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1. Bevezetés

A gyogyszerkutatds korai fazisanak egyik fontos feladata a hatékony sziirési 1épések
kidolgozésa, mellyel a potencidlis gyogyszerjeloltek kore lesziikithetd. Ennek egyik kiemelt
iranya a hatéanyagok farmakokinetikai tulajdonsagainak, igy pl. a célzott szoveten torténd
hatéanyag felszivodasnak a vizsgalata, mely elsédlegesen in vitro rendszereken torténik. Ilyen
in vitro, 96-lyuka mérétalca(plate)-alapi technika a PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) rendszer, amely nagyszamu vegyiilet gyors és robusztus permeabilitas
vizsgalatat teszi lehetévé biomimetikus, mesterséges lipidmembranokon. A PAMPA rendszer
segitségével kisérleti allatok felaldozdsa nélkiil, relative olcson kaphatunk nagyszdmu
vegyliletre a szoveti permeabilitasi viszonyokat jol kozelité adatokat, melyek segitségével a
potencialis gyogyszerjeldlt vegyliletek kore szlikithetd. A kutatasunk célja harom kereskedelmi
forgalomban is elérheté szovetspecifikus lipidkeverék (vér-agy gat-, maj- és sziv-specifikus
lipid extraktumok) Osszehasonlitisa. A méréseink soran szerkezetileg diverz hatdéanyagok
penetracios sajatsaganak valtozasat vizsgaltuk kiilonb6z0 mesterséges lipidmembran alapa
PAMPA rendszerek segitségével. A hatéanyagok eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjan
(molekulatomeg, sav-bazis karakter, lipofilitas, oldhatosag, polaros molekulafelszin) varhatéan
eltér6 mértékben képesek felszivodni az egyes szdvetspecifikus bioldgiai membranokon
keresztiil. A szovetspecifikus lipidextraktumok egymassal torténd Osszehasonlitasa Kiterjedt
arra, hogy a kiilonb6zé szovetekbdl izolalt Un. totdl és poldris lipidkeverékek eltérd
Osszetételének van-e meghatdrozo hatasa a kivélasztott hatdanyagok permeabilitasara.
Szakirodalmi adatok alapjan a total és polaris szovetspecifikus természetes lipidkivonatok
permeabilitasi viszonyait korabban még nem vizsgaltadk, ezek felhasznaldsarol csupan a vér-
agy gaton (BBB) keresztiili hatoanyagfelszivodas modellezésében hasznalt sertés polaris agyi
lipidkivonat kapcsan talalhatok kidolgozott un. PAMPPA-BBB rendszerek [1], [2]. A
méréseinket a kutatdcsoport altal kordbban kidolgozott PAMPA moddszerrel végeztiik,
eredményeinket az altalanos, hatéanyagok fizikai-kémiai sajatsagat leird paraméterek

segitségével korrelaltattuk.



2. lrodalmi rész

2.1. Permeabilitas

A szajon at vagy oralis Uton torténd (per 0s) gyogyszerbevitel az egyik leggyakoribb
gyogyszeradagolasi forma, azonban a megfeleld dozis beallitasa nem egyszert feladat. Per os
adagolas soran a szervezetbe szilard vagy folyadék halmazallapoti gyogyszerhatdéanyag
keriilhet. Igy pl. szilard halmazallapotu tabletta esetén elészor a gyogyszerforma szétesésére,
majd a hatéanyag kioldodasara van sziikség. A megfeleld biohasznosulashoz a hatéanyag
oldodasat kovetden keresztiil kell jutnia a bélham-sejtréteg membranrendszerén, hogy ezt
kovetden el6szor a majba (un. first pass metabolizmus), majd a szisztémas keringésbe kertiljon.
A nem megfelelé biohasznosulasnak tobb oka is lehet, ilyen pl. a csokkent felszivodasi
képesség a bélrendszeren keresztiil/elégtelen permeabilitas, a rossz oldhatosag, csokkent kémiai

stabilitas és fokozott metabolizmus [3].

A permeabilitas egy vegyiilet lipidmembran kettdsrétegen torténd atjutdsanak sebességét
adja meg. Egy gyogyszervegylilet a szervezetiink kiilonbozo belépési kapuin keresztiil szivodik
fel, illetve oszlik meg kiilonb6zd vizterekben és szovetekben. Ilyen belépési kapu pl. egy
kendcs, vagy tapasz esetén a bor hamszovet, szemcsepp esetén a szaruhdartya, illetve a per os
gyogyszeradagolas esetén a tapcsatorna (gasztrointesztinalis traktus), de a vérkeringésbe jutva
a hatébanyagok a szervezet mas szoveteit is elérhetik, mint a majat, szivet, tiidét vagy az agyat
a vér-agy gaton keresztiil. A felszivoddshoz a vegyiileteknek at kell jutniuk a bioldgiai

membranokon, mely torténhet aktiv és passziv transzport segitségével.

Passziv transzport sordn a folyamat hajtoereje a koncentracid gradiens a membran
apikalis és bazolateralis oldala k6z6tt, a folyamat energiabefektetés (ATP felhasznalas) nélkiil
torténik. Transzcellularis diffuzi6 esetén a vegyiiletek a sejtmembranon, paracellularis
felszivodas esetén pedig a sejtek kozotti vizes porusokon haladnak at. A gyogyszerhatdanyagok
jelentds része transzcellularis Uton szivodik fel. Ezek a vegyiiletek jellemzden per os
adagolassal keriilnek a szervezetbe, leggyakrabban lipofil jellegliek, és a felszivodas soran a
vékonybélben elhelyezkedd bélbolyhok jelentdsen nagyobb feliilete eredményezi azt, hogy ez
a kedvezményezett felszivodasi forma, és nem a paracellularis itvonal [4]. A transzcellularis
felszivodas fligg az ionizalhato hatéanyagok toltottségi allapotatol, amit pKa érték ismerete
mellett a kdzeg pH-ja hataroz meg. Fiigg tovabba az oktanol-viz megoszlasi hanyadostol, és a
hidrogénkotések erdsségétdl is [5]. Paracellularis transzport jellemzéen 200 Da-nal kisebb
molekulatomegtli, hidrofil vegyiiletek esetén lehet jelentds felszivodasi utvonal [6].
Endocitézissal nagyobb, lipofilebb karakteri molekulak juthatnak at a membranokon a

vezikuldk belsejében. Aktiv transzport soran ATP befektetésével, a koncentracid gradienssel
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szemben is torténhet felszivodas, melyekhez aktiv transzportfehérjékre van sziikség.
Amennyiben az apikalis iranybol a bazolateralis irdnyba torténik a transzport akkor influxrdl,
ellentétes esetben efflux folyamatrél beszélhetiink. A membrénon torténd athaladas soran
torténhet metabolizmus is, melyért foleg a citokrom P450 izoenzimek a felelosek. Az aktiv €s

passziv transzportfolyamatok 6sszehasonlitasat az 1.abra mutatja be
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1. abra Az aktiv és passziv transzportfolyamatok bemutatasa [7]

A gyogyszermolekuldk felszivodasa elsddlegesen passziv transzporttal torténik. A
passziv transzport a Sejtmembranokon torténd atjutas elsédleges formaja a legtobb szerv esetén,
azonban a difftzi6 fontos azon molekulak esetén, melyek csekély mértékben tudnak passziv
diffuzioval felszivodni. Facilitalt diffizionak nevezziik azt a hordozok (carrier) altal végzett
transzportfolyamatot, ahol a folyamat a koncentracié gradiens iranyaban torténik, és nem
sziikséges hozza tovabbi befektetett energia. A facilitalt diffuzio féleg a maj, sziv, €és a vesén

torténd penetracio esetén jellemz6 [5]. A membranon vald atjutast Fick 1. torvényével irhatjuk

le, ez passziv transzportot feltételez.
I=]-A=-D-A-= (1)

I Diffuzids anyagaram [mol/s]

D Diffuzids allandd [m?/s]

J Diffuzios anyagiram-siiriiség [mol/m?s]
A Diffuzios feliilet nagysaga [m?]

c Koncentracié [mol/dm?]

X Térbeli koordinata [-]



2.2. Felszivodas vizsgalata a gyogyszerkutatasban

A gyogyszerkutatds folyamataban a bioldgiai célponton megfeleld valaszt ado hatdanyag
kivalasztasa nehéz és koltséges folyamat. Annak érdekében, hogy a gyogyszergyartd vallalatok
ne pazaroljak erdforrdsaikat, a szintetizalt vegyiileteket tobb szempont szerint vizsgaljak. A
gyogyszervegyiiletek korai optimalizalasa soran tobb szaz-ezer vegyiilet parhuzamos vizsgalata
sziikséges, hogy el tudjak donteni, melyekbdl valhat késébb vezérmolekula. Mivel nagy
mennyiségli mintarél beszéliink, igy sziikkség van nagy ateresztOképességli vizsgalati
modszerekre. Az in silico modellek szamitogépes szimulaciok segitségével becsiilnek adatokat
gyorsan, eczaltal egy elsddleges képet kaphatunk a vegyiiletek tulajdonsagairol. Kisebb
ateresztOképességgel, de a valdsagot jobban kozelitd adatokat szolgaltatnak a 96/384 lyuku
plate (mikrotiter talca) alapa in vitro modellek, melyek modellezhetnek csak passziv
transzportfolyamatokat (mesterséges lipidmembranok), illetve rendelkezésre allnak olyan in

vitro sejtes modellek is, melyek képesek aktiv és passziv transzport egyiittes vizsgalatara.

2.3.  Invitro felszivodas, permeabilitasi modellek

Az in vitro permeabilitasi modelleket csoportosithatjuk az alapjan, hogy sejtes, vagy nem
sejtes rendszerekrél beszéliink. Az ipari gyogyszerkutatasban altalanosan alkalmazott sejtes
vizsgalati rendszerek a Caco-2 és az MDCK modellek, ahol human vastagbél, illetve kutyavese
eredetli sejtvonalakat hasznalnak altalaban 12/24, ritkabban 96 lyukd mérdtalcakon. Mivel
ezekben a sejtes rendszerekben transzportfehérjék is megtalalhatok, ezért aktiv és passziv
transzport, tovabba metabolikus folyamatok modellezésére is alkalmasak. Ezzel szemben a nem
sejtes, mesterséges lipidmembran alapia modszerekkel (pl. PAMPA - Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay) csak passziv transzport modellezhet6. A gyogyszerfejlesztés
kiilonb6z6 szakaszaiban eltéré in vitro moddszereket alkalmaznak, hiszen a vizsgalando
vegyiiletek szdmossaganak jelentds eltérése miatt 1ényeges kérdés az ar, az ateresztoképesség,
és a transzportfolyamat, amit modellezni kivanunk (2. abra). A korai fazisban a nagyszamu
vegyiilet el6sziirése soran az in vitro PAMPA rendszer hasznalata elényds, mivel olcsobb, nagy
ateresztOképességli (96 lyukti mérétalca) [8], és emellett megfeleld kozelité eredményeket
szolgaltathat, hiszen a kismolekulas gyogyszervegyiiletek mintegy 80%-a elsddlegesen passziv
transzport Gtjan szivodik fel a tApcsatornan keresztiil. Az elsddleges sziirési feltételeket teljesitd
vezérmolekulak (lead-ek) optimalizalasahoz, és az eld-fejlesztéséhez mind a sejtes (Caco-2,
MDCK), mind a PAMPA rendszer megfeleld informaciot szolgaltat, mig a fejlesztési
folyamatban, és az in vivo preklinikai vizsgalatok értelmezéséhez inkabb a sejtes rendszerek
alkalmazasa kertil el6térbe. Ki kell emelni azonban, hogy a PAMPA rendszerrel szemben a

sejtes rendszerek hatranya, hogy a sejtek novesztésének id6tartama jellemzdéen 7-15 nap, ezaltal
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hosszu eldkészitést igényel, és a bioldgiai rendszer komplexitasanak eredményeképpen a
reprodukalhatdsaga és robosztussaga is rosszabb, mint a mesterséges lipid alapt permeabilitasi

rendszereknek [8].
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2. abra Gyogyszerfelszivodasi modellek abrazolasa a koltség, az eldrejelzés josaga és az
ateresztoképesség szempontjabol

2.4. PAMPA modell

A PAMPA egy 96-lyukt mérétalca alapu in vitro mddszer, amely passziv transzport
modellezésre alkalmas. A PAMPA lehetdséget ad kiilonb6z6 farmakokinetikai vizsgalatok
elvégzésére, tobbek kozott kiilonbozd lipidosszetételd, illetve eltéré szovetspecifikus
lipidizolatum alapti membranokon torténd felszivodas (abszorpcid) vizsgalatara, vagy szdveti
gyogyszerfelhalmozodas pl.: foszfolipidozis eldrejelzésére. A rendszer leirasara gyakran
hasznaljak a ,,szendvics” kifejezést, mivel az egy donor, és egy fogado talcabol all. A donor
oldal jellemzéen a membran apikalis, mig a fogadd a bazolateralis oldalt hivatott modellezni.
A fels6 mikrotiter talca (plate) aljan egy pdérusos polimer sziiréréteg talalhatdo melynek anyaga
szerves oldoszer hatasara nedvesedd polivinilidén-fluorid (PVDF). A sziirémembran funkcidja,
hogy tamasztékot nytijtson a mesterséges lipid oldatnak, ami a rendszerben a membrant, azaz a
modellezni kivant biologiai belépési kaput biztositja. A donor oldalra a gyogyszermolekulak
fiziologias térnek megfelelé pH-n pufferalt, jellemz6en 100-500 uM-os oldata keriil. A fogadd
oldalra rendszerint a vérnek, vagy intersticialis folyadéknak megfelelé pH 7,4-es vizes puffer
keriil. Ezt kdvetden a talcakat egymasba illesztik, desztillalt vizzel megnedvesitett papirvattaval
letakarjak a parolgasi veszteségek csokkentésére, majd erre egy miianyag fedlap keriil. Ezt
kovetden megfeleld ideig adott homérsékleten (leggyakrabban az emberi testre jellemzo
fiziologias hémérsékleten, azaz 37°C-on) inkubaljak a rendszert. Az inkubacios id6 letelte utan
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a donor ¢és fogado plate-et szétszedik, és nagy ateresztoképességii analitikai modszerekkel pl.
UV plate-olvasoval, LC-DAD-MS segitségével meghatarozzak a donor és fogaddé mérétalca
lyukaiban (well) a hatdanyagkoncentraciokat. A vizsgalt vegyiiletek penetracios sebességét az

un. effektiv permeabilitassal jellemzik.

Donor oldal

Lipid membran

Passziv diffuzio

Fogadé oldal

3. abra A PAMPA rendszer elrendezése [9]

_ —2,303 . VEVDp . _ VEVp . cp(t)
Fe = A(t—Tgs) (VF+VD) log [1 ((I—MR)-VD) cp(0) (2)
A Sziiréfeliilet [cm?]
t Inkubacids 1d6 [s]

Tgs Az allandosult allapot bealltanak ideje [s]

VE A fogadé oldal térfogata [cm®]

Vb A donor oldal térfogata [cm®]

Cp A vizsgalt vegyiilet donor oldali koncentracioja [mol/cm?]
MR  Membranretencio [-]

Pe Effektiv permeabilitds [cm/s]

Az egyenletben szereplé MR rovidités a becsiilt membranretencid, mely a membranban

ragadt hatbanyag mennyiségét jelenti.

_ (1 _<p® _ Vrcr@®)
MR = (1 CD(O) Vp CD(t)) (3)

cr(t) A vizsgalt vegyiilet fogadd oldalon mért koncentracioja a ,,t” iddpillanatban [mol/cm®]
11



A PAMPA rendszerrel az els6sorban passziv transzport segitségével felszivodo
vegyliletek  vizsgalhatok megfeleld josaggal, azonban a megfeleldé paraméterek
megvaltoztatasaval a rendszer jol kozelitheti az in vivo adatokat. A membranrendszert tekintve
alkalmazhatunk lipid nélkiili old6észermembranokat, mint a dodekan, hexan, vagy
hasznalhatunk Gn. monolipid membrant, ahol egyfajta foszfolipid szerves olddszeres oldatat
hozzuk létre (pl. foszfatidilkolin, foszfatidiletanolamin, stb.) A foszfolipidek mellett egy a
membranintegritast nagymértékben befolydsoldé membranalkotdt, a koleszterint is szoktak
alkalmazni. Ezek mellett hasznalhatunk a mesteséges membran kialakitasanal joval
Osszetettebb un. szovetspecifikus lipidkeverékeket, melyek jellemzéen allati (sertés,

szarvasmarha) eredettick.

A PAMPA modell egy masik valtoztathato paramétere a vizes kozegek pH-ja.
Hasznalhatunk izo-pH-ja rendszert, ahol a donor és fogado oldalon is azonos, jellemzéen az
intersticialis térnek, vagy a vérnek megfelelé pH 7,4-es kozeget alkalmaznak. Gradiens-pH
esetén a donor és fogado oldal pH-ja eltérd. A fogado oldal jellemzden itt is 7,4-es pH-ju, mig
a donor oldalon kialakitott pH 2-8-as kozeg a gasztrointesztinalis traktus egyes szakaszainak
(2,0 - gyomor, 5,5 — patkobél, 6,5 — vékonybél, stb.) felel meg. Az ionizalhaté molekulak
effektiv permeabilitdsa jelentdsen valtozhat a kozeg pH-javal, a toltéssel nem rendelkezd
molekulak esetén izo-, és gradiens pH esetén is hasonld a penetracié értéke. Gyenge savak
permeabilitasa jelentdsebb, gradiens pH alkalmazasakor, (ha pHgonor < PHakceptor) Mint izo-

pH rendszerben, mig gyenge bazisok esetén éppen ellenkez6 hatas figyelheté meg [10].

Rosszul 0ld6dé vegyiiletek esetén mind a donor, mind a fogad6 oldalon célravezet6 lehet
koszolvensek (pl. DMSO vagy acetonitril) alkalmazasa is. Altalanossagban a vizzel elegyedd
koszolvensek adagolasa varhatoan csokkenti a membran-viz megoszlasi hanyadost. Novekvo
mennyiségli koszolvens adagoléasa esetén megfigyelhetd volt, hogy a permeabilitasi koefficiens

értéke csokkent [11].

A fogad¢ celldban hasznalhatdé még akar human szérum albumin (a vérplazma pontosabb
novelve/allando értéken tartva a koncentracid gradienst. Sawada és munkatarsai kimutattak,
hogy a plazmafehérje kotddés jelentdsen befolyasolja a molekuldk permeabilitasat
sejtmembranok esetén. Penetracid soran a fogadd oldalon megjelend anyagok mennyisége
jelentdsen befolydsolhatd a jelenlévd szérum fehérjék segitségével, melyek a membranrol

torténd deszorpcid sebességét befolyasoljak [10].

Az inkubalasi koriilmények valtoztatasaval érhetiink el minél inkdbb az in vivo
rendszerhez hasonlito koriilményeket. Az inkubalas jellemz0 idotartama 1-24 6ra a vegyliletek
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lipofilitasatol fiiggben [12]. Az inkubalas torténhet szobahdmérsékleten, azonban jelentdsen

rrrrrr

végezzik.

Végiil a fogado cella kevertetése a felszivodas utjat meghatarozo, a vér higitasi és
elszallitasi hatasat hivatott modellezni melynek koszonhetéen a membran nem kevert
hatarrétege, a koncentracié gradiens jelentdsen befolydsolhatd. Az anyagatadasi muveletek
soran, ha turbulens aramlés van a folyadék f6tomegében, megkiilonboztetiink egy turbulens,
egy atmeneti és egy laminaris réteget. A lamindris hatarréteg vastagsidga fiigg a keverés
hatékonysagatol, itt az anyag csak diffuzié segitségével halad at [13]. A kevertetés hatasara
lecsokken a nem kevert hatarréteg vastagsaga, mely azt eredményezi, hogy csokken a rétegen
diffazioval torténd athaladas ideje. A keverés torténhet pl. egy un. orbital plate shaker
segitségével, mely egy rezgd lap alkalmazasaval homogenizalja a well-ek tartalmat. A mddszer
hatranya, hogy a 96 lyuku cellak esetén nem egyenletesen torténik a homogén eloszlas. Mérések
alapjan kimutathato, hogy a nem kevert hatarréteg vastagsaga a plate szélén joval alacsonyabb,
mint a k6zépen elhelyezked6 well-ekben. Egy masik megoldas lehet, ha minden fogado (also)
cellat onalldan kevertetiink (4. abra), melyeket egy kiilsé magnes segitségével kozel vizszintes

iranyu forgasra kényszeritiink, igy homogenizalva az also (fogado) well-ek oldatat [14], [15].

(a)

4. abra A magneses keverdkkel ellatott PAMPA plate [14]
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2.4.1. Eltéro belépési kapukhoz kothet6 PAMPA modellek

Tapcsatorna (gasztrointesztinalis traktus) modell

A gyogyszerek jellemz0 adagoldsi formaja a szajon keresztiil torténd, oralis adagolas.
Ennek eldnye, hogy gazdasidgosan, nagy tomegben gyarthat6, jol tarolhatd hatéanyagok
kertilnek kereskedelmi forgalomba. Per 0s adagolés sordn a hatéanyag a nyeldcs6von keresztiil
a gyomorba jut, mely csekély vérellatasa, viszonylag kis feliilete, és rovid tartézkodasi ideje
révén nem jarul hozza jelentdsen a hatdanyag felszivodasahoz. A felszivodas legjelentdsebb
része a vékonybélben torténik, melynek pH-ja folyamatosan valtozik. A vékonybélbdl torténd
kilépés utan a vastagbélben hatéanyag felszivodas jelentsen visszaszorul. A béltraktus belsd
felét egy un. felszivoham boritja, melyen keresztiil a hatdéanyag a vérkapillarisokba, majd a
kapuvénaba, ezaltal a majba, végiil a szisztémas vérkeringésbe kertil (first pass). A 1ényegesen
valtozd pH, a nagy feliilet és jo vérellatds mellett még a gyomor és béltraktus mozgasa is
jelentésen befolyasolja a felszivodast a tranzitid6 révén. A tranzitidé az egyes szakaszokon
torténd athaladds iddtartama, mely eltér lires és taplalt gyomor esetén is. Befolyasolhatja a
felszivodast az ételinterakcid, mely az élelmiszerekkel torténé kolesonhatas. A felszivodas
transzcellularis, paracellularis moédon passziv transzport segitségével, emellett facilitalt
diffuzidval, aktiv transzporttal is torténhet. Megfeleld felszivodas eléréséhez a gyogyszernek
némileg vizoldhatonak, azonban a membranon keresztiili atjutasahoz megfeleléen lipofilnak is
kell lennie. Végiil fontos, hogy ellenalldé legyen a gyomor savas kozegével, a hidrolitikus

enzimekkel szemben, és el6nyos, ha a molekula mérete nem tal nagy (< 500 Da) [16].

A kutatocsoportunk altal is hasznalt modszer szerint a gasztrointesztinalis traktust
modellez6 GI-PAMPA modellben a hatéanyagok 6,5-6s pH-ju foszfatpufferben (PBS)
kertilnek felolddsra. A membranok eldallitisdhoz 16 mg foszfatidilkolin (PC) és 8 mg
koleszterin (CHO) oldunk 600 ul dodekanban. Az igy eléallitott membranbol 5 pl-t mériink Ki
minden well-be. A donor oldalra 150 ul hatéanyagoldatot, a fogado platebe 300 ul 7,4-es pH-
ju PBS oldat keriil kimérésre. A rendszer 0sszeillesztését kovetden az inkubacid 37°C-on 4 6ran
keresztiil torténik [17]. A gasztrointesztinalis traktus soran eltérd szakaszok esetén eltéré pH
értékek jellemzdek. A gyomor esetében erdsen savas pH 2-es, a vékonybél esetén atlagosan pH
6,5-0s az apikalis kozeg. A modellezni kivant szakasztol fiiggden tehat a donor oldal pH-janak

beallitasdval modellezhetd megfelelden a fennalld koncentracid gradiens.
Transzdermalis modell

A szervezetet a kiilvilagtol elvalasztd legnagyobb szerviink a bor, igy a boéron keresztiili
felszivodas fontos kérdés a gyodgyszerkutatasban, illetve a kozmetikai iparban is. A béron
keresztiili felszivodast hasznaljak ki pl. hormonpotlasnal, nikotin tapaszok esetén, illetve akar
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fajdalomcsillapitok lokalis bejuttatasahoz is. Az itt felszivodo gyogyszereknek végig kell
haladnia a stratum corneumon, mely koriilbeliil 50% ceramidot, 35% szabad zsirsavat, és 15%
koleszterint tartalmaz. A penetracio méréséhez legpontosabban in vivo adatokat hasznalhatunk,
azonban nagyszamu vegyiilet vizsgalata esetén ez draga, munkaerdigényes €s lassu, igy sziikség
van nagy ateresztOképességli vizsgalatokra. A gyakorlatban a bér-PAMPA modellezéséhez a
draga ceramidok helyett certramidokat alkalmaznak, mivel ezek olcson szintetizalhatok,
szénldncuk hossza, lipofilitasuk, hidrogén donor képességiik kdzel azonos, mint a ceramidoké.
Kutatocsoportunk 2012-es kdzleményében az in vivo adatokkal legjobban korrelald mérési
modszer 50% C8-C18 tipust certramidot tartalmazott, 25-25% szabad zsirsavval és
koleszterinnel kiegészitve [18]. Ez alkotta a mesterséges membran Osszetételét. A megfeleld
lipiddsszetételli rendszer kloroformban keriilt felolddsra, majd ebbdl 10-10 ul keriilt minden
mérési helyre. A donor oldalra kevert rendszer esetén 180 ul, nem kevert rendszer esetén 200
ul Britton-Robinson puffer segitségével elkészitett pufferoldatot toltottek, eltérd pH értékeken,
mely még 1% DMSO-t is tartalmazott. A fogado oldalra 200 ul 7,4-es pH-ja Britton-Robinson
puffer kertiilt bemérésre. Kevert rendszer esetén 4, nem kevert rendszer esetén 24-40 ora

inkubdlasi 1d6t alkalmaztak.

0]

HO
NH CH;

NH\/\/\/\/CH3
HO

0]

5. abra A gyakorlatban alkalmazott C8-C18 tipust certramid szerkezete [18]

Vér-agy gat modell

A gyobgyszerkutatds ¢€s fejlesztés soran az 1j hatdanyagok vér-agy gaton torténd
felszivodasa jelentds nehézségeket okoz, mivel a makromolekuldk kozel 100%-a, a
kismolekulas vegyiiletek koriilbelill 98%-a nem képes athaladni azon, illetve ha fel is
szivodnak, ki vannak téve szoveti lipidek altali megkotddésnek, a fokozott mértékii effluxnak,
illetve metabolitikus reakcioknak is. A vér-agy gaton torténd atjutds fontos a kodzponti
idegrendszert stimulalo készitmények fejlesztése soran, mivel a vér-agy gat agyi kapillaris erek
endotél sejtjeibdl all (cerebral endothelial cells, CECs), melyek limitaljak az athaladast a
mikroerekbe, mivel ezekben a sejtekben joval jelentdsebb a metabolikus aktivitas [12]. Az in
vitro modellek kidolgozésa soran fontos, hogy minél tobb, a vér-agy gatra jellemz6 tulajdonsag
megjelenjen a modellben, azonban az maradjon praktikus, hozzaférhet6 és nagy
ateresztOképességli. A kozponti idegrendszerbe torténd felszivodas vizsgalatara nincs

egyértelmii modszer, azonban példaul sertés agybdl késziilt kivonatok segitségével probaltak
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modellezni a felszivodast dodekanban oldva. Az eljarast Li Di és munkatarsai dolgoztak ki. A
vegyiileteket dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottdk fel, és ezt kovetden membranként
dodekanban oldott sertés agy extraktum segitségével végeztek méréseket [1], [19].

A kutatocsoportunk altal 2015-ben kidolgozott eljaras szerint a gyogyszervegyiileteket
DMSO-ban feloldva, PBS segitségével higitottak 100 uM koncentraciora (297 ul puffer+3 ul a
dimetil-szulfoxidban 10 mM-os koncentracioban oldott vegyiiletekbél). Ezt kovetben az
elkészitett oldatokat szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil razatttak, majd lesziirték a szilard
maradvanyok eltavolitasanak érdekében. A plate sziirdrétegére 5 pl polaris sertés agy extraktum
hexan-dodekan 3:1 aranyt oldatat helyezték, ezt kovetéen a rendszert 4 oOran keresztiil

inkubaltak a fiziologias 37°C-os hdmérsékleten [20].
Bukkalis nyalkahartya modell

A bukkalis nyalkahartyan torténd gyogyszerfelszivodds farmakokinetikai jelentdsége,
hogy ezzel a teljes gasztrointesztinalis traktus megkeriilhetd, ezaltal a hatéanyag gyorsabban
jut a szisztémas keringésbe, megkeriilve a first pass metabolizmust. A lehetéségek azonban
kissé behataroltak a viszonylag kis feliilet (kb. 50 cm?), az akaratlan nyelés, illetve a nyal 4ltal
elvezetett hatdoanyag miatt [21]. Az emberi bukkalis nyalkahartya tobbrétegli, és mind a
paracellularis, mind a transzcellularis uton torténhet penetracio. A felszivodas kb. 4-4000-szer
jobb, mint bérdon keresztiil [22]. A bukkalis gyogyszeradagolas gyors helyi és altalanos hatast
biztosit, mivel a szdj vérellatasa gazdag, emellett azon molekuldk alkalmazasa is lehetséges
melyek savérzékenyek. Bukkalis gyogyszeradagoldst foleg helyi hatést kifejté hatdoanyagok

esetén alkalmaznak [16].

A kutatocsoportunk altal 2015-ben kidolgozott PAMPA rendszerrel végzett mérésekhez
100 puM-os oldatokat allitottak el gy, hogy a vegyiileteket DMSO-ban oldva 10 mM-os
oldatokat képeztek, melyeket 6,8-as pH-ju foszfat pufferrel higitottak a szilikséges
koncentraciokra. Ezt kovetéen az oldatokat egy oran keresztiil szobahdmérsékleten raztak. A
donor plate-en minden lyukba 5 pl dodekan, vagy dodekanban oldott lipidek keriiltek (pl.
foszfatidilkolin és koleszterin). Az alkalmazott membrankompoziciokkal megmért
permeabilitas értékeket ex vivo adatokkal (sertés bukkalis nyélkahartya) Osszevetve a
legmagasabb korrelaciot a lipidmentes dodekan segitségével érték el. Ezt kovetéen a donor
oldalra 150 pl gyogyszeroldat, a fogadé oldalra 300 pl 0,01M-o0s 7,4-es pH-ju foszfatpuffer
kertilt kimérésre. A rendszert ezt kdvetden 4 oran keresztiil 37°C-os hdmérsékleten inkubaltak

[23].
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Szaruhartya modell

Az emberi szem esetén tobbnyire helyi alkalmazasu (topikalis) formulakat hasznalnak,
mivel a szem egy viszonylag elszigetelt szerv. A topikalis alkalmazas elénye, hogy
fajdalommentes és tobbnyire egyszerii (pl. a szemcseppek, szemken6csok hasznalata), azonban
a szemen keresztiili penetracio Osszetett folyamat, a konnyképzodés, és az akaratlan pislogas
miatt. Tovabbi gyogyszerveszteséget okozhat még a megkotddés a konnyfilmben 1€vo
fehérjéken és a metabolizmus is. A felszivodas soran eldnyt jelent, ha a vegytilet lipofil
tulajdonsagu, és kisebb méretli, mivel a makromolekulak szamara szinte teljes mértékben
athatolhatatlan a szaruhartya hamszovet. A kutatadsok megmutattak, hogy a helyi alkalmazast
vegyliletek minddssze kb. 10%-a képes elérni az intraokularis teret a szem Ontisztito
mechanizmusainak és a gyér felszivodasnak kdszonhetden [24]. A felszivodast a sejtek szoros
illeszkedése (tight junction) jelentdsen megneheziti, ezért a preferalt ut a paracellularis,
azonban a lipofil vegyiiletek inkdbb a transzcellularis utat valasztjadk. Mindazonaltal a tulzottan
lipofil tulajdonsagu vegyiiletek felszivodasat a hidrofil jellegli tamasztoszovet (stroma)

limitalhatja [25].

crer

modszer is rendelkezésre all. Az ex vivo és a sejtes moddszerek laboratoriumi allatok
felaldozasaval jarhatnak, mig a nem-sejtes PAMPA modszer egy foszfolipid membran
segitségével kinal lehetOséget a permeabilitas vizsgalatok elvégzésére, melyet szintén
kutatocsoportunk dolgozott ki és 2019-ben publikalt. A modellmembran ebben az esetben
foszfatidilkolin (PC) hexan:dodekan:kloroform (70:25:5 V/V%) oldoszerelegyben késziilt
oldata, a rendszer izo-pH 7,4 alapu. A vegyiiletek feloldasa foszfat-pufferben (PBS, pH 7,4)

torténik, az inkubalasi id6 4 ora, hdmérséklet a szemre jellemz6 35°C [26].
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1. tablazat A PAMPA modellek 6sszehasonlitasa

Sziv

Feddlap
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Fogado
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6. abra PAMPA ¢és a segitségével vizsgalhato néhany szerv

Membran dsszetétel

Membran oldoszere

Inkubalasi koriilmények

Gasztrointesztinalis

(GI-PAMPA)

Transzdermalis

(Skin-PAMPA)

Vér-agy gat
(PAMPA-BBB)

Bukkalis nyalkahartya

Szaruhartya
(Corneal-PAMPA)

foszfatidilkolin+koleszterin

50% C8-C18 certramid
25% szabad zsirsav
25% koleszterin

Polaris sertés agy extraktum

Foszfatidilkolin és

koleszterin

Foszfatidilkolin

dodekan

Kloroform

hexan:dodekan
(3:1)

dodekan

hexan-dodekan-
klorofom
(70:25:5 VIV%)

4 ora 37°C-os hdmérsékleten

Kevert rendszer esetén 4 ora
Nem kevert rendszer esetén

24-40 oOra

4 6ra 37°C-os homérsékleten

4 6ra 37°C-os homérsékleten

4 ora 35°C-os hémérsékleten
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2.4.2. Total és polaris lipidek dsszehasonlitasa

A PAMPA rendszerrel végzett munka soran modellparaméterként valtoztathatok az

oldoszerek, a benne oldott foszfolipidek vagy szovetspecifikus lipidkeverékek is. Munkam

soran harom kereskedelmi

forgalomban kaphato

szovetspecifikus

lipidkivonat-parral

dolgoztunk (m4j, sziv és agy eredetii lipidkivonatok), paronként az egyik egy n. total, a masik

egy polaris lipidfrakcio volt. A total lipid egy kloroform-metanol oldoszerelegybdl nyert

extraktum az adott szovetbdl. Az extraktum megoszlik az ionmentesitett vizzel szemben, a

kloroformos fazist betoményitik. A polaris lipidkivonatot a total lipidb6l nyerik. A polaris lipid

készitése soran a total lipidb6l aceton segitségével készitenek egy csapadékot, és az acetonban

oldhatatlan részt dietil-éter segitségével extrahaljak [27]. A mérési munkam soran alkalmazott

harom lipidmembran-par a sziv-, maj-, és agy total illetve polaris lipidek voltak. A

lipidkeverékek tomegszazalékos Osszetételét az alabbi tablazatban foglaltuk Gssze a gyarto

honlapjan megadott adatok alapjan.

2. tablazat A szovetspecifikus total és polaris lipidkeverékek tomegszazalékos Osszetétele [27]

Sziv polaris Sziv total Maj polaris Maj total Agy polaris Agy total

PC [%] 8,6 54 42 42 12,6 9,6
PE [%] 13,6 6,8 26 22 33,1 16,7
P1 [%] 1 2,5 9 8 41 1,6
PA [%] 0,6 1,1 - - 0,8 2,8
CA [%] 1,7 2,3 - - - -
Neutralis lipidek
[%] 57,7 49,8 - - - -
Ismeretlen [%] 16,8 32,1 - - 30,9 58,7
Lyso Pl [%] - - 1 1 - -
Koleszterin [%] - - 5 7 - -
Egyéb neutralis i i ) i
lipidek [%] 17 20
PS [%] - - - - 18,5 10,6

PC: Foszfatidilkolin PE: Foszfatidiletanolamin

PI: Foszfatidilinozitol PA: Foszfatidinsav

CA: Kardiolipin PS: Foszfatidilszerin

Lyso PI: Lipaz eredetii foszfatidilinozitol
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3. tablazat A foszfolipidek nettd toltései

Anyag megnevezése Netto toltes
Foszfatidilkolin 0
Foszfatidiletanolamin 0
Foszfatidilinozitol -1
Foszfatidinsav -1
Kardiolipin -2
Foszfatidilszerin -1
Lipaz eredetii foszfatidilinozitol -1
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7. abra A foszfolipidek szerkezeti képletei A: foszfatidilkolin, B: foszfatidiletanolamin, C: foszfatidilinozitol, D:
foszfatidinsav, E: kardiolipin, F: foszfatidilszerin, G: lipaz eredetii foszfatidilinozitol [28]

A gyartd altal kozolt adatok alapjan jol lathato, hogy az azonos szervekbdl szarmazo
extraktumok esetében is jelentds kiilonbségek vannak a lipidfrakciokat tekintve. Emellett az
agy- és a sziv-extraktumok esetében a gyartd altal nem ismertetett komponensek is 1ényeges

aranyban megtalalhatok.

2.5. Zeta-potencial

A Zeta-potencial vagy mas néven elektrokinetikus potencial, egy a kolloid részecske
nyir6d feliiletén (shear plane/slipping plane) ébredd potencial, mikdzben az egy elektromos
térben (elektrolitban) mozog. Mikor részecskéket folyadék fazisban diszpergalnak, akkor azok
feltiletén egy Un. elektromos kettdsréteg (electric double layer, tin. Stern-réteg ¢és difftizios
réteg) alakul ki. A bels6 réteg fleg olyan ionokbdl vagy molekulakbol alakul ki, melyek
ellentétes toltésiick a részecskéhez képest, ezt hivjuk Stern-rétegnek (8. abra). A tovabbi

részeken a feliileti toltéseknek koszonhetden az elektrosztatikus hatdsok exponencidlisan
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csokkennek (nullaba tart), azonban ezek a gyakorlatban a feliilettdl csupan néhany nm
tavolsagig észlelhetdk. A Stern-rétegen kiviil egy diffuzios réteg alakul ki, mely ezzel egyiitt
alkotja az elektromos kettosréteget. A difftizios réteg dinamikusan valtozik és jelentdsen
befolyasolhatja pl. a pH, az ionerdsség €s a koncentracio is. Elektromos tér hatasara a toltott
részecskék a veliik ellentétes toltéssel rendelkezd elektrod iranydba mozdulnak el, ez az
elektroforézis jelensége. A diffuzios rétegen kiviill van egy hipotetikus feliilet a mozgd
részecskefazis és a folyadékfazis réteg kozott, ez az un. nyird feliilet. A Zeta-potencial tehat a
folyadék-részecske hatarfeliiletén kialakuld potencial, melyet mérni elektroforetikus

fényszorodason vagy elektroakusztikus jelenségen alapulva lehet [29].

Elektroforézis

=Ve e +ve

Elektrod ) = Elektrod

Nyird sik
Részecske feliilet (v
(wo) Stern-réteg

8. abra Az elektroforézis bemutatasa [29]

Elektroforetikus fényszorodas

Az elektromos tér hatdsdra mozg6 részecskék feliiletén megtorik a beesd 1ézersugar,
aminek hatasara annak frekvenciaja megvaltozik az eredeti 1ézersugar frekvenciajahoz képest.
A frekvencia valtozasa aranyos a részecske sebességével (Doppler eltolodas). A részecske

sebességének meghatarozasa utan a Zeta-potencial szamithato.
Elektroakusztikus jelenség

Egy nagy frekvencids elektromos mez6t alkalmaznak, mely a részecskéket oszcillald
mozgasra kényszeriti. Az oszcillacio mértékét befolyasolja a Zeta-potencial és a részecske

mérete [29].
2.6. A gyogyszervegyiiletek kolcsonhatasai lipidmembranokkal

A hatéanyag-lipid kolcsonhatasokat harom csoportba sorolhatjuk. Az elsé a

gyogyszervegyliletek megoszldsa a membran felé. A maésodik a gyogyszervegyiilet és a
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lipidmembran tulajdonsagainak hatdsa a permeabilitasra. A harmadik a gyogyszerek hatasa a
lipidmembranok tulajdonsagaira pl. a lipid kettésréteg domainjeben torténd lateralis
szervezddésiikre. A gyogyszer-lipid kolcsonhatasok 1ényeges szerepet jatszanak pl. a

gasztrointesztinalis permeacioban, és a testben torténd eloszlasban.

A gyogyszervegyiilet-lipid kolcsonhatasok elérejelzésének az egyik legegyszeriibb
modja a szamitott lipofilitas értékének meghatarozasara (clogP). Mivel az oktanol a lipid
kettosréteghez hasonloan lipofil, és részlegesen amfifil sajatossagu, ezért az adatok némileg
korrelalnak, azonban az oktanol-viz rendszerben mért logP értékek nem tokéletesek a lipid-viz
megoszlas leirasara. Neutralis molekulak megoszlasanak becslésére alkalmazhat6 a szamitott
megoszlasi hanyados (clogD), azonban savas/bazikus karakterti vegyiiletek esetén a korrelacio
mértéke csekély. Ez jelentés probléma, mivel a gyogyszervegyiiletek minddssze 37%-a
semleges karakterli, igy ez minddssze ezek becslésére megfeleld. Becsiilt adatok esetén a
korrelaciot jelentdsen javithatja az anizotrop membran modell haszndlata a szdmitasok soran.
Az oktanol-viz megoszlas alapjan szamitott adatok eldrejelz6 képessége nem tokéletes, mivel
a lipid kett6sréteg egy heterogén és anizotropikus kozeg. A polaris csoportokkal rendelkezé
vegyitiletek a lipid-viz feliileten, az inkabb lipofil tulajdonsdgokkal rendelkezd vegyiiletek a
pedig a lipidek lipofil oldallancaban gazdag teriileten agyazodnak be. A lipidek kettsrétegbe
rendezddése sorédn a lipofil zsirsav oldallancok a kettdsréteg belsejében, a hidrofil részek pedig
kettosréteg kiilsd felén helyezkednek el. A toltéssel rendelkezd gydgyszervegyiiletek koziil
térallasat tekintve preferalt, ha a vegyiilet negativ fele halad a lipid kettdsréteg fel¢, ebben az
esetben jobb kotddés érhetd el a vegyiilet €s a lipid kozott. Hidrofob aromés gytirtik esetében
jobb kapcsolat kialakitasa érheté el amennyiben azokat halogénezik. Ez annak kdszonhetd,
hogy a halogénatom eltolja a gytiriis vegyiilet toltés eloszlasat, ezzel kialakitva egy kedvezébb
negativ toltést a gytir(i kozepében. Egy masik tulajdonsag, amely nem jellemezhet6 tokéletesen,
az oktanol-viz megoszlasi hanyados segitségével a lateralis nyomasprofil. Ezzel kapcsolatos
tulajdonsagok pl. a lateralis nyomas, a hajlitasi fesziiltség (curvature stress) és az effektiv
geometrikus alak. A lipid kettsrétegnek, amennyiben nem fesziti erd, vagy nincs
Osszenyomva, nincs, vagy kozel nulla a lateralis nyomasa. Amennyiben barmilyen mas hatast
érzékel, akkor ez a nyomasprofil megvaltozik. Ha egy minden pontban kdzel azonos
térszerkezetli molekula probal a kettdsrétegbe bejutni akkor nincs ezzel ellentétesen kialakulo
nyomasprofil, azonban amennyiben a lipid eltéré mélységében eltéré méretii/szerkezetli a

belépé molekula, megfigyelhetd a lateralis nyomasprofil kialakulasa [30].
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3. Célkitiizés

A munkdm célja kiilonbozd, kereskedelmi forgalomban elérhetdé szovetspecifikus
lipidkeverékek (vér-agy gat-, mdj-, és szivspecifikus lipid extraktumok) alkalmazasaval
kémiailag diverz gyogyszervegyiiletek permeabilitasi viszonyainak 6sszehasonlitasa a PAMPA
rendszer segitségével. A gyogyszervegyiiletek eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagainak
koszonhetéen (molekulatomeg, sav-bazis Kkarakter, lipofilitas, oldhatdsag, polaros
molekulafelszin) varhatoan kiilonb6z6 mértékben képesek felszivodni az egyes szovetekben. A
munkam tovabbi célja olyan fizikai kémiai paraméterek azonositasa statisztikai és egyéb
keminformatikai médszerekkel, melyek varhatdan fontos szerepet jatszanak az adott szovetekre
vonatkozo6 felszivodasi folyamatok leirasaban. Munkamat a kutatocsoport KU Leuven-nel
(Belgium) k6z6s CELSA palyazatanak (CELSA/21/019: Active learning and interpretation of
computational model on tissue specific permeability for stock and virtual drug discovery

library) keretein beliil végeztem.

23



4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt vegyiiletek, anyagok

A mérésekhez sziikséges total és polaris lipidkivonatokat az Avanti Polar Lipids Inc.-t6l
szereztik be. Az olddszerek koziil a hexén, dodekan és a kloroform és a gradiens HPLC
mindségii acetonitril a Merck Kft. -tél szarmazott. A foszfat-puffert (PBS) a Merck Kft. altal
forgalmazott sokeverék segitségével készitettiik el. A foszfat-puffer készitéséhez sziikséges
desztillalt vizet a Milli-Q viztisztitdé berendezés segitségével allitottuk eld. A felhasznalt
gyogyszeripari standard vegyiileteket az alabbi tablazatban Gsszegeztem, mind a Merck Kft.-
tdl szarmazik. A ,,PGY0072” koéddal ellatott vegytilet az Egis Gyodgyszergyar Zrt.-t0l szarmazo,

kutatasi célra adomanyozott gyogyszerszeri vegyiilet.

4. tablazat A permeabilitas vizsgalatra kivalasztott vegyiiletek

Sorszam Vegyiilet neve Sorszam Vegyiilet neve
Ambroxol hidroklorid ~ 17- Enoxacin

2. Buspiron hidroklorid 18. Rozuvasztatin

3, Cetirizin dihidroklorid Koffein

4. Dexametazon 20. Furoszemid

5. Dibukain 21. Cefuroxim

6. Famotidin 22. Labetalol hidroklorid

7. Flutamid 23. Ibuprofén

8. Indapamid 24. Szulindak

9. Lamotrigin 25. PGY0072*

10. Lanzoprazol 26. Piroxikam

11. Levomepromazin 21. Propamidin

12. Metoprolol tartarat 28. Ramipril (anhidrat)

13. Nepafenak 29. Szulfametoxazol

14. Nitrazepam 30. Fenitoin

15. Norfloxacin 3L Verapamil hidroklorid

16. Ondanzetron 32. Warfarin

*A PGY0072 szerkezeti képlete:




4.2. Alkalmazott eszkozok, modszerek

4.2.1 Felhasznalt eszkozok

A vizsgalatok soran 96-lyuku polipropilén plate-eket hasznaltunk (Agilent Technologies,
Denmark, 0,5 ml/lyuk). A PAMPA permeabilitas méréséhez erre a célra kialakitott 96-lyuka
plate-eket hasznaltuk (donor sziiré plate: Millipore Multiscreen® IP Filter Plate, MAIPNTR10,
porus méret: 0,45 um; fogado plate: teflon (PTFE) plate, Millipore Multiscreen® Acceptor
Plate, MSSACCEPTOR). A folyadékok kimérésére Eppendorf® Research®, Research® plus
automata, illetve manudlis pipettakat hasznaltunk. A plate-ek inkubaldsahoz a Heidolph
Titramax 1000 és Incubator 1000 késziilékeket hasznaltuk. A hatdéanyagok feloldasanak
érdekében egy Bandelin Sonorex Digiplus ultrahangos fiirdét és egy IKA® vortex 3 kémcs6razo
késziiléket alkalmaztunk. A mintak vizsgalatahoz egy Agilent 1100, diédasoros detektorral,
kvaternerpumpaval ¢és autosamplerrel ellatott HPLC (High Performance Liquid

Chromatography) késziiléket hasznaltunk.

4.2.2 A vizsgalandé vegyiiletek kivalasztasa

A hatdéanyagok kivalasztasa soran szem el6tt tartottuk, hogy a valasztott vegyiiletek egy
széles fizikai-kémiai és szerkezeti teret fedjenek le. Az egymassal szerkezeti tulajdonsagaikban
hasonlito vegyiiletek a grafon (9. abra) vonallal 6sszekotve lathatok. Torekedtiink arra, hogy
az egymassal szerkezeti hasonlosagot mutatd vegyiiletek koziil csupan egyet valasszunk ki,
ezeket reprezentativ mintaként felhasznalva, vegyiiletkoriinket tovabbi kiilonallé molekulakkal
egészitettiik ki, teljesen véletlenszerlien. A vegyiiletek kivalasztdsa soran a kutatdcsoport
rendelkezésére all6 molekulabankbodl 172 db tulajdonsdgaiban megfeleld hatéanyag koziil

valasztottuk ki véletlenszertien a késdbbiekben hasznalt vegyiiletkort.
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9. abra A rendelkezésre allo molekulakat (172 db hatéanyag) abrazolo, a kiilonb6z6 kémiai
szerkezetli vegyliletek kivalasztasat segitd graf

A vizsgalatokra jellemz0 szerkezeti diverzitast a 10. dbra segitségével probaljuk meg
szemléltetni, ahol az Aaltalunk vizsgalt vegyiiletek sav-bazis karakteriiknek megfeleld
szinkoddal lettek ellatva és kiemelve a gyogyszerszerli vegyiiletek halmazaban. Lathato, hogy

a pontok kellden elkiiloniilnek a térben, tehat a szerkezeti diverzitas biztositott.

Az abra az un. t-elosztott sztochasztikus szomszéd beagyazasi (t-SNE) algoritmussal
késziilt, mely egy dimenzidcsokkentési algoritmus adatok vizualizalasara. Ez egy nemlinearis
algoritmus, mely minden adatpontnak képes egy helyet adni egy két, vagy haromdimenzios
térképen. A moddszer szerint két, az eredeti térben kozeli pontnak alacsony dimenzidban
egymashoz kozel kell lennie. A t-SNE algoritmus a két valoszinliségi surliség
Osszehangolasabol all, minimalizalva a két eloszlas kozotti Kullback-Leibler-divergenciat a
térképen 1évé pontok helyéhez viszonyitva. Az algoritmust hasznaljak rakkutatashoz,

bioinformatikahoz, zenei elemzések készitéséhez [31]. A 10. abran jol lathato, hogy a vizsgalt
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vegyiileteink nem csak szerkezetiikben mutatnak megfeleld divergenciat (a pontok a térben

szétszortan helyezkednek el), hanem sav-bazis karakteriiket tekintve is kiilonbozdek.

t-SNE-2

Ismert gyogyszerkincs
Neutralis

® Savas

Bazikus

® Amfoter

t-SNE-1

10. abra A vizsgalatra kivalasztott vegyiiletek eloszlasa a gydgyszerkémiai térben, a kémiai

szerkezetnek megfelel6 t-SNE koordinatak szerint, sav-bazis karakter alapjan szinezve

4.2.3 A PAMPA vizsgalatok Kivitelezése

7,4-es pH-ju foszfatpuffer (PBS) segitségével. Az anyagok feloldasat vortex €s ultrahangos
fiirdé alkalmazasaval segitettiik el6. A vizsgalatok napjan az oldatokat 10 percre ultrahangos
fiirdébe helyeztiik a megfelelé homogenizalas érdekében. Ezt kvetden a fogado plate minden
cellajaba 300 ul 7,4-es pH-ju foszfatpuffert toltottiink. A donor plate-be elészor 5 ul keriilt
minden cella aljan lathato, szerves olddszer hatidsara nedvesedd sziirérétegre az aktualisan
alkalmazott lipid extraktumbol készitett oldatbol. Ezutan egy polipropilén plate-be 300 pl

hatdanyag oldat keriilt kimérésre, melybol 150 pl a donor plate-be, a masik felét egy
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kromatografias tivegcsébe pipettaztuk a kiindulasi koncentraciéo meghatarozasanak érdekében.
Minden mérés soran 3 parhuzamos mintaelokészités tortént. A lipidoldatokat az Avanti Polar
Lipids Inc. 4ltal forgalmazott total vagy polaris lipid extraktum 16 mg-jabol készitettiik, 600 ul
oldészer hozzaadasaval, mely 5%-a kloroform, 25%-a dodekan és 70%-a hexan volt, a
kutatocsoport korabbi modszerének megfeleléen [26]. A megfeleld oldodas érdekében a
lipideket 0 °C kozelében tartottuk, ezen kiviil vortexet, és ha sziikséges volt, jeges ultrahangos
flird6t is hasznaltunk. Az igy késziilt oldatbol a donor oldal sziiréfeliiletére 5 pl-t vittiink fel,
majd a két illékony olddszerkomponens (hexan, kloroform) elparolgasat kovetden, a
megmarado ,,toményitett” dodekanos lipidrétegre a hatdanyagoldatokat is bemértiik. Ezutan a
donor és fogadd plate-eket osszeillesztettiik, majd a szendvicsszerii elrendezés tetejére egy
desztillalt vizzel megnedvesitett sziirdpapir, valamint egy miianyag fed6lap kertilt az inkubalas
soran megnovekedett parolgas csokkentése érdekében. A donor és fogado oldal 6sszeillesztése
utan egy Heidolph Titramax 1000 késziilékben 4 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk a rendszert.
Az inkubacids id6 letelte utan a donor plate-et kiemeltiik a fogadé mérétalcabol, majd mind a
donor, mind a fogad6 oldal Gsszes cellajabol 150-150 pl mintat vettiink, és ezeket egy
kromatografids livegcsébe pipettaztuk. A koncentrdciok meghatarozasa HPLC segitségével
tortént. A kromatogramok felvétele egy diddasoros detektor (DAD) segitségével tortént, a
csucsteriileteket 220+ 2 nm-en hataroztuk meg. Az effektiv permeabilitds és a
membranretencid szdmolasahoz a (2) és (3) egyenleteket hasznaltuk, a kiindulasi, donor-,

illetve fogado oldali csucsteriiletek ismeretében.

4.2.4 A Zeta-potencial mérések kivitelezése

A Zeta-potencidl méréséhez eloszor liposzoméakat készitettink a megfeleld
lipidextraktumokbol. Ehhez elészor 5 mg lipidkivonat keriilt feloldasra 2 ml kloroformban egy
gomblombikban. A szerves fazist egy rotacids vakuumbeparl6 segitségével 25°C-on, 50 rpm
fordulatszamon és 100 mbar nyomas alatt elparologtattuk, (Biichi R-210, Biichi, Flawil, Svajc)
ezaltal vékony filmréteget kialakitva. Ezt kvetden a filmréteget S ml PBS (pH 7,4) segitségével
hidrataltuk, 1 mg/ml-es végleges lipidkivonat koncentraciot kialakitva. A mintakat vortex
(Biobase MX-S, Jinan, Shandong, Kina) segitségével homogenizaltuk 500 rpm fordulatszamon
5 percen keresztiil, és idOrdl-idére a diszperzid6 homogenizalasat ultrahangos filirdovel
(Elmasonic S30, Elma Ultrasonic Technology, Singen, Németorszag) segitettiik eld. A

liposzomakat felhasznélasukig 4°C-on taroltuk.

A liposzoéma mintdk méreteloszlasat és Zeta-potencial értékét Malvern Zeta sizer ProBlue
részecskeanalizatorral hataroztuk meg. A liposzoma elegyeket (1,0 ml) higitas nélkiil 1x1 cm-

es kiivettdkba (DTS0012) pipettaztuk, majd DIP cell (Zen1002) mérdfej segitségével
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fényszorodas mérést és Zeta-potencidl mérést hajtottunk végre 37,0°C-on termosztalva. Az
adatok kiértékelésére ZS Explorer szoftvert alkalmaztunk, minden mintat harom parhuzamos

méréssel vizsgaltunk.

4.2.5 HPLC vizsgalat

Késziilék Agilent 1100 HPLC (autosampler, kvaterner pumpa, DAD detektor)
Kolonna Kinetex C18 3x30 mm részecskeatmérd 2,6 um
Eluensek A: MilliQ viz+0,1% hangyasav

B: Acetonitril: MilliQ viz 95:5 0,1% hangyasav
Termosztalas 45°C
Mérés hullamhossza 220 és 254 nm

Kiértékeld szoftver ChemStation

Gradiens program:

Idé (perc) B eluens
0-0,5 2%
0,5-2,30 2-100%
2,30-3,30 100%
3,30-4,31 100-2%

4.2.6 Kimutatasi hatar (LOD) és a mennyiségi mérés als6 hataranak (LOQ)

meghatarozasa

A kimutatasi hatar (LOD: Limit of Detection) a mért komponenseknek az a legkisebb
koncentracidja vagy mennyisége, amely a vak mintatol megbizhatdéan megkiilonboztethetd. A
mennyiségi mérés also hatara (LOQ: Limit of Quantification) az a legkisebb koncentracio vagy

mennyiség, amely még elfogadhatdé megbizhatosdggal hatarozhatdé meg.

Az LOD és LOQ értékek kiszamitasa azért valt fontossa, mert a méréseink soran nyolc
vegylilet esetén a vegyiiletek fogaddoldali csucsteriiletét nem tudtuk meghatarozni, igy az
effektiv permeabilitasuk (Pe) nullanak adodott. A Pe értékek hatarat ezekben az esetekben
érdemes az adott vegyiilet LOD értékével kozeliteni a HPLC modszeriinkre vonatkozoan.
Ennek meghatarozasahoz a hatdéanyagokbol névlegesen 10 mM-0s DMSO torzsoldatokat
készitettiink, és egy harompontos higitast végeztiink, ami 100-, 10,- és 5 uM volt minden
vegylilet esetén. A kalibracids egyenes meredekségének meghatarozasdhoz a mért tertilet és a

hozzéjuk tartozéd koncentracio értékekre egyenest illesztettiink.
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400
{ R2%2=0,9999
300 m = 0,6641
©
‘B 2004
()]
|_
100

T T v 1
0 200 400 600
Koncentracié [pM]
11. abra A propamidin mint példavegyiilet higitasi sorahoz tartoz6 egyenes meredekségének
meghatarozasa

A meredekség kiszamitdsa utan az LOD ¢és LOQ értékeket a kovetkezd képletek

segitségével szamitottuk Ki.

o
LOD =332 (4)
o
L0Q =10 (5)
ahol o: A HPLC ismételt injektalasara jellemz6 szoras
m: A kalibracios egyenes meredeksége

4.2.7 Statisztikai értékelés

A mérési eredmények értékelése soran a statisztikai probak, és a grafikonok a GraphPad

Prism 8 programmal késziiltek, a szerves vegyiiletek abrazolasa a ChemDraw program

segitségével késziilt.
ANOVA (Analysis of variance) teszt

Az ANOVA teszt egy statisztikai proba annak eldontésére, hogy van-e szignifikans

kiilonbség két, vagy tobb hasonld csoport kozott az atlag €s a variancia vizsgalataval.

A vizsgalat feltételei kozé tartozik, hogy a csoportok elemei kozott nem lehet kapcsolat,
azonos mintaelemszadmra van sziikség, a fliggetlen valtozo normadlis eloszlast, és a csoportok

varianciaja hasonlo. Az ANOVA teszteket csoportosithatjuk egy-, vagy tobbvaltozos probakra.
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Az eltérés a két proba kozott a fliggetlen valtozok szamaban van. Az egyvaltozos ANOVA
probanak egy fliggetlen, és egy normalis eloszlasu fliggd valtozdja van. A fliggetlen valtozo két
vagy tobb hasonld csoportot alakit ki. Az ANOVA teszt képes harom, vagy tobb csoport
atlaganak 6sszehasonlitasara, hozza hasonld a t-proba, mely csak két csoport 6sszehasonlitasara
képes [35]. A teszt eredménye megmutatja, hogy az eltérés szignifikans, vagy nem a csoportok
kozott, melyhez egy ,,p” értéket rendel. A ,,p” érték annak a valdsziniisége, hogy a nullhipotézis

igazsaga esetén a probastatisztika a taldlt, vagy anndl sz¢élsOségesebb értéket vesz fel.

4.3. Eredmények

4.3.1 A Kivalasztott vegyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzése

A vizsgalt 32 vegyiilet kivalasztasa soran szem el6tt tartottuk, hogy azok szerkezeti
diverzitasuk mellett egy megfelelden széles fizikai-kémiai teret fedjenek le. A vegyiiletek
molekulatomegének eloszlasa a 12/A. abran lathato. A moltdmeg kb. 200 — 700 g/mol kozott
valtozott, kozel normalis eloszlast kovetve. A Lipinski szabdly szerint a gyogyszerszeri
vegyiiletek jellemzéen 500 Da alatti molekulatomeggel rendelkeznek, ami méréseink soran
alkalmazott vegyiiletek 94%-ara teljesiil. Az Oprea szabaly teljesiiléséhez a molekulatomegnek
460 Da-nal kisebbnek kell lenni, hogy egy hatéanyag vezérmolekula-szer(i legyen [32]. Ennek
a kovetelménynek 32 vegyiiletbdl 28 felel meg. A Clark & Lobell szabaly szerint a vér-agy gat

Da, a feltétel ebben az esetben is 28 molekulara teljesiil [33], [34].

A 12/B. abran a méréseink soran alkalmazott hatdéanyagok szamitott lipofilitas, és
megoszlasi hanyados értékei lathatok. A hatdéanyagok kivalasztasa soran alkalmazhatunk gyors,
a vegyltiletek szerkezetébdl adodo kivalasztasi szabalyokat. A Lipinski szabaly (rule of five)
szerint a passziv transzporttal felszivodd gyodgyszer-szerli vegyiiletek lipofilitisa nem
haladhatja meg a logP =5 értéket [35]. Az Oprea szabdly szerint a vezérmolekula-szerti
vegyiiletek —4 < logP < 4,2 lipofilitasi tartomanyban helyezkednek el. A vér-agy gaton
torténd atjutas sziikséges feltételét irja le a Clark & Lobell szabaly, mely szintén a megoszlasi
hanyadosra vonatkozik, annak megfelel6ségi tartomanya 1 < logD; , < 3. Az 4bra alapjan jol
lathat6 tehat, hogy a méréseink sordn hasznalt gyogyszervegyliletek egy része lipofilitasa
alapjan képes lehet a vér-agy gat penetraciora, és szinte minden altalunk hasznalt vegytilet
megfelel a Lipinski és az Oprea szabdlynak is. A Clark & Lobell szabdly altal tamasztott

kovetelménynek minddssze 13 vegyiilet felel meg, ami kb 41% [32]-[35].
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A 12/C. abran a vegyiiletek sav-bazis tulajdonsagai lathatok, ez alapjan megallapithato,
hogy a neutralis, savas, bazikus és amfoter karaktert hordozo vegyiiletek nagyjabdl azonos

szamban szerepeltek a kisérletben.

A 12/D. abran a vegyiiletek TPSA (Total Polar Surface Area) hisztogramja lathatd. A
PSA (Polar Surface Area) a nitrogén és oxigén atomok, illetve a hozzajuk kapcsolodo polaris
hidrogénatomok altal elfoglalt feliilet (A2), mely felelés a hidrogén kotések kialakitasaért, és a
polaritasért. A penetracié soran elonyt jelenthet a vegyiiletek szamara, ha a TPSA érték
alacsonyabb, pl. a vér-agy gaton torténd felszivodashoz jellemzden 90 A2-nél kisebb feliilet
sziikséges. Bebizonyitottak tovabba, hogy a 60 A2-nal kisebb feliilet esetén teljes mértékben,
140 A? felett azonban egyaltalin nem figyelhetd meg intesztinalis sejteken keresztiili
felszivodas [36], [37]. A hisztogram alapjan jol lathato, hogy a vegyiiletek jelentOs tobbsége
varhatéan képes lesz az intesztindlis felszivodasra, kisebb hanyaduk pedig a vér-agy gaton
keresztiili atjutdsra is. Az abra alapjan lathatd, hogy a vegyiileteink TPSA eloszlasa sziik,
nagyjabol 60-150 A? kozé tehetd (néhany kivétellel), vagyis ez alapjan a vegyiileteink

feltételezhetden passziv transzporttal képesek kozlekedni a bioldgiai membranokon.
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12. abra A vegyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagainak gyakorisag-hisztogramjai. A: molekulatomeg;
B: clogP, clogD74 (lipofilitas); C: Sav-bazis tulajdonsag, D: TPSA — polaros molekulafelszin
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4.3.2 A Kimutatasi hatar (LOD) és a mennyiségi mérés als6 hataranak (LOQ)

eredményei

Az LOD és LOQ értékeket azokra a vegyiiletekre hataroztuk meg, melyeknek a csekély
permeabilitasuk miatt a fogadooldali cstcsteriiletét nem tudtuk integralni (5. tablazatban). Ezt
kovetden a fogadd oldali koncentraciot az LOD értékkel kozelitve meghataroztuk azt a

maximalis permeabilitast, aminél a valos értékek biztosan kisebbek.

5. tablazat A kiszamitott LOD és LOQ értékek a nyolc gyengén penetracios képességli hatdbanyag

esetén

LOD LOQ  Szamitott P,

Hatbanya
YE Ml Ml [10°cmis]

Famotidin 1,78 5,39 <0,33
Norfloxacin 0,92 2,77 <0,51
Rosuvastatin -~ 57 1,73 <0,47
Furoszemid 0,40 1,21 <0,36
Cefuroxim 1,17 3,54 <1,22
Szulindak 0,46 1,40 <0,49
Propamidin 3,16 9,58 <0,75

Ramipril 1,18 3,58 <0,90

4.3.3 Osszefiiggés keresése a vegyiiletek ionizaciés allapota és a permeabilitas értékei

kozott a vizsgalt pH-n

Mivel vizsgalatainkat izo-pH koriilmények kozott, 7,4-es pH-ju foszfatpufferben
végeztiik, az alkalmazott hatdanyagokra meghataroztuk az ACD/Percepta szoftver segitségével
(@ pKa értékek ismeretében) az erre a pH-ra jellemz6 dominans ionizacids allapotukat, és
megadtuk toltéseiket. Ezek alapjan a vegyiileteket négy csoportba soroltuk: pozitiv, negativ,
semleges és ikerionos (6. tablazat). A csoportokban 1évo vegyiiletekre mért effektiv
permeabilitas értékeket atlagoltuk, ez lathato a 13. abran. Varakozasaink szerint a semleges
(sarga) és a 7,4-es pH-n foként pozitiv (piros) toltéssel rendelkezé vegyiiletek penetracidja

magasabbnak, mig a negativ (kék) és ikerionos (z0ld) tulajdonsaga vegylileteké
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alacsonyabbnak bizonyult. A semleges vegyiiletek esetén a magyarazat viszonylag egyszerd,
mivel a hatéanyag nem rendelkezik pozitiv vagy negativ toltésti csoportokkal, ezért a lipidek
polaris fejcsoportjaban jelenlévo toltéssel rendelkezd csoportja nem tud kialakitani semmilyen
vegyiiletek esetén a membranon vald athaladast segiti a lipidmolekuldk negativ toltési
fejcsoportjaival kialakuld elektrosztatikus kolcsonhatas, mig a negativ és ikerionos
tulajdonsagu vegyiiletek esetén az athaladast neheziti az elektrosztatikus taszitas. A 13. adbran
lathato, hogy a pozitiv (piros) toltésii és semleges (sarga) hatdéanyagok effektiv permeabilitasa
(Pe) joval magasabb, mint a negativ (kék) és ikerionos (z0ld) vegyliletek esetén. A
lipidkeverékek koziil a legmagasabb Pe értékek a maj total lipid-, a legalacsonyabb a sziv total
lipidnél lathatok.

6. tablazat A vegyiiletek 7,4-es pH-n jelenlévé dominans molekularis formainak toltés szerinti
csoportositasa

Pozitiv (+) Negativ (-) Semleges (0) Ikerionos (+/-)
Ambroxol hidroklorid Cetirizin dihidroklorid Dexametazon Norfloxacin
Buspiron hidroklorid Rosuvastatin Flutamid Enoxacin
Dibukain Furoszemid Indapamid

Famotidin Cefuroxim Lamotrigin

Levomepromazin Ibuprofén Lanzoparazol

Metoprolol tartarat Szulindak Nepafenak

Ondanzetron PGY0072 Nitrazepam

Labetalol hidroklorid Piroxikdam Koffein

Propamidin Ramipril (anhidrat) Fenitoin

Verapamil hidroklorid

Szulfametoxazol

Warfarin
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13. abra A vegyiiletek atlagos permeabilitasa membranok, és molekularis formak szerinti lebontasban

4.3.4 A lipidmembranok osszetétele és a Zeta-potencial kozotti osszefiiggések

A 14. abran az egyes lipidkivonatokban a lipidalkotok mennyisége lathatd
tomegszazalékban kifejezve, netté semleges (+/-) és negativ toltésiik szerint csoportositva. A
nettd negativ t6ltésti lipidalkoték legnagyobb mennyiségben az agybol szadrmazo
lipidkivonatban talalhatok, melyek koziil a legmeghatarozobb a foszfatidilszerin. A sziv és agy
eredetli lipidkivonatokndl lathatoan még a gyartd altal nem ismertetett lipidalkotdk is jelentds

részét alkotjak az osszetételnek.
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14. abra A semleges és ionos lipidfrakciok mennyisége. A: nettd semleges komponensek, B: netto

negativ toltésti komponensek

A vegyiiletek nettd semleges, illetve negativ toltésii (ionos) lipidkomponenseinek aranyat

a 15. abra mutatja be. Lathato, hogy a legnagyobb ionos (-) / semleges (1) tdltéshanyad az

agyi lipidekre jellemzd (a korabban emlitett magas foszfatidilszerin tartalom miatt).
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15. abra A kiilonb6z6 total és polaris lipidek ionos és semleges lipidalkotoéinak hanyadosa

A 16. abran a total és polaris lipidkivonatok Zeta-potencial értékei lathatok. A mérési
eredmények alapjan 6sszehasonlitasra keriiltek paronként a maj-, sziv-, és agy lipidkivonatok,
illetve szovetek kozott a total-total és polaris-polaris lipidfrakciok ANOVA proba segitségével.
A szignifikans zeta-potencial kiilonbséget mutato lipidkivonatok eredményeit vonallal kotottitk
Ossze, és minél nagyobb eltérést mutattak az adott adatcsoportok, annal tobb csillaggal

érzékeltettiik az eltérést.

Habar els¢ attekintésre a kiillonbozé szoveti eredetii total és polaris lipidkivonatok
izolalasi technikdja hasonlo, a Zeta-potencidlokat jellemzd, harom megkozelitésben végzett
Osszehasonlito ANOVA teszt segitségével sikeriilt rAmutatnunk a szignifikans kiillonbségekre
(16. abra). A 16/A. abra az egyes szoveti izolatumok total és polaris lipidekbdl szarmazo
liposzoma oldatai kozotti kiilonbséget mutatja, ami alapjan mindharom membran esetén
szignifikans kiilonbség volt azonosithatdo. A lipidosszetétellel Osszevetve, a legfobb
kiilonbséget itt a gyart6 altal nem ismertetett komponensek okozhatjak, mivel ezek esetén nagy
az eltérés, és ezek relative nagyobb hanyadat képzik az extraktumoknak. A harom lipidkivonat-
par (total-polaris) koziil az agy esetén figyelhetd meg a legnagyobb kiilonbség a zeta-
potencialok kozott. Ezt alatamaszthatja az Gsszetételben valo eltérés, ugyanis itt a legnagyobb
kiilonbség a foszfatidilszerin és a gyartd altal ismeretlennek jelolt komponensek

mennyiségében. Ezen kiviill a 15. dbran azt is lathattuk, hogy az ionos/semleges
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lipidkomponensek aranyéaban szintén az agy esetén lathat6 kiugro kiilonbség, hasonld okokbol

kifolyolag.
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16. abra A total és polaris lipidkivonatok Zeta-potencialjai. A: az adott szerv total és polaris
lipidkivonatainak 6sszehasonlitasa, B: a total lipidextraktumok szervspecifikus 6sszehasonlitasa,
C: a polaris lipidextraktumok szervspecifikus 6sszehasonlitasa; a szignifikans kiilonbségek
kimutatasara ANOVA Sidak-féle multiple comparisons tesztet hasznaltunk: **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001

Kizardlag a total lipidkivonatokra fokuszalva, a legnagyobb kiilonbség az agy €s a m4j
eredetli lipidek esetén mérhetd zeta-potencialok kozott figyelhetd meg, de szignifikdns
kiilonbség lathaté a sziv-agy totalis lipidkivonatpar esetén is.(16/B. bra). Igy tehét ujra az agy,

mint szovet emelkedik ki a sorbol, ahogy az a lipiddsszetételnél is tapasztalhato volt.

Amennyiben a polaris lipidkivonatokat hasonlitjuk 6ssze a Zeta-potencialok tekintetében,
a m4j a kiemelkedd, tehat a maj-agy, illetve a maj-sziv eredetli lipidek kozott figyelheté meg
szignifikans kiilonbség. A sziv és m4j lipideket Osszehasonlitva az lathato, hogy a m4j tobb
PC-t, PE-t és PI-t tartalmaz, mig a sziv kivonat esetén igen nagy aranyuak az ismeretlen
Osszetevok. A maj és agy lipidkivonatok kozotti eltérés hasonld okokra vezethetd vissza, mint

ahogy azt a total lipidfrakcioknal leirtuk.
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17. abra A kiillonb6z6 szoveti lipidekbdl készitett liposzomak atmérdviszonyai

A 17. abran a lipidkivonatokbol készitett liposzomdk méretei lathatok, melyek szintén
hozzéjarulhatnak a zeta-potencidlokban mérhetd kiilonbségekhez A maj és agy kivonatok
esetén a total €s polaris lipidextraktumok mérete kozel hasonld, a sziv lipidek esetén jelentds,
kozel otszords méretkiilonbség van a total lipidkivonat javara. ANOVA teszt segitségével
Osszehasonlitottuk paronként a kiillonbségeket, és a méj-agy extraktumok esetén nem mutathatd
ki szignifikans eltérés, mig a sziv frakciok esetén — a varakozdsoknak megfelelden - a kiilonbség
egyértelmiien szignifikans (,,p”’<0,0001). A 16. és 17. abra tendencidit 6sszevetve azt lathatjuk,
hogy bar méretben a sziv total extraktumbol képzett liposzomak kiemelkeddk, a rajuk jellemzo
zeta-potencidl csak a szivhez képest szignifikansan kiilonb6z06, igy valdsziniileg a méret ebben
az esetben kevésbé lényeges paraméter a Zeta-potencial alakuldsdban, mint a tényleges

lipiddsszetétel.

4.3.5 A vegyiiletek szoveti lipidkivonat-paronként mért permeabilitisanak

o0sszehasonlitasa

A mért effektiv permeabilitas (Pe) és membranretencié (MR) értékeket szovetenként
parositva ANOVA proba segitségével vizsgaltuk. A proba soran Tukey multiple comparisons
tesztjét végeztiik el, mely sem a permeabilitds sem a membranretencid esetén nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a total és a polaris lipideken végzett mérési eredmények kozott, kivéve
abban az egy esetben, amikor a maj-sziv total lipidek keriiltek Osszehasonlitasra. Ez azzal
magyarazhato, hogy a proba soran minden lipid esetén csak az atlagos membranretencio és
permeabilitas értékek keriilnek Osszehasonlitdsra, ami a kiilonb6z6 membranok esetén

Osszességében kiegyenlitddik.
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A total és polaris lipidek Osszehasonlitdsdhoz a csoportonként atlagolt permeabilitas
értekek mellett vegyiiletenként is vizsgéltunk eltéréseket, hogy megtalaljuk az atlagtol eltéréen
viselkedd hatdanyagokat. A vizsgélat két modon tortént: kétvaltozos ANOVA ¢és az ahhoz
tartozo Sidak-féle multiple comparisons teszt segitségével tanulmanyoztuk vegyliletenként a
total-poldr lipidkivonat-parok kozotti, permeabilitds értékekben tapasztalhato eltéréseket,
illetve ezeket az adatokat egymas fiiggvényében is abrazoltuk, ahol linedris regresszidval
meghataroztuk az illesztés josagat is (18. abra). A linearis regresszio Soran az egyenes mellett
a 95%-os konfidencia intervallumot is abrazoltuk. A jobb oszlopban 1év6 abrakon az ANOVA
proba soran felhasznalt permeabilitas értékek kozotti kiilonbséget abrazoltuk (Peiorqr —
Peyoisr), az adott modszerrel szamolt konfidenciaintervallumokat is feltiintetve. Tehat abban
az esetben, ha egy vegyiilet Pe értéke a total és a polaris lipidextraktumon teljesen azonos lenne,
a 18. abra bal oldali oszlopaban az egyenesen, a jobb oldali oszlopban pedig a 0-hoz huzott
szaggatott vonalon helyezkedne el. Azokat a vegyiileteket, amelyek az ANOVA proba esetén
szignifikans eltérést mutattak a total és polaris permeabilitasban, és az egyenes konfidencia
intervallumaban sem helyezkedtek el, az abran kék szinnel jeloltiik. Az linearis illesztés josagat
is vizsgaltuk. Lathato, hogy az illesztés josaga a maj (R? = 0,5071), sziv (R? = 0,6610) és az
agy (R%? =0,7226) lipidkivonatoknal rendre nd, ezaltal egyre kevesebb vegyiilet esik a

konfidencia intervallumon kiviilre.

Megfigyelhetd tovabba, hogy bar a kiilonb6zo lipidkivonatok esetén mérhetd Pe értékeket
vetettlink dssze, mégis a lipidkivonat eredetétdl fiiggetleniil tobbnyire azonos vegyiiletek esetén
azonositottunk szignifikans eltérés. A leggyakrabban szignifikans eltérést mutato vegytiletek a
buspiron, dibukain, flutamid, nitrazepam, fenitoin és a verapamil hatéanyagok voltak. Ezek
kozott vannak olyan vegyiiletek, melyek mindharom membran esetén a konfidencia
intervallumon kiviil helyezkednek el. Ezek a buspiron (logP = 3,04; logD,, = 2,68), a
dibukain (logP = 3,67; logD, , = 1,77), a nitrazepam (logP = 2,03; logD;, = 2,03), és a
verapamil (logP = 4,01; logD, , = 2,44). A jobb oldali abrakon megfigyelheté még, hogy a
kékkel jelolt vegyiiletek tendenciézusan ugyanabba az iranyba mozdultak el, vagyis szoveti
eredettdl fliggetleniil mindig vagy a total, vagy a polaris lipidfrakcion mérheté nagyobb
permeabilitasuk. A buspironnak (2) és a dibukainnak (5) a polaris, mig a nitrazepamnak (14) és
verapamilnak (31) rendre a total lipidkivonat esetén mérheté nagyobb permeabilitas érték. A
konfidencia intervallumon kiviil esd vegyiiletek a 4. tablazatban szerepld sorszamuk alapjan

kertltek szamozasra.
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18. abra A total és polaris lipidkivonatok dsszehasonlitasa a linearis regresszioval és a kétvaltozos ANOVA
teszt Sidak-féle multiple comparison tesztjével . A: A méj total és polaris permeabilitasokra illesztett regresszio;
B: Az ANOVA-hoz szamolt nominalis Pe kiilonbségek a m4j lipidkivonatokra; C: A sziv total és polaris
permeabilitasokra illesztett regresszio; D: Az ANOVA-hoz szamolt nominalis Pe kiilonbségek a sziv
lipidkivonatokra; E: Az agy total és polaris permeabilitisokra illesztett regresszio; F: Az ANOVA-hoz szamolt
nominalis Pe kiilonbségek az agy lipidkivonatokra
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4.3.6 A vegyiiletek szovetenként mért permeabilitasanak 6sszehasonlitasa

A 19. abran a vegyiiletek kiilonb6z6 szovetenként mért permeabilitasanak (Pe)
osszehasonlitasa lathatd, a paronkénti linearis regressziora jellemz6 R? értékekkel. A 18. abran
lathato szovetenként végzett total-polaris Gsszehasonlitasok mellett hasonl6 mddon linearis
regressziot végeztiink a total-totdl ¢és polaris-polaris lipidkivonat-parokon mérhetd
permeabilitasra is. A 19. abran az egyenesek illesztésének josagat jellemzd determinacios
egyiitthatok lathatok. A fekete nyil felett az adott szoveti total-polaris frakcid 6sszehasonlitasa
lathato, narancssarga szinnel a szOvetek kozotti polaris, kékkel a szovetek kozotti total
lipidkivonatokat osszehasonlitdo egyenesek determinacios egylitthatoéi vannak. A legnagyobb
hasonldsag a kiilonboz6 extraktumok esetén a sziv és agy total frakciok kozott (R? = 0,852),
a legkisebb illeszkedési josag, azaz varhatdan a legnagyobb eltérés a sziv és maj total frakciok

kozott van (R? = 0,431).

Az illesztett egyenesek determinacios egyiitthatoi 6sszehasonlitasra keriiltek a mért Zeta-
potencialok alapjan késziilt ANOVA teszttel. A total lipidkivonatok esetén az ANOVA teszt
szignifikans kiilonbséget mutatott a maj és agy, illetve a sziv és agy lipidkivonatok kozott, a
teszt eredményei a 16/B. abran lathatok. A Zeta-potencialok alapjan a maj és agy eredetii
liposzomak kozott jelentGsebb az eltérés, mint a sziv és agy esetén, a linearis regresszional is
hasonlés eredményre jutottunk, hiszen a maj és agy kozott R? = 0,716, mig a sziv és agy kdzott

R? értéke magasabb (0,852), azaz az egyenes illesztésének josaga utobbi esetben nagyobb.

A polaris lipideket vizsgalva a 16/C. abra alapjan kimutathat6 kiilonbség van a maj és agy,
illetve a sziv és maj lipidkivonatok kozott, és utobbiak kdzott jelentésebb az eltérés. Ebben az
esetben az illeszkedés josaga az egyenesre nagyobb volt a sziv és maj kozott (R? = 0,790),
mint a masik esetben (R? =0,716), ez tehat az eldzd, zeta-potencialbél szarmazod
eredményekkel nem egyeztethetd 6ssze. A 17. abran a lipidkivonatokbol késziilt liposzomak
mérete lathatd. Ezek Osszehasonlitasara szintén egy ANOVA teszt segitségével végeztiink
vizsgalatokat, mely eredménye a fliggelékben elhelyezett F4. tablazatban olvashato. A total-
total kivonatok dsszehasonlitasa soran szignifikans eltérést mutatott a maj-sziv, illetve a maj-
agy kivonatpar is. Osszehasonlitva az egyenesek illeszkedésével az elsé esetben 0,43, a
masodik esetben 0,71 koriili determinacidés egyiitthatot kaptunk. A polaris-polaris
Osszehasonlitas esetén a maj-agy lipidek mutattak jelentds eltérést, az egyiitthato értéke ebben

az esetben 0,55 korili.
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19. abra A vegyliletek total és polaris lipideken mért permeabilitasat 6sszehasonlito linearis
regressziora jellemz6 determinacids egytitthatok (narancssarga — azonos széveteredet, lila — szovetek
kozotti (total), zold — szovetek kozotti (polar)

4.3.7 A mérési eredmények és a fizikai-kémiai paraméterek korrelacioja

A 20. abran a kiilonb6zo lipidkivonatokon mért effektiv permeabilitas (Pe), annak
logaritmusa (logPe), és membranretencié (MR) értékek, illetve a gyogyszerkutatasban
altalanosan hasznalt fizikai-kémiai leird paraméterek, deszkriptorok lathatok a tengelyeken. A
fizikai-kémiai paraméterek a hatdanyagokra az ACD/Percepta predikcios szoftver altal becsiilt
értékek. Az abran a paraméterenkénti linearis regresszioval kapott Pearson-koefficiensek avagy
korrelacios egyiitthatok (r) értéke lathato. A Pearson-féle korrelacios egylitthato -1 és 1 kozotti
értékeket vehet fel, az egyiitthatd kozel linearis kapcsolatok esetén alkalmazhaté megfelelden.
Ha a korrelacios egyiitthat6 értéke 0, akkor a két valtozo kozott nincs kapcesolat. Ha értéke 0 és
1 kozott helyezkedik el, akkor magasabb x értékhez magasabb y érték tartozik, ha eldjele
negativ, akkor magasabb X értékhez altalaban kisebb y érték tartozik, ezaltal a kapcsolat
forditott aranyu. Ha a korrelacidos egyiitthato értéke +1 akkor a két valtozo kozott
determinisztikus linearis kapcsolat van. A jobb szemléltetés érdekében az egyre nagyobb
egyenes aranyossagot mutatd korrelacios egyiitthatok értékét sotétedd vords szinnel, a novekvo
forditott iranyu kapcsolatot bemutatd korrelacids egylitthatokat sotétedd kék szinnel emeltiik

ki, ha a valtozok kozott nem volt korrelacio azokat fehérrel jeloltiik [38].
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A 20. abrat attekintve megallapithatd, hogy minden szoveti lipidkivonat esetében a
permabilitas (Pe) és membranretencio (MR) értékekkel pozitiv korrelaciot mutat a lipofilitas, a
mérési koriilményekhez hasonld pH értékeken becsiilt megoszlasi hanyados (logD74 és
logDes), a 7,4-es pH-n becsiilt Caco-2 és jejunalis (intesztinalis szakaszra jellemzd)
permeabilitasi értékek, illetve az agy szoveti lipidekbdl szarmazo mérések esetén a 1ogBB (mely
értekek. A fenti pozitiv korrelaciok ésszeriiek, hiszen minél lipofilebb egy hatéanyag (minél
nagyobb az affinitdsa a membran lipofil kdozegéhez), annal konnyebben jut be a membranba. A
permeabilitas értékeink szamolt Caco-2 €s jejunalis permeabilitassal kapott pozitiv korrelacidja
azt bizonyitja, hogy a szoftver eldrejelzése valid, permeabilitdst tényleges befolyasold

paramétereken alapszik.

Forditott, tehat negativ korrelacidoskapcsolat lathato a Pe értékek esetén a polaros
molekulafelszinnel (TPSA), az oldhatosaggal (logS74), a hidrogén kotés-donorok (HBD) és
akceptorok (HBA) szamaval, illetve a heteroatomok szamaval is. Ez azzal magyarazhato, hogy
minél polarosabb a molekula anndl jobb a vizoldhatosaga, ellenben a membran lipofil kozege
fel¢ annal kisebb hajlanddsaggal oszlik meg. A hidrogén-kotések kialakitasanak lehetdsége
valamint a heteroatomok szdma szintén a molekula polaros jellegével fiigg Ossze, igy a

fentiekkel magyarazhato.

A mérési adatokkal gyenge korrelaciot mutat pl. a molekulatomeg, és a mérési
koriilményektdl jelentdsen eltéré pH-n szamitott megoszlasi hanyados értéke (logD2p). Az
abrat tekintve megfigyelhetd, hogy a permeabilitds illetve annak logaritmusa trendszeriien
jobban korreldl a legtobb fizikai-kémiai valtozoval, mint a membranretencid, a szdveti
lipidkivonattol fiiggetleniil. Erdekes, hogy a rotalhatd kotések szama nem kéthet egyértelmiien
a permeabilitdshoz, hiszen a permeabilitassal rendre pozitiv, a membranretencidéval viszont

rendre negativ korrelacios kapcsolatot mutatott.
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20. abra A mérési eredmények (permeabilitds, membranretencio) és a fizikai-kémiai paraméterek
linedris korrelacioja

A 21. abran a 20. abrahoz hasonldan a kiilonb6z6 természetes lipidkivonatokon mért
effektiv permeabilitds és membranretencio értékek, illetve a gydgyszerkutatds soran hasznalt
kiilonbozd fizikai-kémiai paraméterek lathatok a tengelyeken. Az 4bran az adatok
Osszehasonlitasakor a szignifikancia mértekét bemutato ,,p” értékek lathatok. Egy eredmény
annal szignifikansabb minél kisebb a ,,p” értéke. Altaldban ha p < 0,01 akkor az adatot
statiszitkailag szignifikdnsnak tekintjiikk, amennyiben p < 0,00012 akkor az adat erdsen
szignifikansnak mindsiil. A nullhipotézis feltételezi, hogy a Pearson-féle korrelacios
egyiitthato értéke 0, melyet az adott szignifikancia szinttel elvetiink. A szignifikancia
mértékének novekedését, azaz a ,,p” érték csokkenését mutatja, ha a kék szin feldl a vords felé
haladunk. Azaz a molekulatomeg esetén pl. nincs szignifikans eltérés, a 7,4-es pH-n becsiilt
deszkriptor értékek esetén szignifikans differencia van a legtobb esetben. Ebben az esetben is
jellemzd, hogy a mérési koriilményekhez hasonld deszkriptorok pl. 7,4-es pH esetén a Caco-2
permeabilitas (Pe), €s a logD74 esetén kaptunk a kiemelten szignifikans eredményeket. Az agy
szOovetbdl szarmazd lipidkivonatok esetében itt is megfigyelhetd a logBB értékekkel a

szignifikancia, ami az in vitro €s in silico modell josagat is jeloli hiszen a logBB érték épp az in
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vivo agyi megoszlast hivatott jellemezni. A 20. abran lathato korrelacios egyiitthatok a
21.4bran lathato ,,p” értékek segitségével értelmezenddk, azaz egy korrelacid abban az esetben
szignifikans, ha a 20.abran lathato korrelacios egyiitthato értéke +1-hez kozelit, és ,,p” értéke

alacsony.

A 20-21. abrak a Python 3.9.7, Matplotlib 3.4.3 és a Seaborn 0.11.2. programok
segitségével késziiltek. A statisztikai szamitasok a Numpy 1.21.2, Pandas 1.3.4. és a Scipy

1.7.1. segitségével végeztiik.
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21.abra A mérési eredmények és a hozzajuk tartozo korrelacids nullhipotézis ,,p” értékei
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4.4. Osszefoglalas

A CELSA/21/019 (Active learning and interpretation of computational model on tissue
specific permeability for stock and virtual drug discovery library) projektben résztvevéként
kutatasunk soran 32 vegyiilet effektiv permeabilitasanak (Pe) és membranretenciojanak (MR)
mérését végeztiik el a PAMPA in vitro, mesterséges membran alapt technika segitségével. A
kutatds soran kereskedelemben kaphato, szovetspecifikus total és polaris lipidfrakciokbol
képzett mesterséges membranokat hasznaltunk. Fontos kiemelni, hogy bar a polaris agy eredetii
lipidkivonat alapt PAMPA modell egy altalanos gyogyszerkutatasi eszkéz a kozponti
idegrendszeri hatéanyag-jeldltek jellemzésében / osztalyozasaban, viszont a vizsgalatunkba
bevont tobbi lipidkivonat, de kiilonosen a totdl lipidek alkalmazasira a PAMPA
szakirodalomban eddig nem volt példa. Igy a vizsgalatunk nem csupan a modellalkotasban, de
ezen lipidek jellemzésében, illetve a hatdanyagokon keresztiil a permeabilitasi tulajdonsagaikra
vonatkozodan is 0j informaciot hordoz. A vizsgalt lipidkivonatoknak a gyart6 ugyan megadja a
fobb 0Osszetevok mennyiségét, azonban a listdban szamos ismeretlen komponenst is
megjeldlnek, esetenként jeldlve nagy aranyukat is a kivonatban. A lipidkivonatok tovabbi
jellemzésére meghataroztuk a harom lipidkivonat-parbol készitett liposzomak méretviszonyait,
és Zeta-potencial értékiiket. Megvizsgaltuk a kivalasztott vegyiiletkor fizikai-kémiai
tulajdonsagainak eloszlasat, tovabba kiilon vizsgaltuk a latszolag gatolt permeabilitast
hatdanyagokat, mely esetekben a fogaddoldalon nem volt detektalhaté az adott vegyiilet
detektalasi hatara az alkalmazott analitikai modszer alkalmazdsa mellett. A mérések
kiértékelése soran eldszor Osszehasonlitottuk a vegyiiletek permeabilitds értékeit és azok
ionizécios allapotait a kisérletekben alkalmazott 7,4-es pH-es kozegre vonatkozoan. A Zeta-
potencidlok meérési adatai alapjan ANOVA teszt segitségével vizsgaltuk az egyes
lipidkivonatok kozotti  kiilonbséget, amit aztan Osszevetettiink a kivonatokat alkoto
lipidkomponensek 6sszetételével. Kapcsolatot kerestiink az azonos szovetekbdl szarmazo total
és polaris lipidkivonatok kdzott a mért effektiv permeabilitds értékeik alapjan, szovetek szerint
atlagos értékeket tekintve, és vegyliletenként kiilon-kiilon vizsgélva is. Megvizsgaltuk tovabba,
hogy van-e kapcsolat a kiillonbozé szovetekbdl szarmazd total-total és polaris-polaris
lipidkivonatok kozott is. Emellett Pearson-féle korrelacios matrix segitségével elemeztiik, hogy
van-e kapcsolat a kiilonbozd szovetekbdl szarmazéd lipidkivonatok, és kiilonb6zd, in silico

szamitott fizikai-kémiai paraméterek kozott.

A mérési eredményeinket attekintve altalanossagban elmondhat6, hogy a 7,4-es pH-n

pozitiv toltéssel, vagy a toltéssel nem rendelkezd (semleges) vegyiiletek permeabilitasa
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fokozottabb az alkalmazott lipidmembrantdl fiiggetleniil. A liposzomdk Zeta-potencial
értékeinek Osszehasonlitdsa soran mindharom lipidkivonat-pér esetén szignifikdns kiilonbséget
tapasztaltunk. A Zeta-potencial mérések alapjan készilt ANOVA tesztek eredménye
megmutatta, hogy a total lipidek szovetenkénti 6sszehasonlitdsdban a nagyobb eltérések az agy
kivonatokhoz k&thetok. Ez kapcsolatban lehet a lipidkivonat dsszetételével, hiszen foleg az agy
total-polaris kivonatokban jelentés mennyiségben eléfordul a foszfatidilszerin, illetve nagy
aranyban vannak még a gyart6 altal nem ismertetett komponensek is. Fontos megallapitads még,
hogy a total-polaris parokra jellemzd zeta-potencidl értékek tendencidja a méj esetén
megfordul, tehat nagyobb negativ potencialt mutat a total kivonat a polarishoz képest. A
liposzémak méretét vizsgalva a total €s polaris frakciokat egymassal 0sszehasonlitva csak a

sziv lipidkivonatok esetén lathato szignifikans kiilonbség.

A total és polaris lipidkivonatokat szovetenként egymassal Osszevetve, ha az effektiv
permeabilitasok atlagat vizsgaltuk, nem volt szignifikans eltérés a kivonatok kozott, azonban
ha egyedileg vegyiiletek szerint kerestiink eltéréseket, akkor kiemelkedtek olyan vegyiiletek,
melyek tendenciaszerii devianciat mutattak minden lipidkivonat esetén. Ezek jellemzden
kiemelked6éen magas permeabilitast, semleges vagy bazikus karakterii vegyiiletek voltak.
Végiil a kiilonb6zo szoveteken mérhetd permeabilitasok Osszehasonlitasa soran azt talaltuk,
hogy a total lipidfrakciok Osszevetésénél jelentds kiilonbség a sziv-maj, illetve az agy-m4j
szOvetparok kozott volt, mig a polaris esetben jelentdsebb kiilonbséget jobbara az agy-maj
szOvetpar mutatott. Ezen eredmények a zeta-potencidl értékekkel csak részleges atfedést
mutatnak, igy valosziniisithetd, hogy a lipiszomakra meghatarozott zeta-potencial oGnmagaban

nem elég a PAMPA lipidmembranjara jellemz6 permeabilitasi viszonyok leirasara.

Az Osszefliggések pontositasahoz egy Pearson-féle korrelacios matrix segitségével
vizsgaltuk a permeabilitds/membranretencio és egy predikcios szoftverrel szdmolt fizikai-
kémiai paraméterek kozott fennalld korreldciokat. Elsésorban a PAMPA mérés soran
alkalmazott kozegnek megfelelé pH-n becsiilt paraméterek (logD74, logDes, Caco-2 Pe)
mutattak szignifikans korrelaciot a mérési eredményeinkkel, tovabba hasonlosagot figyeltiink
meg az agybol szarmaz¢ lipidkivonatok és a becsiilt logBB értékek , illetve a maj lipidkivonatok
¢s a becsiilt jejunum permeabilitasi értékek kozott. A matrix alapjan a maj lipidmembranokon
mért permeabilitasok és membranretenciok leirasara tobb paraméterrel is szorosabb korrelacio
mutatkozott, igy kijelenthetd, hogy a harom rendszer koziil mind a mért adatok, a fizikai-kémiai
paraméterek és a zeta-potencialra vonatkozoan is a maj lipidkivonat-rendszer mutat egyedi
tendenciakat, mig az agy és a sziv lipidkivonatokbol képzett membranok egymashoz hasonldéan

viselkednek.
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A jovobeli célunk a dolgozat targyat képezd, eddig szakirodalomban nem vizsgalt
szovetspecifikus lipidmembranok permeabilitasi viszonyainak jellemzésére KU Leuven
keminformatikusainak segitségével tovabbi magasabb rendii, 0Osszetettebb modellek

kidolgozasa és publikalasa.
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Fuggelek
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F1. tablazat A maj polaris, maj total és sziv polaris lipidkivonatok esetén az effektiv

permeabilitasok atlaga, szérdsa és a mérések szdma

Sorszém Veayiilet ) Maj polérrirs ) Maj totél’ ' ) Sziv polér!s '
Atlag Széras N Atlag Szoras N Atlag Szoras N

1 Ambroxol hidroklorid 54 45 450 3 5448 6,12 3 61,77 6,64 3
2 Buspiron hidroklorid 5704 1,91 3 3510 1,48 3 64,73 4,97 3
3 Cetirizin dihidroklorid 1843 0,47 3 19,04 0,39 3 10,27 2,51 3
4 Dexametazon 2770 250 3 2691 4,87 3 11,68 0,50 3
5 Dibukain 39,92 7,88 3 28,64 9,73 3 4861 1,71 3
6 Famotidin 000 0,00 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
7 Flutamid 2935 686 3 4785 4,44 3 5028 9,11 3
8 Indapamid 1689 131 3 2447 1,50 3 537 1,46 3
9 Lamotrigin 1497 2,77 3 4134 2,40 3 746 2,44 3
10 Lanzoprazol 2443 594 3 6194 10,41 3 1847 4,46 3
11 Levomepromazin 28,52 22,67 3 0,00 0,00 3 6,35 0,96 3
12 Metoprolol tartarat 13,17 11,56 340,10 1,04 3 10,9 0,50 3
13 Nepafenak 3858 17,44 3 72,92 2,90 3 2593 3,95 3
14 Nitrazepim 2540 2,68 3 5556 2,71 3 2859 2,14 3
15 Norfloxacin 717 636 30,00 0,00 3 159 0,32 3
16 Ondanzetron 2569 4,49 3 57,25 3,98 3 13,69 1,37 3
17 Enoxacin 3,49 0,15 3 425 0,53 3 3,70 0,70 3
18 Rozuvasztatin 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
19 Koftein 1130 087 3 2028 3,07 3 419 0,96 3
20 Furaszemid 000 000 30,00 0,00 30,00 0,00 3
21 Cefuroxim 710 282 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
22 Labetalol hidroklorid 197 1 g4 3 37,95 3,94 3 838 0,73 3
23 Ibuprofén 25,14 6,26 3 28,98 3,57 3 24,23 4,14 3
24 Szulinoak 000 0,00 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
25 PGY0072 1221 0,72 3 2225 5,29 3 467 1,77 3
26 Piroxikdam 10,28 0,77 3 16,33 1,13 3 350 0,79 3
27 Propamidin 000 000 30,00 0,00 30,00 0,00 3
28 Ramipril (anhidrat) 223 0,67 3 459 1,21 30,00 0,00 3
29 Szulfametoxazol 114 0,13 3 159 0,54 3 1,10 0,25 3
30 Fenitoin 3458 245 3 44,70 3,18 3 3836 5,90 3
31 Verapamil hidroklorid 2506 3,27 3 46,41 1,88 3 1151 2,70 3
32 Warfarin 7,48 2,25 3 13,92 2,97 3 325 0,74 3




F2. tablazat A sziv totdl, agy polaris ¢és agy total lipidkivonatok esetén az effektiv

permeabilitasok atlaga, szérdsa és a mérések szdma

Sorszam Vegyiilet Atlag S goggiés N Atlag hey pgfgrés N Atlag hey t%tjcl')rés N
1 Ambroxol hidroklorid 4593 3 49 3 4671 4,93 3 3754 4,42 3
2 Buspiron hidroklorid 31 73 4 59 3 61,9 4,38 3 32,41 1,53 3
3 Cetirizin dihidroklorid 4 g, 0,07 3 11,67 1,45 3 707 2,88 3
4 Dexametazon 3.28 0,17 3 14,23 3,38 3 9,67 1,80 3
5 Dibukain 37,28 12,04 3 64,95 6,13 3 40,24 4,23 3
6 Famotidin 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
7 Flutamid 41,76 1381 3 5814 13,18 3 3551 2,45 3
8 Indapamid 2,04 0,15 3 6,60 1,22 3 522 0,92 3
9 Lamotrigin 3,98 0,46 3 10,11 1,83 3 11,22 3,48 3
10 Lanzoprazol 21,92 6,61 3 26,57 1,39 3 28,60 2,74 3
11 Levomepromazin 12,78 1,31 3 1481 2,49 3 13,37 4,54 3
12 Metoprolol tartarat 9,07 0,49 3 8,49 1,88 3 10,80 0,92 3
13 Nepafenak 18,80 3,67 3 21,34 2,20 3 2444 1,25 3
1 Nitrazepam 3507 1,66 3 2151 3,17 3 34,07 1,94 3
15 Norfloxacin 0,00 0,00 30,00 0,00 30,00 0,00 3
16 Ondanzetron 9,85 1,30 3 19,60 4,04 3 2349 3,56 3
17 Enoxacin 0,40 0,35 3 758 1,30 3 448 1,23 3
18 Rozuvasztatin 0.00 0,00 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
19 Koffein 2,62 0,76 3 2,97 0,22 3 1,96 0,20 3
20 Furoszemid 0,00 0,00 30,00 0,00 30,00 0,00 3
21 Cefuroxim 000 000 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
22 Labetalol hidroklorid 537 0,68 3 2221 2,11 3 15,05 2,41 3
23 Ibuprofén 17,28 1,39 3 7,64 0,70 3 897 0,53 3
24 Szulindak 0,00 0,00 30,00 0,00 30,00 0,00 3
25 PGY0072 4,26 1,89 3 4,23 0,60 3 323 0,66 3
- Piroxikam 192 1,69 3 235 0,57 3 357 0,16 3
27 Propamidin 0,00 0,00 3 0,00 0,00 30,00 0,00 3
28 Ramipril (anhidrat) 0,00 0,00 30,00 0,00 30,00 0,00 3
29 Szulfametoxazol 0,42 0,37 3 0,00 0,00 3 0,00 0,00 3
30 Fenitoin 14,71 3,49 3 2721 3,23 3 3531 5,15 3
31 Verapamil hidroklorid 42,68 8.46 3 3441 6,71 3 60,01 2,04 3
32 Warfarin 0,29 0,51 3 047 0,82 3 243 0,20 3
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F3 tablazat Az ACD/Percepta szoftver altal becsiilt fizikai-kémiai paraméterek

Sorszam  Vegyiilet Molekulatdmeg [Da] TPSA [A?] logP [-] logD74[-]
1 Ambroxol hidroklorid 414,56 58,28 2,7 1,31
2 Buspiron hidroklorid 421,96 69,64 3,04 2,68
3 Cetirizin dihidroklorid 461,81 53,01 2,51 -0,56
4 Dexametazon 392,46 94,83 1,92 1,92
5 Dibukain 343,46 54,46 3,67 1,77
6 Famotidin 337,45 237,75 -0,8 -1,67
7 Flutamid 276,2 74,92 3,14 3,14
8 Indapamid 365,83 100,88 2,15 2,14
9 Lamotrigin 256,09 90,71 1,68 1,68
10 Lanzoprazol 369,36 87,08 2,41 2,4
11 Levomepromazin 328,47 41,01 4,92 3,02
12 Metoprolol tartarat 684,81 50,72 1,81 -0,29
13 Nepafenak 254,28 86,18 1,38 1,38
14 Nitrazepam 281,27 87,28 2,03 2,03
15 Norfloxacin 319,33 72,88 -0,56 -3,04
16 Ondanzetron 365,85 59,11 2,61 1,62
17 Enoxacin 320,32 85,77 -0,62 -2,83
18 Rozuvasztatin 500,57 149,3 1,36 -1,77
19 Koffein 194,19 58,44 0,28 0,28
20 Furoszemid 330,74 131,01 2,35 -0,78
21 Cefuroxim 446,37 199,06 0,1 -3,64
27 Labetalol hidroklorid 364,87 95,58 2,74 0,85
23 Ibuprofén 206,28 37,3 3,37 0,45
24 Szulindak 356,41 73,58 3,34 0,3
25 PGY0072 265,12 66,91 2,3 1,9
26 Piroxikam 331,35 107,98 2,22 -1,16
27 Propamidin 312,37 118,2 1,33 -1,67
)8 Ramipril (anhidrat) 416,51 95,94 3,44 -0,13
29 Szulfametoxazol 253,28 106,6 0,65 -0,55
30 Fenitoin 252,27 58,2 2,42 2,38
31 Verapamil hidroklorid 491,06 63,95 4,01 2,44
32 Warfarin 308,33 63,6 3,11 0,31
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F4. tablazat A lipidkivonatokbol készitett liposzomak méretét 6sszehasonlito ANOVA teszt
eredménye. A szignifikancia mértékének novekedését a csillagok szamanak novekedésével

érzékeltettik.

Osszehasonlitott lipidkivonatok | Szignifikancia ,p~ érték
Maj polaris — Maj total Nem szignifikans | 0,9360
M3j polaris — Sziv polaris Nem szignifikans | 0,2551
M34j polaris — Sziv total ok <0,0001
M34j polaris — Sziv polaris o 0,0042
Maj poléris — Agy total ok 0,0001
M4j total — Sziv poléris Nem szignifikéans | 0,9848
M3j total — Sziv total Hxkk <0,0001
M3j total — Agy poldris Nem szignifikans | 0,0546
M3j total — Agy total ok 0,0008
Sziv polaris — Sziv total ok <0,0001
Sziv polaris — Agy polar Nem szignifikans | 0,4235
Sziv polaris — Agy total b 0,0060
Sziv total — Agy polaris Hkkx <0,0001
Sziv total — Agy total Hkkx <0,0001
Agy poléris — Agy total Nem szignifikéans | 0,3543
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