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Bevezetés

Habilitaciés téziseimben bemutatott kutatomunkamban gyogyszerjelolt vegyiiletek farmakokinetikai
értelemben vett belépési kapukon torténd atjutasat, illetve egyes szovetekbe torténd eljutasat
modelleztem. A munkamban alkalmazott, illetve tovabbfejlesztett modell alapjaul egy mar korabban
kidolgozott, ipari igényeket is kielégito, passziv gyogyszertranszport folyamatokra vonatkozo PAMPA
(Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) mér6 rendszer szolgalt (1. abra).
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1. abra A szendvics elrendezésiit PAMPA rendszer felépitése (Merck Millipore)

Kihasznalva a modellrendszer paramétereinek (lipidmembran Osszetétele, donor és fogadd cellak
kozegének pH-ja, inkubalasi homérséklet és idd) konnyen valtoztathatd jellegét harom kiilonb6zo
szovetspecifikus transzportfolyamatot leir6 modell finomhangolasaval foglalkoztam. Vizsgalataim
fokuszaban a bdron keresztiili," a szajiiregi, vagy masképp bukkalis felszivodasra®?, valamint a
kozponti idegrendszeri (CNS: central nervous system) hatas kifejezodéséhez elengedhetetlen, vér-agy
gaton (BBB: blood brain barrier) térténé hatéanyag atjutasra®> vonatkozé PAMPA modellrendszerek
alltak. Kutatomunkam Kiterjedt az intracellularis, a hatdéanyagok specifikus liposzoma iranyu
transzportjanak modellezésével, a foszfolipidozisra (PLD: phospholipidosis) vonatkozo6 toxicitasi
modellkidolgozéasara is. 5™

A PAMPA-BBB modellhez kapcsolodoan kutatasaim a nagy kémiai diverzitasu, komplex novényi
kivonatok vizsgalatara is Kiterjedtek, mely soran a modell nagyfoku sziirési, szelektalasi
hatékonysagara és szovet, illetve lipidosszetétel-specifikus jellegére alapulnak. Vizsgalataimban a
PAMPA — HPLC-MS — NMR analitikai technikak 6sszekapcsolasaval sikeriilt egy olyan szelektald
rendszert kialakitani, melynek segitségével diverz kémiai teret lefedd, valtozatos floragylijteményen
gyorsan ¢s nagy hatékonysaggal lehetiink képesek 0j CNS-specifikus hatéanyagok izolalasara és
szerkezetazonositasara.>® Az igy kialakitott munkahipotézis Ginkgo biloba kivonatok,*” valamint
novényekbdl izolalhato és félszintetikus BBB-specifikus ekdiszteroidok izolalasan, analizalasan és
gyogyszerkémiai jellemzésén keresztill keriil bemutatisra.>™® Az optimalt PAMPA-BBB modell
Osszekapcsolasa nagy érzékenységli offline analitikai modszerek tarsitdsa révén sikeresen
karakterizalhatdva valtak a CNS aktiv vegyiiletek fizikai kémiai sajatsagai.

1. In vitro nem sejtes permeabilitasi modellek kialakitasa, fejlesztése

1.1. Az in vitro nem sejtes modellek kialakulasa, fejlesztésének iranya

A gyogyszerek és gyogyszerjelolt vegyiiletek farmakokinetikai szempontbol fontos kompartmentek
kozott végmend transzportfolyamatainak eldrejelzésére altalanosan elfogadott nem sejtes modell a
Kansy és munkatarsai altal 1998-ban leirt PAMPA rendszer.! A PAMPA egy nagy
ateresztoképességi, két 96 lyuku mérétalcabol (plate) alld, szendvics elrendezésti modellrendszer (1.
abra). A felsé talca, vagyis a donor oldal aljan hidroféb méddon nedvesed6 PVDF (poli-vinil-
difluorin), polikarbonat, vagy ritkabban teflon mikrosziiré (0,4 um) talalhaté, mig a fogado oldal, egy
a donor mérélemez geometriajanak megfelelé (a donor és fogado talca cellai egymasba cstuszva
zarddnak) szintén 96 lyukt mérdtalca. A mesterséges lipidmembran a donor mérdtalcan keriil
kialakitasra, oly modon, hogy a kiilonb6z6 lipideket/membran komponenseket Szerves parafinokban
(pl. n-dodekan) oldjak, majd az oldatot a mérélemez sziirdmembranjara, kis térfogatban (3-5 pl),

1RKansy, M.; Senner, F.; Gubernator, K. . Med. Chem. 1998, 41, 1007-10.
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vékony rétegben viszik fel. A vizsgalando vegyiiletek dimetilszulfoxiddal (DMSO) készitett
torzsoldatanak és a modellezni kivant apikalis kompartmenttel (gyomor, vékony-, illetve vastagbél,
vér) azonos pH értéki (2,0; 6,5; 7,4) vizes puffernek a felhasznalasaval oldatot készitenek. A fogadd
mérotalcaba altalanossagban az intracelullaris kdzegnek megfelelé pH 7,4-es puffert tesznek. Attol
fiiggben, hogy a donor és az akceptor oldali kdzegek pH-ja megegyezik beszélhetiink izo-, illetve
gradiens pH elrendezésti rendszerekrél. A két mérélemez egymasba illesztését kovetéen a hatdanyag a
donor mérétalca egyes cellaibol passziv transzporttal juthat at a hozza tartoz6 fogado oldali mérétalca
celljaba. Az inkubacids id6 elteltével a vizsgdland6 vegyiilet penetracios készségét, a donor és
akceptor oldalon kialakult koncentraciok meghatarozasan (UV  spektrofotométer, LC/DAD/MS)
keresztiil effektiv permeabilitassal (Pe) jellemzik. A permabilitasi folyamat masik fontos paramétere a
membranretencié (MR), ami a mesterséges lipidmembran altal megkotott hatdoanyaghanyadot fejezi ki.
E két paramétert kifejez6 egyenlet a 2. abran talalhato.
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2. abra Effektiv permeabilitast (P,) és membranretenciot (MR) kifejez6 egyenletek
(Va és Vp — a donor és fogado oldal térfogata, A — szlirémembran feliilete, Ca és Cp — a donor (D) és fogadd

(A) oldalon kialakul6 hatéanyag koncentracio, t — inkubacios id6, tes — mesterséges membran telitddési ideje a
vizsgalt molekulaval)

A PAMPA modellrendszer fentickben bemutatott valtoztathatd paramétereit kihasznalva habilitacios
téziseimhez kapcsoloddé munkaim egyik 6 iranya az 0j szovetspecifikus membranok, illetve a donor
¢s fogado cellak pH-janak valtoztatasaval a hatéanyagok sejten beliili transzportjanak modellezése
voltak.

2. Bor-specifikus PAMPA rendszer fejlesztése

2.1. Bor-specifikus ex vivo membran és permeabilitas modellek

A boron keresztiili transzport legfontosabb szabalyzoja, azaz elsddleges belépési kapuja a stratum
corneum, melynek elhalt, elszarusodott korneocitain keresztiil erbteljesen gatolt a penetracio, igy a
hatoanyagoknak ehelyett a sejtek kozotti lipid rétegen kell atdiffundalniuk. A lipid réteg szerkezete
harom f6 komponensbdl épiil fel, igy sikerrel azonositottak benne: ceramid szarmazékokat,
koleszterint, valamint szabad zsirsavakat. A stratum corneum sajatos szerkezeti felépitésébdl
kovetkezik, hogy tulajdonsagai jelent6sen eltérnek mas, foként foszfolipidet tartalmazo, a
gyogyszerfelszivodas és eloszlas szempontjabol fontos transzport membranétol.

A boron keresztiili penetraci6 modellezésére foként izolalt human és allati bérmembranokat
alkalmaznak. Az ilyen ex vivo vizsgalatokhoz hasznalhat6 kadaver bér, de altalaban plasztikai miitétek
soran kimetszett bor alkalmazasara is van példa. A hatéanyagok béron keresztiili felszivodasanak,
elfogadott modszer. A donor és az akceptor fazist egy mesterséges, illetve allati vagy human membran
valasztja el egymastol. Fogado oldalon 37 °C-ra termosztalt foszfat pufferrel (PBS pH=7,4)
reprezentaljak fiziologias keringés koriilményeit.

2.2 Ex vivo bérpenetraciés adatok dsszegytijtése

Az irodalomban talalhaté Franz diffuzids cellaval végzett bor-permeabilitdsi adatok megadasa
jelentésen eltéré protokoll mellett tortént, ezért a kiilonb6z6 laboratoriumokbol szarmazo
eredményeket nem lehet 6sszehasonlitani. Az adatheterogenitas megoldasara kutatécsoportunk Teresa
Garrigues altal vezetett munkacsoporttal (University of Valencia) egyiittmiikodve hét vegyiilet
(diklofenak, furoszemid, naproxen, paracetamol, pefloxacin, teofillin és verapamil) standardizalt,
humén borén keresztiili in vitro permedbilitdsanak meghatdrozasara keriilt sor. A mérés kaukazusi
rasszba tartoz6 nék hasarol izolalt, hé-szeparalt epidermiszen tortént. Modellfejlesztéshez az igy
kapott adatkészletet (1. adatbazis) hasznaltuk. Vizsgalatainkban még tovabbi két adatbazis keriilt
felhasznalasra. A 2. adatbdzis Lee és mtsai altal 2010-ben publikalt,” ndi hatrol szarmazé

? Lee, P.H.; Conradi, R.; Shanmugasundaram, V. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 69-73.
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,dermatomed” technikaval elOkészitett boron végzett 40 vegyilet vizsgalatabdl lett kivalasztva,
melynek eredményeképpen 15 gyodgyszer adataival béviilt a fejlesztésre hasznalhatd adatkészlet (ld.
késobb 4. abran). Az ex vivo adatheterogenitas hatasat a kifejlesztett PAMPA rendszerre a 25
hatéanyagot tartalmazé epidermis, stratum corneum ¢és teljes bér modelleken kapott a 3. adatbazisba
csoportositott bor-penetracios (logKp) adatok felhasznalasaval Vizsgélltuk.3

2.3. Bor-PAMPA modell felépitése

A mesterséges modellmembran kialakitdsa a stratum corneum kémiai Osszetétele alapjan tortént, igy
koleszterin és szarmazékai, zsirsavak, valamint ceramid analog vegytileteket alkalmazasabdl indultunk
ki. A természetes membranalkot6 ceramidok magas aruk és instabilitasuk miatt nem alkalmasak nagy
ateresztOképességli modellben vald felhasznalasra. Emiatt azokat a Takacsné Novak Krisztina
professzorasszony vezetette kutatocsoport (Semmelweis Egyetem) altal eléallitott vegyiiletcsoporttal,
certramidokkal helyettesitettiik.* Az optimalis mesterséges membran Gsszetételének azonositisa
bemutatott  eltéré alkil oldallanchossziasagu  certramid  szarmazékokkal, illetve  eltérd
certramid:koleszterin:sztearinsav arany mellett tortént. Az 1. adatbazis ex vivo adatait dsszevetve az
igy kialakitott PAMPA modellek permeabilitasi adataival a legmegfelelébbnek a C8-C18-as alkilamid
oldallanchossz és az 50:25:25 membrankomponens arany (3. abra) bizonyultak. Ez utobbi jo egyezést
ad a fiziologias membrankomponens arannyal. A modellkialakitas kovetkezo 1épésében a rendszer
hidrofil karakterét kellett erésiteni. Ennek érdekében a lipidrendszer oldasahoz a PAMPA modellben
altalanosan hasznalt n-dodekant a polarosabb karakter(i szilikon olajra kellett cserélni, ami jobban
segiti a viz beépiilését a mesterséges membranba, igy annak hidrofil jellegét fokozza. A modell
paramétereinek optimalasa soran kialakitott PAMPA modellrendszert bér-PAMPA-nak (Skin
PAMPA™) neveztiik el.

Certramidok Mesterséges membran osszetétele
0o Certramid Koleszterin  Sztearinsav
HO
NH_ R; | 8 | 12 | 16 |18 40 30 30
NH\H1 50 25 25
HO Rz R2|8121618’121618|1618|18
) 60 20 20

3. abra Az alkalmazott certramidok szerkezete és a mesterséges membran komponensek aranyai

2.4. Bor-PAMPA modell korrelacidoja human béron kapott adatokkal, robusztussag és
reprodukalhatésagi vizsgalatok

A fentiekben bemutatott optimalt b6ér-PAMPA modell elérejelz6-képessége két 1épcsében lett
vizsgalva. Elsé lépésben a modell ugy lett beallitva, hogy a PAMPA donor fazisanak Osszetétele
pontosan megegyezzen az ex Vivo human vizsgalatoknal hasznalt donor fazissal. Ennek érdekében a
donor fazishoz 45% polietilén-glikol 400 (PEG 400) nem-ionos detergenst adtunk. A kapott bor-
PAMPA permeabilitasi értékek és az ex vivo human adatok (2. adatbazis) 6sszevetése (4. abra) azt
mutatja, hogy azonos kisérleti koriilményeket alkalmazva a két modell permeabilitasi adatai jo
egyezést mutatnak.
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4. abra A bor-PAMPA permeabilitasi értékek és az ex vivo human penetracios adatok korrelacidja (N = 15)

* Hadgraft, J.; Guy.R. Biotech. Gen. Eng. Rev.2004, 21, 183-93.
* Sinko, B.; Palfi, M.; Béni, Sz.; K&kési, J.; Takacs-Novak, K. Chem. Biodiv. 2009, 6, 1867-74.
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A modellvizsgalat masodik 1épésében a 3. adatbazissal torténd Osszevetés a modell bér-preparatum
tipusra valo érzékenységét mutatta meg. Az adatbazis inkubécios hdmérséklet (~25 °C és 37 °C) és bor
preparatum tipusa (epidermis, stratum corneum, teljes bor) alapjan négy csoportba lehetett sorolni. A
korrelacios adatok alapjan a bér-PAMPA modell a teljes borre vonatkozé permeabilitasi tulajdonsagot
modellezi a legjobban (R®> = 0,89), azzal a megkdtéssel, hogy az egyes csoportok alacsony
vegyiiletszama miatt ez a kovetkeztetés statisztikailag nem tekinthetd megalapozottnak, csupan
kozelitd becslés.

A modell robusztussaganak és reprodukalhatosaganak jellemzésére ismételhetdségi és
szobahOmérsékleten membran stabilitasi vizsgalatokat végeztink. Az elkészitett bor-PAMPA
membranok egy heti, illetve egy honapnyi tarolast kovetéen lettek tesztelve a modellen. A
vizsgalatban teljesen megegyez6 koriilmények kozott 21 vegyiilet permeabilitasa lett megadva. A
kapott eredményeket egymas fiiggvényében abrdzolva az adatok jo egyezést adtak, a linearis
regresszids egyenes korrelacios egyiitthatdjanak négyzete (R?) 0,98-nak adodott. Az eredmény alapjan
a membran szobahémérsékleten legalabb egy honapig stabilnak, valamint a modszer ismételhetosége
megfelelének mondhato.

3. Szajnyalkahartya-specifikus, bukkalis-PAMPA permeabilitasi modell fejlesztése

3.1. Szajnyalkahartyan keresztiili felszivodas, jelentosége mentalis betegségek kezelésében

A szijnyalkahartyan keresztiili hatéanyagbeviteli ut szamos elénnyel jarhat a szisztémas hatas
elérésére, mivel a bukkalis, illetve szublingvalis szoveteken at a hatoanyag kozvetlentiil a vena cava
superior-ba (nagy véna fels6 szakasza) jutva kozvetleniil a szisztémas keringésbe jut, elkeriilve ezzel
az elsédleges hepatikus ataramlast és igy a majhoz kotott elsédleges metabolikus atalakulast. Emellett
kikeriilve a gasztrointesztinalis traktust, a gyomor- és bélnyalkahartya pH valtozasaitol, illetve
enzimatikus bontd folyamataitol is megkimélheté a hatéanyag ezzel az adagolasi formaval. Terapias,
illetve az adagolasbol kovetkezd nehézségeket is figyelembe véve a bukkalis adagolas egyik yj
felhasznalasi teriilete a mentalis betegségben szenveddk kezelése lehet. A betegeknek ezekben a
korképekben jellemzGen nincs betegségtudatuk, igy sok esetben ellenszegiilnek az orvosi
javaslatoknak. A szajnyalkahartyan azonnal megtapadd és felszivodd, gyors hatéanyag leadd
készitmények ebben az esetben is jo alternativat nyujthatnak.

3.2. Bukkalis adagolasu antipszichotikum formulaciok fejlesztése

A fentiekben bemutatott megfontolasokat figyelembe véve a BME Szerves Kémia és Technologia
Tanszékén Marosi Gyorgy és Nagy Zsombor Kristof vezette kutatocsoporttal célul tiztiik ki két
antipszichotikum, az aripriprazol és a risperidon formulalasat szajnyalkahartyan keresztiili felszivodas
elérése érdekében. Mind a két vegyiilet jellemzdéen a rossz oldhatosagu és a jO permeabilitasu. A
készitmény technoldgiai fejlesztés célja hatdéanyagok gyors kioldodast formulajanak kidolgozasa
elektrosztatikus szalképzéssel, ciklodextrin, citromsav és PEG segédanyagok alkalmazasaval. A
vizsgalt két antipszichotikum formulalt mintdinak vizsgélata a pION cég pFlux™ berendezésével
tortént. A modellrendszer kifejezetten formulalt mintak gasztrointersztinalis felszivodas vizsgalatara
lett kifejlesztve és bar elrendezése, geometriai paraméterei, a donor és fogado6 oldal térfogata (20-20
ml), a mesterséges membran fogadasara alkalmas sziiré (PVDF) mérete és igy a lipid oldat térfogata
(75 pl) eltér, sok tekintetben a PAMPA rendszer felnagyitott masanak tekintheté. Ennek megfeleléen a
szajnyalkahartyan keresztiili felszivodds modellezésére alkalmas mesterséges lipidmembran
kifejlesztése a PAMPA modellrendszeren tortént.

3.3. Modellfejlesztésben felhasznalt ex vivo szajnyalkahartya-penetraciés adatok

A szajnyalkahartya sejtes felépitése az oszlopos elrendezésli bél epitéliummal szemben nagyban
hasonlit az dsszetett, tobb rétegben, pikkelyesen felépiil6 bér epitéliumhoz. A membran kozel 50%-a
poléris lipidekbél, foszfolipid és glikozilceramid szarmazékokbol épiil fel.” Az éllatvilagban mind
Osszetételben, mind felépitésben a sertés szajiiregi mukozaja all legkdzelebb az emberéhez. Ennek
megfelelden az altalanosan elfogadott ex vivo modellben is a sertés szajnyalkahartya izolatumbol
kiindulva végzik a huméan bukkalis felszivodas eldrejelzését Franz diffuzids cella segitségével. A
vizsgalati rendszerben a donor cella pH 6,8-as puffert tartalmaz, ami megfelel az emberi nyal atlagos

5Squier, C.A.; Cox, P.; Wertz, P.\. J. Invest. Dermatol. 1991, 96,123—6.
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pH értékének. Az in vitro modellfejlesztéshez Kokate és mtsai altal kozolt, a fentiekkel azonos sertés
szajliregi epitélium izolatumon (vastagsaga: 500+50 pum) végzett ex vivo permeabilitas vizsgalati
eredményeket hasznaltuk fel.®

3.4. Bukkalis-PAMPA modell felépitése

A PAMPA alapi permeabilitas mérés 37 + 0,5°C-on 4 o6ra inkubalas mellett zajlott. A
modelloptimalas soran haromféle mesterséges lipidmembran vizsgalata tortént. A lipidrendszerek
olddsara a Richterben mar korabban, a gasztrointesztinalis (GI) felszivodas modellezésében bevalt
oldoszert a n-dodekant alkalmaztuk, a harom mesterséges membran maga az olddszer, vagyis a n-
dodekan, a koradbban optimalt foszfatidilkolint és koleszterint tartalmazé Gl-specifikus membran és a
Squier és mtsai altal publikalt™ szdjnyalkahartya-specifikus lipidosszetételli membranok voltak.

1. tablazat Bukkalis-PAMPA modellezésnél alkalmazott mesterséges membranok Osszetétele

Membran alkotok Oldoszer membran . G.I..mOdeI,I S7dj nyé.lk'al}.ét rtya-rspﬁcifikus
(n-dodekan) 11p1dosszetet<?l Ilpldosszeteterl
(mg/ml dodekan) (mg/ml dodekan)
foszfatidilkolin - 26,7 8,0
koleszterin - 13,3 10,3
palmitinsav - 0 40
glikozilceramid - 0 6,0
szfingomielin - 0 3,3
foszfatidilinozitol - 0 0,8
foszfatidiletanolamin - 0 7,5

3.5. Bukkalis-PAMPA modell korrelacioja sertés szajnyalakahartyan kapott adatokkal

Munkank célja a hatéanyagok, illetve az azokbol fejlesztett formulaciok szajnyalkahartyan keresztiili
felszivodasat legjobban modellezd n-dodekan-lipid keverék azonositdsa volt. A referenciaként
kivalasztott sertés ex vivo mérési eredményeket felhasznalva harom kiilonb6z6 6sszetételti membrant,
tisztan n-dodekannal, a gasztrointesztinalis epitéliumra, illetve sertés szajnyalkahartyara-specifikus
Osszetételi  lipidkeverékekkel kialakitott PAMPA  modelleket hasonlitottuk Ossze. Az
Osszehasonlitashoz 11 modellvegyiiletet valasztottunk ki, melyek PAMPA modellben mért logP,
értékeit vetettiik Ossze az ex vivo kisérletekben meghatarozott logK, értékekkel. Az egyes mesterséges
lipidmembranok esetében kapott logP, adatok és az ex vivo logK, adatok lineéris regresszioval tortént
sszevetése alapjan a n-dodekan alapu oldoszer-PAMPA modell adta a legjobb korrelaciot, R® = 0,81,
mig a GI-PAMPA esetében R’=0,76 és a szajnyakahartya sepcifikus-PAMPA esetében R°=0,28
korrelacios eredményeket kaptunk.

Az eredmények elemzését egy nem-paraméteres, a rangszamkiilonbségek abszolutérték Osszegének
moédszere (SRD: Sum of Ranking Differences)’ segitségével is elvégeztik. A modszer alapjan a
legkisebb rangszamkiilonbségli modell adatai hasonlitanak leginkabb a referencia adatokra. Az
Osszevetés eredményeképpen a n-dodekan alapt oldoszer-PAMPA modell 14, a GI-PAMPA modell
16, mig a szajnyalkahartya-specifikus PAMPA rendszer 25 rangszamkiilonbséget ért el.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a n-dodekan alapt oldoszer-PAMPA modell altal kapott
permeabilitasi adatok hasonlitanak leginkabb az ex vivo referenciaként szolgal6é adatokhoz. Emiatt a
bukkalis felszivodas optimalasara iranyuld, idealis formulacio kivalasztasi kisérletekhez a n-dodekan
alapt egyoldoszeres, optimalt bukkalis-PAMPA rendszer kertilt felhasznalasra.

3.6. Risperidon gyégyszerkészitmények bukkalis-PAMPA vizsgalata

A risperidon gyogyszerformak biohasznosulasanak elérejelzésére szolgald szimultan kioldodasi és
permeabilitasi vizsgalatok paramétereinek beallitasanak érdekében a hatdanyagot tartalmazo
készitmények puffer oldata vagy szuszpenzidja a beallitott bukkalis-PAMPA rendszerben lettek
elévizsgalva. Az 5. dbra alapjan lathatd, hogy mindharom készitmény esetén tdbb hatdanyag-
molekula jutott at a bukkalis-PAMPA n-dodekan altal képzett membranjan, mint a tiszta
hatéanyagbol. Az eredménybdl az is kitiinik, hogy a HPBCD alkalmazasa nagyban javitotta a

®Kokate, A.; Xiaoling, L.; Williams, P.J.; Singh, P.; Jasti, B.R. Pharm. Res. 2009, 26(5), 1130-9.
"Héberger, K.; Kollar-Hunek, K. |. Chenomet. 2011, 25(4), 151-8.
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készitményben a hatdoanyag permeabilitasat, tovabba azt is, hogy az oOntétt film formulacio
permeabilitasi eredménye kiemelkedik a készitmények kozil.

=
—

—_—

;--

Hatoanyagkoncentracio a
fogado oldalon (mg/ml)
o

Risperidon PVP+HPBCD PVPszal PVP+HPBCD
szal ontott film
5. abra Risperidon készitmények bukkalis-PAMPA modell fogadé oldalan kialakul6 atlagos hatéanyag
koncentracioja harom parhuzamos mérés mellett. (HPBCD: hidroxipropil-B-ciklodextrin, PVP: poli-vinil-
pirrolidon)

4. Vér—agy gat-specifikus in vitro permeabilitasi modell fejlesztése, finomhangolasa (PAMPA-
BBB)
4.1. Vér-agy gat, mint a kozponti idegrendszer belépési kapuja, in vivo és in vitro modelljei
A vér-agy gat (BBB) a kdzponti idegrendszer védelmét szolgalo dsszetett sejtrendszer, mely a legtobb
gatnak, vagyis az agyi kapillaris erek falat alkotd endotél sejteknek kiilondsen fontos a szerepe.
Felépitését tekintve eltér a tobbi szovet (pl.: gasztrointesztinalis, bukkalis, vagy bor) hamse;jtjétol.
Membranrendszeriik rendezettsége nagyobb és az endotél sejtek kozotti kapesolatok (tight junction) is
sokkal szorosabb illeszkedést mutat. A BBB a sejtmembrant alkotd foszfolipidek Gsszetételében is
jelentésen kiilonbozik a tobbi belépési kaputol. A tapcesatorna endotéljének kozel semleges toltésii
lipidmembréanjahoz képest a BBB membranjdban nagyobb mennyiségben jelenlévé nettd negativ
toltésti foszfatidilszerin, foszfatidilinozitol és foszfatidsav lipidkomponensek miatt egyuttal egy
negativ toltésfelhdjii gatat hoznak létre.® Ennek kdszonhetéen, mig az exogén molekulak legnagyobb
része, illetve kiemelten a bazikus karakteri hatbanyagok f6ként passziv transzport Gtjan jutnak at a
vér-agy gat endotél sejtjein, addig a savas karakter(i vegyiiletek szamara ezen az tutvonalon
gyakorlatilag atjarhatatlan a BBB.
A vér-agy gaton keresztiil megvaldsuld transzportfolyamatok vizsgalatara in silico, in vitro és in vivo
modellek egyarant rendelkezésre allnak. Az in silico technikak prediktiv ereje jellemzben csekély. Az

crcr

s

értékkel szoktak jellemezni. Bar nincs altalanosan elfogadott logBB kiiszobérték a CNS aktivitasra,
annyi azonban elmondhatd, hogy a rendelkezésre allo gyogyszerkincs CNS-re hatd vegytileteinek
logBB értéke jellemzéen nagyobb mint -0,5.° In vitro sejtes modellek koziil a gyogyszeriparban széles
korben elterjedtek a Caco-2 és MDCK sejtvonalakon alapuld tesztrendszerek. Ezek el6nye, hogy a
passziv transzport mellett az aktiv transzportot is modellezik. A sejtvonalak fenntartasa azonban
id6igényes, illetve a modell Osszetettsége miatt, amit foként az aktiv transzporter fehérjék és
metabolizald enzimek jelenléte okoz, az agyi felszivodas jellemzése, illetve a modell
automatizalhatésaga nehézkes. Alternativ megoldasként a BBB penetracido modellezésében is
megjelent a PAMPA technika alkalmazasa. Az els6 BBB-specifikus, effektiv permeabilitds mérésére
szolgalo PAMPA-BBB modellt 2003-ban Di és mtsai kozolték.™ Az alapveté PAMPA elrendezésben
nem tortént valtozas, mesterséges membranként sertés agyi lipid extraktumot (porcine polar brain lipid
extract— PBLE) oldottak n-dodekanban, a donor és fogadd cellakat a fizologias kozegeknek
megfeleléen (plazma — idegsejt citoszolja) pH 7,4 pufferrel toltotték fel. A modell optimalasa soran a
membranban oldott lipid mennyiségének (0-100 mg/ml) és a lipidoldat térfogatanak (4-20 ul) hatasat

8Krimer, S.D.; Hutley, J.A.; Abbot, N.J.; Begley, D.J. J. Lipid Res. 2002, 38, 557—-65.
“Doran, A.; Obach, R.S.; Smith, B.].; Hosea, N.A.; Becker, S.; Callegari, E. Drug Metab. Dispos. 2005, 33, 165-74.
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vizsgaltak. A PAMPA rendszer inkubacioja minden esetben szobahémérsékleten, 18 o6ran at tortént.
Az egyes mesterséges membran Osszeallitasok mellett kapott effektiv permeabilitasi értékeket
Lombardo és mtsai ltal kidolgozott in silico logBB adatokkal'® vetették Gssze, melynek alapjan a
22 mg/l PBLE koncentracio és 4 ul n-dodekannal képzett oldattérfogat mutatkozott idealisnak. Az
optimalt modellben a mért effektiv permeabilitas (Pe) — in silico logBB 6sszevetése alapjan soroltak a
vegyiileteket CNS+ (P, > 4:10° cm/s) és CNS- (P, < 2:10°° cm/s) kategoriakba.

4.2. PAMPA-BBB modell fejlesztése, inkubacios paraméterek finomhangolasa

Az el6z6 pontban leirtaknak megfeleléen a BBB-specifikus PAMPA modell fejlesztés kiindulasi
pontjaként a Di és mtsai altal kidolgozott modell szolgalt. A fejlesztés célja egy olyan PAMPA modell
kidolgozasa volt, ami in vivo logBB adatokkal is jo egyezést mutat és alkalmas lehet vezérmolekula
optimalasi szakaszban a kis szerkezeti valtozasokbol adodoé permeabilitasi kiilonbségek alapjan BBB
penetracios sajatsag szerinti sorrend felallitasara azonos szerkezeti kdrbe es6 vegytiletek kézott. Ennek
megfeleléen a modellfejlesztés elsé 1épésében a Di és mtsai altal vizsgalt hatéanyagok, illetve
kereskedelmi uton beszerezhetd, in vivo logBB adattal rendelkezd gyogyszermolekuldkat gytijtottiink
Ossze.

A kivalasztott 27, diverz szerkezeti korbol szarmazo vegyiilet mind molekulatomegiik és lipofilitasuk,
mind az in vivo logBB értékiik szempontjabol széles tartomanyt fednek le, illetve sav-bazis karakteriik
alapjan is heterogénnek tekinthetok (5 savas, 17 bazikus és 5 neutralis). A referencia vegyiiletek
kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy agyi felszivodasukat aktiv transzporterek ne befolyasoljak.
A vizsgalt hatdanyagok koziil a BBB+ vegyiiletek irodalmi adatok alapjan passziv diffuzidval jutnak
be a CNS-be.

A vizsgalat, illetve a modelloptimalas elsé 1épéseként a 27 kivalasztott vegyiilet permeabilitasanak
meghatarozasa az eredeti Di és mtsai altal kidolgozott PAMPA-BBB modszer szerint tortént. A kapott
adatokat a mért logP, értékek és a megfelel6 in vivo logBB adatok kozotti linearis korrelacio (R? =
0,697) alapjan elemeztiik. A modell prediktiv ereje kdzepesnek mondhato.

A modellfejlesztés a tovabbiakban az 1.1. pontban is bemutatott, a PAMPA modell fejlesztési iranyat
mar kordbban masok altal is figyelembe vett valtoztathatd paraméterek 1épésenkénti finom optimalasa
szerint tortént.

4.3. PAMPA-BBB modellrendszer inkubalasi h6mérséklet és idé hatasanak vizsgalata

A valtoztathatd paraméterek koziil eldszor az inkubalasi hdmérséklet és az id6 hatasat vizsgaltuk. A
PAMPA rendszer paramétereinek optimalasanal minden esetben az effektiv permeabilitas (logP) és az
in vivo logBB értékek kozotti linearis korrelacid valtozasa volt a vezérparaméter. A kiindulasi
PAMPA-BBB modell (inkubalasi koriilmények: 18 éra, RT) elérejelzéképessége (R* = 0,557) az
inkubalasi id6 és homérséklet valtozasatol csak kis mértékben fiiggott. Bar a szobahdmérsékleten 4
6ras inkubalas mellett kaptuk a legjobb korrelaciét az in vivo adatokkal (R? = 0,693), a fiziologias
koriilményekre és a modell gyorsitasara valo torekvés, illetve a korrelaciok kozotti kis eltérés miatt a
tovabbi modelloptimalasi 1épések 4 6ras, 37 °C-on torténd inkubacié mellett folytak (R® = 0,580).

4.4. PAMPA-BBB modellrendszer membran térfogatanak és osszetételének vizsgalata

A mesterséges PAMPA membran oldoszer térfogatanak vizsgalata Carrara és mtsainak a
megfigyelésébdl indult ki.'' Vizsgalataikban a n-dodekanban, illetve n-dodekan:n-hexan 1:1 (V/V)
aranyu keverék oldoszerben oldott lipidekbdl all6 membran alkalmazasakor jelentds kiilonbséget
azonositottak a vizsgalt vegylletek permeabilitasi tulajdonsagaban. A jelenség ebben az esetben abbol
adodik, hogy az illékony oldoszerkomponens, vagyis a N-hexan elparolog a membran feliiletérdl, azaz
valdjaban ezzel a vizsgalati modszerrel a lipidmembran n-dodekan mennyiségét, vagyis az olddszer
komponens térfogatat lehet valtoztatni.

Fentiek alapjan a mesterséges membran oldoszer térfogatanak hatasat a kiilonbozé n-dodekan és n-
hexan aranyu (0:1, 1:3, 1:1, 3:1, 1:0) elegyeiben oldott szévetspecifikus PBLE-t alkalmazasa mellett
vizsgaltuk a kivalasztott 15 referencia vegyiileten. Ebben az esetben is a logP. értékek és az in vivo
logBB adatok ko6zotti korrelacid, tovabba a mar 3.5. pontban bemutatott nem-paraméteres SRD
modszer segitségével tortént a modellbeallitasok értékelése. Vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy

Lombardo, F.; Blake, J.F.; Curatolo, W.]. J. Med. Chem. 1996, 39, 4750—45.
Y Carrara, S.; Reali, V.; Misiano, P.; Dondio, G.; Bigogno, C. Int. J. Pharm. 2007, 345, 125-33.
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mind a korrelaciot (R? = 0,89), mind az SRD értékeket (18) figyelembevéve az 1:3 n-dodekan:n-hexan
aranyu lipidoldoszer Osszetétel alkalmazasa az optimalis a PAMPA-BBB modell elérejelz6 képességét
figyelembe véve.

A kovetkezé 1épésben a mesterséges membran két komponensének a PBLE mennyiségének (O-
10 m/V%) és a n-dodekan térfogatanak (1,25-5 ul) permeabilitasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk
részletesen. Az eredmények alapjan a logP, — logBB kozotti korrelaciot figyelembe véve atlagosan a
kisebb n-dodekan mennyiségek mellett kaptunk nagyobb korrelacios értékeket, az optimalis membran
osszetétel a 10 m/V% PBLE — 1,25 ul n-dodekan mellett volt azonosithatd (R?=0,89). Az eredmény
alapjan megallapithato, hogy a kis n-dodekén és nagy PBLE mennyiség egyiittesen segitik a
mesterséges lipidmembran BBB specificitasanak kifejezodését.

Abbol kiindulva, hogy a human CNS koleszterin tartalma (23 mg/g) atlagosan magasabb, mint mas
szoveteké'? a mesterséges membran permeabiltasi viszonyainak véltozasa és a koleszterin mennyisége
valtoztattuk. A Kkoleszterin hatasa mind az eredeti 5 pl n-dodekan, mind a n-dodekan:n-hexan 1:3
(VIV) aranyu oldoszer rendszer mellett vizsgalatra kertilt. A logP, — logBB értékek kozotti linearis
korrelacié és SRD paraméterek valtozdsa alapjan azt talaltuk, hogy a két oldoszerrendszerben a
koleszterinnek éppen ellentétes hatasa van a PAMPA modell BBB-specifikus jellegére.

Mig a nagyobb n-dodekan tartalmii mesterséges membran alkalmazasa mellett a koleszterin
mennyiségének ndvelése javitotta a modell logBB prediktivitasat, addig a kisebb n-dodekan tartalom
mellett a novekvo koleszterin tartalom hatasara a BBB-specifikus jelleg csokkenést mutatott.

Az eredmények alapjan, torekedve a PAMPA-BBB modell elérejelzd képességének ndvelésére,
koltséghatékonysagara és a mesterséges membran Osszeallitisanak egyszer(isitésére az optimalis
membran Osszeallitasnak a 10 m/V% PBLE, 0 m/V% koleszterin n-dodekan:n-hexan 1:3 aranya
oldészer adodott.

4.5. Az oldhatésag javitasa, a segédoldészer hatasa a PAMPA-BBB modellben

Az elmult 20 évben a gydgyszerkutatasban €s ezen beliil kiemelten a CNS iranyu terapias teriileten
egyre fokozottabb a magas lipofilitasu és ennek kovetkeztében a vizes kozegben rosszul old6do
vegyiiletek kezelésének problémaja. A hatéanyagok fizikai kémiai jellemzésénél és farmakologiai
vizsgalatainal az altalanosan elfogadott segédolddszer a polaris aprotikus sajatsaga DMSO, melyet
egyuttal a hatdéanyagok oldhatdsag javitasanak érdekében is alkalmaznak. A DMSO in vitro sejtes
permeabilitasi modellekben néveli a sejmembran permeabilitasat, amit a foszfolipid kettésrétegben az
oldoszer altal kialakitott pérusokkal magyaraznak.™® Fentiek miatt, illetve a PAMPA-BBB rendszer
rosszul olddédo vegyiiletekre torténd Kkiterjesztése érdekében megvizsgaltuk a DMSO hatasat az
optimalt modell esetében is.

A DMSO hatasait a két korabban bemutatott, n-dodekdn és n-dodekan:n-hexan 1:3
oldoészerrendszerben kialakitott mesterséges membran esetében is megvizsgaltuk. A DMSO
permeabilitasat a PAMPA akceptor oldalan kialakuld oldoszer koncentracié meghatarozasan keresztiil
langionizacios detektorral kapcsolt gazkromatografias technikaval (GC—FID) vizsgaltuk. A vizsgalat
alapjan a n-dodekanban oldott PBLE és koleszterin tartalm(i membran gyakorlatilag atjarhatatlan a
DMSO szamara. 10 V/V% koszolvenst adva a donor oldali pufferhez, az akceptor oldalon 0,01 V/V%-
ban volt csupan mérheté a DMSO jelenléte. A n-dodekan:n-hexan 1:3 elegyét tartalmazd
lipidmembran mar Kismértékben atereszté a DMSO oldészerre nézve. A donor oldalon 10 V/V%
kiindulasi koncentraciojt DMSO mellett az akceptor oldalon 0,18 V/VV%-ban jelent meg az oldoszer.
A tovabbi vizsgalatokban, ahol a donor és fogadd oldali DMSO koncentracio 5-20 V/V% kozott
valtozott a mér optimalt PAMPA-BBB modell (10 m/V% PBLE, n-dodekan:n-hexan 1:3, 4 6ra, 37°C)
prediktiv erejének valtozasat kovettiik. Vizsgélataink alapjan még 10 és 15 V/V% DMSO alkalmazésa
mellett is a logP, és in vivo logBB értékek kozott szoros linearis korrelacié (R?~0,85) volt
tapasztalhato szignifikans kiilonbség nélkiil. 15 V/V% DMSO tartalom felett a korrelacid lecsokkent
(R?=0,68), az eredmények reprodukalhatatlannd, és igy megbizhatatlanna valtak. A legjobb eredményt
5 V/V% DMSO hozzaadasaval lehetett azonositani (R°=0,92).

2Dietschy, J.M.; Tutley, S.D. J. Lipid Res. 2004, 45, 1375-97.
13Notman, R.; Noro, M.; O'Malley, B.; Anwat, J. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 13982-3.
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4.6. Az optimalt PAMPA-BBB modell vizsgalata a teljes referencia vegyiiletkoron

A PAMPA-BBB rendszer paramétereinek finomhangolasat kovetden a fejlesztés utolsd 1épésében az
optimalt modell megbizhatdsaganak, prediktiv erejének ellendrzésére a logP, és in vivo logBB adatok
koriilmények kozott, azaz 4 ora, 37 °C-on térténd inkubalas , izo-pH (pH = 7,4) kériilmények, 5 V/V%
DMSO segédoldoszert alkalmazva, PBLE (10 m/V%, koleszterin nélkiil) membran 3:1 n-hexan:n-
dodekan elegyében oldva, R = 0,839 lineéris korrelacios értéket kaptunk (6. abra). Tekintettel arra,
hogy ezt a korrelacios értéket heterogén szerkezeti és fizikai kémiai sajatsagu vegyiileteken érte el a
modell elmondhato, hogy a kialakitott PAMPA-BBB rendszer kelléen robusztus és prediktiv ereje
alkalmassa teszi CNS hatast mutatd vezérmolekulak BBB-specifikus permeabilitasanak jellemzésére.
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6. abra Az optimalt PAMPA-BBB modellben mért effektiv permeabilitas értékek és az
in vivo logBB adatok kozti linearis korrelacid

5. Foszfolipidozis modellezése szovetspecifikus, gradiens pH elrendezésii PAMPA rendszerekben
5.1. A foszfolipidézis, mint gyégyszermellékhatas és kialakulasanak mechanizmusa

A foszfolipidozis (PLD), mint fiziologias jelenség a foszfolipidek tulzott felhalmozodasat jelenti a
sejtek lizoszomajaban,* aminek egyik jellemzd citologiai megjelenése a lamelléris testek kialakulasa.
A jelenleg alkalmazott gyogyszerkincs 5 %-anal irtak le a PLD-al 6sszefiiggé mellékhatasokat. Az
ehhez kothetd mellékhatasok kritikus toxikologiai jellegét az is bizonyitja, hogy 2006-ban az FDA
1étrehozta az ,,FDA Phospholipidosis Working Group”-ot. A megfigyelések szerint a PLD altalaban a
bazikus vagy kationos amfifil karakterti gyogyszerek (CAD — cationic amphiphilic drugs) kronikus
adagolasa mellett jelenik meg, amit ezen hatdéanyagok lizoszomakba torténd egyiranyu transzportjaval
magyaraznak. Az egyiranyu transzport soran a8 CAD molekula a citoszol kozegébdl (pH 7,4) a joval
savasabb (pH~4) lizoszomaba keriilve protonalddik, polaritasa ennek koszonhet6en megnd, igy a
citoszol iranyu transzportja gatolt lesz. A folyamat Osszességében a CAD karakterii vegyliletek
lizoszémaban valéd felhalmozddasahoz, a lizoszéma homeosztazisanak, illetve ennek eredményeképp
lipid anyagcseréjének felborulasahoz vezet. A folyamat kozvetve a foszfolipidek felhalmozodasat
eredményezi, ami a lamellaris képletek kialakuldsaval jar.

A PLD kiilonboz6 szovetekben alakulhat ki, azonban leggyakrabban a tiid6 alveolaris makrofagjaiban
fordul el6. A folyamat altalaban reverzibilis, a gydgyszeradagolas felfiiggesztését kdvetben a sejtek
homeosztazisa helyreall.

5.2. A foszfolipidozis in silico és in vitro modelljei

A PLD fokozott toxicitasi kockazata miatt, a mellékhatas elérejelzésére szamos in silico szamitasi
modszert is kidolgoztak. A modellek jellemzéen gyogyszeripari kdrnyezetben lettek kifejlesztve,
melyek azonos modon a hatéanyagok két fizikai kémiai paraméterével a proton-disszociacioval (pKy),

14Halliwell, W.H. Toxicol. Pathol. 1997, 25, 53—60.
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és a lipofilitassal (logP/D) sulyozzak a mellékhatas megjelenésének rizikojat. A habilitacio
terjedelmére tekintettel ezek koziil csak kettd keriil bemutatasra.

Ploemen és mtsai (Organon) a hatdéanyagok szamitott legbazikusabb N atomjihoz kothetd cpK,
(szamitott pK,) és clogP (szamitott logP) értékek felhasznalasaval kiilonboztették meg a
foszfolipidozist indukalo (PLD+) és nem indukaldé (PLD-) anyagokat. A modell PLD+-nak jeloli
azokat a vegyiileteket, melyeknél (cpK,)’+(clogP)® > 90. A szabaly kiegészitéseként PLD- osztalyba
sorolandé az a vegyiilet, melyre igaz, hogy cpKa piis < 8 és clogP < 1. Tomizawa és mtsai (Pfizer) a
vegyiiletek clogP értékét és pH 4-en szamitott nettd toltését (NT) kombinalva, négy (-, alacsony,
kézepes, magas) kategoria szerint skalazott modellt javasoltak a PLD in silico elérejelzésére.'

A jelenleg ismert in vitro PLD modellek elméleti hatterében a foszfolipid €s a hatéanyag kozott
kialakuld kolcsonhatas jellemzése all. A Vitovic és mtsai altal kidolgozott szlir6rendszerben a
kolcsonhatas hatékonysagat a kritikus micellaképz6dési koncentracio (CMC) segitségével jellemzik. A
96 lyuki mérétalcan egyszerre 8 vegyiiletet lehet a modellben vizsgalni, mivel a CMC
meghatarozasahoz egy 8-12 pontos feliileti fesziiltség — koncentracié gorbét kell felvenni.'” Emiatt bar
a modszer automatizalhatd, az ateresztOképessége relativ csekélynek mondhatd. Zhou és mtsai a
modell ateresztoképességének ndvelése érdekében fluoreszcens festék (Prodan) segitségével
hataroztak meg a kritikus micellaképzédési koncentraciot.'® Bar az eléz6 modszerhez képest
vegyiiletenként kevesebb mérési pontot kell felvenni, és a vizsgalé modszer is gyorsabb, robusztusabb,
de ateresztoképessége még mindig csekély.

PLD elorejelzésére kidolgozott kromatografids modszerek esetében foszfolipidekkel modositott
allofazist alkalmaznak. Az immobilizalt mesterséges membran (Immobilized Artificial Membrane —
IAM) alapa és az elektrokinetikus kromatografias (ElectroKinetic Chromatography — EKC)Y
modszerek esetében az allofazis és hatéanyag kdzott kialakuld kolcsonhatas a kromatografias retencios
tényezoével (logkaot) jellemezheto.

5.3. PAMPA alapu modell fejlesztése gyogyszer indukalta foszfolipido6zis elorejelzésére

A PLD eddig ismert in vitro modelljei a foszfolipidek és a hatéanyagok kozott kialakulo
kolcsonhatason alapuld vizsgalati modszerek. A PAMPA rendszer ehhez képest egy olyan uj
lehetdséggel kecsegtetett, melynek koszonhetéen a PLD feltételezett mechanizmusa (12. abra), a
citoszol (pH 7,4) - lizoszoma (pH~4) iranyu transzport valik modellezhetévé. Ennek igazolasara, a
modellfejlesztés els6 1épésében egy olyan adatkészlet sszegyiijtésére keriilt sor, ami a hatéanyagok in
Vivo, in vitro vizsgalatokkal, illetve in silico szamitassal alatimasztott PLD indukcidjara vonatkozo
adatot tartalmaz. Habar osszesen 63 referenciavegyiileten végeztiik el a vizsgalatokat, a habilitacid
terjedelmére valo tekintettel csak a modellfejlesztésnél hasznalt 21 hatéanyag, illetve a modellben
alpozitiv, vagy alnegativ eredményt ad6 amlodipin(28), bupropion(38), metapirilén(47),
mianszerin(49), illetve és a szertralin(58), klorokvin(3) és fenacetin(18) adatait mutatom be
részletesen.

A modellbedllitas elsé 1épésében a teljes in vivo PLD kockazati adattal rendelkezé referencia
gyljteménybdl 21 hatéanyag keriilt kivalasztasra (11 PLD+ és 10 PLD-). A PAMPA vizsgalatnal két
f6 optimalasi paramétert, a mesterséges lipidmembran szdvetspecifikus dsszetételét és a donor-fogado
kozegek pH-jat valtoztattuk. A PLD szdveti lokalizacidja alapjan a tiido, a BBB, a sziv, a maj és a
vese szoveti lipidosszetételek megfelelé PAMPA modelleket alakitottuk ki.

A PAMPA rendszer masik, a PLD mechnizmusa szempontjabdl kritikus paramétere a donor és fogado
cellak kozegének pH értéke volt. A vizsgalatot ennek megfeleléen harom kiilonboz6 beallitas mellett
izo-pH 4,0, izo-pH 7,4 és gradiens (donoryy 74 — fogaddpy 40) mérési elrendezésekben végeztiik. A
harom elrendezésben kapott effektiv permeabilitasi értékek valtozasa, illetve az in vivo PLD
kockazattal valo korrelacidja a 7. abran lathatd. Ennek megfeleléen a kdzvetlen citoszol — liposzoma
iranyu transzportot modellezé gradiens pH elrendezésit PAMPA rendszerben kapott eredmények
mutattak a legjobb korrelaciot az in vivo PLD kockazati adatokkal, azzal a megkotéssel, hogy a

5Ploemen, J.P.; Kelder, J.; Hafmans, T.; van de Sandt, H.; van Burgsteden, ].A.; Saleminki, P.J.; van Esch, E. Exp. Toxicol. Pathol. 2004, 55, 347—
55.

1'Tomizawa, K.; Sugano, K.; Yamada, H.; Horii, 1. . Toxicol. Sci. 2006, 31, 315-24.

"Vitovi¢, P.; Alakoskela, J.-M.; Kinnunen, P.KJ. J. Med. Chem. 2008, 57, 1842-8.

18Zhou, L.; Geraci, G.; Hess, S.; Yang, L.; Wang, J.; Argikar, U. Anal. Chem. 2011, 83, 6980-7.

VJiang, Z.; Reilly, J. J. Pharm. Biomed. Anal. 2012, 61, 184-90.
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permeabilitasi kiiszobot Pe=25-10"° cm/s értéknél hiiztuk meg. Az el6vizsgalat eredménye alapjan a
kivalasztott gradiens pH-ji PAMPA rendszerben torténd vizsgalatot Kkiterjesztettik a teljes, 63
referenciavegyiiletre. A PAMPA rendszereket el6rejelzéképességiik, illetve a modelljosag alapjan a
negativ prediktiv (NPV) és pozitiv prediktiv értékiik (PPV), valamint a pontossaguk alapjan is
jellemeztiik.

-~ -
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7. abra Harom kiilonb6z6 pH elrendezésti (izo-pH 4,0, izo-pH 7,4 és gradiens pH (7,4 — 4,0) tiid6-specifikus
PAMPA modell effektiv permeabiliasi adatai és PLD kockazati osztalyok szerinti korrelacidja (N = 21)

crer

josagi adatait (NPV, PPV pontossag) 6sszehasonlitottuk az in silico Ploemen ¢s Tomizawa modellek,
illetve a masik két in vitro, CMC és EKC modellek adataival is (2. tablazat).

2. tablazat Az in silico, in vitro nem-sejtes és PAMPA modellek eredményeinek statisztikai 6sszehasonlitasa

PPV? (%) NPV® (%) Pontossag (%)

In silico modellek Ploer_nen modell 73 86 81
Tomizawa modell 92 70 79
In vitro nem-sejtes modszerek™ CMCba modell (N=31) 100 I 87
EKC” modell (N=23) 92 82 87
BBB 92 84 87
M4j 92 84 87
gradiens-pH PAMPA modell Tido 92 89 90
Vese 92 86 89
Sziv 92 84 87

*Bar a PAMPA modellekben Gsszesen 63 vegyiilet keriilt vizsgalatra az 6sszehasonlitasra kivalasztott in vitro
modellek kozolt mérési pontjai csak 31 (CMC) és 23 (EKC) vegyiilet esetén voltak atfedésben, *CMC, kritikus
micellaképzd koncentracid; "EKC, elektrokinetikus kromatografia; °PS, foszfatidilszerin; “PPV, pozitiv prediktiv
érték; °NPV, negativ prediktiv érték.

Az adatok alapjan lathato, hogy a beallitott uj, gradiens pH elrendezésit PAMPA modell PPV, NPV
értékei és pontossaga is atlagosan nagyobb, mint az in silico, illetve in vitro CMC és EKC
modelleknek.

A szovetspecifikus mesterséges membranok josagi mutatoit vizsgalva a tidd-specifikus modell
tekinthetd a legjobbnak, ami megfelel PLD in vivo els6dleges megjelenésével és bizonyitja a modell
szovetspecifikus jellegét is. Mar az elévizsgalatok in vivo PLD adataival tortént Osszevetés is
ramutatott, hogy néhany vegyiilet a PAMPA modellben alpozitivnak, illetve alnegativnak adodik.
Ennek hatterében a legtobb esetben a vegyiiletek fokozott metabolizmusa, illetve a képz6dé metabolit
eltér6 PLD kockazta all. Mindossze két az alnegativ fenacetin(18) és az alpozitiv bupropion(38)
hatéanyagok esetében nem talaltunk arra kisérletes adatot, hogy a kapott ellentmondast a
metabolizmusukkal magyarazni tudjuk. A fenacetin f6 metabolitja, a 4-etoxi-anilin pH-gradiens
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PAMPA vizsgalata soran a fenacetinhez képest kapott fokozott permeabilitds aldtdmasztja a
metabolizmus szerepét a vegyiilet PLD sajatsaganak alakulasaban. A bupropion(38) metabolitjanak, a
hidroxibupropionnak® is elvégeztiik a pH-gradiens PAMPA vizsgalatat. Ebben az esetben a metabolit
effektiv permeabilitasa csak kis mértékben csokkent, a kockazati hatarértéket nem érte el (8. abra). Az
eredmény alapjan elmondhatd, hogy ebben az esetben a metabolizmus csupan csokkenti a PLD
kockazatat.

OJ OJ
CP450 J< C:;;O OH
Cl ﬁ Cl NH
HN \l//O NH, o] O\)f
Fenacetin 4-etoxi-anilin Bupropion Hidroxibupropion
Eg ?,'ZCE:E 10 P, (cov/s x 106) P, (cov/s x 109 P, (cow/s x 10-6) P, (cov/s x 10°6)
tiidSsziveti PAMPA 8,7+ 0,1 41,1+ 0,8 539+ 2,1 428+ 54
Ploemen modell PLD - PLD - PLD - PLD -
Tomizawa modell PLD - PLD + PLD + PLD +

8. abra A fenacetin(18) és a bupropion(38) f6 metabolitjai és osztalyozasuk a PLD modellekben

6. Novényi kivonatok, névényi alapi hatéanyagok és félszintetikus anal6gjainak vizsgalata és
jellemzése az optimalt PAMPA-BBB modell felhasznalasaval
6.1. Kozponti idegrendszerre haté vegyiiletek azonositasa névényi kivonatokbol:
PAMPA-BBB — HPLC-MS — NMR kapcsolt technika kidolgozasa
6.1.1. Novényi kivonatok, mint potencialis célpontok kézponti idegrendszeri
gyogyszerkutatasban
A novényi kivonatok neurobioldgiai hatasat szamos etnofarmakoldgiai leiras bizonyitja, emiatt Uj
hatdanyagok azonositasa szempontjabol idealis kiindulasi pontot jelenthetnek kozponti idegrendszeri
betegségekre iranyuld kutatisokban.® Mar a CNS megbetegedésekre iranyuld gyogyszerkémiai
elérejelzése, amire szamos in silico és in vitro modell all rendelkezésre. Ez alapjan egy hatékony,
nagyfoka BBB szelektivitidssal rendelkezd sziirési modell nagyban segithetné az eziranyu CNS
kutatast. A ndvényi eredetli kivonatok vizsgalatinak masik sarkalatos pontja a dereplikacio, vagyis a
korabban mar leirt komponensek gyors azonositasa, ami gyorsithatja az uj hatdanyagok izolalasanak
¢s szerkezetazonositasanak folyamatat.
Mindezek figyelembevételével kézenfekvonek tiint a mar 4. pontban bemutatott optimalt PAMPA-
BBB modell alkalmazasanak kiterjesztése névényi eredeti mintak vizsgalataban.

6.1.2. PAMPA-BBB modell kiterjesztése novényi eredetii hatéanyagok jellemzésére

A ndvényi hatdanyagok, kivonatok vizsgalatanal a PAMPA-BBB modellben az 5ul 10 mVV% PBLE,
1,66 m/V% koleszterin mellett emelt n-dodekanos oldatot tartalmazé mesterséges membran keriilt
kialakitasra. A PAMPA modell kiterjeszthet6ségét a névényi kivonatokra 23 természetes és 20
természetes hatdanyagra visszavezethetd vegyiileten keresztiil vizsgaltuk. A hatéanyagok szerkezetileg
¢és fizikai kémiai sajatsiguk alapjan is valtozatosak, in vivo logBB értékiik -2 és 1 kozé esik.
Megvizsgalva a PAMPA-BBB modellben kapott logP, értékek és az in vivo logBB adatok kozotti
elérejelzésére is alkalmasnak bizonyult. A kapott linedris korrelacio, illetve a vizsgalati pontok
elhelyezkedése alapjan részben Onkényesen, de figyelembe véve, hogy a CNS hatasti gyogyszerek
esetében atlagosan a logBB > -0,5, azok a novényi eredetii vegyiiletek tekinthetéek BBB-+-nak,
melyeknél logP, > -6,0 értéket kapunk az optimalt PAMPA-BBB modellben.

Ezt kovetden, tekintettel a vizsgalando a novényi Kivonatok valtozatos sszetételére sziikségessé valt a
PAMPA-BBB modell fitokémiai szelektivitdsanak jellemzése is. Ennek érdekében Osszesen 72

2'Molnari, J.C., Hassan, H.E., Myers, A.L., Eur. |. Drug Metab. Pharmacokinet. 2012, 37, 57—63.
2ICampos, H. C;; Rocha, M. D.; Viegas, F. P. D.; Nicastro, P. C.; Fossaluzza, P. C; Fraga, C. A. M.; Barreiro, E. J.; Viegas, C., Jr. CINS Neurol.
Disord.: Drug Targets 2011, 10, 240—51.
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fitokémiai szempontbol diverz ndvényi eredeti vegyiilet BBB-specifikus permeabilitasat vizsgaltuk
meg. A 9. abran lathato, hogy a vizsgalt vegyiileteket Gsszesen 4 fitokémiai csaladba lehet besorolni,
illetve tovabbi (egyéb) fitokémiailag fontos szerkezetli vegyiilet is kivalasztasra keriilt. A vizsgalat
alapjan lathatd, hogy a polaros cukoregységet tartalmazéd vegyiiletek (glikozidok) és a karbonsav
szarmazékok logP, értéke -6,0 ala esett, ami dsszhangban a BBB-rol a 4.1. pontban leirtakkal, azaz a
BBB szoros illeszkedésii lipid szerkezetének €s negativ toltésfelhdjének kdszonhetéen kizarja a nagy
polaris (pl. cukoregységet) és/vagy negativ toltést, savas karakterti szerkezeti egységet hordozéd
vegyiileteket. Ezzel ellentétben a cukoregységet nem tartalmazo flavonoid aglikonok, a lipofil,
esetenként bazikus szerkezeti egységet tartalmazd alkaloidok és egyéb CNS hatds szempontjabol
érdekes novényi eredetli vegyliletek PAMPA-BBB permeabilitasa, azaz logP, értéke jellemzoen
nagyobb volt, mint -6,0. Az eredmény alapjan elmondhat6 volt, hogy a beallitott modell fitokémiai
értelemben szelektiv, igy novényi kivonatok BBB-specifikus jellemzésére is jol hasznalhato.

-4,0
-4,5
-5,0
5,5 A Ko
A ciriliol Gilntamin Szkopoletin
A Daidzein Bfedrin Kalkon
-6,0 A Szkopolamin Adhiperforin
A Szolaszodin Hiperforin
p“: A Gatangin Koffein
en i X Protopin
o) 6,5 A a-szolanin Morfin AEszkulelin
A Vinkrisztin
. Rezerpin
-7,0 = t Katalpol A Nikotinsav Kvel.'cetln Teofilin AxKamazulén
- Aukubin Fahéjsav Morin Kolhicin
_7 5 - m
i m A Izokvercetin
m Szalvianolsav A :
8.0 4 Rozmarinsav Katekin
) A Harpagozid Szalicilsav
Vanilinsav

Glikozidok Karbonsavak Flavonoid Alkaloidok Egyéb
aglikonok

9. abra Fitokémiailag relevans hatdéanyagok PAMPA-BBB vizsgalata, linearis korrelacioja in vivo
logBB adatokkal (N = 72)

A fenti két vizsgalat alapjan a Richter Gedeon Nyrt. eredeti kutatdsanak molekulabankjaban talalhat6
mintegy 5500 el6frakcionalt (vékonyréteg kromatografia alapjan maximum 10 komponenst
tartalmazo) novényi kivonatbol korabbi szlirdvizsgalat alapjan citotoxicitast nem mutatdo 1760 egyedi
minta PAMPA-BBB sziirését végeztiik el. A szilirési kritériumnak mindossze 125 névényi minta felelt
meg, azaz a talalati arany 7,1% lett. Az eredmény egyértelmiien alatamasztja a modell nagyfoku
szelektivitasat, BBB szelektiv sziir6kapacitasait. A modszer fitokémiai, illetve hatdanyag
azonositasban torténd alkalmazhatosaga 4 minta esetén lett részletesen vizsgalva. A habilitacios tézis
kereteire valod tekintettel csak egy novényi kivonat, a Tanacetum parthenium (6szi margitvirag)
viragzatabol készitett kivonat vizsgalatat mutatom be.

A BBB-specifikus komponensek azonositasa érdekében a kivalasztott kivonatokon megismételtiik a
PAMPA-BBB vizsgalatot, de ebben az esetben a rendszer donor és fogadd cellaiba deuteralt viz
felhasznalasaval késziilt pufferek keriiltek. Ily modon a fogadd oldalon megjelené BBB-specifikus
komponensek kozvetlen NMR vizsgalatara is lehet6ségiink lett. Az Oszi margitvirag Kivonatanak
vizsgalatanal az el6frakcionalt mintabol eredetileg 82 komponenst sikeriilt HPLC-DAD technika
segitségével detektalni, ami BBB-specifikus membrannak koszonhetden jelentésen megtisztult és
minddssze 12 novényi eredetli masodlagos metabolitot sikeriilt azonositani a fogado. Ezt kovetéen a
donor oldat HPLC-MS/MS, illetve offline NMR vizsgalata alapjan a két major komponens, a
partenolid(1) és a 13-dihidro-partenolid(2) szerkezetét sikeriilt meghatarozni. Tekintettel arra, hogy az
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Oszi margitvirag a migrén profilaktikus kezelésben ismert gyogynovény és a vizsgalat alapjan
azonositott partenolid antimigrén hatasat tobb kutatds is igazolta,”? az eredmény alatimasztja a
PAMPA-BBB modell alkalmazhatésagat ndvényi kivonatok CNS-specifikus hatdéanyagok
azonositasaban is.

6.2. Ginkgo biloba mintak PAMPA-BBB vizsgalta: N-metilalt tiramin szarmazékok azonositasa
6.2.1. A Ginkgo biloba, mint neurobioldgiailag jelentés novény

A G. biloba a Ginkgoaceae csalad egyetlen €16 tagja, ami nem csak az egyik legismertebb, de talan
legtobbet vizsgalt gyogynovény is egyben. Alkalmazasa foként CNS eredetli megbetegedésekhez
kothetd, felhasznalasa elsOsorban korai demencias tiinetek kezelésében ismert.” A standardizalt
kivonata EGb 761 néven keriilt klinikai kiprobalasra, majd forgalomba. Az EGb 761 agyi vérkeringést
javitd és neuroprotektiv hatisat szamos klinikai és preklinikai vizsgalat is aldtamasztja.”* A
standardizalt levélkivonat neurobiologiai hatasért felelés komponensei két fontosabb, fitokémiailag is
jol ismert vegyiiletcsaladnak, a flavonoidoknak és a terpén trilaktonoknak a tagjai.”

6.2.2. Ginkgo biloba kivonatok PAMPA-BBB vizsgalata

Fentiek alapjan érdekesnek tint a kidolgozott PAMPA-BBB analitikai technikakkal kapcsolt
dereplikacios stratégia alkalmazasa a G. biloba levél nyers és standard (EGb 761) kivonatanak, illetve
kereskedelmi forgalomban hozzaférhet6 készitmények részletesebb vizsgalatdban is. A vizsgalatok
elsé 1épésébe egy G. biloba kivonatokra optimalt HPLC-MS/MS eljaras kertilt kidolgozasra. A
kivonatban Osszesen 83 komponenst sikeriilt elvalasztani, illetve a retencios id6 és MS/MS
fragmentacié alapjan 18 komponenst sikeriilt azonositani. A kiindulasi, PAMPA-BBB vizsgalatot
megel6z6 kromatografias kép alapjan a mintaban terpén trilaktonokat, flavonoid glikozidokat,
flavonoid aglikonokat és biflavonokat sikeriilt azonositani. Elvégezve a PAMPA-BBB vizsgalatot
jelentésen csokkent a fogadd oldali komponensek szama, dsszesen 19 komponenst sikeriilt detektalni.
A PAMPA-BBB vizsgalat alapjan a flavonoid glikozidok és a biflavonok nem voltak képesek
penetralni a mesterséges BBB-specifikus membranon. A kromatogram BBB+ régioiban a
kromatogram elején talalhatd, polaris komponensek, illetve az extrahalt ion kromatogram (EIC)
alapjan detektalt terpén trilaktonok és a flavonoid aglikonok voltak azonosithatoak.

Az EGb 761 kivonat PAMPA-BBB vizsgalataban a fogadé oldalon sikeriilt detektalni néhany polaros
komponenst, melyeket még korabban nem azonositottak G. biloba kivonatokban. A minta részletes,
HPLC-MS/MS ¢és direkt nagyfelbontasi HR-MS vizsgalata alapjan két komponens m/z értéke
megfelelt a korabban mar leirt protoalkaloidokkal, az N-metiltiraminnal (nmt: m/z 152) és hordeninnel
(hor: m/z 166), sikeriilt e két, illetve tovabbi két B-fenetilamin szarmazékot a tiramint (tir) és a
kandicint (kan) is azonositani a polaros komponensek kozott. A tovabbiakban vizsgalataink arra
iranyultak, hogy a kiilonboz6é G. biloba kivonatok milyen mennyiségben, illetve aranyba tartalmazzak
az azonositott tiramin szadrmazékokat. A komponensek mennyiségi meghatarozasa szelektiv
ionmonitorozassal (SIM) tortént. A 10. 4bran a tiramin és a harom metilalt szarmazék mennyisének
closzlasa lathato a mintakban. Az abran a citrusfélék levelében megtalalhatd tiramin szarmazékok
atlagos eloszlasa is lathato, ami viszonyitasi alapként szolgal G. biloba protoalkaloid tartalmara, hisz
bar minor komponensként, de jellemzéen ezekben a novényekben fordulnak el8.?®

A vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy a tiramin szarmazékok minden egyes G. biloba mintaban
jelen vannak. A PAMPA-BBB vizsgalat alapjan kiilon ki kell emelni a hor, illetve az nmt jelenlétét,
melyek PAMPA-BBB alapjan varhat6 agyi penetracioja nagy, illetve kozepes mértéki. Tekintettel a
tiramin szarmazékok ismert adrenerg és MAO-enzim inhibitor (MAOI) aktivitidsara, a kapott
eredmények alatamaszthatjak ezen komponensek szerepét a G. biloba kivonatokhoz kapcsolt MAOI
alapti antidepresszans és kedvezd érrendszeri, vérnyomast fokozo hatasiban.”’ Fentiek mellett a
vizsgalatok arra is ramutattak, hogy a kan mennyiség az dsszes vizsgalt mintdban kis mennyiségben

* Tassorelli, C.; Greco, R.; Morazzoni, P.; Riva, A.; Sandrini, G.; Nappi, G. Cephalalgia 2005, 25, 612-621.

2Gauthier, S.; Schlaefke, S. Clin. Interv. Aging 2014, 9, 2065-77.

24Nash, K.M.; Shah, Z.A. Integr. Med. Insights 2015, 10, 1-9.

28ingh, B.; Kaur, P.; Gopichand, R.D.; Singh, P.S. Fitoterapia 2008, 79, 401-18.

2Servillo, L.; Giovane, A.; D’Onoftio, N.; Casale, R.; Cautela, D.; Ferrari, G.; Balestrieri, M.L.; Castaldo, D. . Agric. FoodChem. 2014, 62, 2679—84.
?’Sakakibara, H.; Ishida, K.; Grundmann, O.; Nakajima, J.I; Seo, S.; Butterweck, V.; Minami, Y.; Saito, S.; Kawai, Y.; Nakaya, Y.; Terao, ]. Biol.
Pharm. Bull. 2006, 29, 1767-70.
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ugyan, de kimutathaté. Tekintettel a kandicin ismert neurotoxikus hatasara,” fontos lehet a kivonatok,
kereskedelmi formalomban 1év6 G. biloba termékek monitorozasa erre a komponensre is.
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10. abra Tiramin szarmazékok eloszlasa Ginkgo biloba kivonatokban és termékekben, illetve citrusfélékben,
A Standard: Ph.Eur. standard por, B standard: Minésitett kereskedelmi referencia

6.3. Félszintetikus ekdiszteroid szarmazékok BBB-specifikus permeabilitisanak jellemzése

6.3.1. Ekdiszteroid szarmazékok, mint portencialis gydgyszerkémiai célpontok

A félszintetikus ekdiszteroidok PAMPA-BBB modellen torténé vizsgalatara a Szegedi
Tudomanyegyetemen Hunyadi Attila altal vezetett kutatdcsoporttal vald egyilittmiikodés kapcesan
keriilt sor. Az ekdiszteroidok 1 hatasteriilete, CNS-specifikus antitumor aktivitas vizsgalata kapcsan
meriilt fel a kozos egylittmiikodés lehetdsége, mely soran a feladat a PAMPA-BBB vizsgalat
segitségével olyan ekdiszteroid szarmazék(ok) kivalasztasa volt, mely(ek) hatasat érdemes a koltséges
in vivo vizsgalatban is kiprobalni. Az ekdiszteroidok a rovarokban alapvetd, fejlédést és vedlést
iranyitd hormonalis szerepet toltenek be. Az elmult évek farmakologiai vizsgalatai az altalanos
anabolikus, illetve az ahhoz szorosan kapcsol6 adaptogén (fizikai teljesitmény fokozo és stressz oldd)
hatas mellett rakellenes hatasat is igazoltak az ekdiszteroid vegyiiletcsaladnak.? Ennek koszénheten
tobb ekdiszteroid tartalmi kivonat, illetve taplalék kiegészitd, vagy mas néven ,,z0ld anabolikum”
keriilt kereskedelmi forgalomba.

6.3.2. Félszintetikus ekdisztreoid szairmazékok PAMPA-BBB és in silico fizikai kémiai jellemzése
A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakognozia Intézete altal izolalt, illetve eldallitott 6sszesen 37
természetes vagy félszintetikus ekdiszteroid szarmazék vizsgalatat végeztiik el, melyek szerkezete a
11. abran lathato. A vizsgalt vegyiiletek szerkezetiik alapjan harom alcsoportra oszthatok (10. abra:
A — 1-12; B — 13-24; C — 25-34). A harom alcsoport azonos alapvazzal rendelkezik. Az A csoport
vegyiiletei nem tartalmaznak dioxolan gyirit, mig a B és C csoport tagjai 1 és 2 dioxolan gytiriivel
rendelkeznek.

Els6 1épésben a ACD/Percepta programcsomag (ACD Labs)®* segitségével meghataroztuk a
vegyiiletek in silico fizikai kémiai paramétereit, illetve clogBB értékét. A vegyiiletek gyogyszerkémiai
értelemben széles tartomanyt fednek le, mind molekulatémeg (362,5 < MW < 674,9), polaris felszin
(94,4 < TPSA < 217,6), szamitott lipofilitas (-1,07 < clogP < 5,81) és szamitott logBB (-2,00 <
clogBB < 0,72) értékeik alapjan. Ezt kovetéen a vegyiiletek in silico agyi penetracidja és fizikai
kémiai karakterének 6sszefﬁggése a clogP, illetve a TPSA értékek és a clogBB adatok kézé’)tti
clogP és clogBB kozott pozitiv (R = 0,707), mig a TPSA ¢és a clogBB kozott negativ (R* = 0,609)
lineéris korreléci(') Volt azonosithat(') A korrelacios értékek egyben arra is rémutattak hogy tisztén in

s

2Deguchi, T.; Urakawa, N.; Hayama, T.;. Ohkubo, Y [pn. J. Pharmacol. 1963, 13, 143-59.
Bajguz, A.; Bakala, 1.; Talarek, M. Stud. Nat. Prod. Chem. 2015, 45, 121-45.
http://www.acdlabs.com/products/percepta/
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problematikus. Ezen feliil a vegyiiletek TPSA értéke (TPSA > 90) még az in silico becslés alapjan
BBB+ szarmazékok (clogBB > -0,5) esetében is kiviil esett a klasszikus gydgyszerkémiai térre
vonatkozdé TPSA tartomanybol. Az elemzés eredménye alatamasztja, hogy a természetes eredetii

vegyiiletek gyogyszerkémiai szempontbdl ortogonalisak, egyedi szerkezeti és farmakologiai
tulajdonsagot hordoznak.
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11. abra A PAMPA-BBB modellel és in silico paraméterekkel jellemzett félszintetikus
ekdiszteroid szarmazékok képlete

Az in silico adatok ismeretében az ekdisztreoid szarmazékok vizsgalatat ebben az esetben is a korabban
novényi hatdanyagok agyi penetracios sajatsaganak jellemzésére kidolgozott PAMPA-BBB modell
felhasznalasaval folytattuk. A PAMPA-BBB modellben a legnagyobb BBB-specifikus penetraciot a C
csoport vegyiiletei mutattak. Az ebbe a csoportba tartozo kozepes lipofilitasa szarmazékok (25, 30-33)
permeabilitisa és membranretencidja is egyarant magas volt. Fokozott lipofilitasu tagjai (26-29, 34) viszont
vagy a mesterséges lipidmembranhoz kotédtek, vagy alacsony oldhatésaguk miatt nem voltak mérhet6k.

A szerkezet — permeabilitas Osszefiliggések azonositasat kdvetden a vizsgalt ekdiszteroidokat PAMPA-BBB
permeabilitasuk és clogBB értékiik alapjan is osztalyoztuk. A besorolas célja a potencidlisan magas agyi
penetracids sajatsaggal rendelkezé ekdiszteroidok (logPe > -6,0 és clogBB >0) kivalasztas volt. A
vegylileteket négy kategoriaba osztottuk. A IV. csoportba a PAMPA-BBB modell alapjan nem penetrald
vegyiiletek keriiltek, melyeket tovabbi két alcsoportra lehetett osztani. Négy ekdiszteroid (10. abra: 16, 26,
29, 34) esetében magas clogBB értékiik ellenére gatolt BBB penetraciot azonositottunk, amit fokozott
lipofilitasuk (clogP > 3) és nagymértékii membranretenciojuk (MR > 80%) okozhatott. A IV. csoport
tovabbi tizenegy tagja (11. abra: 3-9, 12, 23, 24, 37) azonos modon viselkedett a két modellben, mért (MR
< 25%) és becsiilt paramétereik alapjan hidrofil karakteriik voltak. A III. (10. abra: 1, 2) és a II. (10. dbra:
10) csoport vegyiileteinek a varhatéan alacsony, illetve kdzepes in vivo agyi penetracios tulajdonsagat
mind a PAMPA-BBB, mind az in silico modell szamitasa azonos modon jelezte elére. Az 1. csoportba a
Tizenegy vegyiiletnél (11.4bra: 11, 13-15, 17-20, 35, 36) az in silico szdmitis (clogBB<0) nem
tamasztotta ala a PAMPA-BBB modell eldrejelzését, mig ot vegyiilet (11. abra: 25, 30-33) esetében
altalunk mért in vitro és az in silico adat is fokozott in vivo agyi penetraciot jelzett elére. A kapott
eredmények, illetve a gyogyszerszeriiségre vonatkozé Muegge sziirési kritérium® figyelembe vételével a
25, 31 és 32 ekdiszteroid szarmazékokat jeloltiik ki tovabbi preklinikai vizsgalatokra. In vitro
neuroblasztomas sejtvonalon végzett vizsgalatok alapjan mind az 6t vegyiiletnél sikeriilt igazolni a tumor
ellenes hatast. Az altalunk kialakitott sziirési modell megfeleloségét egy idokdzben elvégzett in vivo
farmakokinetikai vizsgalat is alatdmasztotta. Egyszeri dozisu intraperitonealis injekcids adagolast kovetden
a 25 ekdiszteroid szarmazék (I. csoport) szignifikdnsan nagy mennyisége volt kimutathaté patkanyok
agyaban, mig 3 (IV. csoport) nem volt detektalhato.*

IMuegge, 1; Heald, S.L.; Brittelli, D. |. Med. Chem. 2001, 44, 1841—6.
2Kalasz, H.; Hunyadi, A.; Tekes, K.; Dolesal, R.; Karvaly, G. Acta Chromatographica 2016, 28, 1-9.
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7. Tézisek

1. tézis:

A certramidok mint szintetikus ceramid analégok membranalkotoként torténd alkalmazasaval, illetve
optimalasi vizsgalataink soran kivalasztott idealis szénlanchosszu certramid, tovabba a koleszterin €s a
sztearinsav aranydnak bedllitdsaval sikeriilt kialakitanunk egy az in vitro PAMPA rendszerben jol
alkalmazhatd6 mesterséges membrant hatdéanyagok bdr penetracid6 modellezéséhez. A mesterséges
membran oldodasaért felelds, altalanosan alkalmazott n-dodekan szilikon olajra torténd cseréjével
sikeriilt elérniink a fiziologias koriilményeket jobban kdzelité membran hidratilodasat. Osszességében
elmondhatd, hogy sikeriilt kialakitanunk egy olyan robusztus, nagy ateresztoképességti bor-PAMPA
modellt, ami az ex vivo human bor permeabilitasi vizsgalatok eredményét jol visszaadja, igy a
gyogyszerkutatis szamara alkalmas eszkozként hasznalhato.

2. tézis:

A vizsgalatok alapjan sikertilt kidolgoznunk egy robusztus, nagy ateresztoképességii, egykomponensii,
n-dodekant, mint mesterséges oldoszer membrant tartalmaz6 PAMPA modellt, ami alkalmas ex vivo
sertés bukkalis mukozan keresztiili hatéanyag felszivodas modellezésére. Ezen tilmenden sikeriilt
ramutatnunk, hogy a kialakitott bukkalis-PAMPA modell formuldciok kivalasztasaban, szimultan
kioldoédas-permeabilitas vizsgalatok elokészitésében is hasznos eszkdz lehet.

3. tézis:

A PAMPA-BBB rendszer fejlesztése soran optimaltuk az inkubécids idot és homérsékletet, a
mesterséges membran Osszetételét, tovabba a donor és fogado oldali kdzegben segédoldoszerként
hasznalt DMSO mennyiségét, melynek eredményeképpen sikeriilt egy a korabbi in vitro nem sejtes
permeabilitasi modellekhez viszonyitva eldrejelzoképesség és mérési ciklusidd tekintetében is
kedvezébb modellt kialakitanunk CNS-specifikus gyogyszerjeldlt vegyiiletek permeabilitasanak
jellemzésére.

4. tézis:

A PLD kockazat elorejelzésére iranyuld modellfejlesztése soran sikeriilt bizonyitanunk, hogy a
(pH 7,4 — pH 4,0) gradiens pH elrendezésii PAMPA modell alkalmas a citoszol — lizoszéma iranya
transzport modellezésére. Osszevetve az altalunk kialakitott PAMPA modell és az in vivo PLD
adatokat sikeriilt ramutatnunk a szakirodalom 4ltal javasolt egyiranya transzport mechanizmus
els6dleges jellegére a PLD kialakulasaban. Vizsgalataink alapjan igazoltuk tovabba, hogy a PAMPA
rendszer alkalmas szovetspecifikus penetracios folyamatok modellezésére is, hiszen a tiid6-specifikus
PAMPA modellel kapott kiemelkedd eredmény megfelel a PLD in vivo szdveti megjelenés
gyakorisaganak. A PAMPA modellben alpozitiv és alnegativ eredményt add hatéoanyagok esetében
irodalmi adatokkal és sajat mérési eredményekkel is sikeriilt igazolnunk a metabolizmus szerepét a
PLD kockazat valtozasaban.

5. tézis:

A PAMPA-BBB modell alkalmazhatdsagat sikeriilt kiterjeszteniink ndvényi eredetii hatdbanyagok
Kihasznalva a modell nagyfoku szelektivitasat sikeriilt igazolnunk hasznalhatdésagat novényi
kivonatok esetében is. A PAMPA-BBB rendszer tesztkoriilményeinek modositasaval (sokkomponensii
kivonatokat megemelt d6zisban, deuteralt pufferben vizsgalva) a fogadd oldali mintak direkt NMR és
LC-MS méreésevel sikeriilt dereplikalnunk, illetve Gj BBB permeébilis komponensként azonositanunk
kivalasztott ndvényi kivonatok komponenseit. Az eredmények alapjan igazoltuk, hogy az altalunk
kialakitott PAMPA-BBB — HPLC-MS — NMR kaszkad egy 1j, hatékony megoldast nyujthat a
természetes anyagokbol kiinduld kozponti idegrendszeri gyogyszerkutatasban.

6. tézis:

A PAMPA-BBB - HPLC-MS/MS kapcsolt technika segitségével Ginkgo biloba standardizalt
kivonatokon sikeriilt azonositanunk olyan BBB+ biomarkereket, melyek megfeleltek az in vivo
farmakokinetikai, illetve neurobiologiai hatasukra vonatkozo leirdsoknak. Az eredményeink tovabbi
bizonyitékul szolgalnak a habilitdciom 5. téziséhez, vagyis a PAMPA-BBB technika alkalmas novényi
kivonatok, illetve akar patikai termékek neurobioldgiailag aktiv komponenseinek azonositasara.
Vizsgalataink alapjan G. biloba kivonatokban elséként irtunk le négy tiramin szarmazékot, illetve ezek
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mennyiségi eloszlasat ginkgo termékekben is sikeriilt jellemezniink. A kapott eredmények alapjan két
tiramin szarmazékot, az N-metil-tiramint és a hordenint potenciadlis BBB+ komponensként
azonositottuk. A tiramin szarmazékok ismert adrenerg és MAO-gatld hatasai alapjan sikertilt
ramutatnunk lehetséges szerepiikre a ginkgo kivonatok vaszkularis és antidepresszans hatasaban,
illetve a kandicin péld4jan a neurotoxikoldgiai kockazatukra.

7. tézis:

A PAMPA-BBB modellben kapott permeabilitasi adatok, in silico fizikai kémiai és clogBB
paraméterek, illetve gyogyszerszerliségre vonatkozd szabaly felhasznéldséval sikeriilt egy olyan
Osszetett szlrési kritériumrendszert kidolgoznunk, ami alkalmasnak bizonyult félszintetikus
ekdiszteroid szarmazékok agyi penetracios készségének osztalyozasara. A modellrendszer
alkalmazhatosagat sikeriilt alatdmasztanunk in vitro farmakodindmias, illetve patkanyokon végzett in
vivo agyi penetracios vizsgalatokkal is.

8. Tézisek alapjat képezo kozlemények

IF Hiv.®
SP1 Sinko, B.; Garrigues, T.M.; Balogh, Gy.T.; Nagy, Zs.K.; Tsinman, O
Avdeef, A.; Takdcs-Novak, K.* Skin-PAMPA: A new method for fast 2987 45
prediction of skin penetration. Eur. J. Pharm. Sci. 2012, 45, 698-707. '
SP2 Borbas, E.; Balogh, A.; Bocz, K.; Miiller, J.; Kiserdei, E.; Vigh, T.; Sinko,
B.; Marosi, A.; Halasz, A.; Dohanyos, Z.; Szente, L.; Balogh, Gy.T.*;
Nagy, Zs.K.* In vitro dissolution—permeation evaluation of an electrospun 3.994 6
cyclodextrin-based formulation of aripiprazole using uFlux™. Int. J. ’
Pharm. 2015, 491, 180-1809.
SP3  Miiller, J.; Ess6, K.; Dargo, G.; Konczdl, A.; Balogh, Gy.T.* Tuning the
predictive capacity of the PAMPA-BBB model. Eur J. Pharm. Sci. 2015, 3773 4
79, 53-60. ’
SP4 Balogh, Gy.T.*; Miiller, J.; Konczol, A. pH-gradient PAMPA-based in
vitro modell assay for drug-induced phospholipidosis in early stage of drug 3.005 5
discovery. Eur. J. Pharm. Sci. 2013, 49, 81-89. '
SP5 Balogh, Gy.T.*; Miiller, J.; Konczol, A. A model lacking relevant literature
comparsion. J. Pharm. Biomed. Anal. 2015, 104, 47-48. 3,169 1

SP6 Konczol, A.; Miiller, J.; Foldes, E.; Béni, Z.; Végh, K.; Kéry, A. Balogh,
Gy.T.* Applicability of a Blood-Brain Barrier Specific Atrtificial
Membrane Permeability Assay at the Early Stage of Natural Product-Based | 3,285 15
CNS Drug Discovery. J. Nat. Prod. 2013, 76, 655-663.

SP7 Konezol, A.; Rendes, K.; Dékany, M.; Miiller, J.; Riethmiiller, E.; Balogh,
Gy.T.* Blood-brain barrier specific permeability assay reveals N-
methylated tyramine derivatives in standardized leaf extracts and herbal | 3,169" -
products of Ginkgo biloba. J. Pharm. Biomed. Anal. 2016, 131, 167-174.

SP8 Miiller, J.; Kénczol A.; Martins A.; Csabi J.; Fenyvesi, F.; Hunyadi, A.;
Balogh Gy.T.* BBB penetration-targeting physicochemical lead selection:
Ecdysteroids as chemo-sensitizers against CNS tumors. Eur. J. Pharm. Sci.
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*: levelezo szerzo, #: el6z06 évi impakt faktor, $: fliggetlen hivatkozasok szama (2017. majus 31.)
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