilék miikodését gyakran
,stacker” robotok segitik. Ezek elénye a magasabb ateresztOképesség valamint a kisebb
emberi hibalehet6ségen kiviil az, hogy viszonylag olcsok. Ez a mddszer az anyagok kotegelt
feldolgozasabol adoddan az inkubalasra kevéssé érzékeny vizsgalatok esetén nyujt hatékony
megoldast. [10] llyen munkaallomésokra néhany példa: Velocity11 VPrep™, CyBio CyBi™-

Well, Zymark Sciclone és Hummingbird ™

a Cartesian Technologies-tol [25]. Az oldatfazisu
mintakezelés torténhet tobbcesatornds, fix, vagy eldobhato fejii pipettdzd automatakkal, amely
lehetévé teszi 96-, illetve 384-cellas mérélemezek gyors sokszorositasat. Mig a pl-es
térfogatok kezelésekor a térfogat-kiszoritasos elven miikodo tobbcsatornas automata pipettak,
illetve a perisztaltikus adagolorendszerek megfeleloek a miniatiirizalas miatt ki kellett
fejleszteni a nl-es mennyiségek pontos mérésére alkalmas eszkozoket. Ilyenek a ,,pin tool”
eszkozok (folyadéktranszfer specialis fémtli hegyén), illetve az akusztikus rezonancia
kivaltotta cseppkilovellésen alapulé eszkozok [10].

A teljesen automatizalt rendszerek esetén a kiilonbozé részfolyamatokat végrehajtd
eszk6zok egymashoz vannak kotve, a teljes folyamatot kdzponti id6zitd szoftverrel vezérelt
robotizalt rendszer szolgalja ki. Elonyiikk a nagy ateresztoképesség és a hibalehetdségek
jelentés csokkentése mellett, hogy sok mérélemezzel képesek egyszerre dolgozni,
megvalositasuk viszont koltséges, miikddtetésiik specialis szakértelmet igényel. Néhany példa
ilyen rendszereket gyartd cégre és termékeikre: REMP, RTS Life Science International és a
The Automation Partnership termékei pl. Velocityll BioCel Series™ és a Tekeel
TekBench™ [25].

Ezek fényében a jol mikodoé vegyiilettar kialakitasdhoz a kovetkezd 6 alapelvet

érdemes szem el6tt tartanunk [25]:

1. A vegyiiletek hozzdférhetoségének biztositisa
Lehet6vé kell tenni, hogy néhany szilard formaban, vagy sziikség esetén akar tobb

ezer oldat-formaban tarolt vegyiiletbdl is barmikor konnyen mintat lehessen venni.

2. A mintak integritisanak megorzése
A vegyiilettari anyagok vasarlasa, illetve szintetizaldsa is rendkiviil koltséges, ezért a
meglévd vegyiiletek tisztasdganak megdrzése kiemelten fontos, féleg ha azt is figyelembe

vesszik, hogy a HTS eredményességét is nagymértékben befolyasolja.
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3. Biztositani a vegyiilettari anyagok hatékony felhaszndldsdt
Mivel a molekulabankban tarolt vegyiiletek igen értékesek, ezért keriilni kell a

mintatarolasbol és kezelésbdl adodd anyagveszteséget.

4. Meg kell hagyni az uj igényekhez valo alkalmazkodas lehetoséget
A mintatarolas és kezelés soran fel kell késziilni arra, hogy a kiilonb6z6 igények
naprol-napra valtozhatnak. Alkalmazkodni kell egyszerii technologiai valtozasokhoz, mint

példaul 14j fajtaju mikroplate megjelenése egészen az olyan alapvetd valtozasokig, mint a

crer

5. Képesnek kell lenni egy dinamikusan valtozo vegyiilettar kezelésére

A molekulabank bdvitése mellett arra is figyelmet kell forditani, hogy azokat az
anyagokat, amelyekre mar nincs sziikség, degradalodtak, elfogytak, vagy idokozben kideriilt
roluk, hogy gyogyszerkutatasi szempontbdl kedvezdtlen tulajdonsaggal rendelkeznek el is
lehessen tavolitani. Sok plate-alapt tarold rendszer kiizd azzal a problémaval, hogy Uj
molekuldk hozzaadasara képes, viszont nem lehet beléle eltavolitani a felesleges

vegylileteket, pedig ez jelentds hely- és koltségmegtakaritast jelentene.

6. Konnyen elérhetd és pontos nyilvantartds fenntartisa a vegyiilettarban lévé anyagokrol

Sok idé6t, pénzt és fejtorést megsporolhatunk, ha egy jol kezelhetd, és pontos adatbazis
all a rendelkezésilinkre, amely alapjan konnyen el6kereshetiink egy vegyiiletet, és nem arra
kell idonket és pénziinket pocsékolni, hogy egy hidnyzd vegyiiletet keresiink. Rosszabb
esetben Ujra meg is kell vasdrolni, vagy szintetizalni, ami jelentds pluszkdltséget és idot

jelent.

2.3. Stabilitasvizsgalat a vezérmolekula-keresés soran

A gyogyszeripari gyakorlatban a stabilitasvizsgalatokon altalaban az alapanyagokon,
illetve kész termékeken végzett az eltarthatosagi, illetve lejarati id6 meghatarozasahoz
sziikséges, szigori szabalyzas keretei kozott végzett vizsgalatokat értjiik, valamint az
utokovetés specifikus eseteinél talalkozhatunk veliikk, mig mi kifejezetten kémiai stabilitast
vizsgaltunk.

A szilard por formdju vegyiiletek stabilitdsdt konnyedén megdrizhetjiik, ha
nedvességtol elzarva taroljuk Oket. Ilyen formaban hosszu idon keresztiil degradacio nélkiil
elallnak a vegyiiletek. A HTS-hez viszont oldat-forméaban van sziikségiink az anyagokra. Az

anyagok stabilitdsa az oldatokban azonban mar t6bb problémat is magaval hordoz.
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A DMSO-ban val¢ stabilitast befolyasold paraméterek koziil az egyik legfontosabb az
oldatok tarolasi hdmérséklete. Kiilonbozd vizsgalatokat végeztek ebben a téméban: 25 °C-on,
4 °C-on, illetve -20 °C-on valé tarolas mellett vizsgaltdk a mintak tisztasaganak iddébeli
valtozasat [22, 28, 29, 30]. A vizsgalatok megmutatjak a mintak szobahémérsékleten vald
tarolasanak maximalis id6tartamat (9. abra) [29], illetve optimalis tarolasi hémérsékletét is:

-20°C-on fagyasztva tarolva hosszu ideig minimalis bomlas mellett tarolhatéak a vegyiiletek
[22, 30].
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9. abra A vegyiiletek stabilitasa szobah6mérsékleten az id6 fliiggvényében [29].

Tovabbi fontos paraméter a DMSO viztartalma. Mivel a DMSO rendkiviil
higroszkopos, hosszi tavon akar térfogata 30%-anak megfeleld vizet képes felvenni, mig
rovid tdvon (néhany ora alatt) mintegy 10 V/V% viz felvételére képes laboratoriumi
koriilmények kozott. [28] Igy ha az adott szerves molekula tartalmaz hidrolizisre érzékeny
szerkezeti elemet/funkcidos csoportot (pl.: savamid, észter), akkor azok a DMSO
viztartalmaval konnyen elreagalhatnak. Emiatt fontos az is, hogy milyen atmoszféra alatt,
illetve mekkora a relativ paratartalom mellett taroljak az oldatokat. Az irodalmi vizsgalatok
azt mutatjak, hogy a degradacioban a hdmérséklet és a viztartalom sokkal jelentdsebb szerepet
jatszik, mig az inert atmoszféra csak a hosszu tava, 12 honapot meghaladoé tarolas soran valik
kritikussa [31]. A relativ paratartalom a DMSO vizfelvételének sebességét, illetve a felvett viz
mennyiségét is befolyasolja, ezért a legtobb cég megprobalja a DMSO viztartalmat minimalis
értéken tartani (<1,5%) [22, 30]. Erre a célra inert, altalaban nitrogén, vagy argon atmoszférat
hasznalnak a DMSO-oldatok tarolasakor. Erre ellenpélda a Novartis gyakorlata, ahol az

oldatformaju vegyiilettari anyagokat a kezdeti idéponttél DMSO-viz 90:10 ardnyu elegyében,
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4 °C-on taroljak, a megszokott 10 mM oldatkoncentraciotol eltéré, 2 mM koncentracidju
oldatként [28].

Ehhez az oldat formaju vegyiilettarban keriilé mintak el6szor egy elésziirésen esnek at,
ahol eltavolitjak azokat a vegyiileteket, amelyek ismerten vizre érzékenyek. AZ ily modon
fennmaradé mintakhoz nagyobb biztonsaggal tudnak hozzaadni a DMSO-hoz 10 V/V%-nyi
vizet, igy az oldat olvadaspontjat 4 °C ala viszik, lehetové téve ezzel, hogy a 4 °C-on vald
tarolds soran az oldatok ne fagyjanak meg. Ezzel a modszerrel vizsgéalataik alapjan
minimalisra csokkenthetéek az oldhatosagi, illetve elkeriilhetéek a fagyasztas-felolvasztas
soran jelentkez6 problémak (1d. késébb) és relativ jo oldatstabilitas érheté el. Méréseik szerint
ily médon elég 3 évente friss oldatokat késziteni, mert ennyi idot viszonylag kis mértékii
bomlas mellett kibirnak az oldatok [28]. Ezen pozitivumok ellenére is gyakran

megkérddjelezik a DMSO-viz elegy oldoszerként vald hasznalatat [31].
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10. dbra A viztartalom valtozasa a h6mérséklet és tarolasi id6 fliiggvényében [30].

A mintédk stabilitasat a tdrold edény anyagi mindsége tobb mddon is befolyasolhatja.
Fennall annak a veszélye, hogy ahogy a DMSO-oldat a fallal érintkezik a benne oldott
vegyiilet ab-, vagy adszorbealodik, esetleg a tarold edény feliilete katalizalja a vegyiiletek
bomlasat. Miianyag tarolok esetén azt is figyelembe kell venni, hogy az azok gyartasa sordn
hasznalt segédanyagok maradékai kioldodhatnak a DMSO-oldatba, lerontva a minta
integritasat. Polipropilénbdl és iivegbdl késziilt tarolokon végzett vizsgalatok azt mutatjak,

hogy a miianyag, és a hagyomanyos iiveg tarolok kozott nincs szignifikans kiillonbség az
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oldatstabilitas befolyasolasanak szempontjabol, igy erre a célra az automatizalt rendszerekben
konnyebben kezelhetd miianyag (polipropilén) tarold hasznalata javasolt [31].

Mas vizsgalatok soran a plate-ek lezarasanak két modjat vizsgalta: a mlianyag folidval,
illetve a fedéllel valo lezarast. Az eredmények ramutattak arra, hogy a plate-ek miianyag
fedéllel vald lezarasa nagyobb mértékii bomlast eredményezett, mint a folidval val6 lezarés. A
bomlésért valoszinlileg a nem megfeleld szigetelés okozta vizfelvétel a felelés. Azt is
megfigyelhetjiik, hogy az anyagok plate-en valé pozicidja sem mindegy, a széleken 1évo

lyukakban 1év6 anyagok jobban ki vannak téve a vizfelvételbdl eredé bomlasnak [22].

Foliaval ill. fedéllel lezart DMSO-oldatok:
Bomlas >50%
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11. 4bra Fdliaval illetve fedéllel lezart anyagok bomlasanak 6sszehasonlitasa [22].

Ezenfeliil az oldatok fagyasztas-felolvasztas ciklusai (freeze-thaw cycles) is hatassal
vannak a mintak stabilitasara. A gyogyszeripari cégek az oldatokat altalaban -20 °C-on, vagy
4 °C—on lefagyasztva, inert atmoszféra alatt, sotétben taroljak. Amikor adott anyagra sziikség
van, azt fel kell olvasztani, majd mintavétel utan visszafagyasztani. Bizonyos anyagok ezekre
a fagyasztas-felolvasztas ciklusokra érzékenyek lehetnek, és csapadékként kivalhatnak adott

felolvasztas-szam elérése utan, igy az oldat hasznalhatatlanna valik a tovabbiakban.

oldatokat 25 freeze-thaw cikluson keresztiil vizsgaltak, és azt az eredményt kaptak, hogy
elhanyagolhat6 a vegyiiletveszteség a 25. ciklus végén is [32]. Hasonld eredményeket hozott
az a vizsgalat is, mely sordan 11 cikluson keresztiil, -15 °C-on téarolt anyagok integritasat
vizsgaltak nitrogén atmoszféra alatt felolvasztva [31]. Mas esetben 20 mM koncentracioja
oldatokkal, a HTS koriilményeit modellezve atmoszférikus kornyezetben végeztek hasonlod

vizsgalatokat, melyek eredménye jelentds csapadékképzddést és anyagveszteséget mutatott a
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ciklusok szamanak novekedésével aranyosan [33]. Ezekben a vizsgalatokban a

csapadékképzddés feltételezhetden a nagyobb koncentracioval van dsszefliggésben, mivel igy
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12. dbra A freeze-thaw ciklusok szamanak hatasa a vegyiiletek integritasara [33].

konnyebben ki tudnak csap6dni az anyagok a fagyasztas-felolvasztas ciklusokban [31].

Végiil a fotokémiai stressz okozta valtozasoktdl is Ovnunk kell a vegyiilettarat. Az UV
sugarak, de mar a lathatd fény sugarai is katalizalhatnak bizonyos bomlasi folyamatokat a
mintakban. Ebben a témaban igen kevés publikalt vizsgélat taldlhaté az irodalomban, ezért
vizsgalataink soran igyekeztiink ezeket a hatasokat is tesztelni.

DMSO-ban valo tarolaskor tehat fokozott figyelmet kell forditanunk a tarolas
koriilményeire. Ebben a témaban viszont korlatozott mennyiségli publikdcioval
talalkozhatunk, pedig a gyogyszeriparban sziikség lenne a témaban vald kutatasra [31].
Részben ennek eredményeként 4 f6 stratégia alakult ki a vegytiletek tarolasara [24]:

o Térolas +18 °C-on, ahol a tiszta DMSO-mintak fagyottnak tekinthetéek, a bomlas
sebessége pedig elfogadhatonak mondhat6.

o Térolas -4 °C-on a viztartalom direkt szabalyozéasaval, Ggy hogy az oldatok még
folyékonyak maradjanak.

o Tarolas -4 °C-on a paratartalom szabalyozasaval, ugy, hogy a kis mennyiségl vizet

elnyelt oldatok fagyott allapotban legyenek.
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o Tarolas -20 °C-on, hogy a mintdk mindig fagyott allapotban legyenek. Ez inert
atmoszférat igényel, hogy megakadalyozzuk a berendezés jegesedését, ezenfelil az

oldatokat hasznalat el6tt mindig fel kell olvasztani, ami hossza id6t vesz igénybe.

3. Célkitilizések

Abbol kiindulva, hogy a DMSO-ban vald stabilitast vizsgald kisérletekrol szolo
publikaciokbdl hiany van az irodalomban, azt a célt tliztiikk ki, hogy a stabilitast befolyasolo
fobb paraméterek modellezésével megprobalunk egy altalanos képet kapni a vegyiiletek
DMSO-ban valo tarolasanak veszélyeirdl, illetve a nem trivialis bomlasok felderitésével
instabil kemotipusokat is azonositani szerettiink volna. Ezek alapjan a kovetkezd méréseket
elvégzését terveztik:

» t=0 idépontban mért ,.blank” mérések tiszta (vizmentes), friss DMSO-ban, melyek a
késObbi mérések viszonyitasi alapjaul szolgalnak.

» Vizmentes DMSO-ban oldott anyagok freeze-thaw viselkedésének vizsgalata: a frissen
beoldott anyagokat -18 °C-on lefagyasztjuk, majd 3, illetve 6 honap utan felolvasztva Oket
megvizsgaljuk, hogy felolvasztaskor kicsapodnak-e, illetve, hogy torténik-e kémiai atalakulas
(degradacio)

* DMSO és HyO 90:10 aranyu elegyében oldott mintdk UV- és Xe-lampaval torténd
terhelése: a stresszelést 24 oran keresztiil, 25 °C-on (+/-2 °C), 60% RH (+/-5%) mellett
fotostabilitasi klimakamraban végezziik. Az UV-sugarzassal egy gyorsitott stresszvizsgalatot
modelleziink, a Xe-lampaval pedig a lathatd fény tartoméany (VIS) okozta degradaciot
vizsgaljuk. Azért 10 V/V%-nyi vizet adunk a DMSO-hoz, mivel koriilbeliil ennyit
laboratoriumi koriilmények, pl. mintakezelés kdzben, a levegdbdl is képes felvenni. Az ily
modon a DMSO-ba kertil6 viztartalmat ezzel a méréssel modelleztiik.

* Vizmentes DMSO-ban oldott mintdk UV- ¢és Xe-lampaval torténd terhelése: a
stresszelést 24 oOran keresztiil, 25 °C-on (+/-2 °C), 60% RH (+/-5%) mellett fotostabilitasi
klimakamraban végezzilk. Az eredményeket Osszevetve az el6z6 méréssel a viz
degradacioban betoltott szerepét tudjuk vizsgalni.

* A kémiailag is érdekes, nem trividlis és analitikailag jol vizsgalhaté bomlasokat
reprodukaljuk DMSO-dg és D0 90:10 aranyu elegyében, majd NMR-es szerkezetvizsgalatra

kiildjiik, hogy pontos informaciokat nyerjiink a végbement szerkezeti valtozasokrol.
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4. Kisérleti rész

4.1.Felhasznalt anyagok

A Kkisérletek soran vizsgalt mintak a Richter Gedeon Nyrt. molekulabankjabdl, illetve
a Sigma-Aldrich Kft.-t61 szarmaztak. A mintak oldasara hasznalt DMSO, valamint a deuteralt
oldoszerek (DMSO-dg és D,O) a Merck Kft.-t6l szarmaztak. Minden az eluensek
elkészitéséhez hasznalt oldoszer HPLC tisztasagi volt, a felhasznalt desztillalt vizet a
Millipore Milli-Q® berendezésbdl nyertiik. A folyadékkromatografias mérések soran hasznalt

eluens (acetonitril: ACN) és az egyéb vegyszerek a Sigma-Aldrich Kft.-t61 szarmaztak.
4.2 .Hasznalt eszkozok

A vizsgalatok sordn 96-lyuku polipropilén mérélemezeket (angolszasz elnevezése
plate) (Agilent Technologies, Denmark, 0,5 ml/lyuk), az UV-, illetve Xe-lampaval vald
terhelés soran 96-lyuku UV-ateresztd, polisztirol mérélemezeket (Greiner bio-one UV Star®
plate, 0,5 ml/lyuk) hasznaltunk. A mérdtalcakat a vizsgalatok soran ThermalSeal® ¢és
ThermalSeal RT™ UV-atereszté foliaval zartuk le. A folyadékok kimérésére Eppendorf
Research® plus pipettakat hasznaltunk. A mérétalcakon 1évé anyagok tisztasaganak, illetve
bomlésanak mérése folyadékkromatografias késziilékkel tortént (Agilent Technologies 1200
Series LC, diddasoros detektorral (DAD)), melyhez egy harmas kvadrupdl tomegspektrométer
(QQQ-MS: Agilent Technologies 6410 TripleQuad) csatlakozott. Az NMR méréseket egy
800 MHz-es Varian késziilékkel végeztiik (5 mm-es, haromcsatornas (‘H{**C/*°N}), °C
érzékenységnovelt, hiitott méréfejjel). Az UV-, illetve Xe-lampaval valo terhelést Sanyo PSC
062, illetve Weiss Gallenkamp PSC 022 fotostabilitasi klimakamrakban végeztiik.

4.3.A kromatografias és tomegspektroszkopias mérés koriilményei:

+ Kolonna: Ascentis Express® C18 (5 cm x 3,0 mm, 2,7 pum)
* Termosztalas: 40 °C
* Oldatok Kkoncentracidja: 10 mM, illetve 2 mM a deuteradlt olddszerben vald
reprodukalaskor
* Injektalasi térfogat: 1 ul
«  Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc
* Eluensek: A: 0,1%-0s TFA (trifluorecetsav) vizes oldata
B: 0,1%-0s TFA 95:5 ACN:H,0 oldata
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» Gradiens program: 0-3,5 perc 0-100% B; 3,5-5,0 100% B
* MS paraméterei: 0,3 perctdl rogzitve +ESI Scan lizemmodban, m/z 100,0-1000,0,
fragmentor fesziiltség: 135 kV, ionforras hémérséklete: 350 °C, nitrogén aramlasi

sebessége: 13 l/perc, kapillaris fesziiltség: 4 kV.

A rovid kolonna, a termosztalas, valamint a savas eluens hasznalata is a mérés
gyorsitasat, és altalanos (rutinszerii) alkalmazhatosagat szolgalta, igy végeredményben egy

hozzavetoleg 7 perces futasi idot kaptunk.

4.4. NMR mérések paraméterei

Az NMR méréseket egy 5 mm-es, haromcsatornas (‘H{"*C/°N}), *C
érzékenységnovelt, hatott mérofejjel felszerelt 800 MHz-es Varian NMR késziilékkel
végeztik 25 °C-on. Az Osszetettebb bomlasokban keletkezé vegyiiletekre szerkezeti
javaslatokat az ezen mintakrol gyijtott 'H Presat egy-, és kétdimenzios *H korrelacios (COSY
és/vagy TOCSY), valamint 1D-NOESY és néhany esetben ‘H-*C korrelacios mérések
(HSQC, HMBC) kiértékelése alapjan tettiik. A pulzusprogramokat a VNMRJ-3.2 szoftver
pulzuskonyvtarabol, modositas nélkiil  hasznaltuk. Belsé referenciaként TMS-t

(Tetrametilszilan) hasznaltunk.

4.5. A vizsgalt vegyiiletkor osszeallitasa, elokészitése a mérésekhez

A bomlasi folyamatok modellezésére, és az ezen folyamatokra érzékeny kemotipusok
azonositasara a vegyiileteket korabbi HTS talalatok koziil valasztottuk ki. A vegyiileteken a
Schrodinger cég Canvas nevii programjaval szerkezet szerinti hierarchikus klaszterezést
végeztiink (szerkezeti hasonlosagok alapjan csoportositottuk 6ket). A program a hierarchikus
klaszterezést az average linkage algoritmussal végzi. A molekuldk hasonlosaganak
kiszamitasahoz a linearis ujjlenyomatokat hasznaljuk fel: a molekulakhoz a benniik talalhato
atomok ¢és kotések elhelyezkedését leird nullakbol és egyesekbdl allo bitszekvenciat (string)
rendel. Az igy képzett ujjlenyomatok kozti hasonlosagot a program a Tanimoto hasonlosagi
képlettel szamolja. A hasonlosagi kiiszob értékének novelésével, illetve csokkentésével
valtoztathatjuk, hogy a program az adott szdmu molekulat hany csoportba ossza. Az igy l1étrejovo
klaszterekbdl kivalasztott centroidokkal dolgoztunk a vizsgalatok soran (centroid adott klaszteren
beliil az a molekula, amelynek a tobbivel vett atlagos hasonlosaga a legnagyobb). A vizsgalathoz
a vegyiiletekbdl 5-20 mg-ot hasznaltunk fel. Osszesen 209 db anyaggal kezdtilk meg a méréseket,
amelyekbdl a blank mérések alapjan 185 db vegyiilet maradt meg, a tobbi mintat tisztasagi €s

azonossagi problémak miatt kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.
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Az anyagokbol eldszor 3x1 mg-ot mértem ki, majd az adott mérések (Blank, DMSO-viz,

s

anyagbol 96-lyuku plate-ekre pipettaztam ki a mintat, és foliaval lezartam Oket. A tisztasag és
bomlas mérése HPLC-QQQ-MS késziilékkel tortént, a mintak tisztasagat az LC/UV (DAD) jel
alapjan adtuk meg. A nem trivialis, részletesen vizsgalt vegyiiletek deuteralt oldoszerben vald

reprodukalasahoz a tovabbi mintakat frissen mértem ki.

4.6. Eredmények és kiértékelésiik

4.6.1. A kiindulasi vegyiiletkor tisztasaga

A t=0 id6pontban sikeresen lemért 185 vegyiilet ,,blank” tisztasdganak eloszlasat az alabbi

hisztogram mutatja:

76%

65%

65% |

54% r

43% |

Minta%

32% t

25 17%
- 14%

11% |
4%
0% : [

0 50 80 920 100

Mintéak tisztasaga (%)

13. 4bra A vegyiiletek tisztasaga a t=0 id6pontban

Ez alapjan a tovabbiakban csak azokat az anyagokat vizsgaltuk, melyek tisztasdga 80%
feletti volt, azaz a kezdeti 185 vegyiilet 79 %-at. Az ennél kisebb tisztasagh vegyiileteket azért
nem vizsgaltuk tovabb, mert az elbomlott anyagok, illetve szennyezések, valamint ezek
bomléstermékei nagymértékben befolyasolhattdk volna a stresszelés hatasara bekovetkezd

folyamatokat, igy nagy eséllyel hamis eredményeket kaphattunk volna.
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4.6.2. Degradaciéo DMSO-viz (90:10) elegyében

Az DMSO-viz (90:10) elegyében oldott anyagok, UV- és Xe-lampa terhelés soran

bekovetkezd bomlasanak ,,blank”-hez viszonyitott mértékét az alabbi hisztogramok mutatjak:

90 . : - v T T 61%
80 1 1 54%
70 {48%
o
= 60| | ==
£
E 507 {34%
3
N 40T ! 1 27%
MO
o)
L 30| 120%
=
20 | 1 14%
10 | 17%
0 - 0%
0 10 20 50 100
Bomlas mértéke (%)
15. dbra Degradacid vizes DMSO-oldatban UV-sugarzas hatasara
80 g T T T T T 54%
70 46% 1 48%
o 60 ¢ 1 41%
©
S—
© 50 | 34%
S
N
w 40 27%
X 23%
s
e 30¢ 20%
=
20 14%
10 | 7%
0 . 0%
0 10 20 50 100
Bomlas mértéke (%)

14. 3bra Degradacié vizes DMSO-ban Xe-lampaval valé terhelés hatasara
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A bomlasok mértékét tigy szamoltuk, hogy a t=0 idOpontban mért tisztasag értékekbol

kivontuk az UV-, illetve Xe-lampaval valo stresszelés utan mért tisztasag értékeket, azaz
Bomlas mértéke (%) = (t=0 idopontban mért tisztasag (%)) — (Stresszelés utani tisztasag (%))

Az abrakrol leolvashatd, hogy UV-sugdrzas hatisira a vegyiiletek 54%-a, a lathato
fénnyel (Xe-lampa) vald besugarzas hatasara pedig a vegyiiletek 46%-a szenvedett 10%-nal
nagyobb degradaciot. Meglep6 eredmény, hogy az UV-, illetve lathatd fénnyel torténd besugarzas
hatasara is hasonld, paros t-probaval igazolva is szinte azonos eredményt kaptunk, holott arra

szamitottunk, hogy az UV-sugarzas nagyobb mértékli bomlast fog okozni.

4.6.3. Degradacio tiszta DMSO-ban

A tiszta DMSO-ban oldott agyagok esetén az UV- és Xe-lampaval vald terhelés soran

bekdvetkezd bomlasanak ,,blank”-hez viszonyitott mértékét az alabbi hisztogramok mutatjak:

90 59%

80 | 1 52%
70 1 46%
60 1 39%
50 1 33%

40 1 26%

30 1 20%

Mintak szama (db)

14%
20 | 113%

10 17%

0%

0 10 20 50 100

Bomlas mértéke (%)

16. abra Degradacié tiszta DMSO-oldatban UV-sugarzas hatasara
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17. abra Degradacid tiszta DMSO-oldatban Xe-lampaval torténé terhelés hatasara

Ebben az esetben, az UV-sugarzas hatasara a vegyiiletek 44%-anal, Xe-lampaval torténd
terhelés hatasara a vegyiiletek 35%-anal tapasztaltunk 10%-ot meghaladé degradaciot. Ebben az
esetben, mar megfigyelhetd a kiilonbség az UV-, illetve a Xe-terhelés hatasaban, illetve az vizes-
DMSO-ban végzett terhelésekkel Gsszevetve lathatd, hogy viz jelenlétében a mintak degradacioja

sokkal jelent6sebb volt, mint a tisztan DMSO-ban val6 vizsgalatok soran.

Ezek alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a viz hozzaadasa jelentésen noveli a
bomlés kockézatat gyogyszerszerii vegyiiletek tarolasaban, ezért nem feltétleniil helytallo néhany
cég (pl.: Novartis) megkozelitése, miszerint mintaikat DMSO-viz 90:10 aranyu elegyében taroljak
mar a t=0 id6éponttol kezdve [28].
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4.6.4. Fagyasztas-felolvasztas: 3 honapos eredmények.

A fagyasztas-felolvasztast ciklusokat (freeze-thaw cycles) vizsgalé mérések jelenleg is
folyamatban vannak, egyeldre még csak a harmadik honap utan tortént felolvasztds utdn mért

adatok allnak a rendezéstinkre.

A harom honapig -18 °C-on tarolt mintak felolvasztas utani eredményeit az alabbi 4bra

mutatja:
101%
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— 100 { 72%
)
=
© 80 r 58%
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N 60 1 43%
o
] 0,
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=
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0,
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18. abra A harmadik hénap utan felolvasztott mintak bomlasa

Az abra alapjan lathatd, hogy a vegyiiletek mindossze 6%-anal tapasztaltunk 10%-nal
nagyobb bomlast, azaz a vegyiilettarban tarolt vegyiileteknek csak kis része érzékeny az egyszeri
fagyasztas-felolvasztas ciklusra. A 6 honapos eredmények ismeretében tovabbi informaciokat
kaphatunk majd arrol, hogy a tobbszords felolvasztas miatt mekkora mértékben fog ndvekedni a

bomlast szenvedett vegyiiletek szama.
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4.6.5. Szinvaltozasok

A plate-ekrol a kiilonboz6 terhelések el6tt, illetve utan fényképeket is készitettiink, a
szinvaltozasok kovetésének érdekében. A plate-eket Osszehasonlitva lathatd, hogy mindkét
sugarzas-tipus hatdsara jelentds szinvaltozasok tapasztalhatdak az anyagok egy részénél, és az is
elmondhat6, hogy UV fény hatasara élénkebb szinek jelennek meg, fokozottabb volt a
szinvaltozas. Azt is megfigyelhettiik, hogy ha tortént szinvaltozas, akkor az egyiitt jart bomlassal
is. Minddssze néhany esetben kaptunk olyan eredményt, ahol a szinvaltozast nem kisérte
analitikailag jol kovethetd bomlas, ezekben az esetekben valdsziniileg a szennyezOk bomlasa
okozta a szinvaltozast. A kovetkez6 képeken néhany latvanyos, a plate-eken végbemend valtozas
lathat6, a dolgozat végén 1évé mellékletben pedig a plate-ekrdl késziilt teljes méretli képek is

megtekinthetdek.

Terhelés elott

Xe-lampaval valo

terhelés utan
DMSO-viz(90:10)

UV-lampaval valo

terhelés utan
DMSO-viz(90:10)

Terhelés elott

Xe-lampaval valo

terhelés utan
DMSO

UV-lampaval valo

terhelés utan
DMSO

20. dbra UV-, illetve Xe-lampas terhelés hatasara bekovetkez6 szinvaltozasok tiszta DMSO-ban
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4.6.6. A nem trivialis bomlasok, atalakulasok NMR-es vizsgalatainak

eredményei

Azoknal a vegyiileteknél, ahol a bomlas okat az LC-MS vizsgélatok utan nem tudtuk
trivialis szerves kémiai okokra visszavezetni, tovabbi informdaciok gytlijtése céljabol a
vegyliletet NMR-es szerkezet-felderitd vizsgalatra kiildtiik. A bomléastermékek szerkezetének
ismertében megprobaltuk javaslatot tenni a bomlasi mechanizmusokra is. Néhany esetben az
MS-spektrum alapjan feltételezett bomlastol eltéréen izoméridra visszavezethetd atalakulast
tapasztaltunk.

A kromatogramokon fekete téglalappal jeloltem a kiinduldsi vegyiilethez tartozé
csucsok retencios idejét. A retencids idobeli eltérések a tiszta DMSO-ban oldott anyagok

esetén a t=0 mérések ota eltelt 1d6 miatt a kolonna 6regedésébdl adddnak.

1. példa

Az 1. vegyiilet esetében a felnévekvd 1,76-1,78 perc retencios idejii csucs és az MS-
spektrum alapjan feltételeztiik, hogy valamilyen gytriizarédasi folyamat jatszodhat le. Az NMR-
es mérés alapjan azonban kideriilt, hogy ehelyett foto-indukalt cisz-transz izomerizacid tortént,
mely UV-fény hatasara fokozottabb volt. A gyiirizarasra — tévesen — a HPLC-MS mérés soran, az
ionizacié soran bekovetkezé fragmentacios képbdl kovetkeztettiink. A cisz-transz izomerek

aranyat (1:0,4) NMR-rel sikeriilt igazolni.

mAU .
1400 vizes DMSO (DAD)
2,05
1200 - 1,75
e Blank
1000 - 75 uv
Xe
800 -
2,04
600 -
400 -
i 1 __Jl
1,76
200 - '
; — - ‘ ‘ | |
1 15 2 25 3 35 B
Retencios idd (perc)

21. abra A vegyiilet atalakulasa DMSO-viz (90:10) elegyében
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mAU tiszta DMSO (DAD)
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1600 - 1,62
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22, abra A vegyiilet atalakulasa tiszta DMSO-ban

2. tablazat A vegyiilet atalakulasa a kiilonb6z6 kériilmények hatasara

Blank tisztasag:

BOMLAS DMSO:H,0 (90:10) Tiszta DMSO

UV-sugarzas

Lathaté fény (VIS)

R 0
X
0
S
—) = —
0
/
R 0
0
0

23. abra Cisz-transz izoméria

70,5% 70,0%

2. példa

A masodik esetben azt lathatjuk, hogy az 1,26 perc koriili retencids idejii vegyiilethez

tartozd csucs lecsokken, és mellette egy masik cstics megnd. Ebben az esetben az oxim E-Z

crer

NMR alapjan 1:0,8. (Nem eldonthetd melyikbdl van tobb.)
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24. abra A vegyiilet atalakuldsa DMSO-viz (90:10) elegyében
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25. abra A vegyiilet atalakulasa tiszta DMSO-ban

3. tdblazat A vegyiilet atalakulasa a kiilonb6z6 kériilmények hatasara

Blank tisztasag: 90,5%
. DMSO:H,0
BOMLAS aD O
90:10
g3 61,8% 17,6%
¢ 58,9% 40,3%
OH

N 2 g |
Ho ™~ \W/R S Yz
R1
R1

26. abra Oxim E/Z izomériaja (R1, R2=aromas)

31



3. példa

A kovetkez6 minta esetében az anyavegylilet 1,75 perc retencids idejii csucsdnak
csokkenését, valamint a bomlastermék 1,54 perc retencids idohoz tartozd csicsanak novekedését
tapasztaltuk, mikozben tomegvaltozds nem volt tapasztalhato. Az NMR-es vizsgalatok
bebizonyitottak, hogy a kiindulési anyag cisz izomere gylirtizart formaba alakulhat at az oldatban.
Mivel a molekuldban két kiralitds centrum is van, az NMR spektrumon két jelsorozatot kapunk,
azaz az atalakulads végén diasztereomerek keverékét kapjuk, aranyuk 1:0,7 (a relativ konfiguracio
nem eldonthetd). Ezek a diasztereomerek a kiinduldsi vegyiilettel gytrii-lanc tautomer

egyensulyban vannak, a DMSO-oldatban a gyliriis forma felé eltolva. A reakci6 UV- és Xe-

lampéval valo terhelés hatasara viz jelenlétében és anélkiil is lejatszodott.

mAU
2500 T vizes DMSO (DAD)
2000 - e Blank
— UV
1500 - i
|
1000 -
500
1,34
0 P , - . [ > . .
1 15 2 25 3 35 4
Retencios idd (perc)
27. abra A vegyiilet atalakuldasa DMSO-viz (90:10) elegyében
mAU
3000 tiszta DMSO (DAD)
2500 - 1,75| 1,43 242
k e Blank
2000 - —Y
e
1500 -
|
1000 - |
‘ | 1,64
500 - 1,54 | ‘ "
| | o .
0 aebe PL N - . : : )
1 15 2 25 3 35 4
Retencios id6 (perc)

28. abra A vegyiilet atalakulasa tiszta DMSO-ban
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4. tablazat A vegyiilet atalakuldsa a kiilonb6z6 koriilmények hatasara

Blank tisztasag:

93,8%

4. példa

BOMLAS
UV-sugarzas

Lathato fény (VIS)

DMSO:H,0 (90:10)

62,6% 55,3%

Tiszta DMSO

75,4% 83,3%
CH
; 3 R oA %
0 3
HN /\R2 N " f
.
S \ \
- R2
0

29. abra Gylir(i-lanc tautoméria (R1=aromas, R2=alifas)

A kovetkezO esetben egy csak UV-sugdrzas hatasara bekdvetkezd valtozast figyeltiink

meg. A DMSO-viz elegyben teljesen atalakult a kiindulédsi anyagunk az UV-sugarzas hatdsara, de

mar a tiszta DMSO-ban is tapasztalhaté kismértékii atalakulds. Az NMR-es mérések alapjan a

bomlastermék szerkezetének ismeretében megallapithatd, hogy egy UV-sugarzas altal katalizalt

gylriizarasrol van sz6, melyet a tiofén-gyliriiben a kén, illetve a benzolgyliriben az nitrogén

elektron-kiild6 hatasa segit eld.

mAU

3500

3000 A

2500 A

2000 -

1500 A

1000 A

500 -

— vizes DMSO (DAD)
2,41 5
2,24

e Blank

— Y

~Xe

2,10

1 J L 1 T T 1
1,5 2 2,5 3 3,5 4

Retenciés id6 (perc)

30. abra A vegyiilet atalakuldasa DMSO-viz (90:10) elegyében
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mAU
4500

4000 -

3500 A

3000 -

2500 -

2000 A

1500 -

1000 -

500 A

tiszta DMSO (DAD)

= Blank
e

Xe

=

15

2 25 3 35
Retencios idd (perc)

31. dbra A vegyiilet atalakulasa tiszta DMSO-ban

5. tablazat A vegyiilet atalakulasa a kiilonb6z6 koriilmények hatasara

Blank tisztasag: 97,3%
BOMLAS DMSO:H,0 (90:10 a DMSO
— 97,3% 10,87%
ato fé 1,17% 0%

hev
—_—

e —
S 0

32. dbra UV-indukalt gytiriizaras

5. példa

A kovetkezd vegyiilet esetén azt tapasztaltuk, hogy ha viz is jelen van a DMSO-ban a 2,74

perc retencids idejii csucs stresszelés soran nagymértékben, de mar oldatban allva is fogyni kezd,

¢s eldtte egy polarisabb vegyiilet cstucsa fog megndni, illetve egy az UV-val nem detektalhato, de

MS-ben jelentdés nagysagu 172-es tomegli csucs jelenik meg. Az NMR-es mérések alapjan

megallapitva a 172 tomegli bomlastermék szerkezetét a kovetkezé reakcio-mechanizmus

feltételezhetd: A karbamat a viz jelenlétében hidrolitikusan bomlik aminnd és CO;-4, majd a

keletkez6 amin egy masik kiindulasi molekula karbonil-csoportjanak szenére tdmadva lehasitja az

alifas lancot, igy alkotva a 172-es tomegii vegyiiletet. Az UV-ban megjelend kisebb tomegt,

polarisabb bomlastermék a keletkez6 fenol-szarmazék lesz az NMR-es mérések alapjan.
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mAU

2500 - e 2,58 vizes DMSO (DAD)
2000 - 2,78 } e Blank

} t —X e
1500 - —UV

1 2,74

1000 - |

| [27
500 {

i1 ¥

et e —————— S St —
0 - " Al . - r .
15 2 25 3 35 4 45

Retenciés id6 (perc)

33. abra A vegyiilet atalakulasa DMSO-viz (90:10) elegyében

mAU

2000 - S tiszta DMSO (DAD)

1800 -

1600 - s Blank

1400 - —Xe
1200 - \ —_—UV
1000 - "
800 - ‘]

|

600 - 2,43

400 - % H

200 -

1,5 2 25 3 35 4 45
Retenciés id6 (perc)

34. abra A vegyiilet atalakulasa tiszta DMSO-ban

6. tablazat A vegyiilet atalakulasa a kiilénb6z6 koriilmények hatasara

Blank tisztasag: ‘ 99,1%
DMSO:H,0 (90:10)

BOMLAS Tiszta DMSO

UV-sugarzas

Lithaté fény (VIS) ‘

R
OH
+ CH,
HN —< ‘/_/
HN
0
HN
HyC _/_/

97,7% 2,45%

O

(o]

HyC

35. abra A vegyiilet hidrolitikus bomlasa (R=aralkil)
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6. példa

A kovetkezd vegyiilet esetén a 3. példdhoz hasonlo gylirii-lanc tautomériat sikeriilt
azonositanunk. A furan-gytri az amid elektron-szivd hatasa révén képes felnyilni, és az igy
kapott nyilt lancu intermedier az NMR-es mérések alapjan feltételezett bomlastermékkel gytiri-
lanc tautomer viszonyban all. Megfigyelhetd, hogy viz jelenlétében az egyenstly jobban el van

tolva a bomlastermék felé, mint tiszta DMSO-ban.

mAU .
& vizes DMSO (DAD)
2,16
2,78
2500 - .56 | e Blank
— Y
2000 -
e X €
1500 - 2,15
l
1000 - |
)
i
500 - ]
0 r i T . :
15 2 25 3 35 4 45 5 55
Retencids idd (min)
36. abra A vegyiilet atalakulasa DMSO-viz (90:10) elegyében
mAU .
i tiszta DMSO (DAD)
3000
2500 o
2,66 e Blank
( — Y
2000 -
X
1500 -
\
2,05 1.84 2,05
1000 - i
500 - i\ 8
L B0 | S TAe—. - -
15 2 25 3 3,5 4 45 5 5,5
Retencids id6 (min)

37. abra A vegyiilet atalakulasa tiszta DMSO-ban

7. tablazat A vegyiilet atalakulasa a kiilonb6z6 koriilmények hatasara

Blank tisztasag: 98,5%
DMSO:H,0 (90:10)

BOMLAS Tiszta DMSO

68,34%

20,67%

UV-sugarzas

Lathaté fény (VIS) 20,94% 23,09%
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R1 R2 Rl

0 |
RS N - N R2

R1 H,0 H 0
72 / " R2 — 0 #
L H ) CH, —/ OoH
H,C
o}
38. abra Viz katalizalt gy(r(i-lanc tautoméria (R1, R2= aromas)
1. példa

A kovetkezd vegyiilet, egy kinolin-N-oxid szarmazék esetében mar a lathatd fény hatasara
is szinte teljes atalakulast figyelhettiink meg 24 ora elteltével. A vegyiillet DMSO-oldatanak
kromatogramjan a kiindulési vegyiilet mellett egy apolarosabb, 16 tomegegységgel kisebb csucs,
illetve a DMSO-hoz tartozé csics mogott kozvetleniil egy kis molekulatomegii csucs jelent meg.
Az atalakulas részletesebb vizsgalata érdekében az oldatot 24 6rdn keresztiil vizsgaltuk, illetve
GC-MS méréssel azonositani tudtuk a redukalt formaval sztdchiometrikus mennyiségben
keletkez6 dimetil-szulfont (GC-EI: m/z: 94, 79, 15). Ebbdl is latszik, hogy a DMSO nem minden
szerves vegyiilettel szemben viselkedik inert vegyliletként, némelyikkel el is reagélhat,

redukaloszerként viselkedhet.

o tiszta DMSO (DAD)
egyensulyi forma

24 6ra

kinolin N-oxid ——— 46ra
- — 16ra
) \ ’ -

‘ kinolin (redukalt forma

S 1)

500 ‘ |
\

Retenciés idé (perc)

39. abra Kinolin-N-oxid-szarmazék redukcidja
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40. abra Kinolin-N-oxid bomlasa DMSO hatasara (R1, R2=aromas, X=halogén)
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5. Osszefoglalas

A DMSO-oldatok kémiai stabilitdisanak modellezése soran végzett kiilonb6zo
kortilmények kozott végrehajtott mérések alapjan elmondhatjuk, hogy az oldoszer viztartalma a
stabilitas befolyasolasaban az egyik legkritikusabb paraméter. Méréseink szerint a vegyiiletek
vizet is tartalmazd6 DMSO oldatai sokkal nagyobb mértékben degradalodtak, igy egyes cégek (1d.
Novartis [28]) molekulabanki taroldsi protokolljanak az a megkdzelitése, hogy a DMSO rovid
tavon torténo vizfelvételének megfelel6 mennyiségli (~10 V/V%) vizet tartalmazo oldészerben
tarolja molekulait a mintak bomlasi kockéazatanak novekedése miatt megkérddjelezhets. Meglepo
viszont, hogy a vizet tartalmazé olddszeres mintakban bekovetkezé degradacié mértéke jo
kozelitéssel fliggetlen az alkalmazott besugarzas tipusatol (UV- vagy lathaté fény). Ez alapjan
feltételezhet6, hogy a besugarzas fiiggetleniil az alkalmazott hullamhossz-tartomanytol azonos
mértékben képes indukalni a jellemzéen a jelenlevdé viz hatasara végbemend bomlési
folyamatokat. A vizsgalatainkbdl az is kitlinik, hogy a tisztin DMSO-t tartalmazo6 rendszerekben a
bomlas mar sokkal inkdbb fliggdtt a besugarzas tipusatol és fokozottabb volt UV-fény hatdsara.
Megallapitottuk tovabba azt is, hogy ha szinvaltozas kovetkezik be, akkor az esetek tobbségében a
degradacio bekovetkezését is jelenti, igy a legtobb esetben egyszeriien szabad szemmel, illetve
ebbol kiindulva képi feldolgozasi technikaval is kisziirhetoek lehetnek a bomlasra érzékeny
vegyiiletek. A kémiailag érdekes bomlasok ¢és atalakuldsok vizsgdlata sordn azonositottunk
néhany a DMSO-oldatokban cisz-transz, illetve E/Z izomerizaciora, gytrii-lanc tautomériara,
gylrlizarasra hajlamos szerkezeti elemet, illetve arra is ramutattunk, hogy a szerves vegyiiletek
egyes csoportjaival maga a DMSQO is reakcioba 1éphet (kinolin N-oxidok).

A jovoben be szeretnénk fejezni a jelenleg is folyd 6 honapos freeze-thaw méréseket €s
kiértékelésiiket, valamint egy tobbszori fagyasztas-felolvasztas ciklusbol allo mérés is tervbe van
veéve, amellyel azt vizsgalnank, hogy mekkora a kritikus fagyasztas-felolvasztas ciklusok szama,
amely utan a vegytilet elbomlik, vagy kicsapodik. Ezenkiviil azt is meg szeretnénk vizsgalni, hogy

a s6 formaban, illetve a bazisként valo tarolasnak milyen hatdsa van a vegyiiletek stabilitasara.
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6. Mellékletek

Terhelés el6tt

Xe-lampaval valé
terhelés utan
DMSO-viz (90:10)

UV-ldmpaval vald
terhelés utan
DMSO-viz (90:10)

41. abra Az 1. plate szinvaltozasa DMSO-viz (90:10) elegyében
40



Terhelés el6tt

Xe-lampaval valé
terhelés utan
DMSO-viz (90:10)

UV-lampaval valé
terhelés utan
DMSO-viz (90:10)

42, abra A 2. plate szinvaltozasa DMSO-viz (90:10) elegyében
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Terhelés el6tt

Xe-lampaval vald
terhelés utan
tiszta DMSO

UV-lampdaval valé
terhelés utan
tiszta DMSO

43, abra Az 1. plate szinvaltozasa tiszta DMSO-ban
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Terhelés el6tt

Xe-lampaval valo
terhelés utan
tiszta DMSO

UV-lampaval vald
terhelés utan
tiszta DMSO

44. abra A 2. plate szinvaltozasa tiszta DMSO-ban
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