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1. Bevezetés

A gyogyszer molekuldk célszovethez torténd eljutdsa igen Osszetett folyamat. A helyileg
alkalmazott készitmények kivételével a gydgyszerhatas kialakuldsahoz nélkiilozhetetlen, hogy
a hatoéanyag bekeriiljon a keringésbe, majd onnan eljusson a terdpias hatdsanak megfeleld
helyre. Emellett a célszovetben a hatas kifejtéséhez megfelelé koncentracioban kell jelen
lennie, mas esetben nem alakul ki az elvart farmakodinamids valasz vagy nem kivant toxikus
hatas johet létre. Farmakokinetikai oldalr6l megkozelitve felszivodasnak nevezzik a
keringésbe torténd bejutast, mig a keringésbdl a célszovetbe valo transzport az eloszlas
folyamata. A human klinikai fazis I. vizsgalatokba bekeriil6 gyogyszerjeloltek jelentds része
azért nem vehet részt a tovabbi vizsgalatokban, mert nem megfelel6 ADME (felszivodas,
eloszlas, metabolizacio, kiliriilés) tulajdonsagokkal rendelkezik. [1] A gyogyszerkutatasi
folyamatban résztvevé vegyliletek nagy mennyisége (~10.000 db) és a befektetett ido,
koltségkeret €ésszerli korlatok kozé szoritdsa érdekében szandék mutatkozott a fejlesztésben
résztvevd molekuldk korének mar a kutatasi folyamat korai fazisaban torténd szlikitésére.
Ebben a szakaszban farmakokinetikai szempontbol foként a fizikai-kémiai paramétereik
alapjan sziirik a vegyiileteket. A mérhetd fizikai-kémiai paraméterek korébe tartozik a savi
disszociacios allando (pKa), a lipofilitas (logP, logDyn) az oldhatosag (logS) és a
permeabilitas (Pe). A gydgyszeriparban manapsag is uralkodo szemlélet jegyében az emlitett
paraméterek meghatarozasat, rovid ido alatt és minél pontosabban sziikséges elvégezni
nagyszamu vegyiiletre. Munkank révén 1j, szovet specifikus lipid — oldészer rendszereken
alapuldé in vitro permeabilitaisi modellekkel kivantuk feltarni, pontositani a
gyogyszervegyiiletek farmakokinetikai hatterében és az ehhez kapcsolodo fizikai-kémiai

paraméterekben rejlé molekularis folyamatok megértéséhez sziikséges 0sszefliggéseket.



2. Irodalmi rész
2.1 Proton-disszociacio vizes rendszerekben

A gyogyszermolekulak dont6 hanyada gyenge bazis vagy gyenge sav (75%), esetleg amfoter
(20%), a fennmaradd 5% pedig nem-ionizalhato.[2] Az ionizacids készség jelentés mértékben
befolyasolja az adott vegyiilet in vivo felszivodasat, eloszlasat ¢és kiiiriilését, ezért
nélkiilozhetetlen az ismerete.[3] A biologiai membranokon vald atjutds szempontjabol a
semleges vegylilet, az un. transzport-forma jut jelentds szerephez, mig az ionizalt molekula
vagy receptor-forma a célmolekulahoz val6 kotédés szempontjabol fontos.[4] A vegyiiletek
pH-t6l fiiggd toltottségi allapotardl a K, disszociacios allandd nyujt kvantitativ informaciot,
mely fiigg a kdzeg ionerdsségétdl és homérsékletétdl. A K, disszociacids allando helyett
sokkal elterjedtebben taldlkozhatunk annak tizes alapt negativ logaritmuséval, a pK, értékkel.
Altalanosan savakra és bazisokra, tovabba amfoter vegyiiletekre érvényesek az (1-6)

egyenletek, melyek a pK, érték megadasat mutatjak.

: =yt - - _ [H']-[a7]
SAV:HA = H* + A~ (1), ekkor pKy = —log ( HA] ) (2)
AZIS: + o gt - _ [H*]-[B]

BAZIS: BH* = H* + B (3), ekkor pK, = log( o )(4)

EGYSZERU AMFOTER: HABH* = HAB + H" 2 BA™ + H" (5), ekkor
pK, bazikus < pK,savas
IKERIONOS AMFOTER: HABH* 2 BHTA~ + H* @ BA™ + H™ (6), ekkor

pK,bazikus > pK, savas

A savakra és bazisokra felirt logaritmizalt egyenletek atalakitdsaval juthatunk a Henderson-
Hasselbalch dsszefiiggés jol ismert alakjahoz, melynek formulait alabb lathatjuk (7-9).
[HA]

SAV:pK, = pH + log (m) (7)

. [BH*]
BAZIS:pK, = pH + log( 5] ) (8)

[H*Donor] ) 9)

ALTALANOSAN:pK, = pH + log <[H+ Akceptor]



A Henderson-Hasselbalch egyenletek segitségével, tovabba a pK, ismeretében, tetszdleges
pH-értéken megadhatdé a neutralis és az ionizalt forma aranya. Abban az esetben, ha a
semleges toltésii €s az ionos forma mennyisége megegyezik, akkor a pH megegyezik a pK, —
val. Savakat tekintve a pK, értéknél két egységgel kisebb pH-n a vizsgalt vegyiilet teljes
mértékben neutralis formdban van jelen, mig a pK, —nal két egységgel nagyobb pH-értéken a
disszocialatlan molekuldk mennyisége végtelen kicsi. Bazisok esetében az elébbi megallapitas
forditottan igaz. A neutralis €és az ionizalt formak pH fliggd egymasba alakulasat szemlélteti

az 1. abra egy gyenge sav, a ketoprofen példajan keresztiil.
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1. 4bra Ketoprofen ionizaciéja vizes kzegben a pH fiiggvényében

Az egyszerli amfoter vegyiiletek jellemzdje, hogy a protonalt, igy pozitiv toltésti forma
bazikus pK, allanddja kisebb, mint a savas csoporté. Ebbdl kifolydlag a pH novelésével
eldszor a molekula bazikus csoportja fog deprotondlddni, ily méddon elvesziti toltését.
Folytatva a gondolatmenetet, tovabb novelve a pH-t protonvesztés kdvetkezik be a neutralis

forma savas funkciojan. Ennek kdszonhetden negativ toltésii format kapunk végeredményiil
(2. abra).
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2. 3bra Nitrazepam ionizacidja vizes kozegben a pH fiiggvényében

Ikerionos amfoter vegyiiletek esetében a bazikus pK, nagyobb értéket vesz fel, mint a savas.
Az ikerionos forma ismérve, hogy molekularis Iéptékben tekintve toltés inhomogenitas
jelenik meg rajta, ugyanakkor eredé toltése semleges. Azt a kitiintetett pH értéket, ahol az
ikerionos amfoter vegyiilet kifelé neutralis toltést mutat, izoelektromos pontnak nevezziik. Az
izoelektromos pont pH-ja kiszamithato a (10) egyenlet segitségével.

pKgsavas + pK,bazikus
PHizo. = ( < 2 . ) (10)

2.1.1 A pK, meghatarozasanak kisérletes médszerei

Szémos, kiilonbozd elveken alapuld eljards honosodott meg a hatéanyagjeldltek fizikai-
kémiai jellemzésével foglalkozd laboratériumokban, melyek a proton-disszociacios allando
meghatarozasara iranyulnak. Legelterjedtebb, és a legegyszeribb moddszer is egyben a
potenciometrikus titralds, melynek kétféle megkdzelitése 1étezik. Az in. direkt mérésnél a
kérdéses vegyiiletbdl oldatot készitenek, majd a vegyiilet sav / bazis jellegének megfeleléen
erds bazis vagy sav oldataval titraljak. A titralasi gorbe inflexios pontja alapjan a keresett pKa
megadhatdo. A modszer hatranya, hogy viszonylag nagy mennyiségii mérendd vegyiiletet
igényel (~100 mg). Kisebb (1-3 mg) anyagigénnyel jellemezhetd az indirekt potenciometrias
titralds, ahol az er6s savval vagy erds bazissal torténd titralast a mérendd vegyiilet
tavollétében és jelenlétében egyarant elvégzik. Mindkét esetben felveszik a teljes titralasi
gorbét, és a két szigmoid gorbe kiilonbségébdl, valamint fiiggvény transzformaciok

alkalmazasaval jutnak az un. Bjerrum-fliggvényhez. A Bjerrum fiiggvény inflexios pontja



vagy pontjai adjak meg a kérdéses pK, értéket, illetéleg értékeket.[5] Lehetdség szerint
oldoszerként vizet alkalmaznak, ugyanakkor gyakran sziikség van a rossz vizoldhatosag miatt
szerves modositok (koszolvensek) hozzdadasara. Az oldathoz az ionerdsség magas €s allando
értéken tartdsa végett 0,15 mol / dm® koncentracioban natrium- vagy kalium-kloridot

adagolnak, melyek a fizioldgids koriilmények modellezésében is szerepet jatszanak.

Alternativ valasztasi lehetdségként alkalmazhatd szinte minden olyan mérési modszer, mely
az analizdlando vegylilet pH fiiggd tulajdonsagait célozza vizsgalni. Ebbdl kiindulva a proton-
disszociacids allandé meghatarozasara alkalmas lehet az UV-pH titralas, elektroforetikus
mobilitds mérése, tovabbd a magneses magrezonancia spektroszkopiaval mérhetd pH fiiggd
kémiai eltolodas jelensége. Ezeken feliil a cirkularis dikroizmus spektroszkopia jelenthet
alternativat. Utobbi mérési modszer azonban nem elterjedt, sokkal inkabb egzotikus

kérdéseket hivatottak megvalaszolni.

2.2 Lipofilitas és megoszlasi hanyados

A vegyiiletek lipofilitdsanak ismerete a hatdanyagjeldltek jellemzésére egyik legrégebben
hasznalt fizikai-kémiai paraméter. A lipofilitas jelent6sen befolyasolja egy vegyiilet in vivo
farmakokinetikai, illetve farmakodindmids viselkedését, tehat Osszességében az emberi
szervezeten beliili sorsat. [2] Meyer és Overton az 1900-as évek kezdetén elséként
tanulmanyozta a farmakologiai hatas €s a lipid oldékonysag kozotti 0sszefiiggést. Munkajuk
alapjat az a megfigyelés adta, hogy sok szerkezetileg kiilonb6dzo, de lipofil vegyiilet képes
narkozist eldidézni. Kisérleteik eredménye ramutatott arra, hogy ebihalakon a narkotikus
hatads és az olaj / viz megoszlasi hanyados kozott linearis Osszefliggés all fenn. Kutatdsuk
eredménye volt a kiindulopontja az anesztetikumok hatdsmechanizmusat hossza id6n
keresztiil egyeduralkodé6 mddon leir6 n. lipid-tedrianak, melyet ma mar a receptor alapt Un.
protein-tedria valtott fel. A célmolekulat leird elmélet tobbek kdzott mar képes magyarazni az
enantiomerek kozti eltéré hatas erésséget. [6] Kozel hatvan év elteltével Gaudette és Brodie
Osszefliggést fedezett fel egyes vegyiiletekre vonatkozoan a jo lipid-oldékonysag és a maj-
specifikus metabolizmus kozott, melyet McMahon 1961-ben szisztematikus kisérletekkel
erdsitett meg. [7] Alapvetd mérfoldkéhoz érkeztek a kutatok 1964-ben, amikor Hansch és
Fujita javaslata szerint n-oktanol / viz - rendszerben kezdték vizsgalni a vegyiiletek
megoszlasat. Hét évvel késébb Leo, Hansch és Elkins mar 800 vegyiilet n-oktanol / viz -

rendszerben valé megoszlasardl rendelkezett informacidval.



Lényeges kiilonbséget kell tenniink az elsd rdnézésre azonos tulajdonsagot leird hidrofobités
¢és lipofilitds kozott. A hidrofobitas az apolaris csoportok €s a molekula vizes kdzegben
kialakuldé kolcsonhatdsaira vonatkozik, mig a lipofilitdis a molekula vagy molekularész
affinitasat mutatja a lipofil kdzeggel. A vegyiiletek lipofilitasanak leirasara kétféle megoszlasi
hanyados terjedt el. A Nernsti definicié alapjan egy vegyiilet azonos molekuldris forméaban
torténd megoszlasat irja le a “valddi” megoszlasi hanyados, két egymadssal elhanyagolhato
mértékben elegyedd folyadékban, allandd homérsékleten. A “valodi” megoszlasi hanyadost
altalaban annak tizes alap logaritmusaként szokds megadni (logP vagy logP?) jelsléssel. A
’latszolagos” megoszlasi hanyados pedig, egy adott pH-ju vizes fazisban jelen 1€év0 Osszes
molekularis forma megoszlasara vonatkozik (logDpw). [5] Monoprotikus savak, illetve
bazisok Osszes folyamatanak leirdsara szolgdl az Un. “négy-egyensuly” modell, melyet most

savakra részletesen a 3. abran lathatjuk.

1. Proton-disszociaciés egyensily 2. Neutralis forma megoszlasa
vizben n-oktanol / viz rendszerben
[H*]-[A7] [HA® ke
K, = —log|———— ) (11 0= —_—
3. Ionos forma megoszlasa 4. Proton-disszociacios egyensuly
n-oktanol / viz rendszerben n-oktanolban (Scherrer pK,)
[A" Joke [H*] - [AToke
lOgP(_) = lOg ( ) (13) KOkt' = —lo .
[A7]viz Pla I\ THAlone
(14)

3. 4bra Négy-egyensuly modell

Az egyenstlyokat leird egyenletek ¢s a Henderson-Hasselbalch Osszefiiggés alapjan a

logD a pH-val valtozik, tehat érvényes a (15) egyenletben megadott 6sszefiiggés.

logD = logP° + log(1 + 10PH~PKa)(15)

A pK, értéknél kisebb pH-kon a gyenge savak egyre inkabb neutralis allapotba keriilnek,
lipofilitdsuk eléri maximumat. A pKy-nal nagyobb pH értékeken egyre nagyobb mérteki
lesz az ionizacid, végilil az Osszes molekula ionos allapotba jutdsaval a lipofilitas

minimalisra csokken. A bazikus karakteri hatéanyagok latszolagos megoszlasi



hanyadosanak pH fiiggd gorbéje éppen ellentétes lefutast mutat, melyet a ketamin példaja

szemléltet a 4. abran.
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4. 3bra Ketamin latsz6lagos megoszlasi hanyadosanak véltozasa a pH fiiggvényében, vizes kézegben

Szabalyos és ikerionos amfoter vegyiiletek jellemzdje, hogy a lipofilitas a savas és a bazikus

pK, értékek kozott maximalis.

2.2.1 A megoszlasi hanyados (logP0 és logD,H) meghatarozasanak kisérletes modszerei

Legrégebben ismert és hasznalt modszer a razétdleséres eljaras, mely definicio szerint méri az
adott vegyiilet logP értékét. Egyszerlisége ellenére szamos korlatozod tényezd neheziti
alkalmazhat6sagat. Egyrészt nehézkesen oldhatdé meg a rendszer termosztalasa, amely igy
pontatlan és Osszehasonlithatatlan adatokhoz vezethet, masrészt a vizben nagyon rosszul
oldodo vegyliletek mérésére nem alkalmas. Ezeken tulmenden id6 és munkaigényes, illetve
kicsi az ateresztOképessége. A manapsag legelterjedtebb modszer, a pH-metrids mérés soran a
vizsgalandd vegyliletet eldszor vizes, majd n-oktanol / viz kétfazisa rendszerben titraljuk,
meghatarozzuk a pKj és pokmanolKa értékeket. A titralas folyamatat potenciometriads méréssel
kovetjiik nyomon. Amennyiben a két titralasi gérbe nem esik egybe, szdmolnunk kell a
vizsgalt vegyiilet egy formdjanak megoszlasaval a fazisok kozott. A két szigmoid gorbe
eltérésébdl szamithatd a megoszlasi hanyados.[8] Az eljaras nagy elénye, hogy egyetlen

mérés adatai alapjan megadhatd a kérdéses vegyiilet logD-pH gorbéje. A nagyobb



ateresztOképesség iranti igény kielégitésére megjelentek a kromatografids modszerek, melyek
pontossagukban sajnalatos modon alulmuljak a mar emlitett eljarasokat. A kromatografias
vizsgalatok alapja, hogy forditott fazisu kromatografias (jellemzéen Cg, Cig) 0Szlopon a
retencid6 mértéke Osszefligg a vegyiilet lipofilitdsaval. Hasonld megkozelitést kovetve
kapillaris elektroforézis berendezés segitségével, illetve mikroemulzids elektrokinetikus

technikat (MEEKC) alkalmazva is megadhat6 a lipofilitas. [5]

2.3 Oldhatésag

A gyodgyszerhatéanyagok fizioldgids kornyezetbeli oldhatéosdga szamottevéen befolydsolja
azok farmakokinetikai viselkedését a szervezetben. Kiemelt szerephez jut a hatéanyagok
oldhatosagi sajatsaga a szajon at adagolt szilard gyogyszerkészitmények (tabletta, kemény
kapszula, szuszpenzid stb.) esetében. Ekkor a tapcsatorna megfeleld szakaszabol vald
felszivodas megindulasahoz elengedhetetlen a hatéanyag oldatba jutdsa, melyet j6 néhany
gyogyszertechnologiai szempontbdl relevans esemény eléz meg (tabletta nedvesedése,
szétesése stb.). Az oldddas folyamatat hdrom részlépésre oszthatjuk. El6szor az oldandd
hatoanyagnak az oldészerhez (jellemzden a gyomornedvhez) el kell jutnia, ezt kdvetden
megtorténik az oldodas, végiil az oldott vegyiilet az oldat belseje felé tavozik. [9] Az oldodas
kdzben a szilard anyag és az olddszer hatarfeliiletén diffiizios hatarréteg alakul ki, melyben a
hatéanyag koncentracidja meghaladja az oldat mas részeiben 1év0 koncentraciot. Abban az
idopillanatban, amikor a diffazids hatarrétegben mérhetd koncentracid6 megegyezik az oldat
barmely, tetszleges pontjaban mérhetd koncentracidval, termodinamikai értelemben telitett
oldatot kapunk. Az oldatban mérhetd koncentracié megegyezik a vegyiilet adott koriilmények
kozott mért oldhatosagaval. Ilyenkor tehat, a diffizios hatarréteg a tovabbiakban megsziinik
létezni, mig nem higul az oldat vagy nem kovetkezik be homérséklet emelkedés, illetve
ionizalhat6 vegyliletek esetében nem valtozik meg a pH megfeleld iranyba. Gyenge savakat
tekintve a pK, értéknél kisebb pH-n a kérdéses vegyiilet ionvisszatartott formaban van jelen,
itt az oldhatosdg minimalis. A pK, érték atlépése utdn a vegylilet egyre nagyobb hanyada
kertil ionos allapotba, ezzel parhuzamosan nd a vizes oldhatosag, mig eléri maximumat.
Gyenge bazisok természetesen éppen forditott modon viselkednek, igy esetiikben a pKa-nal
nagyobb pH-n van jelen legnagyobb mennyiségben a molekula neutralis formaja. Amfoter
vegyiiletek tulajdonsdga, hogy az oldhatosag a két pK, érték kozott a legkisebb. A
hatéanyagok oldhatdsdganak (logS) leirdsara kétféle megkozelités terjedt el, az egyiket

termodinamikai, a masikat kinetikai oldhatosagnak nevezziik. A termodinamikai oldhatdsag
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ismerete szilard-folyadék egyensulyi allapot fenndllasat valoszintsiti 4llandé hdmérsékleten.
A termodinamikai oldhatdsag emellett nagyban fiigg az oldandé anyag kristalyszerkezetétdl
is. Legtobbszér molaris koncentracid egységben adjak meg. A kinetikai oldhatosag ezzel
szemben sokkal inkdbb az anyag “’belsd” molekularis tulajdonsdgair6l hordoz informaciot,
mintsem kristalyformajarol. A kinetikai oldhatdsag sebességgel jellemezhetd mennyiség, igy

koncentraci6 / idéegységben szokds megadni.

2.3.1 Az oldhatosag meghatarozasanak Kisérletes médszerei

A termodinamikai oldhatésag meghatdrozasahoz alapvetd a szilard-folyadék egyensuly
1étrejotte, ezért a vizsgalandd vegyiiletbdl minden esetben feleslegben adagolt mennyiséget
juttatnak vizes kdzegbe. A mérést az egyensulyi allapot elérés€ig (24-48 h) folytatjak allando
analitikai modszerrel hatdrozzak meg. A klasszikus termodinamikai oldhatdsdg mérést
szokvanyos modon razotolesér segitségével végezték. Azonban a hagyomanyos lipofilitas
vizsgéalathoz hasonldan a razétolcséres oldhatosag mérés kdzben is a mar emlitett nehézségek
meriilnek fel. Stuart és mtsai. 2005-ben leirt 1) mddszerével mar 80 perc alatt megkaphatjuk
egy gyenge sav, bazis vagy amfoter vegylilet termodinamikai oldhatdsag értékét. Eljarasuk
alapjat az képezi, hogy megfeleld pH bedllitdsdval a kérdéses vegyiiletet ionos formaba
hozzak, majd a pH eltoldsdval az anyag kivalasat idézik eld. A kicsapddas torzulast okoz a

titralasi gorbék lefutasaban, melybdl a termodinamikai oldhatdésag megallapithatd.[10]

A Kkinetikai oldhatosag meghatarozasahoz a kérdéses vegyiiletb6l szerves oldoszerrel,
legtobbszor dimetil-szulfoxiddal (DMSO) oldatot készitenek. Itt érdemes megjegyezni a
termodinamikai- és a kinetikai oldhat6sag kozotti kiilonbség forrasat. Ugyanis utobbi esetben,
ezutan mar nincs sziikség a kristalyracsot Osszetartd erok legydzésére, hiszen ezt a dimetil-
szulfoxid mar megtette. Ezek utdin a DMSO-val késziilt oldat adott térfogatait adjak vizes
kozeghez. Az igy elkésziilt elegyet néhany 6ran keresztiil inkubaljak, razatjak, majd a kivalt
analitikai modszer segitségével allapitjak meg. A kinetikai oldhatdsag esetében lehetdség van
a méréseket 96 vagy ennél tobb féréhelyes mérdtalcan elvégezni a vizsgalatokat, mely
hozzéjarul a nagy ateresztOképesség biztositasdhoz. A kinetikai oldhatésdg meghatarozasara
mar a kutatds korai szakaszdban sziikség van a hatoanyagjeldltek rendszerezése érdekében,

mig a termodinamikai oldhatosag megallapitasa a késobbi fazis feladata.
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2.4 Permeabilitas

A hatéoanyag molekuldk sejtmembranon valo athatoloképességének mérdszamat a
permeabilitds adja meg. A permeacids készség ismerete hasznos informaciot szolgaltat
elsdsorban a gyogyszerek felszivodasarol, illetve Osszességében a bioldgiai membranokon
valé atjutasarol. A sejtmembranon keresztiili penetracid alapvetéen hat-féle mechanizmus

szerint jatszodhat le. [5]

Apikalis oldal

.
2 of ©
.V%D

\ v Y

Bazolateralis oldal

5. abra Penetraciés mechanizmusok

A passziv diffuzié (A) az extracellularis tér irdnyabol az intracelluldris tér fel¢ torténd,
energia befektetés nélkiil végbemend folyamat, melynek hajtoereje a sejtmembran két oldala
kozott 1étrejott koncentracio gradiens. A diffazios sebességérdl Fick 1. torvénye ad kvantitativ

felvilagositast.[9] ((16)-0s egyenlet)

= = AC=2(16),
ahol
AC — Koncentréacié kiilonbség [mol / m®] A — Membran feliilet [m®]
D — Difftiziés alland6 [m? / ] | — Membran vastagsaga [m]

Az els6sorban kisméretii és hidrofil karakteri vegytiletek el6tt nyitva all az un. paracellularis
diffuzios (B) ut, amely a szoros sejtkapcsolatokon (tight-junction) keresztiil valosul meg. A
maximalis molekulaméret, ahol még a paracellularis diffuziés folyamattal szdmolni lehet
kozelitéleg 250 Da.[5] Nagyobb molekulaméretii (>>500 Da) vegyiiletek egy lehetséges
transzportfolyamata az endocitdzis (C), melyhez lipofil tulajdonsagli anyagok sziikségesek.
Az endocitézis sordan a lipid kettdsrétegbdl vezikuldk fiiz6dnek le, melyek belsejében a

vegyiilet atjuthat az ellentétes oldalra. A sejtek lipid membranjdban elhelyezkedd

12



transzportfehérjék segitségével egyes molekulak, ionok képesek koncentracid gradiens
ellenében is kozlekedni a bioldgiai membranokon keresztiil. A transzport két irdnyba
valosulhat meg, vagy apikalis iranybol a bazolateralis oldal felé, ekkor van sz6 influxrol (D),
vagy forditott irany esetében, efflux folyamatrdl beszélhetiink (E). Az efflux transzporterek
miikddése akadalyozza meg a szervezetbe keriil6 exogén anyagok sejtekbe jutdsat,
ugyanakkor sok esetben veszélyezteti a gydgyszeres terdpia sikeres kimenetelét is. A
legismertebb efflux folyamatokért felelds fehérje egy 170 kDa tomegii glikoprotein (P-gp),
mely képes tobbek kozott a doxorubicin, daunorubicin, vinca alkaloidok, taxadnok és a
podofillotoxin szarmazékok eltavolitasara.[11] A gyogyszerhatdanyagok sejtekbe jutasat
metabolikus folyamatok is akadalyozhatjak (F), ezekben a folyamatokban fdleg a citokréom

P450 izoenzim csalad jatszik szerepet.

2.4.1 Permeabilitds, membrantranszport meghatarozasanak kisérletes médszerei

A permeabilitas in vitro koriilmények kozotti mérésével kapcsolatban kétféle kisérletes
rendszer ismert a szakirodalomban.[5,12] Ezek alapjan megkiilonboztetiink sejtes és nem-
sejtes elrendezésti modelleket. A leggyakrabban alkalmazott sejtes vizsgalati modszerek

Osszefoglalasa a 1. tablazatban [5] lathato.

1. tablazat Permeabilitas, membrantranszport modellezésében alkalmazott sejtes rendszerek

Sejtvonal Sejt eredete
Caco-2 Emberi vastagbél adenokarcindma
MDCK Madin-Darby kutya-vese epitélium
MDR1-MDCK P-gp-t kodol6 génnel transzfektalt MDCK
T24 Emberi hugyholyag karcinoma
ECV304 Emberi koldok véna endotélium

A sejtes modellek altalanos jellemzdi kozé tartozik, hogy lehetdséget biztositanak a passziv
diffuzio mellett az efflux és a metabolikus folyamatok tanulméanyozasara egyarant. Az
MDR1-MDCK sejtvonal érdekessége, hogy az MDRI génnel torténd transzfekcio
kovetkeztében a sejtvonalban fokozott mértékben van jelen az efflux folyamatokban
kitlintetett szerephez jutd P-glikoprotein. Ennek koszonhetden, alkalom nyilik az efflux
mechanizmusok mélyrehatd elemzésére, mely adott esetben hozzajarulhat a nem P-gp
szubsztrat tulajdonsagu hatéanyagok kifejlesztéséhez. Sejtes modellek segitségével az un.

latszolagos permeabilitasi allandé meghatarozasa lehetséges a (17) 6sszefiiggés alapjan.
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p a6
WP dt A C,

(17),

ahol

crer

dC; / dt — Hatéanyag koncentraciojanak V, — Bazolateralis oldal térfogata [cm’]
iddbeli valtozasa a bazolateralis oldalon
[ (mol / cm®)* s

Co — Apikalis oldalon mérhet6 kiindulési
A — Sejtkultura feliilete [cm?] farmakon koncentracio [mol / cm®]

Jollehet, a sejtes modellek komplexitdsabol fakado informaciohalmaz nagy segitséget jelent a
hatoéanyagjeloltek szelektalasi és fejlesztési folyamatdban, bioldgiai forrasuk ¢€s ilyen
értelemben vett Osszetettségiik buktatokat is hordoz magaban. A sejtrétegek mérésre alkalmas
elkészitése akar két-harom hetet is igénybe vehet, ezzel §sszhangban koltségvonzatuk is nagy,
tovabba a kisérleti paraméterek vizsgalhatd tartomanya (pl. a rendszer pH-ja csak sziik
tartomdnyban valtoztathato) korlatozott. Mindemellett felmertiil a nehézkes reprodukéalhatosag

kérdése is.

A nem-sejtes modellek koziil a legelterjedtebb mérési modszer a PAMPA (Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay). Emellett kisebb szerephez jut és csak specialis esetekben
alkalmazhatdé a Franz-féle diffizios cella, amelyet dermalis ¢és transzdermalis
gyogyszerkészitmények vizsgéalatara alkottak meg. Ekképpen nemcsak a mesterséges
membranon keresztiili diffizi6, hanem a hatdéanyag gyogyszerformabol vald felszabadulasa is
vizsgalhato a segitségével.[9] A PAMPA moddszert elséként az in vitro permeabilitasi
vizsgalatok fejlesztésében Uttoroé szerepet vallalo Kansy és mitsai. altal 1998-ban megjelent
kozlemény ismerteti.[13] Elképzelésiik alapjat kettd egymasba illeszthetd, 96 helyet
tartalmaz6é mérdtalca képezte, amiket egy-egy porusos polimer membran valaszt el egymastol.
A membran két oldaldn igy létrejon a donor (add) és az akceptor (fogadd) oldali
kompartment. A poérusos membrant 10 m/v %-os lipid keverék n-dodekdnos oldataval
boritottak. A lipid keverék {6 tomegében foszfatidilkolint (PC), foszfatidiletanolamint (PE) és
csekély mennyiségben foszfatidilinozitolt, illetve koleszterint tartalmazott. Faller és
Wohnsland a Novartis kutatoi lipid nélkiili PAMPA membranok segitségével el6szor kinaltak
alternativat a razétdlcséres modszer helyett az alkan / viz megoszlas, nagy ateresztoképességii
rendszerben valé mérésére. [14] Sugano és mtsai. egy 2001-ben megjelent cikkiikben
szamoltak be arrol, szdmos oldoszer tesztelése €s a lipid dsszetétel szisztematikus valtoztatasa

utan, hogy az oralis felszivodas elérejelzésére az un. BML (bio-(intestinal) mimetic lipid) 1,7-
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oktadiénes oldata jobb eredményt biztosit. Szemben azzal a mddszerrel, amikor
foszfatidilkolint 1,9-dekadiénben oldottak és ezt alkalmaztak, mint mesterséges membrant. A
szerzOk, ugyanakkor hangsulyozzak az alkildiének szervezetre gyakorolt karos hatéasait. [15]
Zhu és kutatocsoportja hidrofil polimer membrant boritott 1 m/v %-o0s lecitin n-dodekanos
oldataval. A hidrofil membran hasznalatakor szignifikans ndvekedést tapasztaltak a
permebilitasi értékekben, emellett a kisérletekhez sziikséges permeécios idét mintegy 6tddére
tudtak csokkenteni. Ezen kiviil 6sszehasonlitottak a felszivodas elorejelzésére alkalmas sejtes
Caco-2 modellt a nem sejtes mesterséges membranok €s a fizikai-kémiai paraméterek (logP,
logD, PSA-polaris felszin (polar surface area), QSPR-kvantitativ szerkezet-permeabilitas
kapcsolat (quantitative structure-permeability relationship) predikcidos képességével. Azt
talaltdk, hogy a Caco-2 és a mesterséges membranok felszivodasi eldrejelzésben valo
pontossaga Osszemérhetd egymassal, ezen feliil szignifikansan jobbnak bizonyultak ebbdl a

szempontbol, mint a fizikai-kémiai paraméterek. [16]

A PAMPA permeabilitas vizsgalatokhoz a kérdéses vegyiilet dimetil-szulfoxidos oldatat a
modellezni kivant szovet apikalis oldalanak megfeleld pH-ju pufferhez adjdk, ez az elegy
képezi a donor kompartment 9sszetételét. Az akceptor mérélemezbe juttatjak az intracellularis
kozeget reprezentalo pH = 7,4 kémhatast puffert, mely esetenként tartalmazhat albumint is.
Az albumin az a;-savas-glikoprotein (AGP) mellett a legnagyobb mennyiségben el6fordulo
fehérje a huméan vérplazmédban, melyek reverzibilis modon kothetnek meg
Rossz oldhatosaghi  vegyiiletek esetén koszolvensek (dimetil-szulfoxid, acetonitril)
segitségével javithatd az oldhatosdg. A donor és az akceptor oldalt a mar emlitett modon egy
mesterséges membran valasztja el, az Gsszeallitott rendszert meghatarozott ideig allando
hémérsékleten inkubaljak. Az inkubécid alatt lehetdség van az akceptor oldali kompartment
oldatréteg vastagsagat hivatott minimalizalni. Ugyanis ebbdl az oldatrészletbdl a vegytilet
kizarélag diffuzido kontrollalt moédon juthat ki, mely lassu folyamat. A kevertetés ennek
ellenére nem elterjedt nehézkes megvaldsithatosdga miatt. Az inkubacios 1d6 alatt a vegyiilet
passziv diffizios mechanizmus utjan jut at a donor oldalrél a fogadd mérdlemezbe. Az
inkubacios id6 letelte utan a mérélemezeket kiemelik egymasbol és spektrofotometrias vagy
kromatografias modszerekkel meghatdrozzak az ado6 ¢és fogadd oldalon mérhetd
koncentraciokat. A mérések alapjan az egyes vegyiileteket az effektiv permeabilitas [17] (18)
értekkel jellemzik.
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o R () g 1 - (22 - () - [2] o)

ahol

A - Sziir feliilete [cm?] t — Inkubaciés id6 [s]

tss — Membran szempontjabol Vp — Akceptor lyukban 1€évé oldat térfogata
kvazistacionarius allapot eléréséhez  [cm®]

szlikséges 1d0 [s]

Vp _ Donor lyukban 1évé oldat térfogata R — Lipid-membranban abszorbealddott
[cm®] hatéanyag hanyad (Retencios faktor)

C} - Donor oldalon mérhet§ koncentracid t €% — Donor oldalon mérhetd koncentracio a

id6 elteltével [mol / cm®] t = 0 iddpillanatban [mol / cm®]

Annak figyelembe vételére volt sziikséges bevezetni a retencids faktort, hogy kezelhetdvé
valjon a mesterséges membran nem “idedlis” volta. Azaz a membranba belépd részecskék sok
esetben nem elhanyagolhatoéan kicsiny mennyisége a hatarrétegben marad. A retencids faktor
segitségével szamszerlsithetd a membranban ragadt részecskék hanyada, melynek
kiszamitasahoz a (19) Gsszefliggés sziikséges. [17]

b Va- Ch

R=1--2_ A 19
e v, co 4P

Mindent Osszevetve a PAMPA rendszer alkalmas jol reprodukalhatdé modon nagyszamu
vegyiilet gyors és koltséghatékony vizsgalatara. A sokféle kisérleti paraméter (inkubacios ido,
pH, koszolvens, lipid Osszetétel stb.) széles tartomanyban vald valtoztathatosaga
nélkiilozhetetlenné teszi alkalmazasat a hatéanyagjeloltek kivalasztasi folyamataban.

2.5 Sejtmembranok felépitése és osszetétele

Az extra- ¢és intracellularis tér, valamint a szervezet kiilonbozd folyadékterei kozotti
anyagtranszport a bioldgiai membranokon keresztiil valosul meg. A gyodgyszerhatdbanyagok
célba jutasat befolyasolja a molekula fizikai-kémiai jellemzdin tulmenden a biologiai
hatarrétegek felépitése ¢€s tulajdonsdgai. A bioldgiai membranok jellemzéen 6-10 nm
vastagsagu lipid kettdsrétegbdl allnak, melyek f6 tomegét valtozatos Gsszetételben jelenlévd
foszfolipidek alkotjak. [9] A foszfolipidek amfipatikus molekulak, ezért vizes kozegben

kettosréteget képeznek. Az apolaris feliikkel egymas felé¢, mig a polaris végiikkel a vizes
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rendszer fel¢ orientdlédnak. Az egyes foszfolipid molekulak tengely menti forgd mozgasa,
ezen kiviil oldaliranyu lateralis diffuzidja termodinamikailag kedvezményezett, szemben az
egyes rétegek kozti kicserélddéssel. A biologiai membranok valtozatos lipid Gsszetétellel
jellemezhetdek, ezek kozill a legjelentdsebbek a foszfatidilkolin (PC), foszfatidiletanolamin
(PE), foszfatidilszerin (PS), foszfatidilinozitol (PI), szfingomielin (Sph), lizo-
foszfatidilinozitol (LPI) és a kardiolipin / difoszfatidilglicerin (CL)(6.4bra). [17]

Foszfatidilkolin T ——>_F\Oszfatld| letanolamin

Foszfatidilszerin

Foszfatidilinozitol

CH, 0 OH

0 H ” ”
. H | i

/l\/\ /l /%2 m)k;./ﬁl/\:_/!\:_/ﬁf:/‘:\:/\-/\:kd
~ Lo A
Szfingomielin g R . 7 o

R1 Kardiolipin

6. sbra Foszfolipidek molekulaszerkezete, R1 és R2 zsirsavlancot jel6l.

A foszfolipidek mellett a kettds rétegben jelen vannak fehérje molekuldk ¢és koleszterin
egyarant. A koleszterin szteran vazas molekula, melyben a harmadik szénatomon hidroxil-
csoport van, illetve az 6tos-hatos szénatom kozti kotés egyszeresen telitetlen, tovabba a 17-es

szénatomon nyolcatomos alifas lanc épiil ki. [18]
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{. 4bra Koleszterin

A koleszterin biologiai membranokban betoltott szerepére jellemzd, hogy a megfeleld
fluiditas kialakitasaért felel, a foszfolipid molekuldk kozé ékelddve, azokkal parhuzamosan
elhelyezkedve. Az egyes szovetek lipid Osszetétele mas és mas, mely szdmottevéen
befolyasolja a gydgyszermolekuldk szervezeten beliili sorsat (felszivodas, eloszlas, esetleges
felhalmozodas). Az adott szdvetre jellemzd lipid Osszetétel, m/m%-os megoszlasa a 2.
tablazatban talalhat6. [17]

2. tabldzat Szévetek lipidosszetétele m/m %-ban. BBB = Vér-agy gét, PC = foszfatidilkolin, PE = foszfatidiletanolamin, Pl =

foszfatidilinozitol, PS = foszfatidilszerin, PA = Foszfatidsav, PG = foszfatidilglicerin, Sph = szfingomielin, LPI = lizo-
foszfatidilinozitol, Neutr. lipid = semleges lipid,

Lipid BBB Sziv Maj Vese Tido
PC 12,6 8,6 42,0 22,7 35,4
PE 331 13,6 26,0 15,1 13,3
Pl 4,1 1,0 9,0 2,8 2,0
PS 18,5 - - 2,8 -
PA 0,8 0,6 - - -
PG - - - - 1,9
Sph - - - 3,9 12,2
LPI - - 1,0 - -
Koleszterin - - 5,0 5,7 27,0
Neutr. lipid - 57,7 - - -
Egyéb 30,9 16,8 17,0 44.4 8,1

Az itt bemutatott foszfolipidek koziil a foszfatidilkolin kvaterner nitrogén atomot tartalmaz,
illetve szoveti pH-n (7,4) a foszfat csoport deprotonalddott allapotban van, ezért a molekula
Osszességében neutralis formaban talalhatd a Kkettésrétegben. A foszfatidiletanolamin
nitrogénje pozitiv toltésli, mig a foszfat rész ugyancsak negativ (pH = 7,4), ezért a nettd toltés
nulla. A foszfatidilinozitol és a lizo-foszfatidilinozitol(hidrolizatum) savas csoportja, szoveti
pH-n ionizalt, igy a molekula egyszeresen negativ toltésii. A foszfatidilszerinnel kapcsolatban

megallapithato, hogy a mar emlitett koriilmények kozott a szerin oldallanc ikerionos format
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vesz fel, ez lokalis neutralitast okoz, azonban a molekula foszfat csoportjanak negativ toltése,
végeredményben a molekula nettd toltését egyszeresen negativva teszi. Negativ toltési a
foszfatidsav is, mely az el6bb elmondottakbdl egyenesen kovetkezik. A foszfatidilglicerin a
foszfat csoport deprotonaldodasa kovetkeztében szintén negativ toltésti. Ezeken kivil a
szfingomielin és a koleszterin neutralis. Erdemes emlitést tenni még a sejtmembran szerves
részét képezd fehérjékrol is. A periférids fehérjék a membran kiilsé vagy belsd felszinéhez
kapcsolodnak, és jellemzéen a sejten beliili jelatvitelben toltenek be szerepet. [19] Az
integrans vagy transzmembran fehérjék feladatkore szerteagazo, segitségiikkel meghatarozott
ionok és vizmolekulak juthatnak ki vagy be a sejtb6l, tovabba betolthetnek receptor szerepet

is. A 8. abran a sejtmembran felépitése lathato a fontosabb alkotoelemekkel.

Extracellularis tér —_— Foszfolipid apolaris lanc

A ,,x;}'.: Fitr o «  Cukorrész 7 }? / Foszfolipid polaris része

.v,,,na oo
~'.,'\ ; )-i JJ i,

s

Koleszterin Transzmembran Periférias fehérjék
fehériék B ' :

Intracellularis tér w 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

8. dbra Sejtmembran felépitése

A szovetek kiilonbozé lipid Osszetételébdl adodo eltéréseket vették szamba azok a kutatok,
akik in vitro mesterséges membranokon alapulé permeabilitasi modelleket dolgoztak ki. Ezek
koziil legjelentésebb a mar emlitett Sugano és kutatocsoportja (2001) altal fejlesztett modell
az oralis felszivodas vizsgalatara. [15] Li Di és mtsai. 2003-as publikacidjukban leirtak
alapjan, a gyogyszervegyiiletek eloszlasaban kiemelt figyelmet érdemld vér-agy gat (BBB)
rendszer modellezését oldottak meg. [20] Sinké és mtsai. (2012) a bor, mint gyogyszerbeviteli
kapu problémakorét tanulmanyoztdk. Kozleményiik alapjan sikerrel fejlesztették ki a bor-
PAMPA modellt, amely alkalmas a gyogyszervegyiiletek és kozmetikumok borén keresztiili
felszivodasanak elérejelzésére. [21] Bigogno és mitsai. vizsgaltak BBB modell esetében az
oldoszer és a lipid Osszetétel hatdsat a permeabilitasra. Azt talaltdk, hogy a permeabilitas

nagyban fiigg a lipidek feloldasara hasznalt n-dodekén / n-hexéan aranytol, tovabba ramutattak
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a lipidek kozepes permeabilitdsi vegyiiletek esetén szamottevd hatasara. Az 1:1
térfogataranyban adagolt n-dodekan / n-hexan elegy esetében volt észlelhetd legjobban a

lipidek permeabilitasra gyakorolt hatasa. [12]

2.6 Gyogyszerhatéanyagok és metabolitjaik szervezeten beliili kovetésének médszerei

A gyogyszerjelolt vegyiiletek preklinikai és in vivo human farmakokinetikai vizsgalatait
gyakran radioaktivan jelzett vegyiiletekkel végzik. A legtobb képalkotd technika lehetdséget
nyjt nem-invaziv modon a hatéanyagok ¢és a beldlik képz6dé metabolitok in Vvivo
koriilmények kozotti helytdl, id6tdl és koncentraciotol fiiggd kovetésére. A preklinikai
szakaszban leggyakrabban egerek és patkdnyok bevondsaval tanulményozzak a kérdéses
vegylilet felszivodasat, szoveti eloszlasat, metabolikus folyamatait és kitiriilését, a mindenkori
etikai elvek és jogszabalyok betartasa mellett. Az allatmodellek alkalmazéaskor és a human
fazisban egyarant, jellemzéen a szajon at (per 0s) és vénaba (intravénasan) torténd beadast

részesitik eldnyben a farmakokinetikai vizsgalatok elvégzésekor.

Az egész testre kiterjedd autoradiografidas modszer célja elsdsorban a szoveti eloszlas
feltérképezése. Az analizalandé vegyliletnek rendelkezésre kell allnia izotdpjelzett formaban,
melyet elterjedten a molekula egy atomjanak tricium (*H) vagy *C nuklidra torténd cseréjével
érnek el. Az izotop jelzés kivitelezésekor, j6 néhany szempont figyelembevételével kell
kivalasztani a jelzett atomot. Ilyenek lehetnek a molekulan beliili elhelyezkedés, a jelzett
molekula radiolizisre vald hajlama, izotopcsere lehetdsége stb. [22] A beadast kdvetden, adott
id6 elteltével az allat életét kioltjak és -80 °C-ra hiitik, ezutan Gn. mikrotém segitségével 20-
40 pm vastag metszeteket készitenek beldle, amelyeket liofilizalnak. Fagyasztva széritast
kovetden készitik el az autoradiogrammokat hagyomanyos rontgenfilmmel vagy digitélis
autoradiografiaval (DAR), esetleg foszfor imaging tecnikaval (PIT-phosphorous imaging
technique). Hagyomdnyos rontgenfilmmel félkvantitativ, mig az utobbi két eljarassal

kvantitativ eredmény nyerhet6 (9. abra). [23]
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9. abra A felvételeken az egész testre kiterjedé kvantitativ autoradiografias kisérletek
eredménye lathatd. (A) Ebben az esetben az allatot olyan hatéanyaggal kezelték, amely atjut
a vér-agy gaton. (B) A vizsgalt vegyiilet kézponti idegrendszerbe val6 bejutasa gatolt. A (C)
vegyiilet a megszokottdl eltéréen a csontszovetekben oszlik meg nagymértékben. [24]

A pozitron emissziés tomografia (PET) alkalmas a  gyogyszervegyiiletek
farmakokinetikdjanak az autoradiografids moddszertdl eltérden emberben  torténd
tanulmanyozasara, ezen kiviil diagnosztikai célokat is szolgal kiilondsen onkologiai teriileten.
A vizsgalati modszer elvi hattere az, hogy léteznek olyan izotopok (pl. *C, 18F,lSO,l?’N),
amelyek az elektron anti részecskéjét, azaz pozitront emittalnak bomlasuk soran. Ennek az
lesz a kdvetkezménye, hogy a kibocséjtott pozitron rovid 1don beliil, nagy valoszinliséggel fog
elektronnal ttkozni. Taldlkozasuk eredményeként, pedig a pozitron-annihilacidé jelensége
kovetkezik be, melynek soran az elektron és antirészecskéje egyarant megsemmisiil, ekdzben
a tomegiikkel ekvivalens energia fotonként sugarzodik szét a megmaradasi torvények
figyelembevételével. A fotonok energiaja jellemzéen 511 keV, ezért ezek y-fotonoknak
felelnek meg, amelyeket szcintillacids detektorral érzékelnek és alakitanak elektromos jellé. A
PET technikédban alkalmazott detektorok korgytrti alakban veszik koriil a vizsgalatban
résztvevo kisérleti allatot vagy embert. A pozitron-annihilécids folyamat jellemzdje, hogy két
foton egymassal szinte tokéletesen 180°-0s szoget bezarva hagyja el az esemény helyszinét,
igy az altaluk megtett Ut egy egyenesre esik, mely az annihilacié helyének megallapitasaban

alapvet6 szerephez jut. [25]
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A nem-ionizalé sugarzdson alapuldé magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia
segitségével a bejuttatott hatdoanyagok szervezeten beliili elhelyezkedésének vizsgalatan
tilmenden azok metabolizmusa egyarant tanulmanyozhat6. [26] Az NMR spektroszkopia arra
a természeti tényre tdmaszkodik, hogy az atommagok egy része magneses momentummal
rendelkezik. NMR aktivak azok a magok, amelyek tomegszama pératlan (pl. 'H, B¢, ™N,
0, *°F), valamint a péaros tdmegszamu, de paratlan rendszama magok. [27]A leggyakrabban
mért feles spinli magok spin allapotainak degeneralt energiaszintjei magneses térben kétfelé
hasadnak. A két energiaszint kozotti atmenet radidfrekvenciaval gerjeszthetd abban az
esetben, ha a szintek energiakiilonbsége éppen azonos az elektromagneses tér fotonjanak
energiajaval. [28] Noha az NMR technika érzékenységben és térbeli felbontasban alulmarad a
pozitron emisszios tomografidval szemben, nagy eldnyt jelent, hogy kiilonbséget képes tenni
az anyavegyiilet és metabolitjai kdzott. Osszességében a PET és az NMR modszerek egymads

kiegészit6i az in vivo farmakokinetikai kutatasokban. [29]

A célszovet extracellularis terébdl torténd mintavétel in vivo eszkdzeként gyakran alkalmazott
modszer a mikrodializis, amely elsdsorban a vizben jol oldodoé anyagok mintazasara alkalmas.
A mintavételt egy maximalisan 500 pm atmérdji kaniil bevezetésével végzik. Az eszkoz két
egymasba illesztett csébdl all a kiilsd csé falat porozus membran alkotja, mely ionok és
kismolekuldk szdméara atjarhatd, de ez a podrusmérettel befolyasolhatd. A dializis alatt a
kaniilben sooldat aramlik, ami a koncentraci6 gradiens alland6 fenntartdsa mellett az
extracellularis térbél anyagtranszportot indit a kaniil felé. [30] Az eszkozbdl kivezetett

folyadékot a mérendd vegyiilet tulajdonsagai és az analitikai mddszer ismeretében minta-

crer

22



3. Célkituzések

Munkénk soran célul tiiztiikk ki, olyan még le nem irt szdvet specifikus lipid-oldoszer -
rendszereken alapuld in vitro, nagy ateresztoképességii permeabilitasi modell kidolgozasat,
amely alkalmas lehet a gyogyszerjelolt molekuldk felszivodasanak / egyes szovetekre
vonatkozd eloszlasanak eldrejelzésére. Ezen elsddleges problémakoron belill részlegesen
vizsgalni kivantuk a lipid-oldoszer - rendszerek permeabilitasra gyakorolt hatasat is, melynek
segitségével fel akartuk térképezni, hogy van-e¢ kapcsolat a permeabilitas, illetve a
membranretencio €s a hatéanyagok fizikai kémiai-paraméterei kozott. Ennek érdekében az
altalunk kivalasztott modellvegyiiletek azonos szerkezeti korbe tartozo tagjain részletesen is
kivantuk vizsgalni a molekulaszerkezet, a fizikai-kémiai paraméterek és a Pe, MR kozott

fennallo Osszefliggéseket.
4. Kisérleti rész

4.1 Felhasznalt anyagok

A kisérletekhez sziikséges lipideket a koleszterin és a foszfatidilkolin kivételével az Avanti
Polar Lipids Inc.-t6l szereztiik be. Az oldoszerek koziil az n-dodekant ¢és a dimetil-
szulfoxidot a Merck Kft.-t61 vasaroltuk. A kromatografias eluensek koziil az acetonitril
(gradient grade) ¢és a pH beallitishoz sziikséges hangyasav a Merck Kft.-t6l keriilt
beszerzésre. A kisérleteinkben alkalmazott vizet a Milli-Q késziilék altal tisztitotva és 0,45
um-es porusméretii sziiron atbocsajtva nyertiik. A gydgyszerhatéanyagokat €¢s minden egyéb
vegyszert a Sigma-Aldrich Kft.-t61 vasaroltuk. A pH-7,4-es (25 °C) puffer oldat eléallitaisahoz
1 dm? tisztitott vizben oldottunk 1 tasak foszfat puffer (PBS) so keverékét (Sigma-Aldrich
Kft.). Az igy nyert oldat izotonias mennyiségben tartalmaz natrium-kloridot 0,138 mol / dm?,

illetve kalium-kloridot 2,7 * 10 mol / dm®.
4.2 Felhasznalt eszkozok

A PAMPA permeabilitas vizsgalatokhoz minden esetben 96-celldas mérdlemezeket (plate)
hasznaltunk. A dimetil-szulfoxidos torzsoldatot és a puffer oldatokat polipropilén talcakon
elegyitettiilk (Agilent Technologies, Denmark). A szliréshez MultiScreen HTS, MSSLBPC10,
Merck-Millipore talcat hasznaltunk. Polikarbonatbdl késziilt 0,45 pm-es porusméreti sziirdvel
ellatott talcat (MultiscreenTM-IP, MAIPN4510, Merck-Millipore) és teflon (Multiscreen
Acceptor Plate, MSSACCEPTOR, Merck-Millipore) mérélemezt alkalmaztunk a donor,
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illetve akceptor oldalon. Az oldatok razatasat és inkubalasat a Heidolph cég Titramax 1000
késziilékével végeztiik. A szilard anyagokat 0,01 mg-os pontossagot biztositdo Mettler Toledo
analitikai mérlegen mértiik be. A folyadékokat kalibralt, egy- és tobbcsatornas Eppendorf
automata pipettak segitségével mértiik ki egyszer hasznélatos pipetta hegyekkel. A DMSO-0s
oldatok és a lipid oldatok elkészitéséhez ultrahangos vizfilirddt hasznaltunk. Az inkubacids id6
végére kialakult hatéanyag mennyiségeket nagyhatékonysdgi folyadékkromatografis

késziilékkel hataroztuk meg, melynek paraméterei alabb lathatdak részletesen.
4.3 Kromatografias paraméterek
Folyadékkromatografias késziilék: SHIMADZU Prominence Modular HPLC
Kolonna: Kinetex 2,6 um XB — C18 100A (30x3 mm)
Eluensek: A: 0,1 V/V% vizes hangyasav,

B: 95 VIV% acetonitril, 4,9 VIV% viz, 0,1 V/V% hangyasav
Ttimoso6 folyadék: 1:1 térfogataranyt acetonitril-viz elegy

Gradiens program: 0-0,3 min 0% B; 0,3-1,8 min 0-100% B; 1,8-2,4 min 100% B; 2,41-3,6
min 0% B

Aramlasi sebesség: 1,100 cm® / min

Kolonna tér hdmérséklete: 45,0 °C

Automata mintavalt: Nexera SIL-30ACMP Multiplate Autosampler
Injektalt térfogat: 6 pl

Detektalas: Diddasoros UV / VIS abszorbancia alapjan 200-500 nm (UVmax)
VezErlo, kiértékeld szoftver: LabSolutions (SHIMADZU)

Mindségi kiértékelés: Retencios 1d6 és UV / VIS spektrum alapjan

Mennyiségi kiértékelés: Integralt abszorbancia alapjan
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4.4 PAMPA permeabilitas vizsgalatok Kivitelezése

cre

torzsoldatot készitettiik egy-egy 1 cm®-es tivegfiolaba. A szilard anyag feloldasat ultrahangos
fiirdovel segitettiik, oldddast kovetden hiitdben 4 °C-on taroltuk a tovabbi miiveletek
elvégzéséig. A permeabilitds vizsgdlatok napjan a hiitdbdl kivett fiolak tartalmat ultrahangos
fiirdében felolvasztottuk. A 96 cellas polipropilén plate-be 295-295 ul 7,4-es pH-ji puffer
oldat részleteket pipettaztunk, amit 5-5 pul 10 mM-os DMSO torzsoldat hozzaadéasa kovetetett.
Mivel egy-egy plate egyszerre 96 vizsgalat elvégzését tesz lehetévé, ezért a harom
parhuzamos mérés megolddsa érdekében egy mérdtilcara Osszesen 32 vegylilet oldatat
pipettaztuk. A higulast figyelembe véve a kiindulasi oldatok koncentracidja 167 pM-nak
adddott. Az oldatokat egy oran keresztiill homogenizaltuk szobahOmérsékleten plate razéd
segitségével, majd vakuumban sziirtiik. Az adott szovetre (sziv, mdj, tiido, vese, agy) jellemzd
lipid Osszetételnek megfeleld oldatokat készitettiink. A lipidek mennyiségében az 5.
tablazatban megadott informaciok voltak iranyadoak. A bemért lipidekhez jeges-vizes
firddbe helyezve hozzaadtunk 150 pl n-dodeként és 450 pl n-hexant, végiil ultrahang
segitségével feloldottuk azokat. A lipid oldatokbol 5-5 pl-es részleteket adagoltunk a donor
lemez szlirdmembranjaira és megvartuk, amig az oldoszer nagy része elparolog, ekkor minden
szurdmembran azonos arnyalata lett. Az akceptor (fogado) oldali teflon mérélemezbe 300-
300 ul 7,4-es pH-ju puffer oldatot pipettaztunk és belehelyeztiik a lipideket tartalmaz6 donor
lemezt. A donor (ado) oldalon 1évé lyukakba pipettaztuk a mar elokészitett hatéanyag oldatok
150 pl-es részleteit. A megmaradt 150 pl-es részleteket kromatografias vizsgalatnak vetettiik
ald a kiinduldsi hatéanyag-koncentrdcid megallapitdsa érdekében. A donor lemez tetejét
benedvesitett sziir6papirral takartuk le, amelyre milanyag fedelet helyeztiink, tovabba az
egész rendszert parafilmmel tekertiik korbe a parolgasi veszteség megakadalyozasa
érdekében. Az Osszedllitott egységet 4 oOran keresztiil allanddé 36 °C-os hdmérsékleten
inkubaltuk. Az inkubaciods id6 letelte utan a donor lemezt kiemeltiik az akceptor lemezbdl és
egy-egy polipropilén talcaba 100-100 ul mintat vettiink mindkét lemez 6sszes mérdhelyérol.
Az egyes lyukakban kialakult hatéanyagok mennyiségét folyadékkromatografiads modszerrel,
diddasoros detektalassal analizaltuk. A HPLC késziilék 200-500 nm-es tartomanyban veszi fel
az adott iddpillanathoz tartozd teljes spektrumot. A kiértékelést konzekvensen azon a
hullamhosszon végeztiik, ahol a kérdéses vegyiilet az elokisérletek alatt nagyobb valaszjelet
adott. A permeabilitds ¢és membranvisszatartds meghatarozasdhoz a (18) és (19)

Osszefiiggéseket hasznaltuk fel.
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5. Eredmények és értékelésiik

A gyogyszerkutatasi folyamatban résztvevd vegyiiletek nagy szama ¢€s egyéb, a bevezetoben
emlitett ok miatt sziikséges a fejlesztésben résztvevé molekuldkat tobbféle szempont szerint
sziirni, célszerlien mar a kutatas korai fazisaban. A gyogyszermolekuldk célszovethez torténd
eljutasa soktényezds komplex folyamat. Ebben kulcsszerephez jut a farmakon felszivodasa az
adagolas helyérdl €s eloszlasa a szervezetben. A gyogyszervegyiiletek szovetekben torténd
eloszlasa, azonban nem egyenletes. A szakirodalomban mar beszamoltak a vér-agy gaton
keresztiil torténd eloszlas [20], tovabba a borfelszinrél [21] és a tapcsatornabol [15] vald
felszivodas mesterséges membranokat alkalmazo in  vitro korilmények kozotti
modellezésérél. A szakirodalmi adatokra tamaszkodva indokoltnak talaltuk, még in vitro
permeabilitds vizsgalatok szempontjabol le nem irt lipid rendszerek tanulmanyozésat. Ez
alapjan tobbféle, az egyes szovetekre (sziv, maj, tiidd, vese, agy) jellemzd lipid Osszetételt 2.
tablazat vetettiink ala vizsgalatoknak. Azonban nemcsak onmagukban a kiilonbozd lipidek
Osszetételeket, hanem azok olddszeréiil szolgdld szénhidrogének Osszetételétnek hatdsat is
vizsgaltuk kiilonb6z6 hatdanyagok permeabilitasi sajatsagara. A szakirodalmi adatok alapjan
elmondhato, hogy a lipidek oldatba vitelére sokféle oldoszer és olddszerelegyet kiprobaltak.
Ezek kozé tartozik az 1,7-oktadién, illetve 1,6-hexadién, 1,8-nonadién, 1,9-dekadién az n-
dodekan és a kiilonb6z6 aranyt n-hexan / n-dodekan elegyek. [15,20] Bigogno és mtsai. [15]
altal els6 izben felvetett n-hexan / n-dodekan 1:1 V/V aranyu elegy kutatocsoportunkban is
kiprobalasra keriilt BBB modellben. Ugyanakkor probléma meriilt fel az eredmények
reprodukalhatésagaval kapcsolatban. A két oldoszer relativ mennyiségét 25 V/V% n-
dodekanra és 75 VIV% n-hexanra valtoztatva jol reprodukalhatd eredményekhez jutottak. A
vizsgalati rendszerben az n-hexan szerepe, hogy egyrészt javitja a lipidek oldhatosagi
viszonyat, masrészt a szirdmembranra cseppentés utan elparolog, igy egy viszonylag tomény
n-dodekanos lipid hatarréteg marad vissza. Kisérletet tettek arra, hogy az n-dodekant teljes
mértékben n-hexdnra cserélik, azonban ilyenkor az egyes vegyiiletekre vonatkozo
permeabilitasok irredlisan nagy értéket vesznek fel, igy a vegyiiletek permeabilitasa kozott
lecsokkent a kiilonbség, a modell elvesztette a szelektalasi sajatsagat. Ez alapjan célszerlinek
lattuk kiprobalni az utobb emlitett biner elegy alkalmazasat a szovet specifikus lipidek

feloldasara.

Vizsgélatainkba 0Osszesen 64 db (Melléklet 6. tablazat), mar forgalomba kertilt
gyogyszerhatoanyagot vontunk be. A vegyiiletek kivalasztasi szempontjai kozott szerepelt,
hogy azok jellemz6 fizikai-kémiai paraméterei minél szélesebb tartomanyt fedjenek le.
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A farmakonok moltomegei 151-823 g / mol kozott, valodi megoszlasi hanyadosuk (clogP) -
0,39-5,39 kozott, pH = 7,4 —re vonatkozo latszolagos megoszlasi hanyadosuk (clogD74 ) -
1,52-4,15 kozétt, polaris felsziniik nagysaga (polar surface area, PSA) 6,5-220,2 A* kozott
valtozott. A feltiintetett adatok minden esetben szamitott értéket jeldlnek, amelyre indokolt
esetben a ”’c” (calculated) betii hivja fel a figyelmet. A szamitasokat a ChemAxon Kft. Marvin
programcsomagjanak segitségével végeztiik. Sav-bazis tulajdonsdgukrél elmondhato, hogy a
tanulmanyozott vegyiiletek 70%-a bazikus, 11%-a savas karakterii, tovabba 15%-uk 7,4-es

pH-n nem ionizélhato, a fennmarad6 3% amfoter.

5.1 Szovetspecifikus lipid rendszerek dsszehasonlitasa

A vizsgalt szoveteket reprezentalo lipid rendszereket rangsoroltuk aszerint, hogy a vizsgalt
vegyiiletkor adott elemét kiilon-kiilon tekintve hogyan valtozott a permeabilitas az egyes
szovetspecifikus membranokban. Legkisebb sorszdmot kapta az a lipid membranrendszer,
amelyen keresztlil legnagyobb permeabilitas volt mérheté és az kapta a legnagyobb
sorszamot, amelyiken a legkisebbnek adddott a permeabilitds vegyiiletenként. Az igy nyert
sorozatok szamtani atlagdnak kiszamitasa utdn a kovetkezd sorrendet allapitottuk meg a
szoveti lipideken keresztiil megvaldsuld permeabilitdsokra vonatkozoan: Agy < Tiid6 < Vese
< Sziv < M4j. A felallitott sorrend a két szélséértéket figyelembe véve dsszhangban volt a
vart eredményekkel. Hiszen a vizsgalt rendszerek koziil egyediil a vér-agy gat rendelkezik
olyan egyedi strukturaval, amely igen nagy szelektivitast mutat a vegyiiletekkel szemben. A
BBB ezen kiemelt funkcidja védi meg a kdzponti idegrendszert szdmos exogén, de endogén
vegylilettel szemben iS. A gyogyszerek egy részénél elvart a vér-agy gaton keresztiil valo
penetracio (barbituratok, major analgetikumok stb.), viszont sok esetben a mellékhatasok
forrasa éppen abbol adodik, hogy olyan vegyiiletek [31] is bejuthatnak, amelyek
nemkivanatosak. Az osztdlyozas, rangsorolds szempontjabol a vizsgalt hatdéanyagokon
atlagosan a legnagyobb permeabilitasi értékeket adé modell a maj specifikus
lipidrendszer volt, megelézve az Osszes vizsgalt szovets pecifikus rendszert. Az in vitro
PAMPA rendszeriink altal szolgaltatott eredmény Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy
elsdsorban a majszovet feladata a szervezetbe keriilo exogén molekulak felvétele, enzimatikus
biotranszformacioja. Minden per os adagolt készitmény hatdoanyag molekuldinak elsd utja a
portalis vénan (vena portae hepatis) keresztiil a majba vezet. A metabolikus folyamatok

végbementeléhez, azonban elengedhetetlen a molekulak bejutasa a majszdvetbe.
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5.2 Lipidek és oldoszer-rendszeriik hatiasa a permeabilitasra és a membranretenciora

Munkank kovetkezd szakaszaban arra kerestiik a valaszt, hogy milyen hatast gyakorol(nak) az
oldoszer ¢s a lipidek a vegyiiletek permeabilitdsara és membranretencidjara. Az egyes
vegyiiletekre kapott adatok attekintése utdn megallapitottuk, hogy a lipidmentes, tisztdn
oldoszert (n-dodekdn és elhanyagolhatoan kis mennyiségli n-hexant) tartalmazd kontroll
vizsgalat esetében is szdmottevd permeabilitds (Pe) és membranretencié (MR) mérhetd. A
mért permeabilitasi értékeket konvencié alapjan harom csoportba osztottuk. Alacsony
permeabilitdsinak tekintettiik adott koriilmények kozott a 10¥10° cm/s-nal kisebb,
kozepesnek a 10-20%10° cm/s kozotti és nagy permeabilitisunak a 20 * 10° cm / s feletti
értékkel jellemezhetd vegylileteket. Elsd kozelitésben a terapids teriilet €s a sav-bazis
tulajdonsag oldalarol tekintve a vegyiileteket elmondhato, hogy a vizsgalatunkba bevont
valamennyi nem-szteroid gyulladascsokkentd vegyiilet (NSAID) alacsony permeabilitassal
rendelkezett a lipidet nem tartalmaz6 rendszerben. Ennek oka elsddlegesen az lehet, hogy
szoveti pH-n minden vizsgalt NSAID ionizalt allapotba keriilt. A szulindak, naproxen,
indometacin, diflunizal és a diklofendk szabad karboxil csoportot tartalmazo vegyiiletek, cpK,
értékeik 2,69 és 4,19 kozott valtoznak. A piroxikam 4,76-0S cpK, értékéért a molekula enol
tipusu hidroxil csoportja felelds. A fenilbutazon egy pirazolidin 3,5-dion szarmazék, ebbdl

kifolyolag a 4-es C-atomon 1évé H-atom szomszédsagaban ketté oxocsoport talalhato (10.)

:\\ 7 //o 0
Py /U7<\
N

10. dbra Piroxikam (bal) és fenilbutazon (jobb) széveti pH-n legnagyobb mennyiségben jelenlévé molekularis formai.
Piros karikak a pH = 7,4-es értéken deprotonalddott atomokat / atomcsoportokat jel6li.

Az oxocsoportok elektronszivd hatdsa kovetkeztében a molekula C-H savas vegyiiletként
viselkedik (cpKa=5,13). Osszességében az emlitett vegyiiletek savas karaktere dsszemérhetd
az alifas karbonsavakéval. Szoveti pH-n a NSAID-ok apolaris rétegen keresztiil torténd

membrantranszportja gatolt. Ezen feliil megfigyelhetd, hogy a tiszta oldoszer jelenlétében
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kapott alacsony permeabilitds értékekhez képest a fenilbutazon és a szulindak kivételével
minden esetben jelentdsen nagyobb permeabilitas értékek voltak mérhetdek a maj szdveti
lipid rendszeren keresztiil. A diklofenak 50X-szer, a fenilbutazon 2,5X-szer, az indometacin
40X-szer, a naproxen 76X-szor, a piroxikam 17X-szer és a szulindak 7X-szer gyorsabban
penetral a m4j szdveti lipid membranon, mint a tiszta oldoszert tartalmazon. A fenilbutazon
pH=7,4-es értéken értelmezett latszolagos megoszlasi hanyadosa (clogD74=2,26) tobb mint
10X-szer nagyobb a diklofenakénal (clogD74=1,11), amely magyarazhatja a kisebb mértékii
Pe novekedés okat. A fenilbutazon viszonylag nagy clogDy 4 értéke alapjan az is érthetové
valik, hogy miért nagyobb egy nagysagrenddel a tiszta olddszert tartalmazo membranban mért

Pe-a a tobbi NSAID-hoz viszonyitva.

Annak érdekében, hogy az olddszerhatast elkiilonitsiik a lipidek specifikus effektusatol,
vegyiiletenként vizsgaltuk az egyes szoveti lipideket és a kizardlag olddszert tartalmazo
membran esetében mért permeabilitds, illetve membranretencié kozti kiilonbségeket.
Eloljaroban megallapithatd, hogy a nagy Pe és MR értékek esetében nem specifikus a szoveti
lipidek hatasa, ugyanis ekkor kis kiilonbséget tapasztaltunk a lipid melletti €s lipid-mentes
membranokkal mért adatok kozott. A kis és kdzepes P és MR adatok esetében kaptuk a
legnagyobb kiilonbségeket, ami a lipidek szamottevo hatasara enged kovetkeztetni. Folytatva
vizsgalodasainkat kivancsiak voltunk, hogy melyek azok a vegyiiletek, amik egy-egy szoveti
lipid-rendszerben specifikus permeabilitast vagy membranretenciét mutatnak. Ennek
megallapitasara egyrészt abrazoltuk szovetenként a lipidet tartalmazoé és lipid nélkiili kontroll
esetben mért értékek hanyadosat a lipidet nem tartalmaz6 mérési eredmények fliggvényében.
Masrészt kijeloltiik azt a hatart, amely alapjan egy vegyiiletet az adott szoveti lipid rendszerre
specifikusnak tekintiink. A 1. diagramon a sziv szovetének megfeleld lipid Osszetételi
membrannal kapott eredmények lathatok a permeabilitasra vonatkozdan. A diagramokon nem
abrazoltuk (viszont szamitasba vettiik) a tiz feletti hanyadossal rendelkezé adatokat, mert

nagymértékben rontandk a megjelenités felbontasat.
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1. diagram Sziv széveti lipid és lipid mentes membranon keresztiil mért permeabilitasok hanyadosa a lipid nélkiil kapott
permeabilitds értékek fiiggvényében. A piros egyenes jeldli a tiszta olddszert tartalmazé membranhoz képest
megmutatkoz6 specificitast

A hatarokat minden szoveti lipid esetében azonos helyre huztuk meg. Abban az esetben
tekintettiik specifikusnak a lipidek hatdsat, amikor a lipidet tartalmazé rendszerben mért
permeabilitas, illetve membranretencid legalabb kétszer akkora volt, mint a tiszta oldoszerben
mért érték. A diagramon jol lathato, hogy a tiszta oldoszeres membranon mért jellemzden 10°
cm/s-os értékeknél kisebb permeabilitasokhoz tartozo adatpont tartomany vertikalis iranyban
kisz¢lesedik. Az abszcisszan a nagy permeabilitasok fel¢ haladva egyre nagyobb mértékben a
hatéanyag molekula és az olddszer molekulak kozott kialakuld koélcsonhatasok lesznek
meghatarozok. A 3. tibldzatban tlintettiik fel szoveti lipidenként azokat a vegyiileteket,
amelyek a tisztan oldészeres membranhoz képest legalabb kétszer nagyobb permeabilitassal
rendelkeztek. A vastagon szedett vegyliletek minden szoveti lipidben kiemelkedd
permeabilitdssal rendelkeztek a lipidet nem tartalmazé membranokhoz képest. Ezekrol
elmondhat6, hogy moltomegiik széles tartoményban valtozik (198-823 g/mol). A szdveti
kornyezetre jellemzd, azaz pH 7,4-en értelmezett clogD értékiik nem haladja meg a harmat,
viszont negativ szamértéket is felvehet (clogD = -0,96, primakvin). Polaris felsziniik kozepes
jellemzden 60 A>-nél nagyobb értéket vesz fel, kivételt képez a szertralin (12,03 A” értékkel). A
clogP értékek az elemzésbe bevont vegyiiletek 85%-anal (n=15) az 1,28-2,99-es
tartomanyban mozogtak, vagyis a per 0S felszivodas szempontjabdl idealis lipofilitasu

hatéanyagok keriiltek ide. Atlag értékiik 2,31-nak adodott a 15 vegyiilet figyelembevételével.
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3. tablazat A tisztan olddszert tartalmazé membranon keresztiil mért permeabilitas értékeknél legalabb kétszer nagyobb
permeabilitast mutaté vegyiiletek, szoveti lipidenként részletezve. A vastagon szedett vegyiiletek minden vizsgalt lipid
rendszerben kiemelked6 permeabilitassal rendelkeztek.

Pe,lipidben / pe,oldészerben

Sziv Maj Tidoé Vese Agy
amlodipin amlodipin amlodipin amlodipin amlodipin
atropin atropin karbamazepin  atropin atropin
benzokain benzokain dexametazon  karbamazepin karbamazepin
karbamazepin  karbamazepin diklofenak dexametazon  dexametazon
dexametazon  dexametazon  dizopiramid diflunizal diflunizal
diflunizal diflunizal domperidon diklofenak dizopiramid
diklofenak diklofenak fenitoin dizopiramid domperidon
dizopiramid dizopiramid hidrokortizon domperidon fenitoin
domperidon domperidon indometacin fenitoin hidrokortizon
fenilbutazon fenilbutazon indoramin fenobarbital indometacin
fenitoin fenitoin kinin hidrokortizon indoramin
fenobarbital fenobarbital lomefloxacin indometacin kinin
gemfibrozil gemfibrozil metoprolol indoramin metoprolol
hidrokortizon hidrokortizon naproxen kinin naproxen
indometacin indometacin naringenin lomefloxacin naringenin
indoramin indoramin oxazepam metoprolol oxazepam
kinin kinin primakvin naproxen primakvin
lomefloxacin lidokain propranolol naringenin propranolol
metoprolol lomefloxacin rifampicin oxazepam rifampicin
naproxen metoprolol szilibinin primakvin szilibinin
naringenin nadolol szertralin propranolol szertralin
oxazepam naproxen takrin rifampicin takrin
piroxikam naringenin zileuton szilibinin zileuton
primakvin oxazepam szertralin
propranolol  piroxikam takrin
rifampicin primakvin zileuton
szilibinin prokain
szertralin propranolol
szulindak rifampicin
takrin szilibinin
tioridazin szertralin
zileuton szulindak

takrin
tioridazin
Zileuton

A fenti meggondolasok alapjan adtuk meg a 4. tablazatot és szerkesztettik meg a

membranretenciora értelmezett diagramokat is. Az abrak koziil itt csak az agyszovetre

jellemzé lipid 6sszetétel esetében nyert adatokat (2. diagram) mutatom be.
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2. diagram Agy szovetre specifikus lipid esetében szamitott lipidet tartalmazg, illetve tiszta olddszer rendszerben mért
membranretencio értékek hanyadosa a tiszta oldészerben mért membranretencios értékek fliggvényében.

4. tablazat A tiszta olddszert tartalmazé membranban mért MR értékeknél legaldbb kétszer nagyobb membranretenciot
mutaté vegyiiletek, szoveti lipidenként részletezve. A vastagon szedett vegyiiletek minden vizsgalt lipid rendszerben

kiemelked6é membranretenciot mutattak.

IVIRlipidben / MRoIdészerben

Sziv Ma3j Tiidé Vese Agy
amlodipin amlodipin amlodipin amlodipin amlodipin
astemizol astemizol astemizol astemizol astemizol
desipramin  desipramin  carbamazepin desipramin  carbamazepin
dexametazon dexametazon desipramin dexametazon desipramin
domperidon dibukain dexametazon domperidon dexametazon
enalapril diltiazem dibukain fenobarbital dibukain
fluoxetin domperidon diltiazem fluoxetin diltiazem
haloperidol enalapril domperidon gemfibrozil domperidon
hidrokortizon  fluoxetin fluoxetin haloperidol  enalapril
kinin haloperidol  haloperidol indoramin fenobarbital
lomefloxacin hidrokortizon  indoramin kinin fluoxetin
maprotiline indoramin kinin maprotiline haloperidol
nadolol kinin maprotiline  metoprolol kinin
paracetamol maprotiline  metoprolol piroxicam maprotiline
prokain naringenin nadolol primaquine nadolol
propranolol  oxazepam naringenin prokain naringenin
quinacrine paracetamol perfenazin propranolol perfenazin
rifampicin perfenazin piroxicam rifampicin piroxicam
silibinin primaquine prokain silibinin prokain
takrin prokain propranolol takrin propranolol
tiloron propranolol rifampicin zZileuton rifampicin

quinacrine tiloron takrin
rifampicin tiloron
takrin

tiloron

zimelidin
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Az Ot vizsgalt szoveti lipidben egyarant kiemelkedden nagy membranretenciét mutato
vegyliletek fizikai-kémiai paraméterei széles tartomanyt fednek le. Molekulatomegiik (236-
459 g/mol) értékek kozott egyenletesen oszlik el. Szoveti pH-n értelmezett clogDpn7 4 értékeik
az amlodipin kivételével (clogDpH7,4=-0,37) pozitiv tartomanyban egyenletes eloszlasban
helyezkednek el, ez igaz clogP értékeikre is. A PSA adataikrdl elmondhatd, hogy ezek a
vegyiiletek jorészt a kozepes és nagy polaris feliiletii anyagokbol keriilnek ki. A tiszta
oldoszer-rendszerhez képest legalabb kétszer nagyobb permeabilitds €s membranretencids
értékekkel rendelkezd vegyiileteket bemutatd tablazatokban a vastagon szedett hatdbanyagok
mindségét Osszehasonlitva megallapithatd, hogy az amlodipin kivételével egyetlen vegyiilet
sem szerepel mindkét helyen. Egy-egy vegyiiletet tekintve nem fedezhetd fel egyértelmii
korrelacidé a permeabilitas és membranretencios értékek kozott, ez mutatja a két paraméter

ortogonalitasat.

5.3 Osszefiiggések a membranretencio és a fizikai-kémiai paraméterek kozott

A tiid6 szoveti lipid esetében kapott membranretencids eredményeket nagysag szerint sorba
rendezve észrevehetd, hogy az 50%-os MR elérésig folytonosan valtoznak az értékek,
azonban ezt kovetéen nagy ugrds tapasztalhatd. A 70% feletti membranretencidval
jellemezhetd progeszteron az elsd tagja a nagy MR-val rendelkezd tiz vegyiiletet tartalmazo
csoportnak. Megvizsgaltuk, hogy taldlhatd-e Osszefiiggés az ide tartozd vegyiiletek fizikai-
kémiai paraméterei kozott. A fizikai-kémiai adatokat attekintve az volt valoszintisithetd, hogy
a tiidd szoveti lipidben nagy MR-t mutatd vegyiiletek kozos jellemzéi kozé tartozik a 30 A
alatti polaris felszin, és a clogD>2,40 , clogP >3,65 , tovabba moltomegiik 264-408 g/mol
tartomdnyba esik. Ezen feliil elmondhaté a vegyiiletekrdl, hogy viszonylag erds bazisok
(cpKz>6,9). Az elméletet ugy kivantuk bizonyitani, hogy a fent megallapitott hatarok
figyelembevételével a teljes vizsgalt vegyiilethalmazt sziirtilk egyenként ezekre a feltételekre.
A tovabbiakban azokat a vegyiiletek fizikai-kémiai sajatsagait elemeztiik, amik ezen feltételek
altal definiadlt szlir6kon atjutottak. Az igy kivéalogatott anyagokat klaszterekbe soroltuk be
olyan modon, hogy a felsorolt kovetelmények koziil mennyi teljesiil rdjuk, tehat a
vegylletcsoportok szdma éppen azonosnak adodott a kovetelmények szamaval. A
legszigorubb sziirésen atment vegyiileteket, voltaképpen azokat, amelyek mind az 6t feltételt
teljesitik, Osszevetettik az eredeti 70%-nal nagyobb tiido szoveti lipidre vonatkozd
membranretencidot mutatdé vegyiiletekkel. Ezen kiviil a sziv, mdj, vese, agy szoveti

lipidrendszerére kapott membranretencios értékek esetében is a tidd szoveti lipidnél
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meghatdrozott legalabb 70%-os visszatartas jelolte ki a nagy MR-ji vegytiletek korét. Az
ilyen tulajdonsaggal rendelkez0 anyagokat szdovetenként az 5. tablazatban talalhatjuk.
Vastagon szedtiik azon hatéanyagok neveit, amelyek teljesitik az Osszes megadott fizikai-
kémiai feltételt, s6t a perfenazin (vese lipidben MR = 67%) kivételével minden egyes szdveti
lipidben MR értékeik legalabb elérik a 70%-ot. Kiemelendd az asztemizol, amelyet ugyan
nem jelez a modelliink, mint varhaté nagy membranretencidju vegyiilet, ennek ellenére
mindegyik lipidrendszerben MR-értéke elérte 70%-ot. A fizikai-kémiai jellemzdit
Ssszehasonlitva a fent megéllapitott feltételekkel, elmondhat6, hogy a polaris felszine (42 A%)
¢s a molaris tomege (459 g / mol), meghaladja a feltételekben rogzitetteket. A progeszteront
ugyancsak nem jelzi a fizikai-kémiai paraméterecken alapulé modelliink, mikdzben minden
szoveti lipidben eléri legalabb a 70%-ot az MR értéke. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a
nagy membranretencidja nem szorosan a fizikai-kémiai paramétereitdl fiigg, vélhetden

molekulaszerkezeti okai vannak.

5. tablazat A legalabb 70%-0s membranretenciot elérd vegyiiletek szovetenként részletezve.

MR = 70%

Ot feltétel igaz Tiidé Agy Vese Sziv Maj
imipramin asztemizol asztemizol asztemizol asztemizol asztemizol
klomipramin haloperidol domperidon haloperidol klomipramin  haloperidol
klorpromazin  klomipramin haloperidol klomipramin  Kklorpromazin klomipramin
mianszerin klorpromazin Klomipramin  Kklorpromazin kvinakrin klérpromazin
szertralin mianszerin  klorpromazin mianszerin mianszerin mianszerin
tioridazin perfenazin mianszerin szertralin perfenazin perfenazin
trimipramin | progeszteron | perfenazin tioridazin szertralin | progeszteron
perfenazin szertralin progeszteron trimipramin  tioridazin szertralin

tioridazin szertralin progeszteron, |trifluoperazin tioridazin
trimipramin  tioridazin trimipramin  trifluoperazin
trimipramin progeszteron \ trimipramin

34



5.4 Pe és clogP kapcsolata a vegyiiletek sav-bazis tulajdonsaganak szemszogébol

Az altalunk vizsgalt vegyiiletek 70%-a bazikus, 11%-a savas, 3%-a amfoter a fennmarado
hanyad (16%) a fiziologids pH7,4-en nem ionizalhat6. Megvizsgaltuk sav-bazis jellemzok
alapjan alkotott vegyiiletcsoportok szerint, hogy fennall-e barmilyen kapcsolat a mért Pe és a
szamitott clogP értékek kozott. A 3. diagramon a pH = 7,4-es értéken nem ionizalhatd

hatoanyagok sziv szoveti lipidben mért permeabilitas értékei lathatok a clogP fliggvényében.
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3. diagram P, a clogP fiiggvényében, szoveti pH-n nem ionizalhatd vegyiiletekre a sziv szoveti lipid esetében

A sziv szdveti lipid esetében kapott P, — clogP Gsszefliggés (3. diagram) ramutat, hogy a
novekvd lipofilitassal egyiitt trendszertien novekszik a lipid membranon keresztiil
megvaldsuld anyagtranszport sebessége (Pe) is. Ez az allitds minden lipidet tartalmazo
membranrendszerre egyarant igaz volt. A 3. diagramon bekarikazott két anyag lathatdan
elkiiloniil a tobbi vegyiilettél. A szilibinin (11. abra) a Silybum marianum vagy mariatovis
névény magjaban talalhato flavonoidok egyike.[6] Szamitott legkisebb savi cpK, értéke 7,81,
azaz a molekulak jelentds része (mintegy 70%-a) neutralis formaban van jelen szdveti pH-n,
azonban ugyanezen koriilmények kozott az egyszeresen deprotondlt részecskék mennyisége
meghaladja a 23%-ot. A naringenin (11. abra) egy citrus flavonoid legerésebb savas
csoportjara vonatkozod cpK, értéke 7,91, 74%-ban neutralis és tobb mint 23%-ban az
egyszeresen negativ toltésii forma jelenik meg a szoveti pH korlilményei kozott. A szilibinin
és naringenin cpK, értékei csekély mértékben haladjdk meg a szdveti pH-t, igy a gyenge

savakra jellemz0 tulajdonséagaik is dominalhatnak a penetracios folyamat soran.
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11. dbra Szilibinin (bal) és naringenin (jobb), a legersebb savi csoportokat piros karikak jelolik.

A tiszta oldoszert tartalmazd membran esetében a mérési eredmények azt mutattak, hogy a
kiilsnbdz clogP értékektdl fliggetleniil az alacsony permeabilitasi (Pe < 10*10° cm / s)
kategoriaba sorolhatok a szoveti pH-n neutralis vegyiiletek. A diloxanid permeabilitasa
viszont varatlanul nagy értéknek adodott, melynek okat a fizikai-kémiai paraméterek nem
magyarazzak. A bazisok és savak esetén, ilyen vagy ehhez hasonld toérvényszertiségek nem
allapithatok meg. A vizsgalt két amfoter vegyiilet koziil a lomefloxacin ikerionos, tehat
makroszkopikusan neutrdlis molekuldris formaban (94%), mig az enalapril egyszeresen
negativ ( 99%) toltéshi részecskeként van jelen a szoveti pH7,4-en. Az enalapril tiszta oldoszer
hatarrétegen keresztiili penetracioja egy nagysagrenddel nagyobb, mint a lomefloxaciné. Az
ugyanezen koriilmények kozott mérheté MR értékeik kozott éppen forditott viszony van. Az
enalapril membranretencidja elhanyagolhatdéan kismértékii a lomefloxacinéhoz képest. Igaz
ugyan, hogy a toltott enalapril molekuldk bejutdsa a lipid membranba nem kedvezményezett,
ami az MR adatokon is visszatiikr6zddik, a lomefloxacinndl egy nagysagrenddel nagyobb
clogP értéke segiti ezt a folyamatot. Ugyanakkor a donor és akceptor oldalon fennalld
koncentracio és térfogati kiilonbség miatt a mar hatarrétegbe kertiilt részecskék a fogado oldal
fel¢ tavoznak. A lomefloxacin szdveti pH-n valdé nagyaranyt semleges formaban valod

jelenléte magyarazza az enalaprilhoz képest szignifikansan nagyobb membranretenciot.

12. dbra Lomefloxacin (bal) és enalapril (jobb) szovetin pH-n legnagyobb mennyiségben jelenlévé molekulaformai. A
piros és kék karikak jeldlik a savi, illetve bazikus protondisszociabilis csoportokat
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5.5 Fizikai-kémiai jellemzés in vivo szempontjai a diklofenak, fenobarbital és lidokain
példajan keresztiil

A diklofenak a nem-szteroid gyulladascsokkentok (NSAID) csoportjaba tartozo arilecetsav
szarmazék, ami az aceklofenak aktiv metabolitja. [6] Hatasat a ciklooxigenaz (COX)
izoenzimek (COX-1,COX-2) gatlasan keresztiil fejti ki, melyek a prosztanoidok
bioszintézisében jutnak szerephez. A COX-1 enzim normal koriilmények kozott is jelen van a
sejtekben és féleg a gyomor / bélnyalkahartya védelméért felelés. A COX-2 izoenzim a
gyulladasos folyamatokat is szabalyozo citokinek altal indukalhato. [32] A COX-2 fokozott
jelenléte gyulladas kialakulasahoz vezet, tobbek kozott a prosztaglandin E, (PGE;) szintézise
révén. [33] A diklofenak gyenge savas karaktere miatt lipofilitisa a pH csokkenésével
novekszik, melyet a clogD-pH gorbe lefutasa is alatamaszt. (13. abra) Ez teszi lehet6vé, hogy
az egészséges szoveteknél alacsonyabb pH-ju gyulladt szdvetekben csekély mértékben
felhalmozodjon. [34] Szoveti pH7,4-en a diklofenak molekulak kozel 100%-ban ionizalt
formaban vannak jelen, igy a relativ nagy negativ toltésii vér-agy gaton valo atjutasa gatolt a
vegyiiletnek, ami megfelel az 4ltalunk mért minimalis 1*10° cm/s —os permeabilitas alapjan
vart eredménynek. A legnagyobb permeabilitast (32*10° cm/s) a maj szoveti lipidben kaptuk,

amely 0sszhangban van az 5.1 fejezetben emlitett fiziologiai jellegzetességgel.

Diklofenék clogD értékének pH fuggd valtozasa
4,5 -

—
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3,5 1
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13. abra Diklofenak latszélagos megoszlasi hanyadosanak pH fiiggése
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A fenobarbital(5-etil-5-fenil-barbitursav) kozponti idegrendszeri (CNS) hatasu vegylilet.
Hipnotikus (altat6), antikonvulzans (gorcs-gatlo) €s hosszu hatdstartami nyugtatd hatassal
egyarant rendelkezik. [35] A barbituratok a y-aminovajsav (GABA) endogén vegyiiletrdl
elnevezett GABAA receptorokon fejtik ki hatasukat. Novelik a klorid csatornak nyitott
allapotanak iddtartamat, ezaltal fokozzdk a GABA hatasat, ami gatlo effektus kialakuldséaval
Jar egyiitt. A barbitursav 5-0s C-atomjan talalhat6 szubsztituensek (alkil,aril) egyfeldl
szliikségesek a szedato-hipnotikus hatds kivaltasahoz, masrészrol segitségiikkel a vér-agy
gaton keresztiil torténd penetracios készség is hangolhato. [6] A szovet / plazma megoszlasi
hanyados (Kp) informéciot szolgaltat a hatdanyagok szovetekben €s vérplazmaban talalhatod
relativ mennyiségérél. A Kp meghatdrozasi moddszerek kisérletes vagy manapsdg egyre
népszerliibb szdmitdsos elveken alapulnak és a passziv diffuzioval végbemend transzport-
mechanizmust tekintik kiindulopontnak. [36] A fenobarbitalhoz rendelkezésre all6 adatokat
Osszevetettiik a mért permeabilitds értékekkel. A szdvetenként ismert Kp értékek nagysag
szerint a kdvetkezd sorrendben kovetik egymdst: Maj>Sziv>Tiid6>Vese>Agy, amely sorrend
megfelel az altalunk mért permeabilitas értékek sorrendjének. A PAMPA modszer kizarolag
passziv diffuzi6 modellezésére alkalmas, tovabba a Kp adatok megallapitdsa is ezen a
transzport mechanizmuson alapul. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a fenobarbital

szervezetbeli eloszlasaban a passziv diffuizio kizarélagos szerephez jut.

14. dbra Fenobarbital (bal), lidokain (jobb)

A lidokain a savamid-tipustt helyi érzéstelenitok jellemz6 képviseldje. Hatasat a
natriumcsatornak ionaramainak gatlasan keresztiil fejti ki. A gatolt ionmozgas kezdetben az
ingeriiletvezetés lassulasdhoz és az akcios potencial amplituddjanak csokkenéséhez vezet,
veégiil az idegrost nem lesz képes akcids potencidl 1étrehozdsara. Molekulaszerkezete négy
részre tagolddik, iigymint lipofil aromdas csoport, savamid csoport, 6sszekotdlanc €s hidrofil
amin csoport. Patkanyokon végzett in vivo kisérletek igazoltak [37], hogy a per os adagolt
lidokain rendkiviil gyorsan szivodik fel és oszlik meg a szovetekben. 30 perc utdn a kezdeti

lidokain mennyiség 17%-a volt jelen a gasztrointesztindlis traktusban. Ez 6sszhangban van az
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altalunk mért nagy (sziv-,tiidé-,vese-, agy szoveti lipid 62 - 69*10° cm/s, maj szoveti lipid
111*10° cm/ s) permeabilitas értékekkel. A gyors szdveti eloszlas még inkabb hangsulyos volt
az intravénds adagolas esetében, amikor a beadast kovetden a kezdeti mennyis€g minddssze
2%-a volt mérhetd 5 perc elteltével. Az in vitro és in vivo adatok Osszehasonlithatosagat
ennek ellenére nagymértékben rontja a vegyiilet fokozott metabolizmusa. Ugyanis a gyakran
alkalmazott radiojelzett vegyiiletek aktivitds mérésén alapulé modszerekkel sajndlatos mdédon
nem kiilonboztethetok meg az anyavegyiilet és a biotranszformécion atesett vegylilet
molekulai. A metabolizmus mellett a kiiiriilés sebességét, modjat sem lehetséges figyelembe
venni a PAMPA moddszerrel. Noha a felszivodas €s eloszlas in vitro koriilmények kozotti
eldrejelzésére alkalmas lehet a mesterséges membranokon alapulé modellrendszer a teljes

farmakokinetikai profil leirdsat nem teszi lehetové.

5.6 Fizikai-kémiai paraméterek molekulaszerkezeti 6sszefiiggései

A diazepam ¢és az oxazepam a benzodiazepinek csalddjaba tartozo anxiolitikumok. A
diazepam ezen kiviil gorcsoldd tulajdonsaggal is rendelkezik. Hatdsukat a barbiturdtokhoz
hasonloan fejtik ki, de kiilon kotdhelyen a GABAa receptorokon. Fokozzak a y-aminovajsav
hatasat, jelenlétiikben n6 a klorid-ion csatorna nyitasi frekvenciaja. [6] A diazepam esetében
kapott mérési eredményeink a permeabilitisok ¢és membranretenciok tekintetében
szisztematikusan nagyobbnak bizonyultak, mint az oxazepamnal mértek. A két molekula
szerkezetét (15. abra) Osszehasonlitva megallapithatd, hogy egy metil és egy hidroxil

csoportban térnek el egymastol.

15. abra Diazepam (bal) és oxazepam (jobb) molekulaszerkezeti 6sszehasonlitasa. Zold karikak jel6lik a molekulak kozti

eltéréseket
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Fizikai-kémiai paramétereiket Gsszehasonlitva a legszembetlindbb kiilonbség a logP és a PSA
adatokban lathat6. A trendek megallapitdsara és az attekintd kovetkeztetések levonasara
alkalmas becsiilt fizikai-kémiai paraméterek mellet, egyedi esetek vizsgalatakor célszerti a
kisérleti és prediktalt értékeket is Osszevetni, ha ehhez rendelkezésre allnak adatok. A
diazepam kisérletileg meghatarozott logP értéke 2,82 (DrugBank, SANGSTER 1994) ¢és
szamitott clogP értékei 2,63 (DrugBank, ALOGPS), illetve 3,08 (Marvin, ChemAxon Kft.).
Az oxazepam logP értéke 2,24 (DrugBank, HANSCH,C et al. 1995, clogP 2,01 (DrugBank,
ALOGPS) és 2,92 (Marvin, ChemAxon Kft.). Elmondhat6, hogy 6sszességében a kisérletileg
meghatdrozott adatokat jobban kozeliti az ALOGPS moédszer. Az Osszehasonlitashoz a
kisérletileg meghatarozott értékeket hasznaltam fel. A diazepam PSA értéke 32,67 A% az
oxazepamé ennek kozel kétszerese, 61,69 A% A metil csoport H-atomra és az 1,4-diazepin
gylriiben a H-atom hidroxil csoport csere, jelent6s valtozasokat okoz a fizikai-kémiai
paraméterekben. A tiszta oldoszert tartalmazo rendszerben mért permebilitas érték diazepam
esetében 46*10° cm/s, illetve az oxazepamot tekintve 10° cm/s-nak adédott. A tobb mint
45X-0s penetracios sebesség kiilonbség Osszhangban van a két vegyiileteltérd lipofilitas
értékeivel. A diazepam esetében hozzaférhetd in vivo adat [38] a vegyiilet kvalitativ emberi
szervezeten beliili eloszldsi mintazata. A kordbban diazepam kezelésen atesett betegek
szOveteiben post mortem megallapitottdk a diazepam mennyiségét. Az eredmények azt
mutattak, hogy nagyobb mennyiségben volt jelen a diazepam a sziv, mdj és vese szovetekben
¢s kisebb mennyiségben a tiidé és az agy szovetekben. A diazepamra kapott permeabilitasi
eredmények nagysag szerinti sorrendje a kovetkezoképpen alakult sziv>maj>vese>tiid6>agy.

Ez megfelel az in vivo esetben meghatarozott értékek relativ helyzetének.

A propranolol és nadolol két nem-szelektiv B-receptor blokkold. Hatdsukat kompetitiv
antagonizmus révén fejtik ki, az endogén ligand kotohelyét foglaljak el a receptorokon. Fé
indikacios teriilletik a magas vérnyomas kezelése. [6] A propranolol és nadolol szerkezete
al6.abran lathato. Szerkezeti képletiik alapjan megallapithatd, hogy a nadolol egyik naftalin
gyurije telitett és orto helyzetben két hidroxil csoport kapcsolodik hozza. A naftalin gytri
telitettsége ugyan noveli a hidroxil csoportok pKa-jat, a telitetlen szarmazékhoz képest
azonban ez szoveti pH7,4-en nem relevans (cpK, nadolol = 14,22 és 15,23 a gylirlin talalhato
hidroxil csoportokra vonatkoztatva). A propranolol amino csoportja izopropil csoporttal
szubsztitualt, mig a nadolol N-atomja terc-butil csoporttal. A nadolol clogD74 értéke -1,44,
mig a propranol, ugyanezen adata 0,36. Ezt 0sszehasonlitva az oldhat6sagi adatokkal, ami

nadolol esetében 8330 mg/dm3 25 °C-on (DrugBank, MCFARLAND,JW et al. 2001) és
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propranolol esetében 61,7 mg/dm3 (DrugBank, MCFARLAND,JW et al. 2001) lathato, hogy

jelentds lipofilitasi és oldhatosagi kiilonbség van a két molekula kozott.

(]

16. abra Propranol (bal) és nadolol (jobb) molekulaszerkezeti 6sszehasonlitasa. Z6ld karikak jellik a molekulak koézti
fébb eltéréseket.
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A nadolol polaris felszine, mintegy kétszerese a propranol PSA értékének. A propranolol
tiszta oldoszerben mért permeabilitasa hatszorosa a nadolol esetében mértnek. A propranolol
ugyan gyorsabban penetrdl a tiszta oldoszert tartalmazé membranon keresztiil, azonban a
novekedés nem jelentds, amit a viszonylag kicsi clogDy7 4 értéke magyarazhat. Az agy szoveti
lipiden keresztiil mért permeabilitas értékeket dsszevetettiik a szakirodalomban [39] fellelhet6
adatokkal. A szakirodalom szerint a propranolol atjut a vér-agy gaton, igy bekeriilhet a
kozponti idegrendszerbe, mig a nadolol nem. Az altalunk mért permeabilitas értékek (agy
szovetre specifikus lipid-rendszerben) szerint a nadolol a kis permeabilitasi (2*10° cm/s),
mig a propranolol (23*10° cm/s) a nagy permeabilitdsu kategoéridba sorolhatd, amely

megegyezik a szakirodalom alapjan vartakkal.

Az imipramin, dezipramin, trimipramin és klomipramin a triciklusos elsé generacios
antidepresszansok kozé tartozé pszichofarmakonok. Hatasukat a monoamin-transzporterek
gatlasan keresztiil fejtik ki, igy a szinapszisokban megnd a szerotonin €s noradrenalin szintje.
[6] Szerkezeti képletiikk a 17. abran lathato. A dezipramin az imipramin amino csoporton
demetilezett aktiv metabolitja. A trimipramin abban kiilonbdzik az imipramint6l, hogy alifas
oldallancdhoz metil csoport kapcsolddik. A klomipraminban az egyik aromas gylirithoz
kloratom kapcsolodik. Legnagyobb lipofilitassal (clogD74 = 4,88) a klomipramin rendelkezik,
mely egyértelmlien a halogénatom jelenlétének tudhaté be, ezzel 0Osszefiiggésben a
klomipramin oldhatdésaga is egyben a legrosszabb (DrugBank). A dezipramin kiemelkedd (a
négy vizsgalt vegyiilet koziil) oldhatoésaga 58,6 mg/dm3 (DrugBank, YALKOWSKY, et al.
1992) egyiitt jar viszonylag kis, szoveti pH7,4-es kozeghez tartozd clogD értékével (1,37).
Lathat6 (4. diagram.), hogy az ebbe a szerkezeti korbe tartozé molekuldk kiilonboz6 részein a

ndvekvo metil-csoportok szdmaval lassulo iitemben, trend-szertien novekszik clogD értékiik.
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4. diagram A szoveti pH-n értelmezett logD értékek a metil csoportok szamanak fiiggvényében, a dezipramin, imipramin
és trimipramin esetében.

A dezipramin, imipramin és trimipramin clogD;4 értékeit

oOsszevetve

a mért

membranretencioés adatokkal, a clogD7,4 értékek novekedésével meredeken novekszik a

membranvisszatartds a tiszta olddszert tartalmazé membranban. A novekedés

exponencialis gorbe-illesztéssel jol kozelithetd (5.diagram) (R

uteme

0,993), ami az alkil

csoportok és az oldoszer molekuldk kozott kialakuld diszperzids kolcsonhatasok erdsodésével

magyarazhato.
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5. diagram Oldészer membranban mért membranretencié a clogD; , fliggvényében a dezipramin, imipramin és

trimipramin esetében.
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A fenti eredmények tiikkrében a metilcsoportok szamédnak kozvetleniil a membranretenciora
gyakorolt hatdsa, a halogén szubsztitenst nem tartalmazo (dezipramin, imipramin,
trimipramin) vegyiiletek esetében linearisan (R® = 0,981, n = 3) né a metil csoportok
szaméanak emelkedésével. Ezen tilmenden érdemes emlitést tenni a dezipramin esetében az
alifas lancon elhelyezkedd amino csoport egyik metil szubsztituensének hidnyarol. A
sztérikus effektusoknak kdszonhetden a N-atom polaris felszin emeléséhez valé hozzajarulasa
az imipramin (PSA=15,27) esetében kifejezettebb, mint a tobbi itt vizsgalt (PSA=6,48)

molekulanal.

. . O Imipramin
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17. abra Dezipramin, imipramin, trimipramin és klomipramin molekula szerkezeti dsszehasonlitasa. A zold karikak az
egymastol valo eltérések centrumat jelolik.
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6. Osszefoglalas

A gybgyszerhatdanyagok komplex folyamatok révén jutnak el a hatas kifejtés helyére. A
transzport sikerességét a bioldgiai membranok €s a hatéanyag tulajdonsagai jelentdsen
befolyasoljak. Munkank soran 0j szovet specifikus in vitro modellrendszer segitségével
kivantuk vizsgalni a farmakonok fizikai-kémiai tulajdonsagain és a szoveti lipid rendszereken
keresztiil megvalosuld penetracids készség kozott fennallo dsszefiiggéseket. Megallapitottuk,
hogy a maj szovetre specifikus lipid-rendszeren keresztiil a hatdéanyagok penetracidja a
legnagyobb, mig az agy szoveti lipid-rendszeren keresztiil a legkisebb, ez 6sszhangban van a
maj ¢és a vér-agy gat exogén molekuldkkal szemben mutatott viselkedésével. Eredményeink
ramutattak, hogy a membranalkot6 lipidek permeabilitasra (Pe) és membranretenciora (MR)
gyakorolt hatdsa a kis és kozepes permeabilitasi hatéanyagok esetén a legnagyobb. A nagy
(70%) feletti membranretenciét mutatd vegyiiletek szisztematikus vizsgalata alapjan
definidltuk a fizikai-kémiai paraméterek azon tartomanyait, amelyek feleldsek a kiemelkedd
membranvisszatartdsért. Eredményeink alapjan a logP permeabilitdsra gyakorolt hatasa
kizardlag a szoveti pH-n nem-ionizalodd ¢és az amfoter vegyliletek esetén szdmottevo.
Vizsgaltuk az azonos szerkezeti korokbe tartozd benzodiazepinek és béta blokkolok kettd-
kettd, illetve az elsd generacids triciklusos antidepresszansok négy képviseldjén keresztiil a
fizikai-kémiai jellemzOk és a molekula szerkezeti hasonlosagok/eltérések kozott fennalld
Osszefiiggéseket. A molekula szerkezeti és a fizikai-kémiai sajatsagok elemzésének
eredményei igazoltdk a farmakokinetikai megkozelités altal vezérelt molekuldris szintli

hatdéanyag tervezés kozponti szerepét a korai fazist gyogyszerkutatasban.

7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Balogh Gyorgy Tibornak, aki lehetdséget biztositott a
Richter Gedeon Nyrt-ben miik6dd Szintézistamogatd Laboratérium kutatomunkajaba valo
bekapcsolodasra. Koszondm, hogy értékes szakmai tanacsain és iranymutatasain keresztiil
elsd kézbdl gylijthettem tapasztalatokat a gyodgyszerkutatas teriiletérél. Halaval tartozom
Miiller Juditnak, akinek révén betekintést nyerhettem az in vitro vizsgalatok kivitelezésébe
¢s koszonom a dolgozat elkészitésében nyujtott onzetlen segitségét. Koszonettel tartozom

Dr. Hell Zoltannak a bels6 konzulensi feladatok ellatasaért.
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8. Melléklet

6. tablazat Vizsgalt hatéanyagok terapias teriiletete és el6rejelzett fizikai-kémiai paraméterei Mw-mdéltomeg, Ca csat.
blokk.-kalcium-csatorna blokkold, Na csat. blokk.-natrium-csatorna blokkold, SSRI-selective serotonine reuptake
inhibitor — szelektiv szerotonin visszavétel gatlo, ACE gatlé — angiotenzin-konvertaz enzim gatlo, fekete betlivel jelolt
hatdéanyagok - bazis, piros betlivel jelolt hatéanyagok — sav, z6ld betlivel jel6lt hatéanyag — sz6veti pH-n nem ionizalhatd,
lila betlivel jeliilt hatéanyag - amfoter

Név Terapias teriilet Mw clogD;,; clogP cpK,sav cpK,bazis PSA
1. amlodipin Ca csat. blokk. 408,9 -0,37 1,64 9,45 99,9
2. asztemizol antihisztamin 458,6 3,97 5,39 8,75 42,3
3. atropin paraszimpatolitikum  289,4 -0,41 157 9,39 49,8
4. benzokain Na csat. blokk. 165,2 1,5 1,5 2,78 52,3
5. bupivakain Na csat. blokk. 288,4 382 452 1362 8 32,3
6. bupropion  antidepresszans 2397 239 3727 822 291
7. buspiron anxiolitikum 385,5 135 1,78 7,62 69,6
8. karbamazepin antiepileptikum 238,3 296 296 15,96 -361 463
9. klérpromazin neuroleptikum 318,9 2,74 454 9,2 6,5
10 dezipramin antidepresszans 266,4 1,37 39 10,02 15,3
11 diazepam anxiolitikum 2847 3,08 3,08 2,92 32,7
12 dibukain Na csat. blokk. 343,5 2,05 3,7 9,04 54,5
13 diltiazem Ca csat. blokk. 4145 1,89 2,73 12,86 8,18 59,1
14 dizopiramid antiaritmias 339,5 0,57 3,47 10,42 59,2
15 domperidon  antiemetikum 425,9 2,75 2,9 12,52 7,03 67,9
16 fluoxetin SSRI 309,3 1,83 4,17 9,8 21,3
17 haloperidol neuroleptikum 375,9 2,93 3,66 13,96 8,05 40,5
18 imipramin antidepresszans 280,4 2,48 4,28 9,2 6,5
19 indoramin alfa receptor blokk. 3475 158 3,19 9 48,1
20 kinin protozon ellenes 3244 0,86 2,51 13,89 9,05 45,6
21 klomipramin  antidepresszans 314,9 3,09 4,88 9,2 6,5
22 lidokain Na csat. blokk. 234,3 2,33 2,84 13,78 7,75 32,3
23 maprotiline antidepresszans 2774 1,48 4,37 10,54 12,0
24 metapirilén antihisztamin 261,4 1,73 3,11 8,76 19,4

metaprotene-

25. rol P béta blokk. 211,3 -094 0,21 8,84 9,7 72,7
26 metoprolol béta blokk. 267,4 -0,47 1,76 9,67 50,7
27 mianszerin alfa2 receptor gatld 264,4 3,71 3,83 6,92 6,5
28 nadolol béta blokk. 309,4 -1,44 0,87 13,59 9,76 82,0
29 papaverin Ca csat. blokk. 339,4 3,06 3,08 6,03 49,8
30 perfenazin neuroleptikum 404,0 2,82 3,69 8,21 30,0
31 piroxikam NSAID 3314 -152 0,6 4,76 3,79 99,6
32 primakvin malaria ellenes 259,4 -0,96 1,64 10,2 60,2
33 prokain Na csat. Blokk. 236,3 0,31 1,88 8,96 55,6
34 propranolol béta blokk. 259,3 0,36 2,58 9,67 415
35 kvinakrin protozon ellenes 400,0 1,39 515 10,33 37,4
36 rifampicin TBC ellenes 822,9 2,76 2,77 6,9 7,53 220
37 szertralin SSRI 306,2 2,76 5,15 9,85 12,0
38 takrin demenciat lassitja 198,3 1,25 2,63 8,95 38,9
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39
40
41
42
43
44
45
46
50

47.

48
51
49
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

tiloron
tioridazin
trifluoperazin
trimipramin
verapamil
zimelidin
diflunizal
diklofenak
fenilbutazon

gemfibrozil

indometacin
naproxen
szulindak
dexametazon
diloxanid
fenitoin
fenobarbital
hidrokortizon
progeszteron
naringenin
oxazepam
paracetamol
szilibinin
zileuton
enalapril
lomefloxacin

interferon serkentd
neuroleptikum
neuroleptikum
antidepresszans
Ca csat. blokk.
SSRI
analgetikum
NSAID

NSAID
hiperlipidémia
ellenes

NSAID

NSAID

NSAID

szteroid gyull. Csok.

protozon ellenes
antiepileptikum
szedatohipnotikum
gyulladascsokkents
hormon

flavonoid
anxiolitikum
analgetikum
flavonoid
leukotrién inhibitor
ACE gatld

girdz gatlo

410,6
372,6
407,5
294,4
454,6
317,2
250,2
295,1
308,4

250,3

357,8
230,3
356,4
392,5
328,2
252,3
232,2
362,5
314,5
272,3
286,7
151,2
482,4
236,3
376,5
351,4

1,84
2,63
3,63
2,75
2,79
2,27
0,41
1,1
2,26

1,51

0,27
-0,05
-0,18
1,68
3,08
2,14
1,33
1,28
4,15
2,72
2,92
0,9
2,49
1,99
-1,06
-0,39

4,26
4,47
4,66
4,76
5,04
3,51
391
4,26
4,14

4,39

3,53
2,99
2,93
1,68
3,08
2,15
1,41
1,28
4,15
2,84
2,92
0,91
2,63
2,01
0,59
-0,39

2,69

5,13
4,42

3,8
4,19
4,09
12,42
13,09
9,47
8,14
12,58
18,92
7,91
10,61
9,46
7,81
8,84
3,67
5,64

8,89
9,25
8,39
9,42
9,68
8,62

-3,33
-4,66
-9,05

-2,85
-4,82
-3,86
-1,47
-4,36
-2,99
-5,49
5,2
8,7

42,0
6,5
9,7
6,5

64,0

16,1

57,5

52,2

40,6

46,5

68,5
46,5
54,4
94,8
59,8
58,2
75,3
94,8
34,1
87,0
61,7
49,3
155
66,6
95,9
72,9
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7. tablazat Sziv-, maj-,tiid6-,vese-,agy-szoveti lipid-olddszer-rendszerben mért permeabilitas értékek. Pe*10® cm/s,
SD<1,00

Oldodszer

Név SzivPe M4jPe Tiid6Pe VesePe AgyPe Pe
1. amlodipin 28 37 15 22 13 5
2. asztemizol 24 20 23 13 33
3. atropin 10 18 2 5 6 2
4. benzokain 64 75 37 50 34 31
5. bupivakain 62 61 55 53 50 48
6. bupropion 63 69 44 46 39 43
7. buspiron 58 60 53 48 44 49
8. karbamazepin 32 40 17 16 11 2
9.  klérpromazin 11 21 20 25 10 37
10. dezipramin 44 46 37 37 36 29
11. diazepam 57 55 46 52 46 46
12. dibukain 59 65 62 57 60 57
13. diltiazem 53 50 43 47 47 35
14.  dizopiramid 19 17 5 10 6 2
15. domperidon 36 36 21 18 4 1
16. fluoxetin 53 55 45 43 41 51
17. haloperidol 55 47 31 44
18. imipramin 46 47 42 46 44 39
19. indoramin 34 38 8 23 15 0
20. Kkinin 41 44 15 24 26 2
21.  klomipramin 5 29 36 17 11 39
22. lidokain 67 111 66 69 62 56
23.  maprotiline 42 45 36 39 35 34
24. metapirilén 66 68 57 54 53 61
25. metaprotenerol 2 2 2 2 2 2
26. metoprolol 23 28 2 10 8 1
27. mianszerin 39 27 36 30 23 26
28. nadolol 3 8 2 2 2 2
29. papaverin 20 24 20 20 18 12
30. perfenazin 45 34 14 37 38 38
31. piroxikam 11 16 1 1 1 1
32. primakvin 19 22 5 6 6 1
33. prokain 11 20 3 11 5 8
34. propranolol 40 45 24 30 23 11
35.  kvinakrin 21 21 11 11 11 11
36. rifampicin 17 15 8 7 5 0
37. szertralin 18 15 21 19 13 4
38. takrin 18 25 1 3 7 0
39. tiloron 16 35 40 39 11 36
40. tioridazin 13 20 11 12 7 6
41. trifluoperazin 24 30 18 20
42.  trimipramin 24 27 19 24 12 17



43.
44.
45.
46.
50.
47.
48.
51.
49.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.

verapamil
zimelidin
diflunizal
diklofenak
fenilbutazon
gemfibrozil
indometacin
naproxen
szulindak
dexametazon
diloxanid
fenitoin
fenobarbital
hidrokortizon
progeszteron
naringenin
oxazepam
paracetamol
szilibinin
zileuton
enalapril
lomefloxacin

42
42
12
24
19
52
17

11
17
59
32
13
11
53
18
43

10
28

48
45
17
32
23
59
25

19
28
65
45
20
20
66
26
46

14
42

31
39

10
17

O W O O F k-
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8. tablazat Sziv-,maj-,tiid6-,vese-,agy-szoveti lipid-olddszer-rendszerben mért membranretencios (MR%) értékek.
SD<0,10

Sziv Tiido Agy Oldészer

Név MR  M34j MR MR Vese MR MR MR
1. amlodipin 56 63 37 49 54 14
2. asztemizol 84 100 82 90 79 36
3. atropin 7 2 6 4 5 4
4. benzokain 51 45 a7 48 42 45
5. bupivakain 15 16 19 19 17 16
6. bupropion 32 35 39 38 40 28
7. buspiron 18 26 25 31 27 18
8. karbamazepin 0 0 2 0 2 1
9. klérpromazin 95 95 90 92 87 90
10. dezipramin 16 29 15 16 17 3
11. diazepam 20 27 35 26 25 20
12. dibukain 30 40 32 31 32 16
13. diltiazem 11 15 12 11 11 6
14. dizopiramid 0 5 17 18 6 10
15. domperidon 44 62 40 57 73 5
16. fluoxetin 55 69 39 57 51 12
17. haloperidol 41 70 75 78 69 19
18. imipramin 39 45 38 37 35 30
19. indoramin 6 17 15 26 1 6
20. kinin 28 37 22 35 33 4
21. klomipramin 89 88 83 86 84 79
22. lidokain 0 5 5 7 3 6
23. maprotiline 54 60 31 45 46 13
24. metapirilén 25 33 26 34 32 22
25. metaprotenerol 7 7 1 0 0 5
26. metoprolol 0 0 16 15 4 2
27. mianszerin 76 81 77 78 74 75
28. nadolol 1 0 2 0 5 0
29. papaverin 33 40 34 35 35 33
30. perfenazin 71 85 79 67 73 36
31. piroxikam 1 0 4 3 2 1
32. primakvin 16 24 16 23 14 9
33. prokain 33 33 24 36 10 0
34. propranolol 5 12 5 2 1 0
35. kvinakrin 71 69 48 61 54 33
36. rifampicin 13 29 27 29 20 6
37. szertralin 89 91 78 86 87 82
38. takrin 15 17 0 42 17 2
39. tiloron 31 5 1 0 38 0
40. tioridazin 95 95 91 94 89 90
41. trifluoperazin 93 94 91 91
42. trimipramin 86 86 84 83 80 75



43.
44.
45.
46.
50.
47.
48.
51.
49.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.

verapamil
zimelidin
diflunizal
diklofenak
fenilbutazon
gemfibrozil
indometacin
naproxen
szulindak
dexametazon
diloxanid
fenitoin
fenobarbital
hidrokortizon
progeszteron
naringenin
oxazepam
paracetamol
szilibinin
zileuton
enalapril
lomefloxacin
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