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1. Bevezetés

A XX. szazad masodik felétol, de kiilonosen a 80-as évektol fokozatosan elGtérbe
kertilt a fokozott bioldgiai kockazati in vivo vizsgalatokat felvaltdo az in vitro méodszerek
alkalmazésa az ipari gyogyszerkutatdsban. Az 1990-es évek elején a nagyszamu vegylilet
tesztelésére alkalmas eljarasok kidolgozasa komoly valtozast jelentett a gyogyszerkutatasi
stratégiaban. Ennek eredményeképpen versenyelonyt azok a gyogyszercégek tudtak
felmutatni a gyogyszerkutatasukban, melyek bevezették ezeket a nagy ateresztéképességii
modszereket (HTS —high throughput screening). A gyogyszergyarak ennek koszonhetden
nagyszamu, jellemzéen néhany szdzezer, de akar tobb millio-molekulat tartalmazo
molekulabankokat hoztak 1étre, melyet a HTS alapu biologiai vizsgalat alkalmazasaval szazas
nagysagrendli Un. elsddleges taldlatokra (primary hit) lehet csokkenteni. A HTS alapt
vizsgalatok egy masik fontos iranya a vegyiiletek fizikai-kémiai sajatsdgainak feltarésa,
melyek nagy segitséget adnak az ujonnan eldallitott hatéanyagok ADME (adszorpcio,
disztriblcid, metabolizmus, kivalasztas) tulajdonsagok eldrejelzésére.

A HTS vizsgalatok eldtérbe és az in vivo vizsgalatok hattérbe keriilésének
kovetkeztében a sziirésb6l szarmazo hit-ek bar hatastanilag jo eredményeket igértek,
viszonylag gyenge ADME tulajdonsaggal rendelkeztek. A problémara elsdként a Christopher
Lipinski hivta fel a figyelmet, aki rdmutatott arra, hogy mar a 90-es évektdl kezdédden, de
napjaink gyogyszerkutatasaban is, nagyszamban rossz oldhatosagi sajatsagokkal rendelkezd
hit-ek vannak jelen'. Emiatt a gyogyszerkutatas korai fazisaban sziikségessé valt a vegyiiletek
ADME tulajdonsagainak jellemzése és ezek szerkezet alapt javitisa. Ezutdn kovetkezik az
un. vezérmolekulak kivalasztasa, az in vivo és a fizikai-kémiai adatok k6zos felhasznalasaval.
Ebben a fazisban mar csak 5-10 a vizsgalt vegyiiletek szama. A kdvetkezd 1épésben torténik a
klinikai jelolt kivalasztasa a fizikai-kémiai, farmakologiai, ADME és toxikologiai sajatsagok
alapjan, majd ezt kovetden a gyogyszerjelolt vegyiilet hatasat mar emberen vizsgaljak
(Human Fazis I-111).

Tudoményos Didkkori munkdm keretében a Richter Gedeon Nyrt. Szintézistdmogatd
Laboratoriumaban a korai fazisti gyogyszerkutatasaban a hatéanyagjelolt vegyiiletek in vitro
jellemzésébe kapcsolodtam be. Munkam soran a fé feladatom, hogy ismert agyi felszivodasu
vegyiiletek (in vivo logBB — agyban és plazmaban kialakuld hatéanyag-koncentracio
aranyanak tizes alapi logaritmusa) segitségével optimalis vér-agy gat specifikus
permeabilitasi modellt allitsak be az in vitro nem-sejtes PAMPA (Parallel Artificial

Membrane Permeability Assay) modell rendszer paramétereinek valtoztatasaval®”.
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2. Irodalmi rész

2.1. Gyogyszer-felszivodasi modellek

A gyogyszerkutatds sordn fontos, hogy mar a korai fazisban kisziirjék a kedvezdtlen
farmakokinetikai (ADME) sajatsagi vegyiileteket. A gyodgyszerfelszivodasi modelleket
ateresztoképességiik, koltséghatékonysaguk és prediktalhatosaguk szerinti besorolasa az 1.

abran lathato.

Kéltseg, felszivodas eldrejelezhetosége

Ateresztéképesség

<

r

1.abra Gyogyszer-felszivodasi modellek az ateresztOképesség, koltség és az in vivo felszivodas

elérejelezhetdségének fliggvényében.

Az in silico (szamitogéppel tamogatott) modelleken végzett szamitasok a
legkoltséghatékonyabbak ¢€s legnagyobb az ateresztoképességiik. Ez azért 1ényeges, mivel a
kutatés korai fazisaban még sok vegyiiletbdl kell kivalasztani a megfeleld kiindulasi pontként
szolgalo kemotipus(oka)t. A fizikai-kémiai jellemz6k meghatarozasa koltséghatékony, nagy
ateresztOképességli modszerekkel megadhatd, és a kapott paraméterek viszonylag
megbizhatoak. Az in vitro permeabilitasi modellek, mint a sejtes Caco-2, MDCK és a nem-
sejtes PAMPA relativ alacsony koltségiiek, emellett nagy ateresztoképességiiek, és
kozelitdleg jol modellezik a gyogyszerek emberben torténd felszivodast. Az in vivo
allatkisérletek, illetve a human vizsgalatok a legdragabbak és a legkisebb
ateresztOképességliek, azonban a klinikai fazis farmakokinetikai jellemzdinek eldrejelzésére

ezek a modellek szolgaltatjak a legjobb taimpontot.‘l,5



2.2.Biologiai membran felépitése

A hatoéanyag felszivodasdnak alapja a sejtmembranon vald atjutds, melyet a
permeabilitassal adunk meg. A sejtmembran jellemzden 3 féle lipidet tartalmaz: foszfolipidek,
glikolipidek és a szterinek. Kiilonbozé szovetek mas-mas lipidosszetétellel rendelkeznek®, a
leggyakoribb lipid komponensek a 2. 4bran talalhatok’. A sejtek membranjanak f6
alkotoelemei a foszfolipidek, melyek toltéssel rendelkezé polaris fejrésziik és apolaris
zsirsavlancaik altal vizes kozegben lipid kettds réteget képeznek. A lipid kettOsréteg
felépitésében fontos szerepet jatszik a koleszterin is, mely masodlagos kotésekkel kapcesolddik
a lipidekhez és egyrészt a mechanikai stabilitasért felelds, masrészt a membran fluiditasat és
permeabilitasat befolyésoljas. A koleszterin beépiilve a foszfolipidek kéz¢, hidroxil csoportja
a lipidek polaris fejével , szteran vaza pedig rogziti a szénhidrogénlancok fejhez kozelebb es6
részeivel 1ép kolcsonhatasba. Ezaltal csokkenti a lipidek szabad mozgasat a membranban ¢és

r 7 . e . r 10,11 SR PO I . , . I
kevésbé fluidda teszi a membrant™'®*!. Biologia membran szerkezete a 3. abran lathato.

PC PE PS() PI(-) PG(-) PA() CL(2:) Sph

HyC My HE HiC e

2.abra A biologiai membranok leggyakoribb lipid dsszetevoi
(Kép forrasa: A. Avdeef,Absorption and drug development :Solubility, Permeability, and Charge State)
(CHO:koleszterin ,CL:kardiolipin, DA:dodecilkarboxil sav ,PA:foszforsav, PC:foszfatidilkolin, PE:foszfatidil-

etanolamin,PG:foszfatidilglicerol, Pl:foszfatidil-inozit. PS:foszfatidil-szerin, Sph:szfingolipid)
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3.4bra A biologiai membran szerkezete (Forras: Ms. Boyett, Cell Organelles diasora)

A hatéanyagok sejtbe torténd bejutasa a membranokon keresztiil torténhet
transzportfehérjék segitségével aktiv transzporttal, illetve passziv diffuzidoval. Mivel az ismert
gyogyszervegyliletek tobbsége foként passziv diffuzidval szivodik fel, és a munkdm sordn is
ezt a felszivoddsi mechanizmust vizsgaltam, ezért a tovabbiakban a hatéanyagok passziv
transzportjara térek ki részletesen.

A vegyiiletek lipofilitasa a passziv transzport szempontjabol igen fontos, mivel a
membranon keresztiil torténd atjutasuk soran a lipidek zsirsav-oldallancaval kialakulo lipofil-
lipofil kdlcsonhatas nagyon erds. Fontos kiemelni a polaris fejjel kialakithatdé masodlagos,
elsdsorban H-hidas kolcsonhatasokban résztvevd molekula heteroatomjainak szamat és
elhelyezkedését is. A permeabilitdst a molekula mérete, formdja és konfiguracidja is
befolyasolhatja. Ezen kiviil szerepet jatszik a vegyiiletek sav-bazis, azaz ionizacids jellege,
mely az ionos kolcsonhatés kialakulasa miatt 1ényeges. Ennek megfelelden a klasszikus pH-
megoszlas hipotézis alapjan az ionizalhaté vegyiileteknek semleges (neutralis) molekularis
formaban van a legnagyobb esélyiik arra, hogy passziv diffuziéval atjussanak a sejtek

membranjan, mivel ebben az esetben maximalis a molekula lipofilitasa.



2.3. Vér-agy gaton torténo felszivodas (BBB)

Az eléz6kben bemutatott sejtmembran gatat képez az exogén molekulakkal szemben,
igy a kiilonb6zo vizterek kozti atjutast is szabalyozza. Ilyen hatdanyag belépési kapu az
altalunk vizsgalt vér-agy gat (BBB- blood-brain barrier) is, mely kulcsfontossaga az agyi
kapillaris érhalozat és az agy intersticialis folyadéka, illetve az idegsejtek kozti molekularis
szintli cserefolyamatokban. Rendezett struktirdja miatt a vér-agy gat membran szerkezete
szoros illeszkedést (tight junction) mutat, ennek kovetkeztében nagyobb szelektivitast biztosit
az agyi szovetnek az exogén molekuldkkal szemben. Szerepe kettds, egyrészt elhatarolja az
agyat a szisztémas keringéstol, ezaltal gatolja szdmos endogén és exogén vegyiiletet bejutasat,
masrészt specifikus modon biztositja egyes molekulak transzportjat a kozponti idegrendszerbe
(CNS). A gyogyszerjelolt vegyiiletek agyba torténd bejutasa elsédlegesen passziv diffuzioval
torténik. A CNS specifikus betegségek kezelésére iranyuld kutatasok a masodik legnagyobb
gyogyaszati terillet a sziv és érrendszeri betegségek utan. Szamos CNS-hez kothetd
betegségnek nincs megfeleld gydgymddja, az erre irdnyuld torekvések sikerességi rataja elég
alacsony™. Ennek az az oka, hogy ahhoz, hogy a gyogyszerjelolt vegyiiletek eljussanak az
agyi szovethez, el6bb at kell jutniuk vér-agy gaton (BBB).

Becslések szerint csak mintegy 2%-a a gyogyszerjelolt vegyiileteknek képes atjutni a
veér-agy gétonlS. Ezért is élveznek prioritast az idegrendszeri betegség kezelésére iranyulo

kutatasok a gyogyszeriparban napjainkban is'**.

szoros sejtkapcsolat
gliatalp (tight junction)

pericita
endotélium

bazalis
endotél

membran : it
. agvi kapilldris tirege

bazilis gliamembran punctum adherens

4 4bra Vér-agy gat felépitése

(Kép forrasa: Marosi, Gy., Gyogyszerkészitmények formalésa cimii targy eléadasanak diasorai (2008)™°)



2.4. Agy/plazma koncentracio arany, log BB

A CNS-be bejuté hatdéanyag mennyiségének kifejezésére altalanossagban az agyi
szovetben és a plazmaban egy adott idGintervallumban felvett koncentracio lefutasok
aranyanak logaritmizalt értékét (log BB) veszik figyelembe, ami az (1) egyenlet alapjan

adhat6 meg. '3

logBB = log -eqyisoest (1)

2.5. In vitro felszivédasi modellek

Az in vivo vizsgalatok magas koltsége, illetve fokozott biologiai kockazata miatt
sziikségessé valt az alacsonyabb koltségli, a human felszivodast jol modellezé in vitro
modszerek bevezetése. Ezeket az in vitro vizsgalatokat két csoportra oszthatjuk. Az egyik
sejtes modelleket (Caco2, MDCK) a masik pedig mesterséges membranokat (PAMPA:

Paralell Artificial Membrane Permeability Assay) hasznal a felszivodas vizsgalatara.
2.5.1. Sejtes modellek (Caco2, MDCK)

A sejtes modellek 0Osszetettebbek, dragabbak és a permeabilitdsi adat megadasa
hosszabb id6t vesz igénybe, de a PAMPA-val ellentétben, ahol csak a passziv difflizidval
torténd felszivodast lehet csak modellezni, lehet6ség van az aktiv transzport és a metabolikus
folyamatok jellemzésére is. Az egyik gyakran hasznalt sejtes egy-réteg modell a Caco2
(human vastagbél adenocarcinoma sejtvonal), melyben szamos transzporter is jelen van, ezek
koziil az egyik legfontosabb a gyogyszerek efflux (szovetekbdl kifelé iranyuld) transzportjaért
felelés Pgp, vagy P-glikoprotein. Ily modon a Caco2 rendszerrel a passziv diffizié mellett az
aktiv transzport mechanizmusokat is modellezhetjik. Az MDCK (Madin-Darby canine
kidney) sejtvonal, melyben az el6zénél kevesebb transzporter van jelen, kozelebb all a tisztan
passziv diffuzios modellhez. Azonban morfologiai és funkcionalis szempontbdl a mesterséges
membranoknal nagyobb a biologiai Osszetettsége, illetve jobban hasonlit az in Vvivo

. s 17,18,19,2
felszivodasi rendszerhez! 181920,



(Caco-2 ,MDCK)

Apikalis tér

Egvrétegi
sejttenvészet

—— Bazolateralis tér

5.4bra Sejtes in vitro permeabilitasi modellek felépitése

2.5.2. PAMPA modszer (Paralell Artificial Membrane Permeability Assay)

Munkam soran az in vitro nem-sejtes PAMPA modszert alkalmaztunk, mely a
transzcellularis passziv transzportfolyamatok modellezésére szolgdl. A modszer nagy
ateresztoképességl, relative alacsony koltségi €s jol elére jelezhetd vele a human hatéanyag
felszivodas, illetve specifikus szoveti/szervi eloszlasok is. A rendszer két 96-lyuku plate-bol
all, a fogadobol és a donorbol, melyeket egy mesterséges membran valaszt el egymastol (6.
abra). Az also fogado részben pH 7,4-es puffer oldatot alkalmaztunk, mivel ez felel meg az
intersticialis, illetve intracellularis térnek. A felsé donor fazisban talalhato puffer oldat pH-jat
a vizsgalando belépési kapu ( a tdpcsatorna megfeleld szakasza, vér, specifikus szoveti kozeg)
apikalis oldaldn uralkodo kozeg pH-ja hatarozza meg. A két plate kozti szlirdmembrant
jellemzden szerves oldoszerben oldott lipiddel vonjak be, mely ily moddon alkalmas
szovetspecifikus felszivodasi folyamat modellezésére. A donor és a fogadd oldalon kialakuld
hatéanyag-koncentraciot UV plate-leolvasoval, illetve folyadékkromatografias modszerrel
(LC, LC-MS) lehet meghatérozni.21,22,23



Fedél

Donor plate,
96-lyuki sziiré
plate

Fogado plate,
96-lyukii teflon
plate

6. abra PAMPA szendvics alapt plate-rendszer

(K¢ép forrasa: Schmidt, D.; Lynch,J., MultiScreen™ Permeability Plates, Millipore application note)

2.6. PAMPA rendszer paraméterei

A PAMPA modellnek 3 {6 valtoztathatd paramétere van, a puffer rendszer pH-ja, a
membran rendszer és az inkubalas paraméterei. Ezek valtozatasaval toreksziink a vizsgalati

id6 leroviditésére, illetve az in vivo human felszivodas pontosabb elorejelezhetdségére.

2.6.1. Puffer rendszer

A rendszer donor és fogado részének kozegei megfelelnek a modellezni kivant extra-
és intracellulalis kornyezet pH-javal. A fogad6 fazis minden esetben az intracellularis kozeget
modellezi (pH 7,4), a donor fazis pH-jat mindig az adott belépési kapu apikalis kornyezetének

megfelelden allitjuk be.
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2.6.1.1. l1zo-pH

Ebben az esetben a donor és a fogado oldal pH-ja azonos. Példaul BBB-PAMPA
esetén mindkét oldalon pH 7,4-es puffer oldatot alkalmazunk, hiszen ebben az esetben mind

az intra- (agyi szovet, idegsejt), mind az extracellularis (vér) részben ez az uralkodo6 pH érték.

2.6.1.2. Gradiens pH

Gradiens pH alkalmazasa esetén a donor és a fogad6 oldal pH-ja kiilonb6z6. Ezaltal a
passziv diffuziot segité pH-fluxus johet létre. A fogado fazisban mindig pH 7,4-es, mig a
donor oldalon pedig az adott kérnyezetnek megfeleléen pH értéket kell beallitani, pl. az adott

gasztrointesztinalis (Gl) szakasz pH-ja alapjan.

2.6.1.3. Segédoldoszer alkalmazasa

A fogadd és a donor oldalhoz is hozzdadhatunk segédoldoszereket a rossz oldhatdsagh
anyagok vizsgalatanal, ily modon az oldhatosaguk és ezzel egyiitt a permeabilitasuk is
javithato, mérhetdvé valik. Az altalanosan alkalmazott segédolddszerek a dimetil-szulfoxid

(DMSO), illetve az acetonitrilt (AcN).

2.6.2. Membran rendszer
2.6.2.1. Oldészer membran

Ebben az esetben a donor oldali sziirére valamilyen, jellemzéen apolaros olddszert
(dodekan, hexan, oktanol, ciklohexan) visziink fel, vagyis a membran visszatartasa attol fligg,
hogy a vizsgalt molekula mennyire adaptalodik az adott olddszerhez. Ilyen a Faller és
Wohnsland altal kifejlesztett hexadekan PAMPA modell (Novartis Modell), melynél a

mesterséges membran foszfolipid-mentes hexadekanbol al* .

2.6.2.2. Egy-lipid modell- foszfatidilkolin-PAMPA modell (Roche modell)

Ebben a modellben egy lipid komponens, altalaban PC n-dodekanos oldata épiti fel a
mesterséges membrant, aminek koszonhetden a vizsgalt vegyiilet és a lipidalkotd membranok

kozott masodlagos (H-hidas, ionos és lipofil) kélesdnhatasok is kialakulhatnak?®?.
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2.6.2.3. Szovetspecifikus lipidek

Egyik ilyen szovetspecifikus modell Di és munkatarsai altal kifejlesztett BBB (vér-agy

gat) specifikus lipid modell?®

. Vizsgalataink soran ez a rendszer jelentette a kiindulast az agyi
penetracios modell kialakitasahoz, pontositasahoz. A két plate kozotti membran ebben az
esetben szerves olddszerben oldott polaros agyi lipiddel (PBL) vontak be, mely képes a vér-
agy gaton keresztiili hatdanyagtranszport modellezésére. Mivel a bioldgiai membran a lipidek
mellett jelentds koleszterint is tartalmaz, ezért a modell optimalizalasa és a felszivodas
elorejelezhetdségének javitasa céljabol koleszterint is alkalmaznak a lipidek mellett.

A szovetspecifikus modellek kialakitdsahoz sziikség van az adott szdvet
lipidosszetételének pontos ismeretére. Kiilonbozd szovetek kiilonbozé lipidosszetétellel
rendelkeznek. A leggyakoribb membrant alkoto lipid komponens a foszfatidilkolin (PC) és a
foszfatidiletanolamin (PE), de példaul az agyi és a tiidészovet foszfatidilszerinben (PS),
szivszovet foszfatidilglicerolban (PG), maj foszfatidilionizitolban (Pl) gazdag. A lipidek
mellett a koleszterin és észterei (CHO+CE) is nagy mennyiségben megtalalhatoak a sejtek

kettdsmembranjaban®® (1. tablazat).

1. tablazat Lipid Osszetétel a kiilonbdzo bioldgia membranokban
(BBB:vér-agy gat (blood-brain barrier), BBM:fogkefesorte membran (brush- border membrane),
MDCK:Madin-Darby canine kidney, tovabbi roviditések a 8. fejezetben talalhatoak.)

Lipid BBM MDCK BBB
PC (2) 20 22 18
PE (&) 18 29 23
PS (-) 6 15 14
PI (-) 7 10 6
Sph (%) 7 10 8
FA () - 1 3
PA () - - -
LPI () - - -
CL (2-) - - 2
LPC (%) - - -
CHO + CE 37 10 26
TG - 1 1
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2.6.3. Inkubalas paraméterei

Az inkubalas soran szobahdmérséklet vagy a fiziologidsan relevans,
testhdmérsékletnek megfeleld 37°C is alkalmazhats. A fogadd oldal kevertetésével

csokkentheté a membran hatarrétegénél a hatdbanyag koncentracioja.

2.7. PAMPA Kkinetikai leirasa, effektiv permeabilitas

crer

membran két oldalan kialakuld koncentraciéo gradiens adja. A donor és az akceptor oldal
kozotti koncentracio kiilonbség a membran belsejében, illetve a membran két oldalan a nem-
kevert vizes fazis hatarrétegében végbemend gradiens lefutdssal lehet jellemezni. Az
ionizal6dd vegyiiletek esetében a passziv diffazios folyamat akkor zajlik maximalis
sebességgel,ha a molekula semleges formaban van. A PAMPA rendszer esetében két vizes
kozeget valasztunk el egy lipid membrannal. Az egyik oldala a donor rész, mely a
gyogyszermolekuldkat tartalmazza. A masik oldala a fogad6d rész, mely a kiindulaskor
hatdéanyagtol mentes pufferdlt oldat, de az inkubdacids id6 folyaméan a vizsgélt vegytiletek
ataramlanak a koncentracio gradiens iranyaba.

A vegyiiletek membranon valé athaladasa, permeabilitasa harom Iépésben torténik. Az
elobb emlitett Fick I. torvényének értelmében a koncentracio gradiensnek megfeleléen a
donor fazisbol (kevert fazis) kiindulva az anyag koncentracidja csokken a nem-kevert fazis
hatarrétegében. Ezutan az anyag feldusul a membranban, majd passziv difftzioval jut a
fogado fazis nem-kevert hatarrétegébe, onnan pedig a fogado fazisba (vagy kevert fazisaba).

Egy vegyiilet effektiv permeabilitasa (Pe) az alabbi modon adhaté meg (2-es egyenlet):

1 1 1
—=—4 — (2), ahol (Pp) és (Py) a kérdéses vegyiilet permeabilitasa a membranban
Po Pm Py

¢és a nem-kevert hatarrétegben

Az alabbi egyenlet alapjan megadhatjuk a PAMPA rendszerre vonatkozd effektiv

permeabilitast, melyet Faller és munkatarsai adtak meg (3-as egyenlet)®;

logP, = log {{]‘- —In (1 _ 1aruglacepeor )}, ahol € = "pVa (3), ahol Va

[druglpgyensiiyi (Vi +V4 ) teriler-idé

¢s Vp a fogado, ill. donor oldal térfogata, a teriilet pedig a membran ,,effektiv teriilete” 0,24
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cm? (a gyarto altal megadott érték). A vizsgalt vegylilet fogadd oldali, illetve egyensulyi

koncentracidja az egyenlet valtoz6 paraméterei (7.4bra).

N . ,‘i\__\ //,A..\ . A " \__\ //h“\\ r'/\‘ " // '/’/ N

Kevert Vo, Gy

K/N
Nem-kevert Dy, Co

N/M
Membran Vu, Du, Cy

M/N
Nem-kevert Dy, Ca

N/K
Kevert Va, G
//»‘ \__\/ j\\_‘\\\ ’;‘/\“\ y /.“t‘\‘\ y ;"\\\ ”;"ﬁ‘u\/ e “\“\

7. abra PAMPA rendszer (kevert és nem-kevert donor,fogado rész és a membran)

(Kép forrasa: Faller, B.; Grimm, H. P.; Loeuillet-Ritzler, F.; Arnold, S.; Briand, X., J. Med. Chem., 48, 2571-2576 (2005))

3. Célkitiizés

Tudomanyos diakkori munkam keretében a Richter Gedeon Nyrt. Szintézistimogatd
Laboratoriumaban a korai fazisu gyogyszerkutatasban a hatdéanyagjelolt vegytiletek in vitro
jellemzésébe kapcsolédtam be. Munkam soran {6 feladatom, hogy ismert agyi felszivodasu
vegytiletek (in vivo logBB) segitségével optimalis vér-agy gat specifikus permeabilitasi
modellt allitsunk be az in vitro nem sejtes PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) modellrendszer paramétereinek valtoztatasaval. Az optimalis modell
felallitasdhoz vizsgaltuk a lipid mellett alkalmazott koleszterin mennyiségét, illetve az

olddszerként hasznalt hexan-dodekan elegy kiilonb6z0 szdzalékos Osszetételét.
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4. Kisérleti rész

4.1. A mérések soran felhasznalt anyagok és eszkozok

4.1.1. Felhasznalt anyagok

A kisérletek soran hasznalt referenciaanyagokat és a koleszterint a Sigma-Aldrich
Kft.-t6] keriilt beszerzésre. A pH 7,4-es puffer oldatot a kdvetkezOk szerint készitettiik el: 1 |
desztillalt viz + 1 tasak izotdnidsan kiegyensulyozott foszfat puffer (PBS) so6 keverék
(Phosphate Buffered Saline, pH 7,4; Sigma Aldrich Kft). A sertés agyi lipidet (PBL) az
Avanti Polar Lipids. Inc.-t6l vasaroltuk. Az olddszerek, az n-dodekan, dimetil-szulfoxid
(DMSO) a Merck Kft.-t6l , n-hexan a Sigma Aldrich Kft-t61 szarmazott.

4.1.2. Felhasznalt eszkozok

Vizsgalatainkhoz 96-lyukt polipropilén mérétalcakat (plate) (Agilent Technologies,
Denmark); 96-lyuk(, polikarbonat alapt, sziird donor-plate-et (Multiscreen™-IP,
MAIPN4510, porusméret 0,45um; Millipore); 96-lyukt teflon fogadd plate-et (Multiscreen
Acceptor Plate, MSSACCEPTOR; Millipore); UV- atereszté plate-et (UV-STAR PLATTE
96K, 655801; Greiner Bio- One) hasznaltunk. A méréseket plate-razé inkubatorban (Heidolph
Titramax 1000) végeztiik. A plate-ekben kialakuld anyagkoncentracié meghatarozasara plate-
olvasdé UV spektrofotométert (Thermo Multiskan Spectrum), illetve HPLC-t (SHIMADZU
Prominence Modular HPLC, Nexera SIL-30ACMP,Multiplate Autosampler) alkalmaztuk. A
folyadékok kimérésére Eppendorf automata pipettakat, pipettahegyeket hasznaltunk.

4.2. A PAMPA rendszer osszeallitasa

A donor oldatot egy 96-lyuka polipropilén plate-en készitettiik el. Minden
alkalommal harom parhuzamos mérést végeztiink. A cellakba 295 ul pH 7,4-es foszfat-puffer
oldathoz pipetta segitségével hozzamértiik a mintak 5 ul 10 mM-0s DMSO-os torzsoldatat.
Az igy kapott 100 uM-os 300 pl oldatot egy o6ran at szobahdmérsékleten razattuk, majd
lesziirtiik. Ezt kovetden lipid oldatot készitettiink: 16 mg PBL-t és 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg
koleszterint oldottunk 600 pl dodekan, illetve dodekan-hexan elegyben, melyet ultrahangos
fiirdé segitségével jeges hiités mellett homogenizaltunk. A kapott lipid oldatbol 5 pl-t
adagoltunk a donor oldali plate sziirgjére, majd erre vittik fel a 150 pl-t a donor oldat

sziirletébdl. A fogadd plate lyukaiba 300 pl pH 7,4-es foszfat-puffer oldatot pipettaztunk. A
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donor talcékat a fogadoba illesztettiik, majd a rendszert vizes papirral boritottuk és miianyag
fedéllel fedtiik a parolgasi veszteség elkeriilése érdekében. 37°C-on 4 6ran keresztiil
inkubaltuk, majd az inkubalast kovetden a rendszert szétszedtiik, a donor és a fogad6 oldalon
spektrofotométerrel 250-500 nm ko6zott kapott spektrum gorbe alatti teriileteivel (AUC)
kozelitettiik. A méréshez 125 pl mintat pipettaztunk UV ateresztd plate-re. A fogadoé oldal
vizsgalatakor a fogado oldalrdl 125 pl oldatot pipettdztunk az egyes lyukakba. Az egyensulyi
(equilibrium) minta vizsgalatakor a 83 pul fogadé mintat és 42 ul donor mintat kevertiink
Ossze. A koncentraciok mérésére szolgald masik alkalmazott modszeriink az HPLC volt. A
koncentraciokat a kromatogramon integralt, a vegyiilet retencigjanak megfelel6 AUC (gorbe
alatti teriiletekkel) alapjan adtuk meg.

Ezutdn a kapott eredményeket kiértékeltiik, kiszamoltuk az effektiv permeabilitas
logaritmusat (log Pe), majd a kapott értékeket abrazoltuk az in vivo adatok fiiggvényében. Az
UV plate-olvasoval kapott fogado oldali és egyensulyi koncentraciokbol a log Pe értékeket a
Faller egyenlet (Id. 3-as egyenlet), mig az HPLC alapjan meghatarozott donor és fogado oldali
koncentraciok, valamit a tomegmérleg alapjan szdmolt retencios faktor segitségével az alabbi

Osszefiiggés (4-es egyenlet) segitségével adtuk meg::

p_ -2,303 '(VA-VD) dgl1— V,+V, ' Co(t) [@} 4)
) A-(t-755) (Va+Vp) (1_R)'VD Co(0) S

ahol Vp a donor, Va az fogado cella térfogata, Cp(0) a donor oldali hatdanyag koncentracio a

kezdeti iddpillanatban, Cp(t) az donor oldali hatéanyag koncentracié az inkubalas végén a t-

edik iddpillanatban, A a sziird feliilete (cmz), t az inkubalas ideje (s), 75 az allandosult

allapot bealltanak az ideje (s), R a retencios faktor:

-1— CD(t) _ VA 'CA(t) (5)
CD (0) VD 'CD (0)

A Richter Gedeon Nyrt.-ben a Millipore PAMPA rendszerét alkalmaztuk a kisérletek
elvégzéséhez. A BBB-PAMPA modell, melyet Di és munkatarsai fejlesztettek ki, a
gyogyszerek vér- agy gaton vald felszivodasardl ad informacidt. A bioldgiai membran
modellezéséhez az altaluk kidolgozott €s az altalunk hasznalt rendszerben egyarant polaros
agyi lipiddel (PBL) keriilt bevonasra a membran. Vizsgalataink soran izo-pH-t alkalmaztunk.

Ebben az esetben a fogado és a donor oldalon a pufferek pH-ja megegyezett (pH 7,4). Az igy
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kialakitott rendszer megfelel az agyi kapillaris (donor) és az agy intersticialis (fogado)

fiziologias tereinek.

4.3. Kromatografias mérés koriilményei

Kromatografias késziilék: SHIMADZU Prominence Modular HPLC, Nexera SIL-30ACMP
Multiplate Autosampler
Kolonna: chromalith® fast Gradient RP-18e (50 mm x 2 mm; 3 um)
Eluensek: A: 0,1 % hangyasav viz, B: 0,1 % hangyasav acetonitril:viz = 95:5 (v /v)
Gradiens program: 0-0,3 min 0-15% B; 0,3-1,8 min 15-100% B; 1,8-2,4 min 100% B; 2,41-3
min 15% B
Aramlasi sebesség: 1,7 ml/min
Kolonnatér hdmérséklete: 40 °C
Injektalt térfogat: 6 pl
Detektalas: Diddasoros UV-VIS detektalas (abszorpcid alapjan)
200-500 nm (UVmax)

4.4, PAMPA rendszer paramétereinek valtozatasa

4.4.1. Oldészer elegy osszetételének beallitasa

A jobb felszivodas érdekében az oldoszer szazalékos Osszetétel valtozatasanak

hatasat is vizsgaltuk. Az n-dodekéan mellet 0, 25, 50, 75, 100 %-ban hexant alkalmaztunk.
4.4.2. Koleszterin mennyiségének beallitasa

A BBB-PAMPA rendszerre vizsgaltuk a lipid mellett alkalmazott optimalis

koleszterin mennyiségét. A vizsgalatokat a n-dodekanos és a hexan/n-dodekanos rendszerben

crer

végeztiik, a kapott log P értékeket az in vivo log BB fiiggvényében abrazoltuk.
4.4.3. Dimetil-szulfoxid alkalmazasa

Dimetil-szulfoxidot (DMSOQO), mint segédoldoszert alkalmaztunk a felszivodas
javitasanak céljabol. Az eljards menete az el6zdekkel megegyezd, annyi eltéréssel, hogy
ebben az esetben a donor és a fogado oldali pufferek tartalmaztak O, 5, 10, 15, 20 %-ban
dimetil-szulfoxidot. A mérések soran 16 mg agyi lipidet alkalmaztunk, koleszterin hozzaadasa

nélkiil.
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5. Eredmények

Munkam soran 15 db passziv transzporttal felszivodd gyogyszervegyiiletet
vizsgaltunk, melyeket ismert agyi felszivodasi értékiik (log BB) alapjan valasztottuk ki.
Torekedtiink arra, hogy a log BB értékek minél szélesebb tartomanyt fedjenek le
(-1,30<logBB<1,4).

Vizsgalataink alapjaul Di és munkatarsai altal kifejlesztett BBB-PAMPA modell
szolgalt®. Az altaluk kidolgozott rendszerben 16 mg lipidet oldottak 600 pl n-dodekanban,
az igy elkészitett oldatbol a sziirdmembranra 5 pl-t adtak, majd az Osszeallitott szendvics
PAMPA rendszert 18 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubdltdk és a donor és fogadd
oldalon kialakul6é hatéanyag-koncentraciokat UV plate-olvasoval vizsgaltak. Az UV plate-
olvas6 gyorsan szolgéltat adatokat, azonban a hosszu inkubalasi id6 miatt ez a szlirési eljaras
nem mondhato igazén nagy ateresztoképességlinek. Elsd 1épésként reprodukaltuk a méréseket
az eredeti modell szerint. Azt tapasztaltuk, hogy egyes vegyiiletek rosszul, vagy egyaltalan
nem detektalhatok UV plate-olvasoval. Emiatt a donor és fogadd oldalon kialakuld
hatéanyag-koncentraciokat a tovabbiakban HPLC-vel vizsgéltuk. Ezzel a modszerrel tobb

informaciot és pontosabb koncentracié adatokat kaptunk.

2.tablazat Az UV plate olvasoval, illetve a HPLC-vel kapott atlag log Pe értékek és a hozzajuk tartozé szérasok

. Atlag log Pe +széras
Referenciaanyagok log BB
uv HPCL
Lamotrigin -4,58+0,07 -4,34+0,00 -0,08
Indometacin -5,02+0,04 -5,04+0,04 -1,26
Hidrokortizon -4,72+0,09 -4,46+0,04 -0,90
Diklofenak -4,87+0,09 -4,.87+0,03 -1,30
Tiopental -4,29+0,07 -4,10+0,01 -0,14
Fenitoin - -4,20+0,02 -0,04
Karbamazepin -4,49+0,06 -4,25+0,03 0,00
Fluoxetin -4,17+0,05 -4,19+0,02 1,07
Amitriptilin -4,32+0,07 -4,43+0,03 0,98
Propanolol -4,27+0,04 -4,22+0,04 0,64
Quetiapin -4,39+0,02 -4,17+0,03 0,70
Oxazepam -4,28+0,02 -4,13+0,02 0,61
Hidroxizin - -4,27+0,02 0,39
Progeszteron -4,10+0,04 -4,40+0,03 0,20
Bupropion -4,09+0,08 -4,05+0,02 1,40
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A modszer leroviditése érdekében a vizsgalati idot 4 orara csokkentettiik és a homérsékletet a
testhdmérsékletnek megfeleléen 37 °C-ra allitottuk be. A magasabb hOmérséklet
alkalmazasadval a vegyliletek transzportja nagyobb sebességli lett, melyet a magasabb
permeabilitasi értékek is alatdmasztanak. fgy rovidebb id6é is elég a PAMPA rendszer

inkubalasédhoz. A tovabbi méréseinket ez alapjan folytattuk.

5.1. Oldoszer elegy Osszetételének beallitasa

A PAMPA modell valtoztathato paraméterei koziil az egyik legfontosabb a membran
Osszetétele. Szerepet jatszhat a lipidek mennyisége, az oldoszer mennyisége €s mindsége, az
oldat toménysége ¢€s a szirdmembranra felvitt lipidkeverék vastagsaga.

Bigogno®' és munkatarsai vizsgaltak, hogyan befolydsolja a membranon elteriild
lipidkeverék a vegyiiletek permeabilitasat. A n-dodekanhoz kiilonb6zé aranyokban hexant
adtak. Ezt az elegyet a plate-re adagolva a n-hexan elparolog, igy a foszfolipidek a kevesebb
n-dodekan kovetkeztében vékonyabb rétegben keriilnek a membranra, megvaltoztatva a
mesterséges gatrendszer szerkezetét.

Ebbdl kiindulva a BBB-PAMPA modell prediktivitas javitasanak érdekében mi is
valtoztattunk az olddszer szdzalékos dsszetételén és ennek a permeabilitasra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk. Az optimalis modell beallitisahoz eldkisérletként 32 db referencianyagon
vizsgaltuk az oldoszerként hasznalt n-dodekan mellett alkalmazott n-hexant, kiilonbozo
szazalékos aranyokban (0, 25, 50,75, 100 (v/v)%). A mérésekbdl kapott log Pe értékeket
abrazoltuk az in vivo log BB értékek fiiggvényében. Azt tapasztaltuk, hogy a két paraméter
kozt linedris Osszefliggés van. A kisérletek soran azt figyeltiik, hogy kiilonb6z6 szazalékos
oldoészerelegy alkalmazésa esetén, hogyan valtozik az értékek kozti lineéaris korrelacio. Az
eredetileg Di és mtsai altal javasolt tisztdn n-dodekan alkalmazisa mellett eldallitott
membranrendszer esetén kapott korrelacio a kis mennyiségben adott n-hexan mennyiségek
hatasara csak kis mértékben valtozott és csokkent. 75% n-hexan alkalmazasa mellett a modell
lathatéan optimalis modellmembran-rendszer allapotba keriilt és a korrelacio érték
latvanyosan felugrott (R = 0,7858). A 3. tablazatban az egyes szazalékos dsszetételek esetén

kapott log BB — log P. korrelaciok lathatok.
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3. tablazat az egyes szazalékos Osszetételek esetén kapott log BB — log Pe korrelaciok

N-dodekan mennyisége R®
100% 0,6011
75% 0,6399
50% 0,5866
25% 0,7858
0% 0,0761

Oldoszerelegy szazalékos osszetételének hatasa BBB-
PAMPA-ra

0,9 -
0,8 - 'S
0,7 -
0,6 - ® ¢
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1

0 T T T T 1
0 25 50 75 100

Dodekan mennyisége ( W/w% )

-

acio

-

korrel

R?, logBB-logPe kozti linearis

8. abra Oldoszerelegy n-hexan — n-dodekan szazalékos Osszetételének hataisa BBB-PAMPA rendszerre, ahol a

parhuzamos mérések szama 3.
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A 9. dbran a kapott logPe értékeket abrazoltuk az in vivo log BB értékek fliggvényében.

BBB-PAMPA 75% hexan- 25% dodekan esetén

R?=0,7858
1,5 ~

1 -

-7,00 -6,50 -6,00 -5,50

logBB

logPe

9. abra log BB — log Pe fiiggvényében 75% n-hexan - 25% n-dodekan oldoszerelegy esetén, ahol a parhuzamos

mérések szama 3.

5.2. Koleszterin hatasa

5.2.1. 100% n-dodekant tartalmazé rendszer

Ismert, hogy a koleszterin befolyasolja a membran fluiditasat, szerkezetét, ezért
vizsgaltuk a BBB-PAMPA rendszerben az optimalis koleszterin mennyiségét 100% n-
dodekan alkalmazasa mellett. 16 mg lipidet (PBL) és rendre 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg koleszterint
oldottunk 600 pl n-dodekanban, ennek az oldatnak az 5 pl-e keriilt a donor plate
szlirdmembranjara. 12 mg koleszterin mar nem oldddott fel teljesen a n-dodekanban,
szuszpenzio6 keletkezett. A mérések soran abrazoltuk a kapott effektiv permeabilitasi (log Pe)
értékeket az in vivo log BB értékek fliggvényében, a két paraméter kozott ebben az esetben is
linedris Osszefliggést kaptunk. A kisérletek soran azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 koleszterin
mennyiségek mellett hogyan véltozik a két paraméter kozotti linearis korrelacio. A 4. tablazat

az egyes koleszterin mennyiségek esetén kapott log Pe értékeket €s a korrelaciot mutatja.
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4. tablazat koleszterin hatasa a dodekanos rendszerben, ahol n a parhuzamos mérések szdma

BBB-PAMPA log Pe (mg koleszterin)
Referenciaanyagok log BB
0 2 4 6 8 10
Lamotrigin -4,98+0,00 | -4,86+0,01 -4,88+0,02 -4,96+0,02 -4,98+0,02 | -4,97+0,01 -0,08
Indometacin -5,54+0,01 | -5,53+0,02 -5,57+0,01 -5,69+0,04 -5,62+0,02 | -5,68+0,04 -1,26
Hidrokortizon -4,99+0,02 | -4,92+0,02 -4,94+0,04 -4,99+0,01 -4,98+0,02 | -5,00+0,03 -0,90
Diklofenak -5,32+0,01 | -5,27+0,01 -5,29+0,03 -5,28+0,01 -5,25+0,02 | -5,22+0,01 -1,30
Tiopental -4,66+0,04 | -4,57+0,03 -4,54+0,06 -4,64+0,05 -4,57+0,02 | -4,51+0,09 -0,14
Fenitoin -4,66+0,04 | -4,67+0,01 -4,68+0,01 -4,73+0,03 -4,77+0,01 | -4,85+0,04 -0,04
Karbamazepin -4,60+0,01 | -4,60+0,03 -4,64+0,02 -4,67+0,01 -4,68+0,02 | -4,65+0,02 0,00
Fluoxetin -4,48+0,10 | -4,50+0,06 -4,48+0,02 -4,58+0,10 -4,38+0,02 | -4,33+0,02 1,07
Amitriptilin -5,08+0,05 | -4,97+0,05 -4,93+0,09 -4,97+0,09 | -4,78+0,05 | -4,69+0,10 0,98
Propanolol -4,55+0,03 | -4,61+0,06 -4,53+0,01 -4,63+0,01 -4,49+0,01 | -4,41+0,01 0,64
Quetiapin -4,43+0.03 | -4,41+0,07 -4,46+0,02 -4,49+0,06 -4,50+0,05 | -4,38+0,02 0,70
Oxazepam -4,45+0,06 | -4,48+0,05 -4,44+0,01 -4,56+0,05 -4,43+0,02 | -4,43+0,02 0,61
Hidroxizin -4,68+0,04 | -4,74+0,03 -4,49+0,05 -4,77+0,01 -4,45+0,03 | -4,41+0,04 0,39
Progeszteron -4,79+0,10 | -4,80+0,10 -4,73+0,10 -4,76+0,10 -4,62+0,04 | -4,54+0,06 0,20
Bupropion -4,37+0,05 | -4,42+0,04 -4,44+0,04 -4,50+0,07 -4,39+0,07 | -4,33+0,03 1,40
R2 0,63715 0,5923 0,6425 0,6175 0,72265 0,7543
n 6 6 6 6 6 6

R? logBB-logPe linedris korrelacié

0,8

0,75

0,7

0,65

0,6

0,55

0,5

Koleszterin hatasa a BBB-PAMPA-ra

4

6

8

koleszterin mennyisége (mg)

10

12

10. abra Koleszterin hatasa a n-dodekanos BBB-PAMPA rendszerre
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A fenti adatokbol jol latszik, a koleszterin hozzaadasaval javithaté a n-dodekanos BBB-
PAMPA rendszer korrelacioja. A legmagasabb korrelaciot (R* = 0,7543) 10 mg koleszterin

alkalmazasa mellett kaptuk.

10 mg koleszterin

R2=0,7543

logBB

logPe

11. abra 10 mg Koleszterin tartalm rendszer a log BB — log Pe adatok fiiggvényében

5.2.2. 75 % n-hexant és 25% n-dodekant tartalmazo6 rendszer

Ezt kovetden a koleszterin hatasat vizsgaltuk a mar optimalizalt 75% hexant és 25%
n-dodekant tartalmazo rendszerben, azaz hogy a kiilonb6z6 koleszterin mennyiségek mellett
hogyan valtozik az értékek kozotti linearis korrelacioé ebben az esetben. 16 mg agyi lipidet
(PBL) és rendre 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg koleszterint oldottunk fel 600 ul n-dodekan - n-hexan
elegyben (450 pl n-hexan és 150 pl n-dodekan). 12 mg koleszterint mar nem vizsgaltuk, mivel
nem oldodott fel teljesen a n-dodekan — n-hexan elegyben és szuszpenzid keletkezett. A
mérések soran abrazoltuk a kapott effektiv permeabilitasi (log Pe) értékeket az in vivo log BB
értekek fiiggvényében. A 5. tablazatban az egyes szazalékos Osszetételek esetén kapott

effektiv permeabilitast, és a log BB — log Pe korreaciokat adtuk meg.
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5. tablazat koleszterin hatasa a hexan-dodekanos rendszerben, ahol n a parhuzamos mérések szama

) BBB-PAMPA log Pe (mg koleszterin)
Referenciaanyagok log BB
0 2 4 6 8 10
Lamotrigin -5,02+0,07 -5,07+0,08 | -4,97+0,19 | -5,04+0,08 -4,924+0,05 | -4,91+0,07 -0,08
Indometacin -5,76+0,10 -5,71+0,31 | -5,84+0,20 -5,84+0,23 -5,61+0,22 | -5,52+0,33 -1,26
Hidrokortizon -5,24+0,23 -5,29+0,23 | -5,45+0,33 | -5,29+0,44 -5,11+0,26 | -5,19+0,17 -0,90
Diklofenak -5,57+0,09 -5,63+0,14 | -5,62+0,22 -5,44+0,15 -5,29+0,14 | -5,36+0,31 -1,30
Tiopental -4,71+0,08 -4,78+0,09 | -4,70+0,10 -4,76+0,33 -4,75+0,09 | -4,69+0,09 -0,14
Fenitoin -4,73+0,09 -4,80+0,07 | -4,87+0,09 | -5,03+0,20 -4,85+0,09 | -4,97+0,34 -0,04
Karbamazepin -4,88+0,10 -4,80+0,07 | -4,85+0,09 -5,00+0,50 -4,71+0,10 | -4,65+0,07 0,00
Fluoxetin -4,43+0,08 -4,40+0,04 | -4,43+0,06 -4,40+0,05 -4,45+0,06 | -4,38+0,02 1,07
Amitriptilin -4,63+0,10 -4,58+0,10 | -4,68+0,10 -4,54+0,07 -4,72+0,13 | -4,54+0,04 0,98
Propanolol -4,65+0,08 -4,61+0,06 | -4,64+0,07 | -4,61+0,07 -4,63+0,04 | -4,58+0,08 0,64
Quetiapin -4,49+0,06 -4,50+0,10 | -4,48+0,09 -4,48+0,07 -4,44+0,03 | -4,45+0,03 0,70
Oxazepam -4,46+0,09 -4,30+0,06 | -4,54+0,10 | -4,44+0,09 -4,54+0,04 | -4,34+0,03 0,61
Hidroxizin -4,54+0,09 -4,40+0,04 | -4,52+0,09 -4,41+0,04 -4,54+0,03 | -4,43+0,06 0,39
Progeszteron -4,78+0,10 -4,52+0,08 | -4,73+0,18 | -4,60+0,05 -4,71+0,08 | -4,60+0,09 0,20
Bupropion -4,28+0,07 -4,25+0,05 | -4,26+0,07 | -4,27+0,09 -4,25+0,06 | -4,22+0,04 1,40
R? 0,8866 0,8747 0,8846 0,8715 0,8637 0,8906
n 9 9 9 9 9 9
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12. 4bra Koleszterin hatasa a n-hexan — n-dodekanos BBB-PAMPA rendszerre
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Lathatdo hogy a hozzadadott koleszterin mennyisége szignifikdnsan nem befolyasolja a két
paraméter kozti korrelaciot. Mivel a kiilonb6zo koleszterin mennyiségekkel kapott korrelacios
értékek kozott kis eltérés tapasztalhato, ezért belathatd, hogy a koleszterin hozzdadasaval mar
Iényegesen nem javithato a modell. Ennek megfeleléen a koltséghatékonysagi szempontbodl

elonyos kiindulasi, koleszterin nélkiili modszert valasztottuk a tovabbi vizsgalatainkhoz.

0 mg koleszterin

R?2=0,8866

logBB

logPe

13. abra 0 mg koleszterin tartalma 25 % n-dodekan — 75 % n-hexan oldoszert tartalmaz6 BBB-PAMPA

rendszerre vonatkozé log BB — log Pe adatok osszefiiggése

5.2.3. A 100% n-dodekant és a 75% n-hexant - 25 % n-dodekant tartalmazé elegy

osszehasonlitasa a koleszterin hatasa alapjan

Az adatokbol latszik, hogy a n-hexan alkalmazédsa a n-dodekdn mellett elonydsen
befolyasolta a felszivodast. Barmely koleszterin mennyiség mellett is magasabb korrelacios
értéket kaptunk a 75 % n-hexan - 25 % n-dodekan rendszerben, mint a csak n-dodekant
tartalmazoban. Az 6. tdbldzatban a két rendszer korrelacids értékeit és azok egymastol vald

eltérését tiuntettik fel.
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6. tablazat a két rendszer korrelacios értékei

. Korrelacios értékek Két rendszer Kozti
mg koleszterin .y

100 % dodekan 75 % n-hexan - 25 % n-dodekan eltérés
0 0,6372 0,8866 0,2495
2 0,5923 0,8747 0,2824
4 0,6425 0,8846 0,2421
6 0,6175 0,8715 0,2540
8 0,7227 0,8637 0,1411
10 0,7543 0,8906 0,1363

5.3. Dimetil-szulfoxid (DMSO) hatasa

A kutatas korai fazisaban szamos rossz oldhatosagu vegyiilettel talalkozhatunk. A
PAMPA rendszerben a vegyiiletek oldhatdsagat segiti, ha az alkalmazott vizes pufferhez
koszolvenst is adagolunk. Ilyen segédoldoszer lehet pl. az acetonitril vagy a DMSO. Ezek
hasznalataval a vegyiiletek szélesebb korének a permeabilitasat tudjuk meghatidrozni. A
szerves oldoszerek alkalmazasanal figyelembe kell venni azok egyéb hatasat is a PAMPA
modellre. Egyes oldoszerek nagyon illékonyak (pl. diklérmetan), igy a koncentracié nem
tarthatd pontosan vagy akar roncsoljak a plate anyagat is, igy hamisithatjak meg a mérések
eredményeit.

A BBB-PAMPA rendszerben vizsgaltuk a dimetil-szulfoxid hatasat. Kisérleteinket a
mar optimalt 75% n-hexant és 25% n-dodekant tartalmazé rendszerben folytattuk, az el6zéek
alapjan a rendszer koleszterint nem tartalmazott. Ebben az esetben a BBB-PAMPA rendszert
0, 5, 10, 15, 20 % dimetil-szulfoxid puffer rendszerben vizsgaltuk. Mivel a donor oldalon 1évé
mintak mar eleve dimetil-szulfoxidban voltak feloldva, ezért itt minimalisan magasabb volt a
dimetil-szulfoxid koncentracio. Az 7. tablazat az egyes dimetil-szulfoxid mennyiségek esetén

kapott log Pe és a log BB értékek kozti linearis korrelaciot tartalmazza.
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DMSO hatasa a BBB-PAMPA-ra
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14. 4bra DMSO hatdsa a BBB-PAMPA rendszerre

10-15 % DMSO tartalom mellett a kapott korrelaciok kozott nincs szignifikans eltérés, a
kapott értékek magasak. 15 % felett a linearis regresszio korrelacios értéke mar leromlik, a

kiilonbség szignifikans és a modszer ilyenkor mar nem megbizhato.

7. tablazat Dimetil-szulfoxid hatisa a BBB-PAMPA-ra, ahol n a pArhuzamos mérések szama

BBB-PAMPA log Pe (mg koleszterin)
Referenciaanyagok log BB
0 5 10 15 20
Lamotrigin -5,07+0,07 | -5,07+0,07 -5,08+0,06 | -4,98+0,08 | -5,02+0,03 -0,08
Indometacin -5,71+£0,10 | -5,75+0,06 -5,66+0,09 | -5,37+0,01 | -5,26+0,02 -1,26
Hidrokortizon -5,29+0,24 | -5,53+0,10 -5,35+0,03 | -4,97+0,09 | -4,74+0,02 -0,90
Diklofenak -5,63+0,09 | -5,62+0,04 -5,71+0,07 | -5,20+0,04 | -5,15+0,04 -1,30
Tiopental -4,78+0,08 | -4,80+0,06 -4,83+0,07 | -4,78+0,08 | -4,80+0,01 -0,14
Fenitoin -4,80+0,09 | -4,92+0,04 -4,89+0,02 | -4,83+0,06 | -4,79+0,04 -0,04
Karbamazepin -4,80+0,10 | -4,86+0,08 -4,95+0,07 | -4,72+0,03 | -4,65+0,01 0,00
Fluoxetin -4,40+0,08 | -4,41+0,01 -4,43+0,01 | -4,53+0,01 | -4,56+0,05 1,07
Amitriptilin -4,58+0,10 | -4,58+0,01 -4,55+0,02 -4,60+0,04 | -4,62+0,01 0,98
Propanolol -4,61+0,08 | -4,66+0,03 -4,51+0,00 -4,60+0,08 | -4,54+0,01 0,64
Quetiapin -4,50+0,06 | -4,49+0,05 -4,46+0,01 -4,43+0,01 | -4,47+0,01 0,70
Oxazepam -4,30+£0,09 | -4,57+0,01 -4,39+0,00 | -4,54+0,03 | -4,45+0,01 0,61
Hidroxizin -4,40+0,09 | -4,53+0,02 -4,34+0,01 | -4,55+0,03 | -4,45+0,03 0,39
Progeszteron -4,52+0,10 | -4,61+0,08 -4,41+0,05 -4,50+0,02 | -4,40+0,03 0,20
Bupropion -4,25+0,07 | -4,33+0,04 -4,35+0,00 -4,33+0,05 | -4,38+0,04 1,40
R2 0,8866 0,9155 0,8559 0,8517 0,6753
n 3 3 3 3 3
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A legmagasabb korrelacié 5 % dimetil-szulfoxid tartalom mellett volt tapasztalhato (R*=
0,9155), vagyis itt kaptuk a legszorosabb korrelaciot az in vivo adatokkal.

5% DMSO tartalom

R?=0,9155

[an]
logBB

logPe

15. abra 5 % dimetil-szulfoxid tartalmi rendszer a logBB- logP, adatok fliggvényében

5.4. Az eredeti és az altalunk optimalizalt rendszer 6sszehasonlitasa

Célunk az volt, hogy a Di és munkatarsai altal kifejlesztett in vitro BBB-PAMPA
felszivodasi modszer® elbrejelzd képességét a kiilonbozé paraméterek valtoztatasaval
javitsuk. Az eredeti modellt 18 6ras inkubdlédsi idére, 100 % n-dodekanos rendszerre és
szobahémérsékletre fejlesztették ki és a kialakult koncentraciokat UV- plate-olvaso
segitségével detektaltdk. Az altalunk Iétrehozott modellnél a kovetkezd paramétereket
véltoztattuk meg: inkubalasi 1d6t lecsokkentettiik 4 orara, a lipid feloldasdhoz alkalmazott
oldészerelegy Osszetételét 75 % n-hexan - 25% n-dodekant tartalmazé elegyre optimaltuk,
illetve a rendszer dimetil-szulfoxid tartalmat 5%-ra megemeltiik. Az analitikai modszert
HPLC-re valtottuk a pontosabb mérések érdekében. A 8. tablazatban feltiintettiik a két
modszerrel mért log Pe értékeket, illetve azok szdrasait, valamint a korrelaciokat. Jol lathaté a
szignifikans kiilonbség az eredeti és az altalunk kifejlesztett modell korrelacios értékei kozott.

(0,6011 és 0,9155)
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8.

tablazat A két modell 6sszehasonlitasa a log P, és azok szdrasa, illetve a korrelaciok alapjan

Referenciaanyagok Atlag log Pe + al Ords
Di féle modell Uj modell
Lamotrigin -4,34+0,00 -5,07+0,07
Indometacin -5,04+0,04 -5,75+0,06
Hidrokortizon -4,46+0,04 -5,53+0,10
Diklofenak -4,87+0,03 -5,62+0,04
Tiopental -4,10+0,01 -4,80+0,06
Fenitoin -4,20+0,02 -4,92+0,04
Karbamazepin -4,25+0,03 -4,86+0,08
Fluoxetin -4,19+0,02 -4,41+0,01
Amitriptilin -4,43+0,03 -4,58+0,01
Propanolol -4,22+0,04 -4,66+0,03
Quetiapin -4,17+0,03 -4,49+0,05
Oxazepam -4,13+0,02 -4,57+0,01
Hidroxizin -4,27+0,02 -4,53+0,02
Progeszteron -4,40+0,03 -4,61+0,08
Bupropion -4,05+0,02 -4,33+0,04
R? 0,6011 0,9155
R2= 0,916 Osszehasonlitas
R2=0,6011 1

logPe

-4

+ Ujmodell

@ Diféle modell

16. abra Az eredeti és az altalunk optimalt rendszer korrelacidjanak dsszehasonlitasa

29




6. Osszefoglalas

Didkkori munkdmat a Richter Gedeon Nyrt. Szintézistimogatdo Laboratoriuméaban
végeztem. Munkam soran in vitro PAMPA rendszerekben vizsgaltunk human felszivodasi,
illetve ezen beliill is vér-agy gaton torténd Aatjutdsi sajatossaguk alapjan jol ismert és
Kkiterjedten alkalmazott gyogyszercket. Vizsgalataink a vegyiiletek vér-agy gaton vald
atjutasanak modellezését céloztak meg.

A BBB-PAMPA modellt, a lipidrendszerét kialakito oldoszerelegy Osszetételre, a
koleszterin mennyiségre, illetve dimetil-szulfoxid tartalomra optimaltuk, melynek
eredményeképpen egy 0j a Di és mtsai altal leirt kiindulasi modellnél pontosabb rendszert
sikeriilt kidolgoznunk. BBB- PAMPA esetén izo-pH-t (donor és fogadd oldali pH egyarant
7,4-es) alkalmaztunk. A permeabilitas javitasanak érdekében az oldoszerelegy szazalékos
Osszetételét valtoztattuk. A kezdetben alkalmazott n-dodekan mellé kiillonboz6 szazalékban n-
hexant adtunk, és vizsgaltuk az kapott log Pe és in vivo log BB értékek kozti korrelacio
valtozasat. Az eredmények azt mutattak, hogy a 75 % n-hexan és 25% n-dodekén alkalmazasa
esetén adja a rendszer legmagasabb korrelaciot. Ezutdn megmeértiik a 100% n-dodekant
tartalmazd rendszerhez alkalmazhatdé optimalis koleszterin mennyiséget. A vizsgalataink
soran 10 mg koleszterin hozzdadasa bizonyult az optimalisnak. Ezt kovetden megmértiik a
mar optimalt 75% n-hexan - 25% n-dodekan elegy rendszerben is a koleszterin agyi
penetraciora gyakorolt hatasat. Azt az eredményt kaptuk, hogy ebben a rendszerben a
koleszterin mennyiségének valtozasa csak kismértékben befolyasolja a modell josagat, igy
koltséghatekonysagi szempontbol a koleszterin hozzdadasa nélkiili rendszert vettik a
optimalisnak. Az oldhatdsag javitdsanak céljabol a mar optimalt rendszeren vizsgaltuk a
dimetil-szulfoxid, mint segédoldoszer hatasat. 5 % dimetil-szulfoxid alkalmazasa mellett adta
a modelliink a legjobb korrelaciot az in vivo adatokkal.

Kisérleteink soran sikeriilt beallitanunk egy olyan j BBB-PAMPA rendszert, ami
specifikus, mesterséges sertés agyi lipidrendszer (16 mg lipid keverék koleszterin alkalmazéasa
nélkiil) oldoszerére nézve 75 % n-hexant - 25% n-dodekant és a donor és fogad6 oldal
segédoldoszereként viszonylag csekély, 5% dimetil-szulfoxidot tartalmazva képes
megbizhatoan eldre jelezni a gydgyszerjelolt vegyiiletek passziv diffizio medialt in vivo agyi

A PAMPA mérések soran kapott effektiv permeabilitasi értékek €s in vivo

farmakokinetikai adatok kozotti linearis (vér-agy gat (log BB)) illesztések segitségével
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lehet6ség van az in vitro PAMPA adatok alapjan becsiilt agyi penetracios tulajdonsagok
megadasara. Munkank eredményeként egy robusztus, nagy ateresztOképességli rendszert
sikeriilt kidolgoznunk korai fazisi gyogyszerjeloltek szerkezet - log BB Osszefiiggéseinek
felderitésére, agyi penetracios sajatsaguk optimalasara.

A jovoben szeretnénk a modellt kiterjeszteni nagyobb szamu vegyiiletkorre is, illetve a
vér-agy gat specifikus modszeren feliil egyéb szovetspecifikus (maj, sziv, tiidé-) PAMPA
rendszereket is terveziink kifejleszteni.
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7.Roviditések

AcN acetonitril

ADME abszorpcid,disztribucid,metabolizmus,eliminacid
BBB vér-agy gat (blood-brain barrier)

BBM fogkefesorte membran (brush- border membrane)
BCS Biopharmaceutical Classification System (Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer)
C koncentracié (mol/cm®)

CE koleszterin-észter

CHO koleszterin

CL kardiolipin

CNS kozponti idegrendszer (central nervous system)
DA dodecilkarboxil sav (dodecylcarboxylic acid)

DMSO dimetil-szulfoxid

FA zsirsav

Gl gasztrointesztinalis

hit talalat

HTS nagy atereszt6képességii sziirés/vizsgalat (high-throughput screening)
LC folyadékkromatografia

LPC lizo-foszfatidilkolin

LPI lizo-foszfatidil-inozit

MDCK Madin-Darby canine kidney

MS tomeg-spektrofotometria

PAMPA Parallel Artificial-Membrane Permeability Assay (Parhuzamos mesterséges membran

permeabilitas vizsgalat)

Pe effektiv mesterséges membran permeabilitas (cm/s)
P mesterséges membran permeabilitas (cm/s)
Py nem kevert hatarréteg permeabilitisa

PA foszforsav

PBL agyi polar lipid (polar brain lipid)

PC foszfatidilkolin

PE foszfatidil-etanolamin

PG foszfatidilglicerol

Pgp P-glikoprotein

Pl foszfatidil-inozit

PS foszfatidil-szerin

Sph szfingolipid

TG triglicerid

uv ultraibolya

Va, Vb, Vi fogado, donor, membran térfogat
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