Molekularis tulajdonsagok és membrantranszport
K 78102 ny. szamu kutatas zardjelentése
Bevezetés

Palyazatunk harom évre (2009. 4prilis 1. — 2012. marcius 31.) nyert el timogatast. A
programban mindvégig a munkaterv szerint folytattuk a kutatast. A zardjelentésben a kutatas
fontosabb eredményeit foglalom dssze.

Célkitiizés

A kutatasi programunk f6 célkitizése az volt, hogy modszereket fejlessziink a
gyogyszerek farmakokinetikai sajatsagait meghatiroz6 molekularis tulajdonsagok: a
permeadabilitas és az oldhatosag jellemzésére.

(1) A permeabilitas vizsgalatdra olyan mesterséges membran alapt, G.n. ,skin
PAMPA” modell kidolgozasat terveztiikk, amely alkalmas nagyszamu vegyiilet, boron
keresztiili felszivodasanak megbizhato eldrejelzésére, ezaltal a felfedezd gyodgyszerkutatasban
a transzdermalis gyogyszerbevitelre szant vegyiiletek kivalasztasara.

(2) Az oldhatosaggal kapcsolatban alapkutatasi igénnyel kivantunk foglalkozni az
oldhatésag pH-fiiggésének torvényszeriiségeivel, a Henderson-Hasselbalch (HH) 0sszefiiggés
érvényességével, valamint vizsgalni kivantuk a mikronizalds €s a nanonizélas, valamint a
polimorfia oldhat6sagot befolydsolo6 szerepét is.

Eredmények

1. Skin PAMPA mddszer kidolgozasa a béron Kkeresztiili permeabilitas vizsgalatara
Kutatasainkat négy irdnyban folytattuk:

* a biomimetikus mesterséges membran Osszetételének megtalalasa

» a ceramidok helyettesitésére szolgald anyagok eldallitasa

* a ,,skin PAMPA” modell optimalasa és validalasa

* a permeabilitast befolyasold tényezok vizsgalata

1.1 Az optimalis membranoésszetétel kidolgozasa

Mivel az volt a célunk, hogy a kidolgozandé modell a lehetd legjobban hasonlitson a
bort alkotd rétegek természetes OsszetevOihez, azaz a transzportért elsédlegesen felelds
stratum corneum lipid matrixdra, ezért elsé feladatunk ezen komponensek (ceramidok,
koleszterin, szabad zsirsavak) optimalis aranyanak megtalalasa volt.

Szisztematikus vizsgalatokat végeztiink sztearinsav, koleszterin és ceramid-analogok
kiilonboz6 aranyt keverékeivel, mint membranalkotd komponensekkel. A PAMPA kisérlet

fobb paraméterei a kovetkezOk voltak: a 96-lyuka mikroplate-ekbdl felépiilé PAMPA



szendvics egy alsé (donor) és egy felsé (akceptor) mikro-talcabol, valamint a felsé plate aljan
elhelyezett filterbdl allt. Ez utobbira vittiik fel a lipid keveréket, amelynek 30 féle 6sszetételét
vizsgaltunk 10 kiilonb6z6 ceramid-analdg felhasznalasaval, egyenként 3 koncentracidban.

Modellanyagként dsszesen 38 ismert, eltérd kémiai szerkezetli gydgyszer hatdoanyagot
valasztottunk ki, olyan gyogyszercsoportokbol, ahol a boron keresztiili bevitel is gyakori.
Ezekbdl kiilonb6z6 halmazokat képeztink egyrészt a modell optimaldsahoz, masrészt a
prediktivitasdnak vizsgalatdhoz. A mért permedbilitds értékét az effektiv permedbilitas
logaritmusaként fejeztiik ki (logPe).

A lipid matrix vizsgalata soran a - legfontosabb bdralkot6 - ceramidok helyettesitése
valt sziikségessé. Ehhez ceramid-analog vegyiiletek eldallitdsat valositottuk meg. A logP.
adatok alapjan vizsgaltuk, hogy e vegyiiletek mindsége és mennyisége hogyan befolyasolja a
penetraciot. Ennek alapjan valasztottuk ki a végsé modellben szerepld ceramid-helyettesitd
komponenst.

1.2 Certramidok eléallitasa, szerkezetigazolasa, apoptozis vizsgalata

Célunk a természetes ceramidokhoz szerkezetében ¢és tulajdonsdgaiban leginkdbb
hasonlo vegyiiletek eldallitdsa volt, melyek kdnnyen és olcson szintetizalhatok és alkalmasak
az igen draga ceramidok kivaltdsdra nagy ateresztoképességli (HT) permeabilitasi
modellekben. Valasztasunk a hosszl szénlanct borkdsavdiamidokra esett, amelyeknél mind a
lipofilitds, mind a molekulaméret és a polaris kolcsonhatdsra képest funkcios csoportok
tekintetében hasonlosag tételezhetd fel a ceramidokkal. 4 kiilonbdzd lanchosszisagu (8, 12,
16, 18) alifas primer amin felhasznaldsaval 10 kiillonbozd szerkezetli vegyiiletet allitottunk
eld, melyeket certramidoknak (CTR) neveztiink el. A molekulak koziil 8 az irodalomban
eddig le nem irt, uj molekula.

A vegyiiletek azonositasat egy- és kétdimenzios NMR technikakkal és MS moddszerrel
végeztiik el.

Kooperacioban vizsgaltuk a vegyiiletek apoptozis indukald hatasat primer fibroblaszt
sejteken és megallapitottuk, hogy a certramidoknak nincs pro-apoptotikus tulajdonsaguk. Ez
egy esetleges borfelszivodast eldsegitd alkalmazds esetén eldényt jelent a ceramidokkal
szemben, amelyek ismert mediatorai az apoptozisnak.

Szisztematikus vizsgalatokkal 7 modellanyag alkalmazasaval, felderitettik a
certramidok felhasznalhatésagait PAMPA membranalkotéként, valamint a permedbilitasra
gyakorolt hatdsuk fliggését a lanc hosszlisagtol €és a koncentraciotol. Ennek alapjan

valasztottuk ki a legmegfeleldbb certramid molekulat, a CTR C8-C18 jelt analdgot, amelynek



lanchossz-aranya felel meg legjobban a humén bdrben leggyakrabban eléforduld
ceramidokénak.
1.3 A skin PAMPA mddszer optimalasa és validalasa

Irodalmi, valamint kollaboracioban meghatdrozott humén bdrpermeabilitasi adatokkal
valé 0Osszehasonlitds alapjan, 19 modellanyag felhasznaldsaval tovabb finomitottuk a
membranosszetételt. Ennek eredményeként a modellben, a certramid : szabadzsirsav :
koleszterin Osszetételll lipid matrixban kis mennyiségli szilikon olaj jelenlétét kedvezdnek
talaltuk. Optimaltuk a membran készitéséhez hasznalandd oldoszert, figyelemmel a
komponensek oldhatdsagara és az olddszer maradék utolagos tokéletes eltavolithatosagara.
Tovéabba vizsgaltuk a membran vastagsagat, a hidrataci6 koriilményeit (pH, 1d0), valamint az
inkubécios iddt, amely paraméterek mind hatéssal vannak a permedbilitasra.

A membran két oldalan 1évé (donor és akceptor) vizes fazisok U.n. ,,nem kevert
rétegének” (UWL) zavar6d hatdsat részben cellankénti kevertetéssel, részben szamitds utjan
kikiiszoboltik.

Az optimalt modellen a vizsgalt vegylletek szdmat 23 gydgyszermolekulara
terjesztettiik ki. Validalas céljabol nagyszami mérés alapjan meghataroztuk a modszer
pontossagat, reprodukéalhatdsagat és robosztussagat. A statisztikai adatok alapjan a ,,skin
PAMPA” mddszer jol reprodukalhato, standardizalt eljaras. A 23 vegyiiletbdl képeztiink egy
hét molekulabol allo alcsoportot, mely alkalmas ,,recommended reference standard”-nak a
modszer alkalmazoéi szdmara.

1.4 In vitro human borpenetracios adatok meghatarozasa

A vizsgélatokat kollaboracios partnereink, a Valenciai és a Barcelonai Egyetemen
végezték. Hét modellanyag esetében mérték a human bérpermedbilitast Franz-cell
modszerrel. Ez az eljaras két vizes fazis kozott immobilizalt humén epidermiszen torténd
permedbilitds mérésen alapul. Az igy kapott megbizhatdé huméan permedabilitasi adatok
képezték a modell kidolgozasanak kezdetekor logP. értékekkel valo korrelacidanalizis alapjat.
1.5 Korrelacidanalizis in vitro human borpermeabilitasi adatokkal, a modszer prediktiv
erejének vizsgalata

A ,skin PAMPA” modszer prediktiv erejének vizsgéalatat késobb egy nagyobb
adatbazison is elvégeztiikk. Sajat mérési (logP.) adatainkat korreldltattuk huméan béron
keresztiili - Franz-cell modszerrel mért — permedbilitasi adatokkal (logK,). Ehhez homogén és
validalt adatbazisra volt sziikségiink. Legmegfelelobbnek Lee és mtsai altal publikalt (Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2010) adatbazist talaltuk, mely teljes boéron (0,4-1,1 mm vastagsaga



dermatomed skin), egységes kisérleti feltételek mellett (donor fazis: 45% PEG 400-at
tartalmazo pH 6,4-es tompito oldat) mért adatokat tartalmaz.

A mesterséges membranon és a human béron mért permedbilitas kielégitd korrelaciot
mutatott (r = 0,81), de a kisérleti pontok elhelyezkedése bizonyos tendencidt mutatott, ezért
tovabbi elemzést végeztiink. JelentOsen javult a korrelacid, ha a permeébilitas (logP.) mellett
a molekulak kvantumkémiai modszerrel szamitott elektrosztatikus potencidl maximum értékét
is figyelembe vettiik (logK, = 0,6910gPe - 4,15EP . - 4,80; r = 0,89; n = 21). Igy modelliink
in vitro + in silico = in combo modell. Amennyiben a Franz-cell mérésekhez hasonléan a
PAMPA kisérletekben is alkalmaztunk a donor fazisban PEG 400-at, nem volt sziikség in
combo modellre, mert a korrelacio igy is jelentdsen javult (logK, = 0,66logP. - 3,09; r =0,92;
n = 15). Ezzel megallapitast nyert, hogy a kidolgozott skin PAMPA modszerrel megbizhatéan
lehet a borén keresztiili permedbilitast eldre jelezni. A modszert nagy ateresztOképessége
alkalmassa teszi a korai gyogyszerkutatasban valo felhaszndlasra.

1.6 A permeabilitas h6mérsékletfiiggésének vizsgalata

A fenti kutatashoz kapcsoldédva, de mar azon talmutatéan, vizsgaltuk a PAMPA

modszerrel mért permedbilitas hdmérsékletfliiggését ot kiillonb6z6 mesterséges membranon.

Héarom membran a gasztro-intesztinalis traktus modellezésére hasznalatos (foszfatidil-
kolin 2%-o0s dodekanos oldata; 2% foszfatidil-kolin mellett 1% koleszterint is tartalmazo
dodekanos oldat; tiszta n-dodekan), negyedik a vér-agy gatat modellez agyi lipid és az
0todik a fenti bér-modell membran volt. A vizsgalt hdmérsékletek: 15 — 25 — 37 — 45 — 55 °C.
Osszesen 16 modellanyag vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a permeabilitds a
hémérséklet emelésével linearisan emelkedik. A mérési pontokra illesztett egyenes
korrelacids koefficiense minden esetben meghaladta a 0,9-es értéket. Az egyenesek eltérd
meredeksége pedig arra utalt, hogy a hdmérsékletfiiggés mértéke anyag és membranfliggd. A
human adatokkal vald Osszevetés azt mutatta, hogy a korrelacié akkor a legszorosabb, ha a
mérési hdmérsékletek megegyeztek. Ez felhivja a figyelmet a biomimetikus hémérséklet
alkalmazasanak fontossdgara az in vitro modellekben, a jobb in vitro — in vivo korrelacio

érdekében.

2. Oldhatosag vizsgalata
Kutatasainkat négy irdnyban folytattuk:
+ az egyensulyi oldhatosag pH-fiiggésének vizsgalata

* a részecskeméret hatdsanak vizsgalata



* a polimorfok oldhatdsaganak vizsgalata
« iranyelvek kidolgozasa az oldhatosdg meghatarozasanak helyes gyakorlatahoz
2.1 Az egyensulyi oldhatosag pH-fiiggésének vizsgalata

Az ionizalhatd vegyliletek termodinamikai (egyensulyi) oldhatéosdga pH-fiiggést
mutat. A nemionizalt forma oldhatdsaga, logS, (melyet intrinsic oldhatéosagnak nevez a
szakirodalom) és az aktualis adott pH értéken érvényes oldhatosag logS,u kozott a Handeson-
Hasselbalch egyenlet irja le az osszefiiggést. Idedlisan viselkedd anyagok esetében a logS, és
a pK, érték felhasznalasaval generalt elméleti HH gorbe alapjan lehetdség van fiziologidsan
érdekes pH értékeknél (pl. 1,5; 5,5; 7,4 stb.) az oldhatdsag szamitasara, ami elterjedt gyakorlat
a gyogyszeriparban. Az utébbi idében azonban tobb kdzlemény is foglalkozott a HH gorbétol
val6 eltéréssel és ennek lehetséges okaival.

A HH 0sszefliggés érvényességének tanulmanyozasa céljabol hat szerves gyogyszer-
molekula oldhatdsagat hataroztuk meg kiilonb6zo (legalabb 9) pH értéken és vetettiik 6ssze az
elméleti HH gorbével. A vizsgalatokba négy szerves bazis hidroklorid séjat valamint a
szerves ellenion hatasdnak tanulméanyozésa céljabol egy kétértékii bazis hidrogénfumarat és
egy amfoter vegyiilet fumarat sojat vontuk be. Az oldhatésdg értékeket széles pH
tartomanyban az U.n. telitéses razotdlcséres modszerrel mértiik, melynek 1j validalt
protokolljat korabban munkacsoportunk dolgozta ki. Az intrinsic oldhatésag értékét egy
fliggetlen modszerrel, a potenciometrias elven mitkodé CheqSol eljarassal is meghataroztuk.

Megéllapitottuk, hogy a HH 0Osszefliggés érvényes mindaddig, amig el nem érjiik a
PHmax értéket és megindul a s6 kivalasa. Alacsony pH értékeken szignifikdns ellenion-hatas
volt kimutathat6. A HH gorbe alapjan torténd logSpn szamitas azonban csak akkor adhat jo
eredményt, ha az megbizhat6 és pontos kiindulasi adatokbol (logS, €és pK,) van szamolva.

2.2 A mikronizalas és nanonizalas hatasa az egyensulyi oldhatésagra

Ma szédmos gyogyszerforma, ezen beliill a transzdermalis rendszerek egy része is
mikronizalt hatéanyagot hasznal. Vizsgélni kivantuk, hogy a potenciometrids elven miikodo
CheqSOL modszerrel mérhetdek-e mikronizalt hatéanyagok, valamint, hogy milyen mértéki
befolyéssal van a kinetikai oldhatdsagra a mikronizalas. Ehhez 4 hatéanyag, (acetilszalicilsav,
diklofendk-natrium, lidokain és teofillin) makrokristalyos és mikronizalt forméjanak kinetikai
¢s egyensulyi oldhatdsagi adatait mértiik és hasonlitottuk 6ssze. A mikronizalt hatbanyagokat
két frakciora kiilonitettiik, a 80 és 100 um kozotti, valamint a 80 um alatti frakciora. A 4
hatébanyag 3-3 formajanak (makrokristdlyos illetve kétféle mikronizalt frakcio)

termodinamikai és kinetikai oldhatdsagat két fiiggetlen moddszerrel hataroztuk meg. A



CheqSol médszerrel, valamint a ,,plate alapi” technikaval kapott oldhatdsag adatok megfeleld
korrelacidt mutattak egymassal.

Mind a 4 hatéanyag vizsgalata azt tdmasztotta ald, hogy a mikronizalas és annak
mértéke nincs jelentds befolyassal sem a termodinamikai, sem a kinetikai oldhatosagra, az
oldhatosag adatok kozott szignifikans eltérést nem tapasztaltunk. A kiilonbség az oldodas
sebességében jelentkezhet, ami kedvezObbé teszi a mikronizalt hatéanyagok alkalmazasat a
gyogyszerkészitményekben.

A nanotechnologia alkalmazasa egyre elterjedtebb a gyogyszeriparban is. A nanonizalt
hatéanyagok alkalmazasatol jobb farmakokinetikai viselkedést, kedvezobb biohasznosulést és
kisebb dozisu vagy kontrollalt kioldodast készitmény eldallitdsat varhatjuk. Mindezideig
kell6 ismeret nem 4all rendelkezésre a nanonizalt hatéanyagok egyensulyi oldhatdsaganak
alakulasarol. Egy amfoter tulajdonsagu hatdanyag (nifluminsav) esetében vizsgaltuk az
egyensulyi oldhatosag alakuldsat nanonizalt és normal részecskeméretli makrokristalyos
mintdkon. Az oldhatosagi adatokban szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk. A nanonizalt
minta oldhatdsaga 15-45%-kal nétt a vizsgalt pH tartomdnyban a makrokristalyoshoz képest.
Ennél valdsziniileg nagyobb kiilonbség van az oldddasi sebességben, amelynek vizsgélata
jelenleg kollaboracié keretében zajlik. Ennek elkésziiltével varhatdo kozlemény megirdsa a
témabol.

2.3 A polimorfok egyensulyi oldhatésaganak meghatarozasa

Egy anyag kiilonb6zd polimorf modosulatanak oldhatosaga kozott jelentds kiilonbség
lehet. Polimorf modosulatok oldhatdsdganak meghatarozéasa komoly kihivas. Figyelembe kell
venni, hogy a mérés soran a minta spontan atalakuldsa kovetkezhet be, ami hamis mérési
eredményhez vezethet. A helyes mérési gyakorlat kidolgozasa céljabol egy bazikus hatdéanyag
hidroklorid séjdnak 2 polimorf moddosulatat vizsgaltuk telitéses razotdlcséres modszerrel
széles pH-tartomanyban és CheqSol moddszerrel. Egyik modszerrel sem tapasztaltunk
kiilonbséget az intrinsic oldhatosagi adatokban. A razotodleséres oldhatdsagi vizsgalat végén
visszamaradt szilard minta por-diffrakcids analizise igazolta, hogy mindkét polimorf sobol
magas pH-n azonos forma, a szabad bazis képzddott.

2.4 Az egyensilyi oldhatésag meghatarozasanak helyes gyakorlata

Az oldhatosag vizsgalat terén Osszegyult kisérleti tapasztalatok alapjan
megfogalmaztuk az egyensulyi oldhatosdg meghatarozas helyes gyakorlatanak iranyelveit és
azt cikksorozatban tettiik kozzé.
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