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1. Bevezetés

A gybgyszeripar szamara az egyik legnagyobb kihivast az 01j (originalis) hatdanyagok
fejlesztése jelenti. A gyogyszerkonyvtar folyamatos boviilése miatt egyre nehezebb és
koltségesebb feladattd valik a szerkezetileg uj, korabbi hatdéanyagokndl kedvezObb
tulajdonsagu kismolekulas hatdéanyagok piacra vitele. A mai napig tobb mint 100 millié
eldallitott (Pubchem adatbazisa alapjan), kiilonbozd szerkezetii szerves molekula! koziil
nagyszamu kisérlettel lehet kivalasztani a megfelelé farmakodinamias hatassal ¢és
farmakokinetikai tulajdonsaggal rendelkezé vegyiileteket, azonban még ez sem garantalja,
hogy a gyogyszerkutatas felfedezési és vezérmolekula optimalizalasi 1épéseiben igéretesnek
talalt vegyiilet a preklinikai és klinikai vizsgalatokban is megfelel, és végiil a hatosag
engedélyével piacra kertil.

A felfedez6 kémia kutatasi és vezérmolekula optimalizalasi 1épés soran kovetelmény, a
hatébanyagok nagy mennyiségli kémiai, fizikai-kémiai és in vitro, esetenként in vivo
nagy ateresztOképességli szlirévizsgalatok (HTS: High Throughput Screening) az egyik
leggyakrabban alkalmazott metédus a korabban emlitett informaciok megszerzésére. A
modszer 1ényege, hogy kelléen robusztus, automatizalt rendszerben nagyszamt molekulat
in vitro kémiai €s farmakoldgiai teszten vizsgalva szlrhetjiik, azonosithatjuk a potencialisan
kedvezd tulajdonsagu vegyiileteket, illetve szerkezeti elemeket. Az igy megszerzett tudas
felhasznalasaval olyan szerkezet-hatas / szerkezet-tulajdonsag (QSAR/QSPR) alapii modell
épithetd, mellyel lehetdségiink lehet 0j vegyiiletek HTS rendszerben adott valaszat elore jelezni,
igy segitve a kisérletes €és gyogyszerkémiai tervezd munkat.

A kovetkezo 1épés a kedvezd tulajdonsagu vegyiiletek (vezérmolekulak) szerkezetének
optimalizalasa korai in vitro felszivodasi és metabolizmus vizsgalati, majd in vivo
allatkisérletes, korai toxikologiai vizsgalati adatok alapjan. Ahhoz, hogy minden szempontbdl
megfeleldnek lehessen nyilvanitani a gyogyszerjelolt vegyiiletet, nem csak a hatasossagat kell
igazolni, hanem szigori biztonsagi eléirasoknak is meg kell felelnie. A hatéanyagjeldltre,
valamint a beldle képz6dd anyagcesere termékekre, azaz metabolitokra is komoly toxikologiai
és felszivodasi vizsgalatokat irnak el a hatésagok. A metabolitok vizsgalatat tovabb neheziti,
hogy a hagyomanyos in vitro €s in vivo vizsgalti rendszerekben csupdn nagyon kis
mennyiségekkel lehet dolgozni, igy a metabolitok elvalasztasat, szerkezeti azonositasat

nehézkes megoldani.
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mértékben jellenek meg kiilonb6z6 bioldgiai folyamatokat / enzimek miikddését utanzo un.
biomimetikus rendszerek, amelyek a hagyoményos in vivo, illetve €16 szervezeteken alapuld
in vitro rendszerek kiegészitésére, illetve bizonyos esetekben akar azok kivaltasara is
alkalmasak lehetnek

Munkam soran kilenc kiilonb6z6 dihidropiridin szerkezeti egységet tartalmazo vegyiilet
atalakuldsat vizsgaltam biomimetikus oxidacids rendszerben, keresve a jellemzd oxidativ
atalakulasukat és keletkezd termékeket. Referenciaként a gyogyszerkutatasban is altalanosan
alkalmazott in vitro patkany mikroszoma alapu rendszerben bekovetkez6 metabolikus
atalakulasokkal, valamint az irodalmi in vivo eredményekkel, hasonlitottam &ssze a
biomimetikus eredményeket, igy kovetkeztetve a rendszer alkalmazhatdsagara a dihidropiridin
gylriit  tartalmazd  vérnyomdscsokkentdé  hatdsi  hatéanyagok  metabolizmusanak
elorejelzésében. Emellett harom vegyiilet biomimetikus oxidaciojat elvégeztem folyamatos
aramu rendszerbe integralva is, vizsgalva az aramlasi sebesség, a biomimetikus metalloporfirin

katalizator, az oxidalészer és szubsztrat koncentraciojanak, valamint a reakciotér

hémérsékletének hatasat a konverzidra és a keletkez6 termékosszetételre.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Citokrom P450 enzimrendszer

2.1.1. Metabolikus folyamatok

A homeosztazis fenntarté folyamatait egylittesen anyagcserének nevezziik. Az
anyagcsere tartalmazza az endogén (a szervezet sajat) és exogén (a kiilvilagbol szarmazo)
anyagok szervezetben, enzimek hatdsira bekdvetkezd valtozdsait. Az enzimek kiilonbozo
anabolikus (lebonto) és katabolikus (felépitd) folyamatokat katalizalnak, amelyek a szervezet
viszonylagos allandosagat biztositjdk. Az exogén anyagok vagy xenobiotikumok, igy a
gyogyszerek atalakulasait 6sszefoglaléan metabolikus folyamatoknak vagy metabolizmusnak
nevezziik. A metabolikus folyamatok célja és eredménye, hogy a testidegen anyagokat a
szervezet konnyebben kivélaszthatd formaba alakitsa és igy minél gyorsabban eltavolitsa. Ez a
gyogyszerhatdanyagok esetében azt jelenti, hogy a jellemzden lipofil molekula enzimatikus
atalakulasok hatasara hidrofilebbé valik, majd jellemzden a vesén és az epén keresztiil tavozik
a szervezetbdl. A folyamatban keletkezé metabolit(ok) farmakokinetikai és farmakodinamias
tulajdonsagai is jelentdsen eltér(het)nek az anyavegyiiletétol.

A metabolikus folyamatokat 2 f6 csoportra oszthatjuk, melyet Fazis 1 és Fazis II
metabolizmusnak nevezziik. A Fazis I reakciok soran az enzimek redox reakciok segitségével
alakitjak at a xenobiotikumokat (1. tablazat), mig a Fazis II folyamatokban az exogén molekula
valamely polaros endogén molekulaval konjugalodik (2. tablazat). Ezek a folyamatok
elsdsorban a majhoz kothetdk, mivel a majban talalhatok a legnagyobb mennyiségben azok az

enzimek melyek a Fazis I és II folyamatok lejatszodasaért felelnek.?



1. tablazat Fazis [ metabolikus folyamatok csoportositasa

Fazis I metabolikus reakciok

Tipus Reakciok
alifas és aromas hidroxilalas, epoxidacio; N-, O-, S-
Mikroszomalis” oxidaciod és dealkilalas; dehalogénezés; alkohol
Oxidacid oxidéci6
Nem mikroszomalis alkohol oxidacio; aromatizacid; amin-oxidaciod

Redukeio azo-, nitro-, epoxid-, heterociklusos vegytiletek

redukcidja
Hidrolizis észter-, amid-, azid vegyiiletek hidrolizise
[zomerizacio epoxidok izomerizacioja
., urizaras, gyurifelnyilas, dimerképézés
Vegyes reakciok £y > EYU yHas, PEZEs,

transzaminalas, dekarboxilezés

“mikroszéma: endoplazmatikus retikulum izoldtum

2. tablazat Fazis II metabolikus folyamatok csoportositasa

Fazis II metabolikus reakciok

Reakcid Enzim Konjugélodo funkcidscsoport
Gliikuronidacio UDP Gliikuronil transzferaz -OH, -COOH, -NH,, -SH
Szulfonalas szulfontranszferaz -OH, -NH;, -SO,NH;
Metilalas metiltranszferaz -OH, -NH:

Acilezés acetiltranszferaz -OH, -NH:

Aminosav konjugacid - -SO;NH,, -COOH

Glutation konjugacio Glutation-S-transzferaz epoxidok, -NO-

Zsirsav konjugacio - -OH

2.1.2. Citokrom P450 enzimcsalad

Klingenberg?® és Garfinkel* egymastél fiiggetleniil patkany majsejtekbdl izolalt egy CO-
koto fehérje-pigmentet 1958-ban, amelynek szerkezetére csak 1967-ben tett javaslatot Sazo és
Omura.® Az enzimet a kutatok a hem-fehérjék kozé soroltak, mivel egyik része protoporfirin
IX egységet tartalmaz. Az enzim CO-dal képzett komplexének jellegzetes 450 nm hullamhossz
koriili fényelnyelése miatt Citokrom P450-nek (CyP450) nevezték el. Az enzim aktiv része egy
porfirin alapvazbdl 4allé protoporfirin IX egység, ami négy alfa helyzetli metilénhiddal
osszekapcsolt pirrol molekulabol felépiilé gytrtbdl all. (1. abra) A gytirit megfelel a Hiickel-

szabalynak, igy az aktiv centrum egy heterociklusos aromas rendszernek tekinthetd. A CyP450
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izoenzimcsalad egyarant részt vesz mind az exogén, mind pedig az endogén anyagok

metabolizmusaban.®

1. abra Protoporfirin IX vaz, axialis ligandumként ciszteinnel

Az enzimek csoportositdsa elsddlegesen a fehérjeszekvencidk alapjan torténik.
Amennyiben az aminosav sorrend legalabb 40%-ban egyezik, akkor azonos csaladjelet kap a
CyP rovidités utan, amelyet egy arab szam jeldl (pl. CyP4). Amennyiben legalabb 55%-ban
azonos a szekvenciajuk, akkor latin betiivel jelzett alcsalad jelolést kapnak (pl. CyP3A).
Napjainkra tobb, mint 270 kiilonb6zé CyP450 enzimcsaladot azonositottak, melybdl 18
taldlhatdé meg emldsokben. Kozilik a CyPl, CyP2, és CyP3 csalddok szerepe jelentds a
xenobiotikumok és kismolekulas gydgyszerhatéanyagok lebontasaban. Ezek az enzimesaladok,
ugyan kiilonb6z0 mennyiségben és aranyban, de minden sejtben megtalalhatok. A human
CyP450 enzimek jellemzéen a mitokondrium és az endoplazmatikus retikulum
membranrendszeréhez kotve talalhatok meg. A hem tartalmt aktiv rész a sejtplazma fel6li
oldalon helyezkedi el igy, hogy a szubsztrat ktdhely minden esteben a membran feldli oldalra
néz. A membranon két csatorna taldlhato, egy a hidrofil, egy pedig a hidrofoéb szubsztratok
szamara. Az aktiv centrum 4ltalaban Fe®*, ami alapallapotban Fe?* formdjaban van jelen. Ez

utdbbi forméaban csak az axidlis ligandummal képes koordinalodni.’
2.1.3. Citokrém P450 enzimek oxidaciés mechanizmusa

Ahogy korabban emlitettem (lasd 2.1.2. alfejezet), a CyP1, CyP2 és CyP3-as csaladba
tartoz6 enzimek jatszék a legnagyobb szerepet a Fazis I metabolizmusban, melyek koziil 6t a
gyogyszermetabolizmus 95%-aért felelds. (3A4 (36%), 2D6 (19%) ,2C9 (16%), 1A2 (11%),
2C19 (13%). A tobbi izoenzim féleg endogén anyagok atalakitasaban vesz részt (pl.:
szteroidok, epesavak, zsirsavak €s eikozanoidok). A Fazis I oxidaciok zomét a hem-fehérje
perferriloxi-komplexe (1) végzi. A folyamat maga egy elektron atmenetével lejatszodo
oxidacids reakcio. A CyP enzimek altal katalizalt reakciok részleges sztereo- &s

regioszelektivitast mutatnak.®
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A CyP enzimek kevert tipusi monooxigenaz enzimek. Az altaluk katalizalt oxidacids
reakciokban, a sejtlégzésbol szarmazd molekularis oxigén egyik atomja a szubsztratba épiil be,
mig a masik vizként tavozik a rendszerbdl.

A Kkatalitikus ciklust a 2. abra mutatja be. Az enzim kdzponti vas atomja nyugalmi
allapotban vas(IIl) komplexként (1) van jelen, melyben a vas egy alacsony spinallapotban
talalhat6, legtobbszor vizzel koordinalédva. Amikor a szubsztrat (RH) vizkilépés kdzben belép
az aktiv helyre, a komplex 6tos koordinacids allapotot vesz fel és egy magas spinallapota vas
(11)-komplex (2) jon 1étre. A NADPHCYP reduktaz egy elektrontranszferlancon keresztiil a
vas(lll)-at (2) vas(Il)-ionna (3) redukalja. Ezt kozvetleniil kdveti a molekularis oxigén
koordinacidja a vasatomhoz, mikdzben egy instabil, ugynevezett vas-oxo komplex (4)
A két oxigén atomot Osszekdtd kovalens kotés heterolitikusan hasad és a keletkezd aktiv
komplex (7) egy hidrogénatomot hasit le a szubsztrat molekular6l, mikézben egy szubsztrat-
gyok és egy vas-hidroxi intermedier keletkezik (8). Az intermedier beinditja az Gin. oxigén Gjra-
kotoédési mechanizmust (oxygen rebound, 9), mely soran kialakul a végs6 hidroxilalt termék és
a vas (I11)-ion regeneralodik. Ezutan a ciklus tjraindul.®

A 2. abran a két pontozott nyil két degradacios ttvonalat jel6l. Az els6 az un. peroxid
sont, mely soran 6-bol 2 keletkezik, egy molekula viz kilépése kozben. A reakcid
megfordithatd, ha 2-hdz peroxid tartalmt oxidaldszert adunk a 6-os vegyiiletet kapjuk. Ez
lehetdséget nyUjt szintetikus uton aktivalhato porfirin katalizalt reakciok kivitelezésére. A
modszer eldnye, hogy elhagyhatok a draga és érzékeny reagensek, mint a NADPH, illetve a
CyP-reduktaz enzim. Az oldhatdsagi paraméterek igy kiterjeszthetok, ezaltal a reakcidok akar
vizmentes kozegben (pl.: acetonitril, diklormetan) is elvégezhetok. A masik degradacios

Gitvonal az Un. oxiddz sént, melyben 7 spontin vizvesztés kozben szintén 2-vé alakulhat.'°

11



1

RH
R-OH
/ i \

9 Felll «— ROH Felll + (RH) )
/ 4 NADPH p,sgreduktaz"ed
R

o

- i
Ze -+ 2H NADPHjp,sgreduktiz®
8 | FeV(-OH)+R
Fel' + (RH) 3

V(_ .
(\[1202 e}
, ""," o'
7 | FeV=0-H-R)" &
&
5 Fe'(0-0°) + (RH) | 4
H,0
H*

6 |Fe''(-0-OH) + (RH)
Fe''(-0-0-) + (RH)
q BSDX

H+

o

NADPHpysoreduktiz™

NADPHpysoreduktaz"™

2. abra A Citokrom P450 katalitikus mechanizmusa

A CyP450 enzimek a szervezetben szdmos oxidativ folyamatot katalizdlnak. A
legfontosabb ezek koziil az alifas és aromas szenek hidroxilacios-, a heteroatomok dealkilacios-
, 1lletve oxidacios-, telitetlen szén kotések epoxidacios reakcidi, valamint kiilonb6zo

dehidrogénezéses reakciok.!

2.2. Metabolizmus vizsgalati modszerek
2.2.1. Hagyomanyos in vitro metabolizmus vizsgalatok

Egy 0j gyogyszerjelolt hatdanyag preklinikai fejlesztése soran jellemzden in vivo €s €16
szervezeteken alapul6d in vitro modszereket alkalmaznak a metabolizmus vizsgalatahoz. Az
allatkisérletek minimalizaldsa érdekében a gydgyszerfejlesztés korai fazisdban jellemzden
in vitro human és mas fajspecifikus vizsgalatokat végeznek el. Ezen vizsgalatok sordn a cél
elérejelezni a hatdoanyag lehetséges metabolizmusat, feltérképezni a hatéanyagbdl képz6do
toxikus vagy reaktiv metabolitokat, valamint a gyogyszerkémikusok szamara informaciot
szolgaltatni a vegyiilet metabolikusan érzékeny pontjairol, ezaltal javithato a gyogyszerjeloltek

metabolikus stabilitasa.



A hatdanyagok jelentés részének a metabolizmusa a majban jatszodik le, emiatt az
in vitro metabolikus médszerek is jellemzéen m4j, illetve majszovet alaptiak. Legjelentésebb
koziilik a majsejt mikroszoma alapu rendszere, melyeket széleskorben alkalmazzak a
gyogyszerjeloltek metabolikus stabilitasanak vizsgalatdban. A maj mikroszoma a hepatocitak
(majsejtek) homogenizatumabol tébblépcsés ultracentrifugalassal nyert endoplazmatikus
retikuluménak izolatuma. Kiilonb6z6 fajspecikfikus (human, patkany, egér stb.) mikroszoma
alapu standardizalt modszerrel nyert izolatumai elérhetdk kereskedelmi forgalomban is, melyek
igy széleskorben a kutatok rendelkezésére allnak. Relative olcsok, viszont az altaluk katalizalt
reakciokban kofaktorokat (NADH/NADPH, gliikoz-6-foszfat) kell alkalmazni, valamint
sziikségesek még egyéb CyP koenzimek is (pl.: gliikoz-6-foszfat reduktaz) az in vitro rendszer
megfeleld miikodéséhez. Az in vitro modell hatranya, hogy a vizsgalti elegy biologiai matrixa
rendkiviil Osszetett hatteret ad, ami nagymértékben neheziti az in vitro mintak analitikai
vizsgalatat. Ezen feliil a majenzimek aktivitasa és mennyisége jellemzbéen egyedfiiggd, emiatt
a mikroszoma izolatum el6allitasa soran nagyszamu, eltéré egyedekbdl szarmazo majat
szikséges felhasznalni, (in. pool-ozott izolatum keverék). Igy a vizsgalat soran az egyedi

eltéréseket elnyom(hat)juk és a hatdbanyagok metabolizmusar6l egy sokkal altalanosabb képet
kaphatunk.!213

2.2.2. In vitro metabolikus modell rendszerek

Az el6z6 fejezetpont végén felsorolt nehézségek miatt elonyds lehet a biomimetikus
rendszerek alkalmazasa metabolizmus vizsgalatokban is. Ezen rendszerek elénye, hogy
jellemzbéen nem tartalmaznak biologiai eredetii (sejt- és enzimmaradékokat) komponenseket,
igy kofaktorokat sem, igy kikiiszobolve a komplex biologiai matrix zavaro6 hatasat a vegyiiletek
oxidacios utvonalainak vizsgalatakor.

Az irodalomban harom f6 modellezési modszert kiilonboztetnek meg, amelyek
alkalmazhatdk az in vitro metabolizmus vizsgalatokra. Ezek a Fenton-reakcio, az elektrokémiai
cellaval torténd oxidacio, valamint a szintetikus metalloporfirinek alkalmazasa.

A fent emlitett modszerek koziil talan az egyik leggyakrabban alkalmazott in vitro
vizsgalati modszer a biomimetikus szintetikusan eldallitott metalloporfirin katalizatorokon
alapulo rendszerek, melyek alkalmazasaval diverz termékprofil kaphato A megfeleld
koriilmények mellett hidroxilacid, heteroatomon végbemend dealkilacid, epoxidacio, S-

oxidacio, N-oxid képzés, oxo csoportok kialakitasa, és dehidrogénezés is megfigyelhetd.*41°
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2.3. Szintetikus metalloporfirinek
2.3.1.Szintetikus metalloporfirinek szerkezete és csoportositasa

A Cyp450 enzimcsalad aktiv centrumahoz hasonléan, amelyet egy protoporfirin IX
egység alkot (2.1.1. alfejezet; 1. abra), a szintetikus metalloporfirinek szerkezetének alapjat is
egy szubsztitualt porfirinvaz adja. A protoporfirin 1X egységgel ellentétben viszont nem CSupan
a pirrol gylrtikon talalhatok szubsztituensek, hanem az Oket 0sszekotd metilén hidak
szénatomjain is (3. abra).

A biomimetikus oxidaciok soran alkalmazott szintetikus metalloporfirineket a
szerkezetiik alapjan lehet csoportositani, ami koveti az eléallitasuk idérendi sorrendjét is. Az
els6 irodalmi emlités, amely vas-porfirineket biomimetikus katalizatorként alkalmazza
oxidacios rendszerben, 1979-bél szarmazik Groves és mtsai. A vas porfirineket a CyP450
katalizalta hidroxilacios és epoxidacios reakciok modellezésében alkalmaztak, alkdnok és
olefinek esetében. Ehhez mezo helyzetben fenilcsoportokat tartalmazé porfirint alkalmaztak
(mezo-tetrafenilporfirin, TPP).1® Ezt nevezziik 1. generdcios porfirinnek. A TPP alkalmazisa
soran felmeriild probléma az alacsony katalitikus aktivitas volt, mivel az érzékeny porfirin
szerkezet konnyen degradalodott a reakcio koriilményi kozott, illetve lugos kozegben (pH 8-
11) jellemzden un. u-oxo-dimereket képzett, ami a porfirin inaktivalodasahoz vezetett.

A 2. generacios porfirinek fenilcsoportjai nagy térikitoltésti csoportokkal, illetve
halogénatomokkal lettek szubsztitualva. A legjobb alkalmazhatosaggal a fenil gytirikon alkil,
O-alkil, és szulfonsav csoporttal szubsztitualt, illetve perfluorozott, perklérozott ¢és
perbromozott szarmazékok rendelkeztek. Az igy kapott metalloporfirin szdrmazékok elénye,
hogy a szubsztitualt fenilcsoportok sztérikus hatasa révén gatolt a u-0xo-dimerek képzodése,
valamint a fenilcsoportokon talalhato elektronszivd csoportok novelik az aktivalt oxo-fém
forma elektrofil jellegét, igy ndvelve annak katalitikus aktivitasat, ezaltal robusztusabb
természetli katalizator allithato eld. Ezen feliil a polaris vagy apolaris csoportok bevitelével a

porfirin komplex vizoldhatosaga javithato.
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3. abra Kiilonb6zd generacios metalloporfirinek® (X = H, els6 generacio; X = -COOH, -SOsH, -NR,*,
vizoldhato; Ri.s = halogén, masodik generaciod; B, Ris = halogén, harmadik generacio)

A 3. generacios porfirinek pirrol gytriit B-helyzetben halogénekkel szubsztitualtak,
amelyek tovabb csokkentik az aromds rendszer elektronsiiriiségét, igy jobban polarizaljak az
aktivalt komplex vas-oxigén kotését. Ennek kovetkeztében ezek a porfirinkomplexek még
reaktivabbak, de cserébe a szelektivitasuk lecsokken.

A masik csoportositasi lehetdség a nitrogének altal koordinalt fématom mindsége
szerint torténik. Leggyakrabban alkalmazott kozponti fémionok a Fe?*, Mn?*, Cr?*, és Ru?*.
Ezeket a komplexeket hem-fehérjék miikodését utanzo katalizatorként alkalmazzak, olefinek

epoxidalasaban, illetve alkdnok oxidaciéjaban.t’8

2.3.2. Metalloporfirinek alkalmazasa biomimetikus katalizatorként

Ahogy az el6z6 pontban emlitettem els6ként Groves és mtsai alkalmaztak sikerrel a
szintetikus metalloporfirineket biomimetikus oxidacios reakcidkban.
Mezo-tetrafenilporfirin vas(ll1)—jodozilbenzol rendszert alkalmazva sikeresen modellezték a
hidroxilacios és epoxidacios reakciokat, melyeket a CyP450 katalizalt, egyszerti alkanok és
olefinek esetében.®

Napjainkban 3 eltérd oxidacids rendszert kiilonboztetiink meg, a porfirin aktivalasa
szempontjabol. A legelterjedtebben alkalmazott rendszerben Fe?*, Cr?* vagy Mn?* kozponta
metalloporfirin mellett oxigén donort alkalmaznak, mint pl. H202, més szerves peroxidok,
jodozilbenzol, perjodatok stb. Az igy létrehozott rendszert a CyP450 peroxid sont (1. abra)
mechanizmusédhoz hasonloan képes a szubsztratok oxidalasara. Egy masik megvaldsitasa a

reakcionak, hogy a metalloporfirinek aktivalasara molekularis O2-t és redukaloszert, pl.

1 A metalloporfirinek szerkezeti képletét irodalmi példak alapjan készitettem. Lasd Nagakagi és F. G. Doro
munkait.
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NaBH;-et vagy aszkorbinsavat alkalmaznak. Ebben az esetben a teljes CyP450 katalitikus
ciklus modellezhetévé valik. Ezen feliil transz-dioxo-Ru(VI) porfirin katalizatorok esetében
elég a molekularis Oz jelenléte az oxidécios reakciok lejatszodasdhoz, ezt elsésorban olefinek
epoxidaciojara hasznaljak.

A szintetikus metalloporfirinek oxidacios mechanizmusa az 4. abran lathatd. Az
alapéllapotban a 13 (III) oxidacios allapota koézponti fématommal rendelkezd
metalloporfirinb6l az oxidaloszer hatasara magas oxidacios allapotd, reaktiv oxo-
metalloporfirin keletkezik. Ez kétféle iton johet 1étre, melyek koziil a gyakoribb esetben 14
oxo-fém(IV) porfirin gyokkation keletkezik. A masik, és sokkal ritkabb eset akkor 1ép fel, ha
nincs axialis ligandumnak megfelel6 vegyiilet, illetve ionok sincsenek a rendszerben. Ekkor a
torma peroxidaz enzim aktiv allapotanak megfeleld 15 oxo-fém(IV) porfirin keletkezik. Az igy
1étrej6tt reaktiv oxo-metalloporfirin reagal a rendszerben talalhatd szubsztrattal és a megfeleld

termékke vagy termékekké alakitja 6ket, mikdzben visszaalakul alapéllapotba.

Oxidaloszer
(¢}
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/ Fe v / + 14
7\
N——N
N\ -N X
# vagy
13 /pedif
N /’F \N 0
N\—’ ’—/N
£ 15
€IV /
A
N N
Szubsztrat Oxidativ termék(ek)

4. abra Biomimetikus oxidacié mechanizmusa

Szamos kutatds folyik napjainkban a szintetikus metalloporfirinek alkalmazéasara. A
porfirinvaz alapi fémkomplexek alkalmazhatdak a CyP450 enzimek miikodésének direkt
utanzasara (biomimicri). Ahogy dolgozatom soran korabban emlitettem (2.3.1. alfejezet), a
szintetikus metalloporfirinek tulajdonsagai befolyasolhatok a megfeleld oldalcsoportok
alkalmazasaval, igy javitva a katalizator aktivitasat és stabilitasat. Emellett alkalmazhatok
tovabba hem-fehérjék (CyP450, lignin peroxidaz, nitrogén monoxid szintetaz) altal katalizalt
oxidativ folyamatok modellezésre is.

Hatranyuk azonban, hogy homogén oxidativ kdzegben a szintetikus metalloporfirinek

degradalodni képesek, igy elveszitik katalitikus aktivitisukat.'®
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Az in vitro biomimetikus alkalmazason tal szamos mas ipari alkalmazasra is talalhatd
példa. lIparban alkalmazasuk Kiterjed pl. ipari szinezékek lebontasara®®, ciklohexanon

eldallitasat megoldottak ciklohexanbél kobaltporfirin alkalmazasaval®:

, mangan kdzponti iont
tartalmazé  porfirineket alkalmaznak valencén oxidalasdra nootkatonna amelyet
citrancsaromaként, illetve rovarirtoként alkalmaznak.?>?* Egy masik mangan kozpontu
metalloporfirint  cisz-polibutadién oxidaciojara alkalmazzak, hogy poliepoxidda, azaz
polialkohol eldanyagéava alakitsak.?® A szintetikus felhasznaldsukon kiviil kiilonbdzd analitikai
modszer esetében is alkalmazzak Oket, példaul biologiai esszékben a célproteinek

felismerésére?®, valamint metalloporfirin alapu elektronikus ,,orrok” és ,.nyelvek” alkalmasak

vorosborok objektiv mindsitésére?’
2.3.3. A metalloporfirinek pH fiiggé oxidaciés mechanizmusa

A biomimetikus oxidaciét mezo-tetra(4-szulfoniloxifenil) porfirin — vas (I11) klorid
(FeTPPS) katalizatorral végeztem elonyos tulajdonsagai miatt (jo vizoldhatosag, nincs jelen
sztérikusan gatlo halogén, a fenil csoportokon talalhato szulfonsav csoport ionos kotést képesek
kialakitani savas kémhatason).

Wolak és mtsai eredményei alapjan a reakciokozeg pH-ja meghatarozo a szelektivitas,
a rendszerben képz6d6 inaktiv p-oxo-dimer képzOodési sebessége, valamint a degradacio
sebessége €s az oxidacidos mechanizmus szempontjabdl. Feltételezésiik alapjan az oxidacio a
kozponti atom oxidacidjaval (Fe'' - Fe'V), vagy pedig a porfirinvaz gydkkationna alakulasaval
torténhet. Az utobbi folyamat nem érzékeny, mig az elébbi, a reaktiv oxo-ligandumot

eredményez6 folyamat, fligg az alkalmazott kozeg pH értékétdl. Tehat az EI?;,V JFelll pH

figgésének kovetkeztében az EY’

, or ’ r1 ’ ’
FelV /pelll €8 @ Ep+/p relativ helyzete a pH skalat hdrom részre

osztja, mely egyben meghatdrozza a termodinamikailag legstabilabb oxidalt forma szerkezetét

is.
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5. abra Mezo-tetra(2,4,6-trimetil-3-szulfoniloxifenil) vasporfirin (FeTPPS) oxidacidjanak potencial
fliggése a kozeg pH-jatol 2

Az 5. abran megjelolt harom pH tartomdnyban ennek megfeleléen a kdvetkezd

oxidacids folyamatok jatszodhatnak le:

I. tartomany (pH < 3,5): [Fe!" (P)(H,0),] - [Fe''(P*)(H,0),] + 1e~
II. tartomany (3,5 < pH < 6,5): [Fe!"'(P)(H,0),] - [Fe!V(P*)(0)H,0] +2e~ +2H*
I11. tartomany (pH > 7): [Fe!"'(P)(H,0),] - [Fe!V(P)(0)H,0] +1e~ + H*

Ez alapjan pH<3,5 és pH>7 tartomanyokban a porfirin komplex az O-O kozotti kotés
homolitikus hasadasat segiti el6, mint redox partner a peroxid kotést tartalmazo oxidaloszerek
esetében (jodtartalmu oxidaloszerek esetén O-1 kotést hasitja), ez egy elektron atmenetével jard
oxidacios mechanizmus. Ezzel szemben a 4<pH<7 kozotti tartomanyban a porfirin a
heterolitikus kotéshasitast részesiti elonyben, amely egy két elektron atmenetével jaro reakcio
és mechanizmusat tekintve ez felel meg a szervezetben végbemend folyamatnak
(mikroszomalis CyP450 enzimrendszer altal katalizalt folyamatoknak felel meg). Ezen kiviil
mas tulajdonsagok is tudjak befolyasolni a porfirin katalitikus mechanizmusat (oxidaloszer
mindsége, porfirin szerkezete, az oldoszer mindsége, axialis ligandum jelenléte vagy hidnya,
fém ellenionja aprotikus kozegben).

Fontos ismételten megemliteni, hogy a rendszer egyik gyengepontja, a homogén
oxidativ kozegben valo érzékenysége a katalizatornak. Az oxidaloszer O-O nem porfirin

katalizalta kotésfelhasadasa soran a képz6do gyokok képesek reagalni a porfirin vazaval, ezaltal
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crer

folyamat:
2[FeV(P1)(0)] - [Fe'V(P)(0)] + inaktivalédott porfirin

Ez utobbi porfirin molekuldk szempontjabol bimolekularis degradéacios Ut hattérbe
szoritasara szolgalhat a szilard hordozohoz rogzitett porfirinek alkalmazésa, ahol az aktivalt
porfirin komplexek reakciéja gatolt.?83!

A fent bemutatott oxidaciés mechanizmusokat az amiodaron (16) példajan kivanom
szemléltetni.’® A biomimetikus oxidacié f6 termékei erésen savas pH tartomanyban az 1-es
szénatomon torténd hidroxilacio (17), illetve a belépd hidroxil csoport tovabb oxidalodasa 0xo-
csoportta (18). Ezzel 6sszehasonlitva 4,5-6s pH értéken a f6 metabolit az egyszeresen N-
deetilalt szarmazék (19), valamint megjelenik mellette a deetilalt szarmazék olyan modosulata,
amelyr6l a 13-as szénatomon talalhat6 jod atom eliminalodott (20). Enyhén lagos pH értéken
végzett biomimetikus oxidacié pedig egy harmadik atalakulasi képet adott szdmunkra, ahol
lényegesen alacsonyabb a konverzio értéke, de a f6 (major) metabolit még mindig a deetilalt
szarmazék, illetve mellette sokkal diverzebb a termékdsszetétel. Jelen van 1-0Xo amiodaron

(18), azaz 1’- hidroxi amiodaronnak (17) is keletkeznie kellett, valamint az egyik etil csoport

metil csoportra cserélddik az egyik szarmazékban.

O (19

6. abra Amiodaron (16) biomimetikus oxidacios termékei
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Ez alapjan is latszik, hogy mennyire eltéré termékosszetételeket kapunk, ahogy

kiilonbdz6 pH értékeken végezziik a reakciokat,32-3

2.4. Gyogyszermetabolitok szintézise

A gyogyszerek preklinikai fejlesztésének az egyik fontos 1épése az adott hatdanyag
metabolitjainak azonositdsa. Az in vitro, illetve in vivo metabolizmus vizsgalatokban a
gyogyszerjelolt molekulabdl képzodd metabolitok szerkezetét €s mennyiségét kiilonbozo
analitikai rendszerek (HPLC-MS, HRMS, NMR) alkalmazasaval igyekeznek minél nagyobb
pontossaggal megadni. Ezen feliil a gydgyszerhatésagok megkovetelik a 10%-nal nagyobb
mennyiségben keletkezd metabolitok hatdstani és toxikussaganak vizsgalatat.®® Ezekhez a
vizsgalatokhoz azonban akar tobb grammos mennyiség IS sziikséges az adott metabolitbol,
melyet in vivo vagy a korabban emlitett in vitro mikroszomalis vizsgalati rendszerekbdl
rendkiviil nehéz lenne izolalni. Emiatt az analitikai vizsgalatok soran azonositott metabolitot,
vagy metabolitokat jellemzéen koltséges tton, totalszintézissel kell eldallitani. Az esetek nagy
részében ez rendkiviil koriilményes, mert tobblépéses szintéziseket kell alkalmazni, egzotikus
reakcioutakon. Sajnos a lehetéség azonban igy is fenn all, hogy a szintetikus vegyész nem képes
kidolgozni egy kelléen gazdasagos modszert a megfelelé szerkezetii metabolit eléallitasara.,

A biomimetikus reakcioutak alkalmazasa mindkét esetben el6nyds lehet, mivel a
metabolitok szintézise az anyavegyiiletbdl direkt uton, egy 1épésben megvaldsithatd lehet, igy
elkeriilhet6 az uj reakcidutak keresése. Biomimetikus rendszerek alkalmazasa soran nem csak
szerkezet meghatarozasra nyilhat lehetdség, hanem a toxikoldgiai vizsgélatokhoz sziikséges
grammos mennyiség is konnyen eldallithatova valik, amit a biomimetikus rendszer folyamatos
aramu rendszerbe integralasaval hatékonyabba és zold kémiai szempontbol is fenntarthatobba
tehetiink. Jelen dolgozatban is a biomimetikus rendszer folyamatos aramt rendszerbe vald
integralasaval foglalkozom, a rendszert 5 faktor mentén optimalizalva, hogy a lehetd

legnagyobb konverzidértéket érjem el a stacioner allapotban.®’

2.5. Az aramlasos kémia alapjai
Szamos elonyiik ellenére a folyamatos lizemii aramlasos reaktorok alkalmazasa a
gyogyszeriparban még jelenleg sem tekinthetd nagyobb mértékben elterjedtnek. Mégis szamos
elénye koziil néhanyat kiemelve, tgyis mint a kitliné reprodukalhatosag, a nagyfoka
automatizalhatosag, megndvelt biztonsdg ¢és megbizhatosag, fokozatosan nd a szerepe az
iparban. Ezen feliil a folyamatos arami koriilmények kozott egyszeriien biztosithatok az allando
reakciokoriilmények mivel a kis atmérdjii aramlasi csatornakkal rendelkezé reaktorokban

kitlin6 keveredés €és hdatadas 1ép fel. Ennek kovetkeztében folyamatos aramu reaktorokban akar
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olyan reakciokat is el tudunk végezni, melyek hagyoméanyos berendezésekben nem
megvalosithatok. Ilyenek pl. a nagyon reaktiv, robbanas veszélyes vagy korroziv kiindulasi
anyagokkal torténé ipari méretii szintézisek megval6sitisa.*? Ezen feliil az d&ramlasos reaktorok
kedvezObb térfogat/feliilet aranyai leegyszeriisitik a méretndvelést a hagyomanyos kevert
tartalyreaktorokkal szemben, mivel a tovabbi optimalizalasi 1épésektdl el lehet tekinteni mert a
laboratoriumi kériilmények is ipari gyartasba vihetéek.*®

Szakaszos reakciovezetés esetén a reakcié addig zajlik, amig a sziikséges homérsékleti
intervallumban tartjuk az elegyet. A reakcid eldrehaladasat az eltelt idovel jellemezhetjiik, a
tokéletesen kevert rendszerben idealisan a koncentracié minden pontban azonosnak tekinthetd
¢s a reaktansok koncentracidja a teljes térfogatban ugyanugy valtozik. A folyamatos aramu
rendszerekben a reaktansok oldatait pumpak segitségével aramoltatjak a kivant hémérsékleten
termosztalt reaktorok csatorndin keresztiil. A reakcido addig tart, amig a reakcidelegy a
reaktorban tartdozkodik. Ezt nevezziik tartozkodési idonek, ami a reaktor térfogatatol és a
fluidum aramlési sebességtdl fligg, emellett a reakcio elérehaladasa a reaktor hossza mentén a
megtett uttal jellemezhetd. Allando aramléasi sebesség esetében a megtett Gt fiiggvényében
exponencialisan csokken a reaktdnsok koncentracioja.

A folyamatos iizemii, dramlasos €s a szakaszos lizemii technoldgidk dsszehasonlitasara
alkalmas mérészam a reaktor produktivitds vagy volumetrikus produktivitas (angolul space
time yield, STY), mely megadja az egy liter reaktortérfogatban (Vr) egy ora alatt (t) eléallithato

termék tomegét (my) milligramm egységben (1. egyenlet).

STY =

i [Tl

Lxt Uxh 1. egyenlet

2.5.1. Toltott agyas reaktorok az aramlasos kémiaban

A folyamatos aramlast rendszerekben alkalmazott reaktorok hasznos térfogata alapjan
megkiilonboztetiink mikro- (atmérdjiik 10 — 500 um) és minireaktorokat (atmérdjiik 500 pm —
n¢hany mm). Eldbbiek esetében a kis atmérdjii csatornakban tokéletes keveredésrdl, illetve
héatadasrol beszélhetiink, am egyben ez a hatranyukat is jelenti, hiszen a varhatéan
nagymértékii nyomasesés miatt korlatozott aramlasi sebességgel lehet terhelni a rendszert,
illetve a csatornak konnyen eltomddhetnek, ami a szerkezetilk miatt javithatatlan hibat
eredményezhet. Ilyenek lehetnek a ,.chip”, illetve a ,,coil” reaktorok. (7. abra). Utdbbi
csoportjuk folyamatos reakciomegvaldsitas szempontjabol kedvezObb tulajdonsagokkal
rendelkezik, hiszen javulnak az aramlasi viszonyok, az eltomddés veszélye sem all fent.

Minireaktorokkal akar ipari szintéziseket is megvaldsithatunk, hiszen a megnovelt térfogat és
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aramlasi sebesség tobb kilogrammos tételek legyartasat is lehetové teszi. Tovabbi eldnyiik,

hogy toltott reaktorokat is alkalmazhatunk (7. abra).
L=

il @@

,Chip” reaktor ,Coil” reaktor Toltott reaktor

7. abra Mikroreaktorok tipusai

A folyamatos dramu toltott agyas mikro- ¢és minireaktorok kitlind hdatadod
tulajdonsaggal rendelkeznek, ami idedlissa teszi Oket heterogén katalitikus reakciok
végrehajtasara, mivel alkalmazasuk esetén nem alakulnak ki hotspotok a reaktor mentén, rovid
tartozkodasi 1d0 alatt nem torténik nagy aranyu radidlis diffazio, illetve szelektivebben
jatszodhatnak le reakcidok, mint a hagyomdnyos megvalositds esetén. Tovabbi eldnylik az
alacsony katalizator és reagens felhasznalas, igy kevesebb az altaluk generalt hulladék, amit
kezelni kell, ezaltal kornyezetbarat eljarasrol beszélhetiink. A reaktansok kezelése egyszeriivé
valik, biztositott a termék folyamatos eldallitasa, valamint erélyes koriilmények kozotti
reakciovezetés ¢és a katalizator Ujrahasznositdsa is konnyen megoldhatd. Toltott agyas
reaktorokban a katalizatort oldhatatlan hordoz¢ részecskék feliiletére rogzitik. A reaktoron
beliil ezek a részecskék véletlenszeriien helyezkedhetnek el. A 8. dabra a toltet és a reaktor

felépitése lathato.*

8. abra Toltott agyas reaktor felépitése

2.6. Korabbi eredmények bemutatasa
Kutatocsoportunkban korabban kifejlesztettek egy 96-lyuka mérétalcan (plate) alapulo,
kozepes ateresztOképességli  biomimetikus oxidacion alapuld szirdérendszert, amelyet
HPLC-DAD-MS technika segitségével jellemeztek. A mddszer alkalmas volt a szubsztratok

biomimetikus stabilitdsdnak meghatarozasara, azaz az anyavegyiilet konverzidja, valamint a
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minor metabolit/6sszes metabolit aranya a rendszer két f6 paramétere. A biomimetikus
rendszerben 45 kiilonb6z06, a klasszikus gydgyszerkinesbol kivalasztott vegytilet atalakuldsat
vizsgaltak, pH4,5-es kozegben, metanol koszolvens jelenlétében, FeTPPS porfirint
biomimetikus katalizator és kiilonbozé oxidaldszerek (tBUOOH, H2O: és NalO4) alkalmazasa
mellett.

Az igy kialakitott biomimetikus rendszerben az amiodaron (16) antiarritmikus
hatébanyag pH fiiggd oxidacidjat részletesen is vizsgalta a kutatocsoport, melyet a
2.3.3. alfejezetben mutattam be részletesen. Kiilon kiemelendd, hogy ¢ munkaban 16 tobb, az
emberi szervezetben képzddd, korabban nem azonositott metabolitjat sikeriilt izolalni é&s NMR
vizsgalatok alapjan szerkezetiiket megadni, pontositani.?®

A Bsc munkam soran a korabban optimalizalt biomimetikus rendszeren vizsgéaltam 100
gyogyszerhatbanyag biomimetikus atalakulasat FeTPPS porfirin és tBuOOH oxidaloszert
alkalmazva. A reakciokat hatdbanyagonként négy fiiggetlen pH értéken végeztem el (pH=2,7;
4,5; 6,5; 7,4) és a reakcidkat HPLC-DAD-MS és mérétalca olvas6d alapu REIMS-HRMS
modszerekkel jellemeztem. A kapott metabolikus profilok jo egyezést mutatnak az in vivo

irodalmi adatokkal igy alatamasztva a rendszer alkalmazhatosagat a gyogyszerkutatasban.
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3. Célkitiizés

Munkam sordn célul tliztem ki, hogy a kordbbi munkdm soran alkalmazott
biomimetikus szlirési rendszer felhasznalasaval megvizsgaljam a dihidropiridin vegyiiletcsalad
tagjainak biomimetikus atalakulasat.

Ennek érdekében kivalasztottam kilenc dihidropiridin alapvazzal rendelkez6 vegyiiletet,
amiket a biomimetikus sziirérendszerben kivanok vizsgalni. A biomimetikus reakcidkat négy
kiilonbozo pH értéken kivanom elvégezni és a reakcidelegyeket HPLC-DAD-MS és HRMS
modszerekkel kivanom vizsgalni.

A munkdm masik célja, hogy a kilenc vegyiilet koziil harmat aramlasos kémiai
rendszerben is vizsgaljak és optimalizaljam a reakcidparamétercket a lehetd legnagyobb
konverzi6 eléréséhez.

Emellett a vegyliletek biomimetikus metabolitprofiljat 6ssze kivainom hasonlitani az
emberi szervezetben képzddd metabolitokkal. A célom nem csupan a szervezetben keletkezd
metabolitok biomimetikus rendszerben tOrténd eldallitisa, hanem a minél szélesebb

termékprofil, amivel a gyogyszerkémiai teret kivdnom bdviteni.
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt vegyszerek, analitikai modszerek, berendezések és szoftverek

A kisérletek soran analitikai tisztasagu vegyszereket hasznaltunk. A metanolt,
acetonitrilt, ecetsavat, natrium-dihidrogén- ¢és dinatrium-hidrogén foszfatot, illetve az
oxidaloszerként alkalmazott terc-butil-hidroperoxidot (tBuOOH), az analitikai méréseknél
hasznalt hangyasavat és a gydgyszer szubsztratokat a Merck Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag)
szereztik be. A mezo-tetra(szulfoniloxifenil)vasporfirin (FeTPPS) katalizatort a Frontier
Scientific Inc.-t61 (Logan, Utah, USA) rendeltiik. A mérések soran hasznalt desztillalt vizet
Millipore (Bedforf, Massachusetts, USA) Milli-Q viz tisztitdo rendszerrel allitottuk eld. Az
alkalmazott organoszilan prekurzorok koziil a 3-aminoporpil-trimetoxiszilan és az N-[3-
(trimetoxiszilil)propil]-dictilén-triamin a Sigma-Aldrich Kft.-t61 szarmazik, az N-(2-
aminoetil)-3-aminopropil-trimetoxiszilan a Merck termék

A dolgozatban leirt fizikai-kémiai paramétereket szamitasa ACD/Percepta v2020 Build
3382 szoftverrel tortént.

4.2. Analitikai modszerek

4.2.1. Kromatografias médszer — HPLC-DAD-MS

A Kkisérleteket Waters 2695 folyadékkromatografids rendszerhez kapcsolt Water
Micromass Quattro Ultima Pt tandem kvadrupol témegspektrométerrel (Milford, MA, USA)
veégeztiik. A detektalast Waters 2487 Dual A Absorbance detektorral végeztiik. Az elemzést 40
°C- on végeztiik Kinetex XB C18 oszlopon (150x4,6 mm, 2,6 um) (Phenomenex, Torrance,
CA, USA) 1 ml/perc mozgofazis aramlasi sebességgel. Az alkalmazott A eluens dsszetétel 0,1
térfogatszazalék Hangyasav vizben oldva, B eluens pedig MeCN:H2O 95:5 aranyu elegye,
amihez 0,1 térfogatszazalék hangyasavat adtunk. A gradiens elicios program: 0 — 11 perces
tartomanyban 5-100% B linearis gradienst, 11 — 13 perces tartomanyban 100% B izokratikus
szakaszt alkalmaztunk. Ezt egy 2 perces kiegyenlitési periddus kovetett a kovetkezd injekcid
elétt 5% B 0Osszetétel alkalmazasaval. Az injektalasi térfogatot 5 pl-re allitottuk be, és a
kromatografids profilt 220 (£ 4) nm hulldmhosszon regisztraltuk. A tomegspektrometrias
koriilmények a kovetkezdk voltak: ionforrds: ESI, pozitiv ionmdd, pasztazé ion lizemmod (150
— 600 m/z), szaritdgaz (N2) hdmérséklete 350 °C, aramlési sebessége 5,5 1/perc, porlasztd gaz
(N2) nyomas 6 bar, kvadrupol hémérséklete 120 °C, kapillaris fesziiltség 2500 V, fragmentor
fesziiltség 60 V. Az adatok feldolgozdsa MassLynx 4.0 szoftverrel tortént.
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4.3. Kisérletek leirasa

4.3.1. Biomimetikus reakciok altalanos leirasa
A Kkisérleteimet 1,5 ml térfogati mikrocentrifuga csévekben (Eppendorf® Safe-Lock)
végeztem. A reakcidelegyek Ossztérfogata minden esetben 0,5 ml volt. Minden vegyiilet
esetében készitettem csak kiindulasi vegyiiletet tartalmazo referencia, valamint ellendérizendé a
kiindulasi vegyiilet oxidaloszerrel szembeni stabilitasat porfirin nélkiili, csak tBuOOH-t
tartalmazo reakcio elegyeket. Ebben a két esetben az hidnyz6 térfogato(ka)t metanollal
potoltam. A kisérletekbe bevont hatéanyagokbol minden esetben 10 mM-os torzsoldatokat
készitettem DMSO felhasznaldsaval. Amennyiben az adott anyag nem oldodott fel teljes
mértékben DMSO-ban mas oldoszert alkalmaztam, amelyet a fliggelékben tiintetek fel. Minden
csObe 370 pl metanolt, 10 ul 10 mM-os gydgyszerhatéanyag torzsoldatot mértem be. A
biomimetikus mintdkhoz 13,6 ul FeTPPS (0,735 mM, metanolban oldva) oldatot adtam, majd
a pH-fliggd, csak oxidaloszert tartalmazo €s a biomimetikus mintdkhoz hozzdadtam 100 pl
megfeleld pH-ji vizes puffer oldatot (64 mM). Az igy elkészitett reakcidelegyekhez ezutan
6,8 pul tBuOOH torzsoldatot (147 mM) adagoltam. A tdrzsoldatok ¢€s porfirinoldat
koncentracidja gy van beallitva, hogy a végso reakcidelegyben az egyes komponensek aranyai
a kovetkezok legyenek:
Cporfirin: Cszubsztrat:CteuooH = 1:10:100
A reakcioelegyeket 1 oran keresztiil 37 °C-on razattuk (Eppendorf Thermomixer
Comfort, 1100 RPM). Az igy kapott reakcioelegyeket higitds nélkiil vizsgaltuk a
4.1.1. pontban leirt HPLC-DAD-MS moédszerrel.
A reakcioban alkalmazott puffereknek az alabbi modokon készitettem el.
o pH=2,7
64 ml 0,1 M-os hangyasav oldatot desztillalt vizzel 100ml-re higitottam.
° pH=4,5
201,3pl jégecet és 236,16 mg vizmentes NaOAc-ot kimértem, majd 100 ml-re
higitottam desztillalt vizzel.
° pH=6,5
0,41 g NaxHPO42H20O és 0,499 NaH:POs-et mértem ki, majd 100 ml-re
allitottam desztillalt vizzel.
° pH=7.,4:
0,86 g NaoHPO42H,O és 0,19¢ NaH»POs-et kimértem, majd 100 ml-re

allitottam desztillalt vizzel.
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Minden esetben pH mérdvel ellendriztem az oldatok kémhatésat és amennyiben sziikséges volt

0,1 M-os sosav vagy 0,1 M-0s NaOH oldattal allitottam be a kdzeg pH értékét.

4.3.2. Heterogén szakaszos optimalizalas

Az é4ramlésos kémiai kisérletek megeldézden eldkisérletet végeztem a szilika és a
metalloporfirin kozotti linker hosszara vonatkozoan, mivel a kutatocsoport korabbi eredményei
arra utaltak, hogy annak is hatasa lehet a konverzio értékre®. A vizsgalt szilikatipusok az
alabbiak voltak: 3-aminopropil oldallanccal modositott szilikagél, N-(2-aminoetil)-3-
aminopropil oldallanccal modositott szilikagél, és N-[3-(trimetoxiszilil)propil]-dietilén-
triaminnal modositott szilikagél. Ezeket a szilikagéleket a kutatocsoport mar korabban
eldallitotta, jelen TDK munkdmban csupan felhasznaltam Oket. A vizsgalatokhoz kimértem 9
mikrocentrifuga csébe ~2-2 mg szilikdt, mindharom szilikatipusbdl triplikdlva. Ezutan
bemértem 100 pl 0,735mM FeTPPS-oldatot, 100 ul pH=4,5-6s NaOAc puffert, amit a 4.3.1-es
pontban leirt médon készitettem el, majd 73,5 ul 10mM-os hatéanyag térzsoldatot adtam az
elegyhez és metanollal 450 pl-re egészitettem ki. Az elegyeket ezutan 10 percig razattam 25°C-
on (Eppendorf Thermomixer Comfort, 1100 RPM), majd hozzaadtam 50 pl tBuOOH
torzsoldatot (14,7mM) és tovabbi 1 oran keresztiil razattam a reakcioelegyeket. Az igy kapott
reakcidelegyeket ezutan higitas nélkiil vizsgaltuk a 4.1.1. pontban leirt HPLC-DAD-MS
modszerrel.

Tekintettel arra, hogy a vizsgalati eredmények alapjan a linkerhossz nem volt hatassal a
konverziora egyik vegyiilet esetében sem, igy mindharom vegyiiletet a 3-aminopropil

oldallanccal modositott szilikagélbdl késziilt oszlopon vizsgaltam.

4.3.3. Metalloporfirin rogzitése szilikara

Az aramlasos kémiai reakciok megvalositasahoz eldszor el kellett készitenem a
megfeleld porfirintartalommal rendelkezd hordozds rendszert. Ehhez kimértem 2-szo6r 350 mg
3-aminopropil oldallanccal moédositott szilikat és mindkettéhdz hozzaadtam a megfeleld
mennyiségli porfirin oldatot (0,735mM, MeOH:acetat puffer 4:1 aranyu elegye, pH=4,5) ugy,
hogy az egyik esetben a porfirin koncentracidja Smg/g szilika legyen, a masikban pedig
15mg/g. Ezutan 10 percig raztam kézzel az elegyeket, hogy a 3-aminopropil és az FeTPPS
szulfonsav csoportjai kozt kialakulhasson az ion0s kotés és rogziiljon a porfirin a modositott
szilikagél amin-csoportjaira. Ezutan 2-sz6r 10 percig centrifugaltam 6ket 5000 RPM-en (Sigma
3-15 Universal Table Top Centrifuge, Sigma kft., Budapest). A feliiliszo fazisbol mintat vettem
a rogzités hatasfokdnak vizsgalata céljabol, majd lecentrifugalt és dekantalt szilikat 6 napig

szaritottam levegén, majd betdltottem az oszlopokba. A 4 mm atmérdjlii oszlopokat 15 mm
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magassagig toltdttem, amit 5mg/g-os oszlopnal 140mg a 15mg/g-0S oszlopnal 150mg
porfirinrogzitett szilikagél bemérésével értem el, majd lezartam Sket.
A rogzités mértéke 100%-os volt, mivel a feliilisz6 fazisban egyik mintanal sem

tapasztaltam az FeTPPS-re jellemz6 elnyelési csucsot 460 nm hullamhossznal.

4.3.4. Folyamatos aramu kémiai reakciok altalanos leirasa

A reakciokhoz készitettem 8-8 torzsoldatot a 2 féle szubsztratkoncentracidhoz (1,5mM
¢s 3mM) mindharom vegyiiletbél, a torzsoldatok oldoszere MeOH:NaOAc-puffer 4:1 aranya
elegye. A torzsoldatokhoz a mérés el6tt hozzaadtam a szubsztrat mennyiségéhez képest 1 vagy
5 ekvivalensnyi tBUOOH-t, amit a 70 m/m%-os oldatb6l adtam hozza. Ezutan felszivtam
fecskendébe a torzsoldatokbol 5 ml-t majd fecskendépumpa segitségével a megfeleld aramlasi
sebességgel aramoltattuk a reakcidelegyet az oszlopon és az utols6é 1ml-bdl mintat vettem.

Az igy kapott reakcioelegyeket higitas nélkiil vizsgaltuk a 4.2.1. pontban leirt
HPLC-DAD-MS mddszerrel.
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5. Eredmények

Ahogy azt a 2.6. fejezetben emlitettem, kutatocsoportunkban korabban mar végeztek
45 vegylilet bevonasaval biomimetikus sziirOvizsgalatot. Azonban ezen munkanak a
célkitlizése kimeriilt a vegyiiletek pH-4,5-es kozegben végzett biomimetikus stabilitdsanak
vizsgalataban, kiilonb6z6é oxidald szerekkel szemben, FeTPPS porfirin hidnyaban, illetve
jelenlétében. Az ebben az esetben alkalmazott HPLC-DAD kovetd analitikai vizsgélat csupan
limitalt informaciot volt képes szolgaltatni, igy csak az anyavegyiilet konverziojat, valamint a
minor metabolit/0sszes metabolit aranyt hatdroztak meg.

Kutatocsoportunk egy masik munkdja ravilagitott arra, hogy a biomimetikus oxidacio
termékprofilja fligg a reakciokozeg pH-jatol. Ezen tulajdonsagot a sajat korabbi munkam soran
is tapasztaltam, ahol 100 gydgyszerhatbanyagot vizsgaltam a kordbban bemutatott
biomimetikus rendszerrel. Itt j6 egyezést tapasztaltam az in vivo metabolizmus eredményeivel,
valamint 1j biomimetikus oxidativ termékeket is eldallitottam.

Fentiek ismeretében kezdtem bele a 9 dihidropiridin szerkezeti egységet tartalmazé
vegyiiletet a biomimetikus rendszerben t6rténé oxidacios vizsgalataba, illetve térképeztem fel
¢és hasonlitottam 6ssze a metabolikus és biomimetikus termékprofiljaikat.

5.1. Biomimetikus és a human metabolit termékprofilok 6sszehasonlitasa
dihidropiridin egységet tartalmazo vegyiiletek esetén

A munkam soran vizsgalt 9 dihidropiridin alapvazzal rendelkezd vegyiilet biomimetikus
oxidaciojabol nyert adatokat fogom bemutatni, ahol a korabbi in vivo vizsgalatok alapjan
azonositott human metabolitokat is bemutatom (z6ld korrel jelolve az abrakon- O), illetve a
biomimetikus termékeket is feltiintetem. Az abrdkon a négy kiilonbozd pH értéken végzett
vizsgalatokat négy kiilonboz6 szinnel jelolom (pH = 2,7 — piros .; pH = 4,5 — sarga
pH=65—1ila®; pH =74 —kek @),

Amennyiben a reakcidelegyekhez nem adtam metalloporfirin katalizatort jellemzdéen
nem tortént atalakulas, azaz a kovetkezokben bemutatott termékek nagyrészt biomimetikus
uton keletkeztek. Ahol keletkezett nem biomimetikus termék ott azt kiilon jelzem. A

reakcioelegyeket a 4.2.1. alfejezetben leirt HPLC-DAD-MS technikaval jellemeztem.

Az alabbiakban megadott biomimetikus termékek szerkezetét az MS spektrumaik
alapjan szamitott tdmegvaltozas alapjan adatam, vagyis ezek valdszinisitett szerkezeteknek
tekinthetk. Kivételt képez az amlodipin (25), a benidipin (29) és a nifedipin (30), mivel ezen
vegyiiletek esetében rendelkezésre alltak az in vivo metabolit standardok, melyeket kordbbi

munkam soran mar HR-MS mérések ¢és retencids idok dsszevetése alapjan azonositani tudtam.
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A mért tomeg és a monoizotopikus tomeg relativ eltérését ppm-ben adtam meg és azokat a

szerkezeteket fogadtam el, ahol ez az eltérés 10 ppm érték alatt volt
5.1.1. Amlodipin

Az amlodipin (25) egy Ca?*-ion csatorna blokkold vegyiilet, amit magas vérnyomas és
iszkémias szivbetegség kezelésére alkalmaznak. Az emberi szervezetben szamos metabolitja
keletkezik, koztiik a 34 piridinszarmazék a human major metabolit, amelyet a biomimetikus

rendszerben is eldallitottunk mind a 4 pH értéken.*®4
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9. abra Amlodipin (25) human metabolitjai és biomimetikus terméke

3. tablazat Amlodipin pH fliggdé biomimetikus termékprofilja

re m/z Am  Reakcio tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH 7,4
34 580 407 -2 dehidrogénezés 100 100 39,7 12,8
25 625 409 0 anyavegyiilet 72,8 453 60,3 87,2

Mind a négy vizsgalt pH értéken a 6- és egyediili termék a 34-es human metabolit. 2,7-
es és 4,5-0s pH értéken az anyavegyiilet nem detektalhaté a reakcidelegyben, igy a konverzid

100%-0s. Az enyhén savas és enyhén lugos kémhatason az amlodipin atalakulasa alacsonyabb
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mértékii volt, ami jelezheti a u-oxo-dimer képzodését. A 34-es human metabolitot korabban

mar izolaltuk és NMR méréssel igazoltuk a szerkezetét.

5.1.2. Ftaloil-amlodipin
A ftaloil-amlodipin (26) az amlodipin szintézis egyik izoldlhaté koztiterméke.?.

Irodalmi in vivo metabolizmusa nem ismert.
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10. abra Ftaloil-amlodipin (26) és a biomimetikus termékei

4. tablazat Ftaloil-amlodipin (26) pH fiiggdé biomimetikus termékprofilja

It m/z Am  Reakei6 tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH 7,4

44 9,75 525 -14 hidrolizis 0 0 0 9,7
43 10,82 537 -2 dehidrogénezés 100 100 53,9 29,5
26 11,85 539 0 anyavegyiilet 0 0 46,1 60,8

Biomimetikus rendszerben mind a négy pH értéken keletkezett a 43 dehidrogénezett
piridin szarmazék. Ebben az esetben is megfigyelheté az amlodipin (25) esetében bemutatott
konverzié csokkenés a pH értékének novelésével. 2,7-es és 4,5-0s pH értéken ebben az esetben
is total konverziot értem el. 7,4-es pH értéken viszont egy uj, nem biomimetikus, a porfirint
nem tartalmaz6 elegyben megjelené termék is keletkezett. Ez a termék az O-demetilalt-ftaloil-

amlodipin (44), amely lagos hidrolizis eredményeképpen keletkezett a rendszerben.
5.1.3. Bisz-aminoetoxi-amlodipin

A bisz-aminoetoxi-amlodipin (27) az amlodipin gyartasa soran képz6d6 egyik

melléktermék, amit a feldolgozas soran eltavolitanak. Biologiai atalakuldsa nem ismert.

O 0O

S &

HaN (45) NH,

11. abra Bisz-aminoetoxi-amlodipin (27) és a biomimetikus terméke
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5. tablazat Bisz-aminoetoxi-amlodipin (27) pH fliggé biomimetikus termékprofilja

re m/z Am  Reakci6 tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH74
45 407 466 -2 dehidrogénezés 100 100 29,9 8,9
201 472 468 0 anyavegyiilet 0 0 70,1 91,1

27 esetében egy termék keletkezett mind a négy pH értéken, a 45 dehidro-bisz-
aminoetoxi-amlodipin. 45 a korabbiaknak megfeleléen képzddott, azaz képzddése kedvezdbb

¢s az anyavegyiilet teljes mennyisége atalakult alacsonyabb pH értékeken.

5.1.4. Dimetil-amlodipin-dimetil-észter
A dimetil-amlodipin-dimetil-észter (28) az amlodipin (25) gyartasasa soran keletkez6

melléktermék, irodalmi in vivo metabolizmusa szintén nem ismert.

cl
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12. abra Dimetil-amlodipin-dimetil-észter (28) és biomimetikus terméke

6. tablazat Dimetil-amlodipin-dimetil-észter (28) pH fiiggé biomimetikus termékprofilja

re m/z Am  Reakci6 tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH 7,4
46 9,62 334 -2 dehidrogénezés 100 100 70,5 48,4
28 9,80 336 0 anyavegyiilet 0 0 29,5 51,6

28 hasonlo6 reaktivitast mutatott a tobbi amlodipin szarmazékhoz. Savasabb kémhatason
teljes atalakuldst, mig enyhén savas vagy ligos pH értéken csokkent reaktivitast mutatott.

Erdemes azonban megvizsgalni az amlodipinek esetében a dehidrogénezett
szarmazékok relativ termék mennyiségét. A dihidropiridin gylirliben 1évd nitrogén melletti
csoportok térbeli nagysaga és lipofilitisa nagyban befolyasolta a reakciot enyhén savas, illetve
lagos kémhatas mellett. A leghidrofilebb szarmazék (27) esetében csupan 10%-os, mig a

leglipofilebb szarmazék (28) 7,4-es pH értéken is kozel 50%-ban atalakult.
5.1.5. Benidipin

A benidipint (29) szintén vérnyomascsokkentd gyogyszerek hatéanyagaként

alkalmazzik, a Ca?*-csatorna blokkolé hatdsa miatt. A szervezetben két metabolitja keletkezik
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a dehidro-benidipin (47) és az N-debenzilezett szarmazéka a benidipinnek (50). EI6bbi az egyik
foterméke a biomimetikus oxidacionak, amig a masik csak a szervezetben keletkezik
azonosithatd mennyiségben.®**° Biomimetikus rendszerben a beldle konszekutiv modon

keletkez6 N-debenzil-dehidro-benidipin (48) sikeriilt azonositanunk.

(29)

(s0) @

13. abra Benidipin (29) human metabolitjai és biomimetikus termékei

7. tablazat Benidipin (29) pH fiigg6 biomimetikus termékprofilja

rt m/z Am  Reakci6 tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH 7,4

dehidrogénezés,

48 540 414 g2 COIOSNTES g4 6.3 22 0
47 6,42 504 -2 dehidrogénezés 70,6 78,2 53,2 32,2
20 652 506 0  anyavegyiilet 0 0 411 67.8
49 720 331 175 Ochidrogénezés, g 8.1 1,7 0

O-dealkilacio

A benidipin (29) esetében a biomimetikus rendszerben a dehidrogénezési reakciod
mellett N- és O-dealkilaci6 is tortént. Utobbi két reakcid csak savas kémhatason jatszodik le,
7,4-es pH értéken termékként csupan a dehidro-szarmazék detektalhato a reakcio elegyben,
mely mind a négy pH értéken a major biomimetikus metabolit. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a dihidropiridin gylrli nitrogénje protonalva van €s ez nagyban befolydsolja a

biomimetikus reakciot. A vegyiiletrél kordbban késziilt HR-MS mérés, az eltérés a mért és a
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szamolt tomegérték kozott a 47-es human metabolit esetén 6,3 ppm volt, a 48-as biomimetikus
termék esetében 6,5 ppm ¢€s a 49-es biomimetikus termék esetén 0,6 ppm volt.
5.1.6. Nifedipin

A nifedipin (30) szintén a Ca?*-csatorna blokkolok csaladjaba tartozik. Magas
vérnyomas, koszoruérelmeszesedés, ujjbéli érelzarddasok €s korasziilés kezelésére, valamint
terhesség soran is alkalmazhatdo vérnyomascsokkentésre. A szervezetben két metabolitja
keletkezik, az O-demetil-nifedipin (52) és az O-demetil-dehidro-nifedipin (53). Az utobbit a

biomimetikus rendszerben is el6allitottam.>

14, abra Nifedipin (30) human metabolitjai és biomimetikus termékei

8. tablazat Nifedipin (30) pH fliggé biomimetikus termékprofilja

rt m/z Am  Reakci6 tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH 7,4

51 8,87 345 -2 dehidrogénezés 96,7 100 62,9 44,0

30 902 347 0  anyavegyiilet 0 0 37,1 56,0

16 dehidrogénezés

53 1020 331 O-dealkil4cié

3,3 0 0 0

A nifedipin (30) esetében két biomimetikus terméket tudtam azonositani. Erésen savas
korilmények kozott a dehidrogénezett szarmazék tovabbalakult és egy hidrolitikus termék
keletkezett. Ezen kiviil a mar kordbban ismertetett reaktivitast mutatta. A vegyiiletrél korabban
késziilt HR-MS mérés, az eltérés a mért és a szamolt tomegérték kdzott a 51-es biomimetikus

termék esetén 1,2 ppm volt
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5.1.7. Nitrendipin
A Nitrendipin (31) szintén a Ca?*-csatorna blokkolok csaladjaba tartozik, fo alkalmazasi
terlilete az idoskori magas vérnyomads kezelése. A szervezetben szamos metabolitja keletkezik,

koztiik a dehidro szarmazék (52) amelyet mind a 4 pH értéken eldallitottunk.>
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15. abra Nitrendipin (31) human metabolitjai és biomimetikus terméke

9. tablazat Nitrendipin (31) pH fiiggd biomimetikus termékprofilja

rt m/z Am  Reakci6 tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH 7,4
o4 9,99 334 -2 dehidrogénezés 100 100 100 100
31 10,04 336 0 anyavegyiilet 0 0 0 0

31 esetében csupan a dehidro-szarmazék keletkezett. A hatéanyag mind a négy pH
értéken teljes atalakulast mutatott. A nifedipinhez (30) képest a nitro csoport atkeriilt meta
helyzetbe. Ez nagy mértékben befolyasolta a vegyiilet reaktivitasat.

5.1.8. Dimetil-nitrendipin
A dimetil-nitrendipin (32) a nitrendipin (31) gyartasasa soran keletkezé melléktermék®°.

Irodalmi in vivo metabolizmus nem ismert.
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16. abra Dimetil-nitrendipin (32) és biomimetikus termékei

10. tablazat Dimetil-nitrendipin (32) pH fiiggé biomimetikus termékprofilja

rt m/z Am  Reakcio tipusa pH 2,7 pH 4,5 pH 6,5 pH74

59 9,49 345 -2 dehidrogénezés 100 92,7 93,1 71,4
32 9,57 347 0 anyavegyiilet 0 0 0 28,6
dehidrogénezés,

60 1055 361  +16 0 7,3 6,9 0

hidroxilacio

A nitrendipinhez (31) képest egy etil-csoport helyett egy metil-csoporttal van észterezve
a dihidropiridin gylirli 3-as sz€énatomjan talalhaté karboxil csoport. Ez az apr6 valtoztatds nagy
mértékben befolydsolta a vegyiilet reaktivitasat. 2,7-es pH értéken egyediil az 59-es
dehidrogénezett szarmazék keletkezett. Az anyavegyiilet nem detektalhato a reakcidelegyben,
igy a konverzio 100%-0s. 4,5-6s és 6,5-0s pH értéken a fotermék 59 mellett ~7 relativ
termékszazalékban egy 0j termék valosziniileg dehidro-dimetil-nitrendipin-N-oxid (60) is
keletkezett. Ezen két pH értéken szintén 100%-0s volt a konverzid. 7,4-es pH értéken a
konverzid lecsokken és ismét csak a dehidro-szarmazék keletkezik biomimetikus termékként.
5.1.9. Dietil-Nitrendipin

A dietil-nitrendipin (33) a nitrendipin gyéartasasa soran keletkezé melléktermék®, in

vivo metabolizmusa szintén nem ismert.

(61)

17. abra Dietil-nitrendipin (33) és biomimetikus terméke
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A dietil-nitrendipin (33) analitikai vizsgalata soran nem tudtam alapvonali elvalasztast
elérni, igy csupan annyi informaciot tudtam nyerni, hogy egy termék keletkezik, 33 dehidro
szarmazéka (61), igy nem tudtam konverzidt szamolni az eredményekbdl. HPLC-moddszer

fejlesztését jovobeni feladatnak tekintem, amely nem képezi ezen dolgozat részét.
5.2. Folyamatos aramu kémiai reakcio optimalizalasa

A szakaszos biomimetikus reakciok elvégzését kovetden kivalasztottam harom
vegytiletet, az amlodipint (25), a benidipint (29), és a dimetil-nitrendipint (32), amelyeknek az
aramlasos kémiai reakciojat optimalizalni kivantam. A vegyiileteket Gigy valasztottam Ki, hogy
legyen egy vegyiilet, amelynek csak egy biomimetikus terméke képzddik, ez az amlodipin (25),
¢és legyen két vegyiilet, amelynek tobb biomimetikus terméke is keletkezik, igy vizsgalhato,
hogy a paraméterek befolyasolasa kihatassal van-e a termékdsszetételre, ezen vegyiiletek a
benidipin (29) és a dimetil-nitrendipin (32). Az optimalizaciot 5 faktor mentén végeztem: a
reakciokozeg homérséklete, a szubsztrat koncentracidja, az oxidaloszer mennyisége a
alkalmazott térfogataram. A faktorok szintjeit és kozépértékeit a 11. tablazatban foglaltam

Ossze. A kisérletek beallitasait a Fliggelék F1. tablazataban tiintetem fel.
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11. tablazat Vizsgalt faktorok kozépértékei és also-felso szintjei és variacios intervallumai

Oxidaloészer Porfirin
Szubsztrat
Homérséklet koncentracidé  koncentracio  Térfogataram
Faktorok koncentracio o
(°C) (szubsztrat (mg porfirin/ (ml/perc)
(mM) . -
ekvivalens) g szilika)
Kozépérték 25 2,25 3 10 0,25
Variacios
. 15 0,75 2 5 0,10
intervallum
Fels6 szint 40 3 5 15 0,35
Also szint 10 15 1 5 0,15

A faktorok optimalizacidjat egy 2CV-es kisérlettervvel végeztem, igy az egyszeres
hatasok csak négyszeres hatasokkal keverednek, amik ezaltal jol kiértékelhetok, illetve késobb
foldover-tervet alkalmazva kiértékelhetové valnak a masodrendii hatasok is, szemben egy

20205 kisérlettervvel, ahol a foldover terv utan is 16 valtozot kellene illeszteniink 16 adatra.

5.2.1. Amlodipin aramlasos kémiai reakciéjanak optimalizacioja

Els6ként az amlodipin (25) aramlasos kémiai reakcidjat mutatom be. A reakcio egyetlen
terméke a dehidro-amlodipin (34), mas vegyiilet nem keletkezik a rendszerben. Az amlodipin
atlagos konverzioja 46,1%-volt, a legmagasabb konverzioértéket az 1. és a 13. mérési
beallitasoknal értem el (1d. F1. tablazat), ami mindkét esetben 84,1% volt. A legalacsonyabb
konverzio értéket, 19,1 %-ot pedig 8. mérési beallitasnal mértem.

A fOhatasok elemzése a 12. tablazat alapjan allt Gssze, mely soran 6 valtozot

illesztettem 16 adatpontra, igy a szabadsagi foka a rendszernek 10.
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12. tablazat Fohatasok statisztikai vizsgalata amlodipin (25) esetében (t=10, a=0,05)

Standard hiba t(10)-re vizsgalt
Faktorok Hatas p-érték
(SE) probastatisztika
Atlag/tengelymetszet. 46,08 2,462 18,715 0,0000
(1) Homérséklet 8,85 4,924 1,797 0,1025
(2) Oxidaloszer koncentracio -3,35 4,924 -0,680 0,5117
(3) Szubsztratkoncentracio -14,73 4,924 -2,991 0,0136
(4) Térfogataram -15,03 4,924 -3,051 0,0122
(5) Porfirin koncentracid 21,50 4,924 4,366 0,0014

A statisztikai elemzés alapjan a hémérsékletnek és az alkalmazott oxidaloszer
mennyiségének  nincs  statisztikailag  bizonyithatd  hatdsa. A szubsztrat-  és
porfirinkoncentracionak, valamint a térfogataramnak pedig statisztikailag szignifikans hatasa

van. Ezt tamasztja ala az ebbol készitett Pareto-abra is (18. abra).

Konverziéra haté féhatasok
Pareto-abraja

(5)Porfirin koncentracio

(4)Térfogataram

(3)Szubsztratkoncentracio
(1)H6mérseklet | 1,7973B43
(2)Ox.szer koncentracio -,68035
.p:,05 .

Standardizalt hatasok becsdilt értéke (Abszolut Ertékben)
18. abra Amlodipine (25) féhatasainak Pareto-dbrdja
Ezek alapjan a felirhato konverziot becslé egyenlet, az alabb megadott modon:

Y =46,08 —7,36x3 —7,51x, + 10,75x5 2. egyenlet

Sajnos ezen egyenlet pontossaga alacsony, ami arra utal, hogy a f6hatasok

kolcsonhatnak egymassal, igy ezt ezzel a kisérlettervvel nem (?) lehetséges kiértékelni, mert 16
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valtozot illesztenék 16 adatpontra, igy nem végezhetd statisztikai proba rajtuk. Viszont a
meglevd adatokbol lehet kovetkeztetni azon fohatas parokra, amelyeket érdemes vizsgélni a
foldover-terv soran.

Hoémeérseklet-Ox.szer koncentracio
kolcsdnhatas abraja

55
50
< 45
hel
N
Q
>
c
S
X a0l
35
30 : 1 ——Hémeérseklet
1ekv 5ekv 10°C
o - Hémérséklet
Ox.szer koncentracio 40°C

19. abra Hoémérséklet—oxidaloszer kolcsonhatas
A hémérséklet és az oxidaldszer koncentracidja kozott kdlesonhatast varunk (19. abra),
mivel az alacsonyabb hdmérsékleten az oxidaldoszer mennyiségének nodvelése a konverzid
csokkenését okozta, ezzel szemben a magasabb hdmérsékleti beallitason az oxidaloszer

mennyiségének novelése a konverzio novekedését eredményezi.
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Ox.szer koncentracio-Porfirin koncentracio
kélcsdnhatas abraja

65
60 1
55 1
xR
° 50 t 1
N
Q
>
5
g 45 ¢ E
40 + g
35t 1
30 ! . —s—Ox.szer koncentracio
5mglg 15mg/g 1ekv
» L. —=-0Ox.szer koncentracio
Porfirin koncentracio 5ekv

20. abra Oxidalészer—porfirin koncentracio kélesénhatas
Az oxidaloszer és a porfirin koncentracioja kozott egy kismértékii kdlesonhatést varunk,
a 20. abra alapjan a magasabb porfirin koncentraci6 alkalmazisa mellett a magasabb
oxidalészer mennyisége nagyobb koncentraciondvekedést eredményez.

Ox.szer koncentracio-Térfogataram
kélcsdnhatas abraja

60
55 J
x 90 J
he]
N
Q
>
c
<
45 4
40 + J
35 . . ——Ox.szer koncentracio
0,15 ml/p 0,35 mlfp 1ekv
. . -=-Ox.szer koncentracio
Térfogataram Sekv

21. abra Oxidaloszer—térfogatdram kolcsonhatés
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Az oxidaloszer és a térfogataram kozott kolcsonhatast varunk (21. abra). A
térfogataram novelése soran a magasabb oxidaloszer koncentracio alkalmazasa esetén kisebb
mértékben csokken a konverzid, mint az alacsonyabb oxidaloszer mennyisége esetén.

Szubsztratkoncentracio-Terfogataram

kolcsdnhatas abraja
70

65

60

50

Konverzié %

45 |

40 |

35t

30

. . —e— Szubsztratkoncentracio

0,15 mlip 0,35 ml/p 1,5mM o

-s- Szubsztratkoncentracio
3mM

Térfogataram
22. abra Szubsztratkoncentracio—térfogataram kolcsonhatés

A szubsztratkoncentracio és térfogataram kozott kolesonhatast varunk (22. abra), mivel
a magasabb szubsztratkoncentracid esetén lényegesen kisebb mértékben csokkent a konverzid

a térfogataram novelésekor, mint az alacsonyabb szubsztratkoncentracio esetében.
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Térfogataram-Porfirin koncentracio
kélcsdnhatas abraja

75

70

65

60

55

50

Konverzié %

45 |

40 |

35t

30

25 . " ——Térfogataram
5mgl/g 15mg/g 0,15 mi’p

» o -=Térfogataram
Porfirin koncentracié 0,35 ml/p

23. abra Térfogataram—porfirin koncentracio kolcsonhatas

A térfogataram és a porfirin koncentracio k6zott kdlesonhatast varunk (23. abra), mivel
az alacsony térfogataram esetén a porfirin koncentracié novelése lényegesen nagyobb mértékii

konverzié novekedést eredményez, mint a magas térfogataram esetén.

5.2.2.Benidipin folyamatos aramu kémiai reakciojanak vizsgalata

Masodik 1épésben a benidipin (29) vizsgalata kapcsan kapott eredményeket mutatnam
be. Sajnos az aramlasos kémiai kisérletek soran mérési hibak miatt tobb mérési pontban is 0%-
os volt a konverzid, igy nem tudtam kiértékelni a kisérlettervet és a kisérletek Ujonnani
elvégzésére id6 sziikében nem volt lehetdéségem. A meglévd adatok alapjan az egyetlen
biomimetikus termék a dehidro-benidipin (47), melynek az atlagos konverzio értéke 18,9%
volt, a legmagasabb konverzioértéket, 56,1 %-ot a 13. mérési beallitasnal mértem,. A

legalacsonyabbat pedig 14. mérési beallitasnal mértem, 3,2%-os volt a konverzio.

5.2.3.Dimetil-nitrendipin folyamatos arami kémiai reakciéjanak vizsgalata

Utolsoként a dimetil-nitrendipin (32) aramlasos kémiai reakcidjat mutatnam be. A
reakciok soran két terméket talaltam, kisebb mennyiségben Kkeletkezett a dehidro-dimetil-
nitrendipin (59), mig a fétermék a szakaszos reakciokkal ellentétben, a hidroxi-dehidro-dimetil-
nitrendipin (60) volt. A 32 atlagos konverzidja 15,1% volt, a legmagasabb konverziot, 45 %-ot
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az 5. mérési beallitaisban mértem. A legalacsonyabb konverziot, 2,7 %-ot a 3. mérési

beallitdsban mértem.
A féhatasok elemzése alapjan a 13. tablazatban bemutatott értékeket kaptam. Az

elemzés soran 6 valtozoét illesztettem 16 adatpontra, igy a szabadsagi foka a rendszernek 10

13. tablazat Féhatasok statisztikai vizsgalata (t=10, 0=0,05) dimetil-nitrendipin (32) esetén

Standard hiba t(10)-re vizsgalt
Faktorok Hatas p-érték
(SE) probastatisztika
Atlag/tengelyrnetszet. 15,13 2,550 5,932 0,0001
(1) Hémérséklet -6,28 5,100 -1,230 0,2467
(2) Ox.szer koncentracio 13,75 5,100 2,696 0,0225
(3) Szubsztratkoncentracio -4,53 5,100 -0,887 0,3957
(4) Térfogataram -6,10 5,100 -1,196 0,2592
(5) Porfirin koncentracid 4,00 5,100 0,784 0,4510

A statisztikai elemzés alapjan a homérsékletnek, a szubsztratkoncentracionak, a
térfogataramnak és a porfirinkoncentracionak nincs statisztikailag bizonyithato hatasa. Az
alkalmazott oxidaloszer mennyiségének pedig statisztikailag szignifikdns hatdsa van. Ezt

tamasztja ala az ebbdl készitett Pareto-dbra (24. abra) is.
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Konverzidra hato féhatasok
Pareto-abraja

(2)Ox.szer koncentracio

(1)H6mérseklet

(4)Térfogataram

(3)Szubsztratkoncentracio -,887325

(5)Porfirin koncentracio | -, 784376

p=,05
Standardizalt hatasok becsiilt értéke (Abszolut Ertékben)

24. abra Dimetil-nitrendipin (32) fohatasainak Pareto-abraja

Ezek alapjan a felirhaté konverziot becslo egyenlet az alabbi médon adhat6é meg:
Y =151+6,875x; 3. egyenlet

Sajnos ezen egyenletnek a pontossdga alacsony, ami arra utal, hogy a féhatasok
kolcsonhatnak egymassal, igy ezt ezzel a kisérlettervvel nem lehet kiértékelni, mert 16 valtozot
illesztenék 16 adatpontra, vagyis ily médon nem végezhet6 statisztikai proba rajtuk. Viszont a

meglévé adatokbol lehet kdvetkeztetni azon fohatas parokra, amelyeket érdemes lesz vizsgalni

a foldover-terv soran.
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Hémérséklet-Ox.szer koncentracio
kélcsdnhatas abraja

35
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1ekv 5ekv 1(?.00, .
o —e—Hémeérseklet
Ox.szer koncentracio 40°C

25. abra Homérséklet—oxidaloszer koncentracio kolesonhatasa

A hémérséklet és oxidaloszer koncentracié kozott kolecsonhatast varunk (25.abra),
mivel az alacsonyabb homérsékleti beallitas mellett az oxidaloszer mennyiségének novelése
lényegesen nagyobb konverzidé ndvekedést eredményez, mint a magasabb hdémérsékleti

beallitas esetén.

Héméresklet-Térfogataram
kélcsdénhatas diagramja

28

26

20 +

18

Konverzic %

16 |

14 |

12

10

. . ——Hémeérseklet
0,15 ml/p 0,35 mlfp 10°C

. . - Hémérséklet
Térfogataram 40°C

26. abra Homérséklet—térfogataram kdlcsonhatas
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A homérséklet és a térfogataram kozott kolcsonhatast varunk (26. abra), mivel az
alacsonyabb homérsékleti beallitds mellett a térfogataram novelése nagymértékii konverzio
csOkkenést eredményez, ezzel szemben a magasabb homérsékleti beallitas esetén térfogataram
novelése konverzio novekedést eredményez.

Hémérséklet-Porfirin koncentracio
kélcsdnhatas abraja

22

20

18

14 |

12

Konverzié %

. . ——Hémeérséklet
5mglg 15mg/g 10°C

- L -=—Hoémeérseklet
Porfirin koncentracio 40°C

27. abra Homérséklet—porfirin koncentracio kdlcsénhatas
A hémérséklet és a porfirin koncentracio kozott kdlcsonhatast varunk (27. abra), mivel
az alacsonyabb homérsékleti beallitas mellett a porfirin koncentracidjanak emelésé konverzid

csokkenést eredményez. Ezzel szemben a magasabb hdmérsékleti beallitds mellett a porfirin

koncentracidjanak emelésé konverzid novekedést okoz.
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Ox.szer koncentracio-Szubsztratkoncentracio
kélcsdnhatas abraja
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1,5mM 3mM Tekv .
i o —=-0Ox.szer koncentracio
Szubsztratkoncentracio 5ekv

28. abra Oxidaloszer—szubsztratkoncentracid k6zotti kolcsonhatas

Az oxidaloszer és szubsztrat-koncentraciok kozotti kolcsonhatast varunk (28. abra),
mivel 1 ekvivalensnyi oxidaloszer esetén a szubsztratkoncentracidé ndvelése kismértékben
csOkkenti a konverzidt, mig 5 ekvivalensnyi oxidalészer esetén a szubsztratkoncentracio
novelése lényegesen nagyobb mértékben csokkenti a konverziot.

Ox.szer koncentracio-Térfogataram
kolcsdnhatas abraja

30
25+ J
° 20 + J
he]
N
Q
>
=
Q
X 451 ]
10 + 1
5 . . ——Ox.szer koncentracio
0,15 ml/p 0,35 mlfp 1ekv )
. . -=-Ox.szer koncentracio
Térfogataram Sekv

29. abra Oxidaloszer koncentracio—térfogataram kolcsonhatas
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Az oxidaloszer koncentracioja és a térfogataram kozott kélcsonhatast varunk (29. abra),
mivel 1 ekvivalensnyi oxidéaloszer esetén a térfogatdram novelése kismértékben csokkenti a
konverziot, mig 5 ekvivalensnyi oxidaldszer esetén a térfogatdram novelése 1ényegesen

nagyobb mértékben csokkenti a konverziot.

Szubsztratkoncentracio-Térfogataram
kélcsdnhatas abraja

26

24 |

22

20
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. . —e— Szubsztratkoncentracio

0,15 ml/p 0,35 ml/p 1,5mM o

-=- Szubsztratkoncentracio
3mM

Térfogataram

30. abra Szubsztratkoncentracio—térfogataram kdlcsonhatas
A szubsztratkoncentracio és térfogataram kozott kolesonhatast varunk (30. abra), mivel
az alacsonyabb szubsztratkoncentracio esetén a térfogatdram novelése nagymértékii konverzid

csOkkenést eredményez, ezzel szemben magasabb szubsztratkoncentracio esetén a térfogataram

novelése kismértékii konverzid ndvekedést eredményez.
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Szubsztratkoncentracio-Porfirin koncentracio
kélcsdnhatas abraja
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31. abra Szubsztratkoncentracié—porfirin koncentracio kélcsonhatas

A szubsztratkoncentracid és a porfirinkoncentracid6 kozott kolcsonhatast varunk
(31. abra), mivel az alacsonyabb szubsztratkoncentracio esetén a porfirinkoncentracié novelése
elhanyagolhatéan csokkenti a konverzidt. Ezzel szemben a magasabb szubsztratkoncentracio

esetén a porfirin koncentracié novelése nagymértékii konverzid ndvekedést eredményez.

5.3. Kitekintés

A munkam végso célja a dihidropiridin alapvazzal rendelkez6 vegyiiletek biomimetikus
rendszerben vald atalakulasanak vizsgalataval feltérképezhessem azt, hogy a kiillonbozo
szubsztituenseknek milyen hatasa van a keletkez6 biomimetikus termékprofilra. Ezaltal
eldsegitve egy predikcidos modell kidolgozasat. Valamint az aramlésos kémiai rendszert
vizsgalva feltérképezzem, hogy melyek a jellemz6 atalakulasok ebben a technoldgiaban, amik
késdbb alapjaul szolgalhat mas gyogyszerhatdanyagok szintézisének is. Tovabbi vizsgalatok
melyekkel a szerkezeti adatintegritas pontossagat szeretném novelni a jovoben: a szakaszos
(batch) reakciok soran tovabbi dihidropiridin alapvaza vegyliletek vizsgalata diverz
oldallancokkal, a gyartasi melléktermék vegyiiletek mikroszoman lejatszodé atalakuldsainak
vizsgalata, a Szakaszos reakcioelegyek HR-MS vizsgalata, valamint az aramlasos kémiai

kisérletek megvalodsitdsa mas vegyiileteken, akar szélesebb faktortartoméanyok kozatt.
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6. Osszefoglalas

A preklinikai vizsgélatok soran a kiilonb6z6 in vitro bioldgiai modellek alkalmazésa
sz¢éles korben elfogadott. Ezen vizsgalatokkal a potencidlis gydgyszerjelolt hatéanyagok
ADMET tulajdonsagainak meghatdrozasa ¢és optimalizalasa torténik. Ezen kutatési
megkozelités egyik fontos része a gyogyszerjeloltek metabolikus stabilitdsdnak vizsgélataval
foglalkozik. A gyogyszerek metabolikus atalakuldsanak egyik legfontosabb tipusa a CyP450
izoenzimcsalad altal katalizalt oxidacio, mely féleg a majhoz kothetd. Az in vitro maj
mikroszomalis vizsgalatok jo pontossaggal visszaadjdk az in vivo Fazis I. metabolizmus
oxidacids termékei, viszont az igy kapott metabolitok izolalasa draga és nehézkes. Igéretes
alternativa lehet a szintetikus metalloporfirinek alkalmazasa, melyek megfeleld szerkezeti
hasonlosagot mutatnak a CyP enzimek aktiv helyével, a prosztetikus hem csoporttal.

Munkam soran, kutatécsoportunkban korabban mar optimalizalt biomimetikus rendszer
segitségével vizsgaltam 9 dihidropiridin alapvazzal rendelkezdé vegyiiletet, melynek célja a
kiilonb6zé  oldallanccal ~ rendelkezé  dihidropiridin - szarmazékok  atalakulasanak
Osszehasonlitasa volt. A kisérleteket négy pH értéket képviselé kozegben végeztem el, a
reakcioelegyeket HPLC-DAD-MS technikaval elemeztem. Ezen feliil harom vegyiiletet AZ
amlodipint (25), a benidipint (29), és a dimetil-nitrendipint (32) aramlasos kémiai rendszerben
is vizsgaltam, ahol 5 paraméter szerint optimalizaltam a biomimetikus atalakuldsaikat egy
26-D_gs kisérletterv segitségével.

A vegyiiletek vizsgalata soran a preferalt biomimetikus transzformacio a dihidropiridin
egység piridinné torténd oxidacidja, az Osszes vegyiiletnél ez volt a fétermék, illetve tobb
esetben az egyetlen termék is. Ez jo parhuzamot mutat az él6 szervezetben torténd
biotranszformacios uttal, mivel irodalmi adatok alapjan ez az elsé atalakulasi 1€pése a vizsgalt
gyogyszerhatdanyagoknak a szervezetben.

Osszességében eredmények alapjan elmondhatd, hogy a rendszer jo pontossiggal
utanozza a szervezetben torténd metabolizmust, igy timasztva ala annak biomimetikus jellegét,

illetve alkalmassagat a metabolikus vizsgalatok elvégzésére dihidropiridin vegyiiletek esetében.
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7. Fiiggelék

F1. tablazat 2 D-es kisérletterv mérési beallitasai

Faktorok Hoémeérséklet Oxiddloszer  Szubsatrat Térfogataram Porfirin
koncentracio koncentracio koncentracio
1. 10°C 1 ekv. 1,5mM 0,15 ml/p 15 mg/g
2. 10°C 1 ekv. 1,5mM 0,35 ml/p 5 mg/g
3. 10°C 1 ekv. 3mM 0,15 ml/p 5 mg/g
4. 10°C 1 ekv. 3mM 0,35 ml/p 15 mg/g
5. 10°C 5 ekv. 1,5mM 0,15 ml/p 5 mg/g
6. 10°C 5 ekv. 1,5mM 0,35 ml/p 15 mg/g
7. 10°C 5 ekv. 3mM 0,15 ml/p 15 mg/g
8. 10°C 5 ekv. 3mM 0,35 ml/p 5 mg/g
9. 40°C 1 ekv. 1,5mM 0,15 ml/p 5 mg/g
10. 40°C 1 ekv. 1,5mM 0,35 ml/p 15 mg/g
11. 40°C 1 ekv. 3mM 0,15 ml/p 15 mg/g
12. 40°C 1 ekv. 3mM 0,35 ml/p 5 mg/g
13. 40°C 5 ekv. 1,5mM 0,15 ml/p 15 mg/g
14. 40°C 5 ekv. 1,5mM 0,35 ml/p 5 mg/g
15. 40°C 5 ekv. 3mM 0,15 ml/p 5 mg/g
16. 40°C 5 ekv. 3mM 0,35 ml/p 15 mg/g
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