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Prof. dr. Szabo Laszlo
1931-2011

Prof. dr. Szabd Liszlé, a Semmelweis
Egyetem Gydgyszerésztudomanyi
Kar emeritus professzora, a Szerves
Vegytani Intézet volt igazgatdja,
2011. jalius 31-én, életének 81. évé-
ben varatlanul elhunyt. A gyasz-
szertartasra hamvasztasa utan, en-
geszteld szentmise keretében au-
gusztus 23-an Budapesten a Magyar
Szentek Templomaban keriilt sor. A
gyaszszertartason a kozvetlen hoz-
zatartozdk, a Gyogyszerésztudoma-
nyi Kar és az MGYT vezetdi mellett
nagy szamban jelentek meg a volt
munkatarsak, a tanitvanyok és a
tisztelok az orszag kiilonbozo része-
ibdl.

Az egyetem részérdl prof. Noszil Béla dékan, a
Szerves Vegytani Intézet munkatarsai koziil Kocsis
Akos mondott bticstiztatot.

Prof. Noszal Béla dékan bucsuztato beszéde

~Mélyen tisztelt egyhazi és vilagi gyaszold Tarsa-
im!

Potolhatatlan veszteség érte a Semmelweis
Egyetemet, a Gydgyszerésztudomanyi Kart, a Szer-
ves Vegytani Intézetet, a magyar gyogyszerészkép-
zést és az organikus kémia tudomanyat, amikor
2011. julius 31-én elhunyt Dr. Szabd Ldszlé professor
emeritus, a Semmelweis Egyetem Gyogyszerész-
tudomanyi Kar Szerves Vegytani Intézet korabbi
igazgatdja, gyodgyszerész generdciok avatott és el-
hivatott szerves kémia oktatdja.

1931. aprilis 15-én sziiletett Szentgotthardon.
Kozépiskolai tanulmanyait a Vorosmarty Mihaly
gimnaziumban végezte. 1949-ben felvételt nyert a
Pazmany Péter Tudomanyegyetem Gyogyszerész
Szakara, ahol 1954-ben kitiintetéses oklevelet ka-
pott.

Eletében egyetlen munkahelye volt, ahol 58 dol-
gos és eredményes évet toltott el. 1953. julius 15-
t61 2001. junius 30-ig volt a Semmelweis Egyetem,
ill. a jogeléd egyetemek munkatarsa, el6szor az
Orvosi Vegytani Intézetben, majd 1957-t6l az ak-
kor megalakuld Szerves Vegytani Intézetben. Dr.
Clauder Oftté egyetemi tandr munkatarsaként

P részt vett ez utdbbi megalapitasa-
ban és megszervezésében, ahol —
paradox moédon — korabban keriilt
intézeti statuszba, mint az alapito
Clauder professzor. 1953-t0l egye-
temi gyakornok, 1956-t6l egyetemi
tandrsegéd, 1966-tol egyetemi ad-
junktus, 1977-t6l egyetemi docens,
1980-t6l egyetemi tandr, 1977-tdl a
Szerves Vegytani Intézet megbizott
vezetdje, 1980-t6l 1996-ig igazgato-
ja volt. 2001. julius 1-t6l professor
emeritus a Semmelweis Egyete-
men.

F6 kutatasi teriilete: természetes
vegyliletek kémiaja, alkaloidok (el-
s6sorban indolalkaloidok) és iridoidok (elsésorban
szekologanin), heterociklusos kémia (kinolizin-
szarmazékok szintézise és tulajdonsagai), polimer
hordozos szintézis. Munkatérsaival részletesen ta-
nulmdanyozta a szekologanin kémiajat. Ennek so-
ran elséként igazolta az indolalkaloidok biogeneti-
kai prekurzoranak, a sztriktozidinnek a teljes tér-
szerkezetét, szamos kémiai és biomimetikus atala-
kitast végzett, grafanalizissel vizsgalta a reakciok
diverzitasdnak és szelektivitdsanak kérdését. El-
mélytilt az elméleti szerves kémia, kiilonosen a
perturbacids molekulapalya elmélet kérdéseiben,
létrehozta a szekologaninbol szarmazo indolvazas
alkaloidok bioorganikus rendszerét.

Tagja volt a Magyar Tudomanyos Akadémia
Alkaloidkémiai Munkabizottsdganak és Elméleti
Szerves Kémiai Munkabizottsaganak, 1979 és 1994
kozott elndke az Egyetem Kiilsé Kutatasi Szerzo-
déseket Véleményezd Bizottsdganak. Tagja volt a
Gydgyszerészet és az Acta Pharmaceutica Hunga-
rica SzerkesztObizottsaganak, elndke volt a Ma-
gyar Gyogyszerészeti Tarsasag Gyogyszerkutatasi
Szakosztalyanak. Bar a legkevésbé sem kereste a
szereplést és a latvanyos sikereket, nem keriilték
el a kitlintetések sem. 1977-ben Kivalo Gyogysze-
rész, 1983-ban a Semmelweis Orvostudomanyi
Egyetem Kivalo Oktatdja kitiintetést kapott, 2004.
julius 1-jén a Winkler Lajos Emlékéremmel tiintet-
ték ki. 2010-ben a Gydgyszerésztudomanyi Kar
felterjesztette a Magyar Koztarsasagi Erdemrend
Lovagkeresztje kitlintetésre. E magas elismerést
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2011. marcius 15. alkalmabdl — 80. sziiletésnapja-
hoz igen kozeli idépontban — vehette at Réthelyi
Miklos miniszter urtol. A kitlintetéshez és a 80.
sziiletésnaphoz tartozo laudaciot abban a jogos-
nak latszé optimizmusban irhattuk, hogy egészsé-
ge toretlen, vitalitdsa nagyobb, mint valaha.

A 2010/2011-es tanévben nem kevesebb, mint
két kotelezéen valaszthatoé kurzust — az Elméleti
szerves kémiat és a Természetes vegytiletek kémi-
ajat — oktatta tigy, hogy valamennyi el6adast maga
tartotta. Oktatoként, kutatoként, vezetOként egész
életében puritan szigorusagot kovetelt meg mun-
katarsaitol, de legf6képpen onmagatol. A Gyogy-
szerésztudomanyi Kar jubileumi diszoklevél-at-
adasi tinnepségeinek szamos évben volt szonoka.
E tisztségében is osztatlan elismerést arattak az
egyes oklevél-tipusokhoz tartozd természettudo-
manyos megalapozottsagli, egyben azonban iro-
dalmi értéki(i sajatos kommentarjai, melyek felejt-
hetetlen emléket okoztak az 50, 60, 65 és annal is
tobb éve végzett jubilans palyatdrsainak. Intellek-

tualis sokoldalusagat mutatja, hogy — szerves ké-
mikusként — 15 éven at felvételiztetett fizikabol,
valamint, hogy kedvelGje és magas szinten értdje
volt a komoly zenének. Szeretett munkahelyén
élete utolso hetében is toretlen hittel, szorgalom-
mal, a fels6oktatas, a tudomany és a haza iranti el-
kotelezett alazattal dolgozott. Egész életében hivé
katolikusként élt, vallasat az utdbbi 20 évben itt, a
Magyar Szentek Templomaban gyakorolta.

A Semmelweis Egyetem Gydgyszerésztudoma-
nyi Kara és Szerves Vegytani Intézete sajat halott-
janak tekinti.

Meélyen tisztelt Szabd Professzor Ur!

Kivalo Oktatonk, nagyra becsiilt Kollégank,
szeretett Baratunk, nyugodjal békében!”

Az engesztel szentmisét és a bucsubeszédeket
kovetden prof. dr. Szabo Laszlo hamvainak , lehe-
lyezésére” a Magyar Szentek Templomanak al-
templomaban kertilt sor.

)
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A K, , csatorna szulfonilurea alegységeinek ontogenezise
a terhes patkany miometriumban

LOVASZ NORBERT, DUCZA ESZTER, GASPAR ROBERT, FALKAY GYORGY

Szegedi Tudomdnyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gyégyszerhatistani és Biofarmdciai Intézet, Szeged, Edtvds utca 6. — 6720
Levelezési cim: falkay@pharm.u-szeged.hu

Summary

Lovasz, N., Ducza, E., Gaspar, R., Falkay,
G.: Ontogeny of sulphonylurea-binding regulatory
subunits of K, , channels in the pregnant rat myometrium
K, channels are composed of sulphonylurea receptors (SURs)
and potassium inward rectifiers (Kir, ) that assemble to form a
large octameric channel. This study was designed to examine the
expression and role of sulphonylurea-binding requlatory subunits
1[SUR1 (ABCC8)] and 2 [SUR2 (ABCC9)] of the K, channels
in the pregnant rat myometrium with particular regard to the
contractility. RT-PCR and Western blot analysis were performed
to detect the presence of SURT and SUR2. The SUR1 levels were
markedly increased in the early stages of pregnancy. The highest
level was detected on day 6 of pregnancy, while in the late stages
the levels of SUR1 were significantly decreased. The SUR2 level
remained unchanged throughout pregnancy. The SUR-non-selec-
tive diazoxide and the SUR2-selective pinacidil inhibited oxyto-
cin-induced contractions. Glibenclamide, a K, channel blocker,
antagonized both pinacidil and diazoxide-induced relaxations. It
was established that SURs are responsible for pharmacological
reactivity of K, channel openers. We conclude that, both SURs
are involved in the K, channel in the pregnant rat myometrium.
It may further be concluded that "pinacidil-like” K,,, channel
openers may be of therapeutic relevance as tocolytic agents in the
future.

Keywords: pregnant rat uterus, potassium channels, SUR, po-
tassium channel openers

Osszefoglalds
Az ATP szenzitiv K*-csatorndkat (K,,,) szulfonilurea (SUR) és
befelé irdnyuld K'-csatorna fehérje (Kir, ) alegységek alkotjik
hetero-oktamer szerkezetben. Jelenlegi kisérleteink célja a K,
csatorna SUR alegységeinek vizsgalata (SUR1/ABCCS8 és SUR2/
ABCCQ9) a terhes patkiny uterus kontraktilitdsinak szabdlyozdsa
kapcsan. A SUR1 és SUR2 alegységek vizsgalatira RT-PCR
és western blot technikit alkalmaztunk. A SUR1T alegység ex-
presszidja esetén karakterisztikus vdltozdst taldltunk: a terhes-
ség elején jelentésen megemelkedett, mig a terhesség végéhez
kozeledve folyamatosan csokkent. A SUR2 alegység expresszioja
esetén nem tapasztaltunk vdltozdst a terhesség alatt. Kordbbi vizs-
gdlatok megerdsitették azt, hogy a SUR alegységek feleldsek a K,
csatorna agonistik farmakologiai reaktivitdsdaért. A nem szelektiv
SUR agonista, diazoxid és a SUR2 szelektiv, pinacidil gdtolta az
oxytocin indukdlta uterus kontrakciokat. Glibenklamid, K, csa-
torna antagonista gdtolta mind a diazoxid, mind a pinacidil dltal
kivaltott uterus relaxdciét.
Eredményeink alapjin kimondhaté, hogy mindkét SUR alegy-
ség kimutathato a patkiny uterusban terhesség alatt. Az in vitro
vizsgdlatok eredményei alapjin a jévében egy ,pinacidil-szert”

K, csatorna agonista fontos szerepet jatszhat a korai fdjdstevéke-

Kulcsszavak: terhes patkiny uterus, kdlium csatorna, SUR,
kdalium csatorna agonista.

Bevezetés

Az ABC-transzporterek (ATP-binding casette trans-
porters, ATP-kot6 kazetta transzporterek) az egyik
legnagyobb és legdsibb fehérjecsalad tagjai. Képvi-
seléi megtalalhatok minden létezd taxonban a
prokariotaktol az emberig. Ezek a transzmembran
fehérjék szamos anyag membranon vald atjutasat
végezhetik, a sejtmembranon vagy a sejt bels
membranjain keresztiil. Neviiket a sajatos szerke-
zetli ATP-kot6 régiordl kaptak, amelyeken beliil jol
elkiilonitheté szekvencia-motivumok taldlhatok.
Jelenlegi ismereteink szerint valamennyi ABC
transzporter mtikodéséhez két alegység sziiksé-

ges; egy ATP-koté ugynevezett nukleotid kotd
(NBD) régio, és hat membranon atér$ fehérjesza-
kaszt tartalmazd, transzmembran (TMD) régio.
Az NBD a citoplazma feldl foglal helyet, szerepe
az ATP hidrolizise, amely az energiat szolgaltatja
transzport folyamatokhoz. A TMD a membranban
foglal helyet, szerepe az ioncsatorna képzés, a tu-
lajdonsaga alapvetéen meghatarozza a transzpor-
talt anyagok jellegét. A transzportfehérjék szerepe
nem egységes; a prokariotdkban elsGsorban az
influx mechanizmus jellemz6, mig az eukario-
tdkban mind az influx és efflux. Az efflux soran a
citoplazmaban elhelyezkedé NBD-on torténé ATP
hidrolizisbdl keletkezd energia a szubsztratot at-
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nyomja a TMD altal kialakitott csatorndn. Az in-
flux soran a TMD-nek nemcsak az ioncsatorna
képzés a szerepe, hanem a szubsztrat megkotése
is. A tudomany jelenlegi allasa szerint mintegy 49
(2009) human ABC transzportfehérjét ismeriink,
melyeket hét alcsaladba soroljuk ABCA-tol ABCG-
ig. Az egységes nevezéktan megteremtésében a
Human Genome Organization (HUGO) fontos
szerepet jatszik. Az ABC transzporterek nevezék-
tanaval kapcsolatosan az alabbi cim nyujt segitsé-
get: http://www.genenames.org/genefamily/abc.html.
A 49 human ABC transzporterbdl 46 tolt be valodi
transzporter funkcidt, a maradék harom; ABCC7,
ABCCS8 és ABCC9 ioncsatorna regulatorként ma-
kodik [1]. Az ioncsatornaknak, ezen beliil a K csa-
tornaknak alapvetd szerepe van a membranpoten-
cial alakuldsaban, ezaltal szamottevéen befolya-
soljak a celluldris folyamatokat. Kiilénb6z6 K* csa-
torndkat ismeriink; kalciumfiiggd-, fesziiltségfiig-
g6- és ATP-szenzitiv K csatornakat (K, ) [2]. Az
ABC transzporterek koziil két fehérje az ABCC8
és az ABCC9 jatszik szerepet a K, -csatornak fel-
épitésében. Ezekre a csatorndkra a hetero-oktamer
szerkezet jellemz6; 4 db Kir.6.x alegységet (befelé
iranyulo K' csatorna fehérje) és 4 db szulfonilurea
(SUR) alegységet tartalmaznak. A Kir.6 alegysé-
gek két altipusa ismert a Kir 6.1 és Kir 6.2, melyek
a csatorna belsé részén foglalnak helyet, szerepiik
a csatornaképzés. A SUR alegységek az ABC
transzporterek csalddjaba tartoz6 ABCCS8 és
ABCC9 vagy mas néven SURI és SUR2. A SUR2-
nek két izoformja ismert: SUR2A és SUR2B. A
SUR alegységek meghatarozzak a csatorna farma-
kolégiai tulajdonsagait és feleldsek az ATP koto-
désért. Azonban ahhoz, hogy K, .-csatorna funk-
cionaljon mind a Kir és a SUR alegységek sziiksé-
gesek[3, 4, 5]. A K, -csatornak szerkezete nem
egységes az alegységek valtozatos expresszidja
miatt. gy valtozatos molekuldris szerkezetti és el-
tér6 farmakologiai tulajdonsagokkal rendelkezd
K, ,-csatornakat kapunk; a hasnyalmirigy f3-sejt-
jeiben Kir 6.2 /SURI [6], a szivben Kir 6.2 /SUR2A
[7], a vaszkularis simaizomban Kir 6.1 /SUR2B,
mig a nem vaszkuldris simaizomban Kir 6.2 /
SURZ2B [8] felépitésii K, -csatornak talalhatok. A
K, -csatornak nyitdsa K' kidramlashoz vezet,
mely a membranpotencialt a K" egyensulyi poten-
cidlja felé viszi, mely szoveti kontraktilitas csokke-
néshez vezet. A K, -csatorna nyitasat serkentd
anyagok (KCO) — mint példaul a diazoxid és
pinacidil — j6 simaizom relaxaldé hatassal birnak.
A simaizom relaxalé hatasukat mar bizonyitottak
nem terhes patkdny uteruson [9]. A hatdsukban

azonban alapvet6 kiilonbségek mutatkoznak; mig
a diazoxid olyan csatorndkon képes hatni, ame-
lyek vagy SURI-t vagy SUR2-t tartalmaznak, ad-
dig a pinacidil csupan csak akkor hatdsos, ha a
csatornaban SUR2 talalhato [10, 11].

Kisérleteink soran célul thaztik ki a K-
csatornak SUR alegységeinek meghatarozasat a
terhességi id6 fiiggvényében, valamint lehetséges
Osszefliggések keresését a KCO (pinacidil és dia-
zoxide) farmakologiai reaktivitdsa és a K, -csa-
tornak felépitése kozott.

Anyagok és modszerek

Az allatkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem
Munkahelyi Allatetikai Bizottsdgédnak és a Csong-
rad Megyei Mezdgazdasagi, Szakigazgatasi Hiva-
tal Elelmiszerlanc Biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatosag engedélyével végeztiik (engedély-
szam: IV./01758-21/10082).

Allatkisérletek
Az dllatok pdroztatdsa

Ivarérett néstény (180-200 g) és him (240-260 g)
Sprague-Dawley patkanyokat paroztattunk. A pa-
roztatas kezdetétdl szamitott 4-5 6ran beliil a nds-
tény allatoktol hiivelykenetet vettiink és mikro-
szkép alatt himivarsejteket kerestiink. Amennyi-
ben a keresés pozitiv eredménnyel zarult, akkor
az allatot elkiilonitettiik, mint az 1. napos vemhes
ndstényt.

Real-Time PCR analizis

A PCR vizsgalatokat nem terhes valamint 6, 8, 10,
12, 14, 15, 18, 20, 21, 22 napos terhes uterusokkal
végeztiik, valamint a terhesség 6. illetve 10. napjan
implantacids és interimplantacios helyeket kiilon
gytjtve is feldolgoztuk. A mintakat folyékony nit-
rogénben fagyasztva mechanikusan poritottuk
Sartorius Mikro Dismembrator segitségével. Ez-
utan a mintakbol PARIS Kit (Life Technolgies,
Hungary) segitségével RNS-t és fehérjét izolal-
tunk. Az RNS mennyiségi és mindségi meghata-
rozasa nanodrop technika alkalmazasaval (Bio-
spec Nano, Shimadzu Biotech) tortént. A reverz
transzkripcios (RT) lépésben 2 ug RNS-t és High
Capacity RNA-to-cDNA Kitet (Life Technolgies,
Hungary) hasznaltunk. A felsokszorozas TagMan
Gene Expression Master Mix (Life Technolgies,
Hungary) alkalmazasaval ABI StepOne Real-Time
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cycler gépen tortént. A kovetkezé primereket
hasznaltuk: assay ID ABCC8/SURI: Rn01476318_
ml, ABCCY9/SUR2: Rn01463198_m1l és endogén
kontrollként a gliceraldehid-3-foszat dehidroge-
nazt (GAPDH): Rn99999916_sl.

Western blot analizis

Mintanként 30 ug fehérjét 4-12%-os NuPAGE Bis-
Tris Gel (Life Technologie, Hungary) gélen
elektroforézisnek vetettiink ala. A fehérjét a nitro-
celluléz (Scheicher and Schuell, Germany) memb-
ranra helyeztiik at, félszaraz blottolo eljarassal (Bio
Rad). Mosas utan a membrant szobahémérsékle-
ten SUR1, SUR2 és GAPDH poliklonalis antites-
tekkel (Santa Cruz Biotechnology, California,
1:200), blokkol6 pufferben 1 6rdn at inkubaltuk. Az
immunreaktiv savokat WesternBreeze Chromo-
genic Western blot immune detection kit (Invit-
rogen, Hungary) segitségével lathatova tettiik,
majd elektronikusan rogzitettiik az EDAS290
imaging system (KODAK, Invitrogen, Hungary)
segitségével. Az optikai denzitds meghatarozasa
Kodak 1D Images software-rel tortént.

Uterus prepardlisa, KCO hatdsinak vizsgdlata
oxytocin indukdlta kontrakcidkra

Kisérleteink soran nem terhes valamint 6, 8, 18 és
22 napos terhes patkany uterusokat hasznaltunk.
Az allatok CO,-al torténd ledlése utan az
uterusokbdl 5 mm hosszusagu gytriiket metszet-
tiink. A preparatumokat karbogénnel ataramolta-
tott de Jongh oldatot tartalmazo, 37 °C-os szerv-
firdobe helyeztiik (de Jongh oldat Osszetétele
mM-ban: 137 NaCl, 3 KCl, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 12
NaHCO, 4 NaH,PO, 6 glikéz, pH: 74). Az
inkubalasi periddus (4 x 15perc) letelte utan az
uterus kontrakcidkat oxytocinnal (10 M) valtottuk
ki, majd megkezdtiik a pinacidil és diazoxid (10-
10* M) adagolasat. Az adagolast nem kumulativ
modon végeztiik. Vizsgalatainkat K, -csatorna
blokkol¢ glibenklamid (10 M) jelenlétében is elvé-
geztilk 6, 8 és 22 napos terhes uteruson. A
pinacidil és diazoxid (Sigma-Aldrich, Hungary)
gatld hatasat az oxytocin altal kivaltott ritmikus
kontrakciokhoz viszonyitottuk és a kontrakcios
gorbék alatti teriiletet értékeltiik a kontroll AUC-
hez viszonyitva, 5 percet értékelve. A gorbék re-
gisztralasat, az adatok rogzitését és feldolgozasat
ISOSYS DataAcquisition System (Experimenta
Kft., Hungary) segitségével végeztiik. Az eredmé-
nyek statisztikai elemzését a Prism 5.0 (GraphPad

Software, USA) segitségével ANOVA Newman-
Keuls teszttel végeztiik.

Pinacidil hatdsdnak vizsgilata EFS indukdlta
kontrakcidkra

A pinacidil hatasat EFS (Elektromos Térer6 Inger-
lés) indukalta kontrakciokon is megvizsgaltuk
nem terhes valamint 22 napos terhes uterusokon.
Az uterus preparalasa a fent emlitett mddon tor-
tént, azzal a kivétellel, hogy ebben az esetben a
szOveteket egy specialis szervtartora rogzitettiik,
amelyen két platina elektrod taldlhato. A szovetet
a két elektrod kozé erdsitettiik, majd a kontrakcio-
kat elektromos térerdingerléssel indukaltuk. Eb-
ben az esetben a pinacidil hatasanak vizsgalatat
kumulativ. moédon  végeztiik 20 perces TEA
(tetraetil-ammonium) (10° M) elSinkubalas utan.
A kisérlet paraméterei a kovetkezdk voltak; PW: 30
s (egy elektromos stimulus hossza) és PP: 50 ms
(két elektromos stimulus kozt eltelt idg). A
pinacidil gatlé hatasat az EFS altal kivaltott ritmi-
kus kontrakcidkhoz viszonyitottuk és a kontrakci-
0s gorbék alatti teriiletet értékeltitk a kontroll
AUC-hez viszonyitva. A gorbék regisztralasa, az
adatok rogzitése és feldolgozasa, az eredmények
statisztikai elemzése az el6z6ekben leirtak szerint
tortént.

30

<

20

RO

5 H ﬂ

C.ﬁ‘ v—"'ﬁ_ﬁi.—ﬁ"f e s
B 6 20 21 22
200 kDa

HE——

120 kDa
GAPDH

M NP 6 8 10 15 18 20 22

1. dbra: (A): SURI/ABCC8 mRNS expresszidja a terhességi
napok fiigguényében. Az RQ (Relative Quantity) értékek
statisztikai dsszehasonlitdst a nem terhes dllapotban kapott
értékekhez viszonyitva tiintettiik fel; ns: nem szignifikdns,**
p<0.01; ***: p<0.001, S.E.M: standard error of mean, n =5.
(B): (feliil) SUR1/ABCCS fehérje expresszioja terhességi
napok fiigguényében (M: marker, NP: nem terhes), (alul)
endogén kontroll Gliceraldehid-3-foszdt dehidrogendzt
(GAPDH) [37kDal.
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2. dbra: (A): SUR2/ABCC9 mRNS expresszidja a terhességi
napok fiigguényében. Az RQ (Relative Quantity) értékek
statisztikai dsszehasonlitdst a nem terhes dllapotban kapott
értékekhez viszonyitva tiintettiik fel; ns: nem szignifikins,
S.E.M: standard error of mean, n=>5.

(B): (feliil) SUR2/ABCC9 fehérje expresszidja terhességi
napok fiigguényében (M: marker, NP: nem terhes), (alul)
endogén kontroll Gliceraldehid-3-foszdt dehidrogendzt
(GAPDH) [37kDal.

Eredmények
Real-Time PCR ¢és Western blot analizis

A Real-Time PCR és Western blot analizis igazolta,
hogy mindkét SUR alegység kimutathaté a nem
terhes és a terhes patkany uterusban. A SUR1 ese-
tén mind az mRNS és a fehérje szintje dramaian
megemelkedett a terhesség elején (6. nap) majd
csokkent a 8. naptol a 12. napig és utana valtozat-
lan maradt a terhesség végéig (1. dbra). A SUR2
esetén nem tapasztaltunk szamottevé valtozast a
terhesség folyaman (2. dbra). A SUR1 esetén ta-
pasztalt markans emelkedés kapcsan a 6. illetve a
10. terhességi napokon az implantacios és az
interimplantacids helyeket kiilon gytjtve is meg-
vizsgaltuk mindkét SUR alegység kapcsan (3.
dabra).

A nem szelektiv SUR agonista diazoxid uterus
relaxadlo hatdsa

A diazoxid uterus-relaxald hatasat oxytocin indu-
kalta kontraciokon vizsgaltuk nem terhes vala-
mint 6, 8, 18 és 22 napos terhes uterusokon 10%-10*
M dozistartomanyban. A diazoxid kontrakci6 gat-
16 hatasa a terhesség 6. napjan volt a legerésebb

3. dbra: Az SUR1/ABCC8 és az SUR2 /ABCC9
expresszidja a terhesség 6. és 10. napjin az implantdcids
és interimplantdcios helyeket kiilon vizsgdlva.
S.E.M: standard error of mean n=>5

(60%), majd a 8. és 18 napon csokkent (40%). Azon-
ban hatastalannak bizonyult a nem terhes vala-
mint a 22 napos terhes uteruson. A terhesség 6.
napjan tapasztalt kontrakcié gatlo hatast 10° M
glibenklamiddal blokkolni tudtuk (4. dbra).

A SUR? szelektiv agonista pinacidil uterus
relaxadlo hatdsa

A pinacidil (10%-10* M) dozisfiiggden gatolta az
oxytocin indukalta kontrakcidkat a nem terhes va-
lamint 8, 18 és 22 napon terhes uteruson (5. dbra).
Az EC,, értékeket tekintve hatdsa kifejezettebb
volt a terhes uterusokon a nem terheshez viszo-
nyitva (6. dbra). Azonban az E__ értékeket tekintve
a terhesség 8. és 18. napjan volt a leghatasosabb,
mig a 22. napon a nem terheshez hasonld értéket
tapasztaltunk (5. abra). A pinacidil uterus-relaxalo
hatdsa a terhesség 8. illetve 22. napjan blokkolhato
volt 10 M glibenklamiddal (7. dbra). Az EFS indu-
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4. dbra: A nem szelektiv SUR agonista diazoxid (103-10*
M) kontrakcié gdtlé hatdsa oxytocin (10° M) stimuldlta
kontrakcidkra a nem terhes és a terhesség 6., 8., 18., és
22. napjdn, valamint glibenklamid (10° M) jelenlétében a
terhesség 6. napjan. S.E.M: standard error of mean, n =6
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5. dbra: A SUR?2 szelektiv pinacidil (10°-10* M)
kontrakcié gatlé hatdsa izoldlt uterus gyiiriin (10° M)
oxytocinnal indukdlt kontrakcidkra a nem terhes, 8, 18

és 22 napos terhes patkdany uteruson. Az E___értékek
statisztikai Osszehasonlitdst a nem terhes dllapotban kapott
értékekhez viszonyitva tiintettiik fel; ns: nem szignifikdns,

**%: p<0.001. S.E.M: standard error of mean, n = 6.

kalta kontrakciokat a pinacidil szintén dézisfiiggo-
en gatolta, mig 10° M TEA jelenlétében a dozis-ha-
tas gorbék signifikansan jobbra tolddtak (8. dbra).

Az eredmények értékelése, kovetkeztetések

A terhesség soran végbemeno folyamatok eredmé-
nyeként az uterus strukturdja dramai valtozason
megy keresztiil. A terhesség végén, a fajastevé-
kenység beinduldsaig, a miometrium kontrakti-
litasa enyhén fokozodik, majd sziiléskor ugrassze-
riien megnd. A K, -csatornak nyitasaval az ute-
rus kontraktilitasa csokkenthetd, igy olyan vegyii-
letek melyek K, .-csatornakat nyitnak fontos sze-

oxytocin jelenlétében nem terhes (NP), 8, 18 és 22 napos
terhes patkdny uteruson. A statisztikai Osszehasonlitist
a nem terhes dllapotban kapott értékekhez viszonyitva
tiintettiik fel. S.E.M: standard error of mean;
% p<0.001, n=6.

10047 8-napos terhes
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-« 8-napos terhes + glibenklamid
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604
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7. dbra: A SUR2 szelektiv pinacidil (103-10* M)
kontrakcio gdtld hatdsa izoldlt uterus gyiiriin (10° M)
oxytocinnal indukdlt kontrakcidkra 8 és 22 napos terhes
patkany uteruson (10° M) glibenklamid jelenlétében.
S.E.M: standard error of mean, n = 6.

repet jatszanak a korai fajastevékenység és
korasziilés megakadalyozasanak terapiajaban [12].
A K, ,-csatorndk felépitésében szerepet jatszo
ABC transzporterek (ABCC8/SUR1 és ABCCY/
SUR?2) alapvet6en meghatarozzak a csatorna far-
makologiai tulajdonsagait. Mivel a K, -csatornak
felépitése nem egységes, igy elengedhetetlen is-
merniink az uterusban lévé K -csatornak felépi-
tését. Korabbi kozlemények azt igazoltak, hogy
SUR2B alegység talalhato a patkany uterusban[13,
14]. Curley és mtsai [15], SUR1 és SUR2 mRNS izo-
laltak a human miometriumban. A mi eredménye-
ink azt igazoljak, hogy mindkét alegység exp-
resszalodik a patkany uteursban a terhesség folya-
man és a SURI esetén karakterisztikus valtozas
mutathatd ki. Hasonldéan Curley és mtsai eredmé-
nyeihez [15], mi is SUR1 csokkenést tapasztaltunk
a terhesség végéhez kozeledve. Feltehetéen a SUR1
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8. dbra: A SUR2 szelekttv pinacidil (104-10* M)
kontrakcié gdtlo hatdsa izoldlt uterus gytirin EFS
indukdlt kontrakcidkra nem terhes és 22-napos terhes
patkdny uteruson (10° M) tetraetil-ammdnium (TEA)
jelenlétében. Az EC, értékek statisztikai dsszehasonlitdst
a pinacidil hatdsdhoz viszonyitva tiintettiik fel. SEM:
standard error of mean; **: p<0.001, n = 6.

csokkenése illetve eltlinése az uterus kontrakti-
litdsanak fokozddasat facilitalhatja.

A KCO (diazoxid és pinacidil) jelentés uterus-
relaxalé hatdssal birnak, mely hatas kivédheto
glibenklamid adasaval. A diazoxid nem szelektiv
SUR agonistaként mig a pinacidil SUR2 szelektiv
agonistaként képes hatni a K, -csatorndkon. A
diazoxid hatdsa szoros Osszefiiggést mutat a SUR1
expresszidjanak valtozasaval, mivel a legerésebb
diazoxid hatast akkor talaltuk, amikor a SURI
expresszio legmagasabb volt. Az is megerdsitésre
keriilt, hogy az extrém magas SUR1 expresszié a
terhesség 6. napjan nem a vaszkularizacionak be-
tudhatd, mivel az implatacids és interimplantacios
helyeket kiilon vizsgalva nem tapasztaltunk jelen-
tés kiilonbséget sem SUR1 sem a SUR2 ex-
presszidja kozott. A SUR2 kapcsan nem tapasz-
tunk olyan szinti valtozast, mint a SUR1 esetén,
de a SUR?2 szelektiv pinacidil meglep&en erételjes
uterus-relaxalo hatassal birt a terhesség barmely

idészakaban. A glibenklamidal torténé vizsgala-
tok a 8. illetve a 22. napon sem hoztak valaszt kér-
déstinkre, hogy mitdl ilyen erds a pinacidil hatasa.
A glibenklamid blokkold hatdsaban kiilonbség
mutatkozott a 8. és 22. napon, de ennek az okat
magyarazni nem tudjuk. Azonban a TEA-val vég-
zett kisérletek bebizonyitottdk, hogy a pinacidil
feltehetéen nemcsak a K, -csatornakon keresztiil
hat, hanem TEA szenzitiv K* csatornak is invol-
valva vannak a hatdsaban. Hasonléan Bukarica és
mtsai (2011) [16] humdn artérian kapott eredmé-
nyeihez, a pinacidil hatdsa a mi vizsgalataink so-
ran is gatolhaté volt TEA-val. Igy feltehetden, a
human artérian, agy patkany uterusban is a
pinacidil K, -csatornakhoz val6 szelektivitasa
megkérddjelezhetd, amint azt mindkét esetben a
TEA-val végzett kisérletek bizonyitottak.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy
mindkét SUR alegység kimutathaté a patkany
uterusban terhesség alatt. A K, -csatornak SUR
alegységei felelosek a csatorna farmakologiai re-
aktivitasdért. A SUR nem szelektiv diazoxid ute-
rus-relaxalo hatasa akkor a legerdsebb, amikor a
SUR1 expresszidja a legmagasabb. A SUR1 down-
reguldcidja feltehetSen eldsegiti az uterus kont-
raktilitdsanak fokozddasat a terhesség végéhez
kozeledve. A SUR2 szelektiv pinacidil uterus-
relaxalo hatasa a terhesség barmely szakaszaban
vizsgalva erételjesnek bizonyult, mely hatasban
feltehetéen nemcsak K, -csatornak, hanem TEA
szenzitiv K* csatornak is involvalva vannak. Ered-
ményeink alapjan, a kozeljovében egy uterus sze-
lektiv “pinacidil szer(i” K, ,-csatorna opener kifej-
lesztése indokolt lehet, a korasziilés és korai fajas-
tevékenység megakadalyozasanak terapiajaban.
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Gyogyszerhatéanyag-kristalyosodas valos idejti vizsgalata
és modositasa segédanyaggal
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Summary

Pataki, H., Palasti, K., Vajna, B., Csontos,
I., Marosi, Gy.: Real-time monitoring of drug
crystallization with and without additives

Crystallization processes can be evaluated from both kinetic and
thermodinamic point of view with real-time analitical methods,
effects of production parameters on the final quality can be
estimated as well. Consequently there is an increasing emphasis
on analytical devices being applicable for real-time detection.
Among these techniques Raman spectrometry is advantageously
utilizable for real-time monitoring of crystallizations. Impurities
can dramatically change the nucleation and crystal growth,
thus they can alter the physical and chemical properties of the
final product. The use of different additives (polymers;surface
active ingredients) in the crystallization step in order to modify
the product morphology methodically is a new direction in
the scientific literature. This study provides an overview of
crystallization processes in the presence of additives as well as a
summary concerning the monitoring of the drug crystallizations
by real-time Raman spectrometry. Furthermore the effect of
polyvinyl-pyrrolidone was examined in the course of cooling
crystallization of Donepezil HCI, while the process was monitored
by in-line Raman spectrometry.

Keywords: drug crystallization, real-time Raman spectrometry,
additives

Osszefoglalé

A kristdlyositdsok valds idejii megfigyelésével tanulmdnyozhaté
a folyamatok kinetikai, termodinamikai hdttere, igy a megfeleld
kristdlyositdsi paraméterek megtaldldsa mellett biztosithaté a
robosztus gydrtdstechnoldgia és az dllandd termékmindség. Ebbol
adédéan az utobbi években egyre nagyobb hangsilyt kapnak a
valds idejii detektaldsra alkalmas analitikai vizsgdlati eszkozok,
melyek koziil a Raman spektrometria elénydsen alkalmazhato
kristdlyositdsok nyomon kivetésére. A szakirodalombdl jol ismert,
hogy a kristdlyositds sordn jelen 1évd szennyezések drasztikusan
médosithatjdk a gocképzddést, kristalyndvekedést, valamint a
szemcsék fizikai, kémiai tulajdonsdgait. Uj irdnyként jelenik
meg viszont a hatéanyag-morfoldgia tervszerii és kedvezd irdnyi
befolydsoldsa kiilonféle — gyogyszertechnoldgidban haszndlatos —
segédanyagok alkalmazdsdval a kristdlyositdsi technoldgia sordn.
Jelen kozlemény bévebb irodalmi dttekintést ad ezen segédanyagok
jelenlétében végzett kristdlyositdsokrdl, tovdbbd a kristdlyositdsi
folyamatok valds idejii Raman spektrometrids monitorozdsdrdl.
A polivinil-pirrolidon  segédanyag hatdsdit in-line Raman
spektrometrids nyomon kdvetéssel Donepezil hatoanyag hiitéses
kristdlyositdsdban kovettiik nyomon, feltérképezve a polimer
folyamat- és termékmddosito hatdsdt.

Kulcsszavak: gyégyszerhatéanyag kristdlyositds, valds idejii
Raman spektrometria, segédanyagok

Bevezetés

A szilard hatdéanyagok tobb mint 80%-at allitjak
el6 oldatbdl torténd szilard anyag kivalasztassal,
ami csaknem minden esetben kristalyositast je-
lent. A kristalyositas, mint gydgyszeripari eljaras
egyrészt a hatdanyag elvalasztasi és tisztitasi lépé-
seként fontos, masrészt a kristalyositas koriilmé-
nyeinek megvalasztdsaval a végtermék kristaly-
szerkezete, szemcsemérete, szemcseméret eloszla-
sa (CSD: crystal size distribution) alakja (habitus) is
befolyasolhaté. Egy anyag eltérd kristalyszerkeze-
tt modosulatainak — polimorfjainak — azonositasa
a gyogyszerfejlesztés korai fazisaban nélkiilozhe-
tetlen, hiszen a hatdanyag morfologiai valtozasa
modosithatja a fizikai és kémiai stabilitast, oldha-
tosagot és sok esetben a bioldgiai hasznosulast [1].

Ugyanazon kémiai szerkezet(i anyag kiilonb6z6
kristalymodosulatai 6nallé hatéanyagnak mind-
stilhetnek, igy egy origindlis gyogyszer esetében
kiemelkedd fontossagu az 0sszes polimorf mddo-
sulat feltdrdsa és szabadalmi oltalma. Egy nem
vart polimorf megjelenése a kristalyositas soran,
vagy egy esetleges polimorf atalakulds a tarolas,
szilard gyogyszerforma kialakitas alkalmaval, ve-
szélyezteti a termék mindséget. A generikus
gyogyszergyarak kiélezett versenyében a gyartasi
(s ezen beliil a kristalyositasi) technoldgia fejlesz-
tése szintén kritikus tényez6vé valt, hiszen a gene-
rikus készitmények originalis megfelel6iknél joval
alacsonyabb ara koltségkiméld gyartastechnoldgi-
atigényel.

A kristalyositas koriilményei altal meghatdro-
zott kristalyszerkezeten tul a szemcseméret, szem-
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cseméret eloszlds, kristaly habitus modositasaval,
a szlrhet6ség, az adagolhatosag (folyasi jellem-
z06k), a préselhetéség azaz a technoldgia hatékony-
sagat meghatarozé tényezok befolyasolhatok. Az
a szemlélet, miszerint a kristalyositott termék nem
megfeleld tulajdonsagait (szemcseméret, alak, fe-
lilleti jellemz6k, préselhetdség) apritassal, segéd-
anyagok felhasznalasaval kell korrigalni egyre in-
kabb a multé. Az apritas pl. gyogyszerhatéanya-
gok esetében azzal a veszéllyel jarhat, hogy az ap-
ritassal bevitt mechanikai energia hatdsara kedve-
z6tlen iranyu atalakulds (kémiai, ill. polimorf val-
tozas) kovetkezik be [2, 3]. Ezért napjainkban az a
hatéanyag élvez piaci elényt, mely a kristalyosi-
tast kovetoen elOkészitd muveletek nélkiil, kevés
segédanyag alkalmazasa mellett kozvetleniil fel-
dolgozhat6. Ennek eredményeként er6sodott meg
az elmult években az a fejlesztési irdny, amely al-
lando, megbizhaté mindségii termék gyartasanak
biztositasara a kristalyositasi eljarasok jobb kont-
rollalhatosagat tlizte ki céljaul.

A kristalyositas alapveté paramétereinek val-
toztatasan tul (olddszer, hdmérséklet-profil, oldat-
koncentracio, keverési fordulatszam) a kialakult
kristalyok fizikai és kémiai sajatsagait kiilonboz6
segédanyagok alkalmazasaval is befolyasolni le-
het. A szakirodalomban talalhatok példak polime-
rekkel, feliiletaktiv anyagokkal, vagy a kristalyosi-
tand6 anyaggal szerkezetileg hasonlé komponen-
sekkel egytittes kristalyositasi eljarasokra, am ez a
témakor a mai napig még kevésbé feltart teriilet-
nek tekinthetd, s a fellépd kolcsonhatasok értelme-
zésére javasolt mechanizmusok bizonyitékai sok
esetben hianyoznak, vagy vitathatok.

E kozleményben foként Raman spektrometria-
val jol vizsgalhatd kristalyositasi folyamatokban
targyaljuk az egyes paraméterek (koncentracio,
hémérsékletprofil, keverési fordulatszam) hatasat
a termék tulajdonsagaira. Valds idejli Raman
spektrumok felvételével a folyamatok kinetikai és
termodinamikai hatterének feltarasara is sor ke-
riilhet, ami alapjat képezheti prediktiv algoritmu-
sokkal szabalyozott ipari kristalyositasi eljarasok
kidolgozasasanak. Tovabbi perspektivara utalnak
a kiilonb6z6 segédanyagok jelenlétében végzett
kristalyositasi eljarasok, amelyek elemzése infor-
maciot szolgaltat az egyes adalékanyagok hato-
anyag modosito sajatossagairol.

A kisérleti eredmények ismertetése el6tt a szak-
irodalmi hatteret a szokasosnal részletesebben
mutatjuk be, mert szdmos ujszer(i vonatkozasa
miatt fontosnak tartjuk a téma széles korti megala-
pozasat.

A Raman spektrometria elvének és alkalmazha-
tosaganak rovid attekintése

A Raman spektrometria az infravoros spektro-
metria komplementerének tekinthetd, hiszen sza-
mos vibraciés atmenet, amely az infravoros
spektrometridban inaktiv, a Raman spektrometria-
ban aktiv és forditva. Ebben az esetben nem a
dipolusmomentumok valtozdsa okozza az ener-
giafelvételt, hanem a kotések polarizalhatosaga-
nak valtozasa. A mérés sordn egy monokromati-
kus fénynyalabot (v,) bocsatanak a mintdra, ahol
fényforrasként altalaban lézert alkalmaznak. A
fény nagy része reflektalddik, mig egy kis része
rugalmatlanul szorddik. A szérddott fényt egy
spektrométerbe vezetve, nagy intenzitasd, un.
Rayleigh vonal (rugalmasan visszaszort foton)
észlelhetd a bees6 fény frekvenciajanak megfeleld
frekvencianal, de emellett frekvencia eltolodas is
megfigyelhetd, ezek a Raman savok (rugalmatla-
nul visszaszort foton). A Raman savok nagyon kis
intenzitasuak, (altalaban mintegy 10®%-a a fény-
forrashoz képest) ezért észlelésiik, kimutatasuk
nehéz. A Rayleigh frekvencianal kisebb frekvenci-
ajuak az un. Stokes vonalak, mig a magasabb frek-
venciaju vonalak az anti-Stokes vonalak (1. dbra).
A Raman spektrometria hatékony eszkoz poli-
morfia tanulmanyozasara, a savaranyok valtoza-
sanak vizsgalata alapjan a polimorf mdédosulatok
még kis koncentraciok esetében is viszonylag
konnyen kimutathatok [4, 5]. Ez kiilondsen akkor
fontos, amikor a polimorf mddosulatok megkii-
16nboztetésére a rontgen-diffrakcio (pl. kis kon-
centrdcié miatt) nem alkalmazhat6. A vizsgalat
elénye, hogy a mintael6készités nem jar mechani-
kai behatassal, a vizsgaland6 minta érintetlen ma-
rad. A vizsgalat mintaigénye igen csekély, amely
originalis készitmény fejlesztése esetén lényeges
szempont. Kiilonb6z6 mikroszkopos technikakkal
kombinalva akar a nanogrammos skalan is dol-

Rayleigh frekvencia
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1. dbra: A Raman szords sematikus dbrizoldsa
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gozhatunk. A Raman spektrometria alkalmazhato
vizes kozegben végbemend folyamatok tanulma-
nyozasara, tovabba iiveg vagy mulianyag feliileten
keresztiil végzendd vizsgalatokhoz. Tovabbi elony
a kapott spektrumok egyszerti (NIR technikaknal
konnyebb) kiértékelésében rejlik. Mig a NIR
spektrometria kalibracios modelljének felallitasat
alapos és pontos kisérleti munkanak és tobbvalto-
z0s kalibracios modszerek alkalmazdsanak kell
megeléznie, addig a Raman spektrometria esetén
a mindségi analizis az eltérd anyagokra jellemzd
karakterisztikus csucsok segitségével is elvégezhe-
té6 (a mennyiségi kiértékeléshez azonban ez eset-
ben is sziikség lehet kemometriai mddszerekre).

A Raman spektrometria hatékonysagat — por-
lasztva szaritott laktoz mintak amorf és kristalyos
fazisanak mennyiségi meghatarozasa soran — 6sz-
szevetették a legtobbszor hasznalt analitikai eljara-
sokkal, agymint az XRPD, DSC, MTDSC (modu-
lalt hémérsékletti  kalorimetria), IMC-izoterm
mikrokalorimetria, SC-oldat kalorimetria, GMS
(gravimetrikus nedvesség szorpcids vizsgalat)
modszerekkel. A vizsgalat eredményeként a Ra-
man spektrometria jo egyezést mutatott a legtobb
analitikai modszerrel (csupan a DSC-t talaltak ke-
vésbé eredményesnek az amorf fazis kvantitativ
meghatarozasara) [6].

A Raman spektrometria elénye szadmos mas
analitikai eljardssal szemben az in-line alkalmaz-
hatésag lehetdsége. Ezaltal lehetséges az egyes fo-
lyamatok valos idejii megfigyelése, s azok kineti-
kai hatterének feltérképezése [7]. A kristalyositasi
eljdrasok termodinamikai és kinetikai jellemzdi-
nek meghatarozasa a kristalyositas optimalizala-
sat, végpontjanak pontos megallapitasat, a folya-
mat leghatékonyabb kivitelezését teszi lehetévé. A
kristalyositasok valos ideji detektalasa tehat nem-
csak a gyogyszerfejlesztés fazisaban elényos, ha-
nem kolondsen fontos a termékgyartas soran, ami-
kor annak robosztussagat a gyors analizisen ala-
puld visszacsatoldas biztositja.

A Raman spektrometrids vizsgalatokkal Ossze-
fiiggd hatranyok, lekiizdend6 akadalyok leggyak-
rabban kapcsolatosak a fluoreszcencia jelenségé-
vel, ami a gyenge Raman jeleket elfedve az erre
hajlamos anyagok vizsgalatat akar meg is akada-
lyozhatja. Bar a Raman szort fotonok mennyisége
az alkalmazott lézer frekvenciajanak negyedik hat-
vanyaval n6, ami a spektrumok kiértékelését meg-
konnyiti, a lézerfrekvencia és —teljesitmény meg-
novelésének — fokuszalt lézernyaldb alkalmazasa
esetén — hatart szab a vizsgalando anyag stabilita-
sa [8]. Ez a korlat egyes érzékeny gyogyszerhato-

anyagok vizsgalata esetén akadalyt jelenthet [9]. E
korlatot nem fokuszalt, in. transzmisszios Raman
berendezések alkalmazasaval kiiszobolik ki, ame-
lyek akar rutin analitikai mtiiveletként a gyartasba
illesztett ellenorzésként is alkalmazhatok [10].

A kristalyositasi folyamat valos idejii vizsgalata

A kristalyositasi folyamatok kontrolalasa nehéz fel-
adat, hiszen ezeknél az eljarasoknal a beavatkozasi
lehetdségek szabadsagi foka igen csekély. A leg-
alapvet6bb szabalyozhatdsagi paraméterek a kris-
talyositasban alkalmazott hiitési sebesség profil, az
elegy keverésének intenzitasa, vagy az oltokrista-
lyok mindsége, mennyisége. Optimalis hdmérsék-
let szabalyzas révén kontrollalhaté pl. az oldat tul-
telitettsége, ezaltal befolyasolhato a végsd szemcse-
meéret eloszlas. A kristalyositasi eljarasok szabalyo-
zasi stratégidinak kutatdsa soran altalaban az opti-
malis hémérsékletprofil megtalalasat, ill. az opti-
malis oltokristaly karakterisztikat (mennyiség,
méret) tlzték ki célul [11, 12, 13, 14, 15, 16]. A szaba-
lyozasi stratégia kutatdsanak egyik iranya olyan
modellbazisu algoritmusok kifejlesztése, amelyek a
folyamat matematikai modelljét hasznaljak a para-
méterek varhaté alakulasanak eldrejelzésére. Az
alacsony rend(i linedris modellek alkalmazasa
azonban a kristalyositasi folyamatok szabdalyozasa-
ban a legtobb esetben pontatlannak bizonyult,
ezért Gjabban az Un. nemlinedris populdci6 egyen-
sulyon alapulé modellek bevezetését javasoltak
[17]. A kristalyositasi folyamatok Osszetett jellegét
megismerve az utdbbi idészakban olyan algorit-
musok kutatasat is megkezdték, melyek a fentiek-
ben leirt hatdsokat egyiittesen kezelve segitik az
optimalis terméktulajdonsagok kialakitasat [18].

A kristalyositasi folyamatok valds ideji nyo-
mon kovetése csak fejlett analitikai eszkozokkel le-
hetséges, melyeket alkalmazhatunk akar a kisz{rt
kristalyok azonositasara, akar a folyamatok , real-
time” nyomon kovetésére. A gyogyszerfejlesztés
korai fazisdban szamos analitikai eszkoz all ren-
delkezésre az egyes polimorfok, vagy szolvatok
azonositasara, am ezek nem alkalmasak a folya-
matok valds idejl elemzésére [19, 20]. Az iparban
polimorfok azonositdsara hasznalatos analitikai
eljarasok — porrontgen diffrakcié (XRPD), szilard
fazisi magneses magrezonancia (ssNMR), diffe-
rencidlis pasztdzo kalorimetria (DSC) — esetében
sziikséges a minta el6készités. Ennek soran el6for-
dulhat, hogy az olddszer elparolgasa mellett az
eredeti kristdlyos forma is atalakul; ill. maga a
mintavétel is ,megzavarhatja” a rendszert, s nem
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1660 1670 1680
Hulldmszam (cm™)

2. abra: Progeszteron form II—form I polimorf dtalakulds
Raman spektrumai. Forrds [32] iijraszerkesztve

tudhatjuk, hogy az egészbdl kiragadott kis részlet
milyen mértékben reprezentativ a teljes rendszer-
re. E probléma a szilard fazis szuszpenzidban tor-
ténd, valds idejli analizisével keriilhetd el, amire
az utobbi években szdmos mddszert fejlesztettek
ki. Ilyen technika tobbek kozott a Fourier transz-
formacids infravords spektrometria (FT-IR) [21,
22], a kozeli infravoros spektrometria (NIR) [23], a
fokuszalt lézersugar reflexion alapulo vizsgalat
(FBRM) [24, 25], az optikai mikroszkdpos technika
(PVM) [26], az akusztikus emisszios méréstechni-
ka (AES), az ultrahangos spektroszkopia (US), il-
letve a Raman spektrometria. A felsorolt techni-
kak koziil a Raman spektrometria a legalkalma-
sabb kristalyformdk gyors azonositdsara. A ron-
csolasmentes Raman spektrometrids analizis se-
gitségével a polimorf atalakulasok kvantitativ ki-
értékelése is megvaldsithatd (ha a vizsgalt anyag
nem mutat fluoreszcenciat). A Raman spektro-
metria in-line alkalmazasdra azonban — kiilondsen
a kristalyositas teriiletén — ezidaig kevés szakiro-
dalmi példa all rendelkezésre, igy a modszer el6-
nyei mellett szamos kérdés még megvalaszolatlan.

A Raman spektrometria egyik korai folyamat-
kozeli alkalmazdsa a lizozim koncentracidjanak
valds idejli meghatarozasa fliggd cseppes krista-
lyositas folyamataban [27]. A késébbiekben tovab-
bi fliggd cseppes kristalyositasok valds idejti meg-
figyelése tortént in-line Raman spektrometrids
modszerrel aprotinin protein esetében ammoni-
um-szulfat sé jelenlétében [28, 29].

Tobb esetben elemeztek olddszerben végbeme-
nd polimorf atalakuldsokat is in-line Raman mod-

szerrel, s meghataroztak az atalakulasi folyamatok
hémérséklet-, (oldoszer)viztartalom- és lehttési
sebesség filiggését, tovabba kinetikai hatterét.
O-amino-benzoesav esetén, pl. a htitéses kristalyo-
sitas, illetve az oldodszer-kozvetitéses atalakulasi
folyamat vizsgalataval hataroztak meg a form [, 1II,
és III polimorf kapcsolatat, valamint kontrollalt
kristalyositasi mddszert dolgoztak ki a kivant po-
limorf igény szerinti eldallitasara. A vizsgalatokat
25-65 °C kozotti tartomanyban végezték viz-eta-
nol olddszer keverékében, a hiitéses kristalyositas
soran minden esetben form I polimorf jelent meg
els6ként. Az elegyben lejatszodo6 olddszer kozveti-
téses polimorf atalakulasban 50 °C felett form I,
mig 50 °C alatt form III polimorf latszott stabil for-
manak. A form II kristalymodosulat a vizsgalt ho-
mérséklet tartomanyban metastabil jelleget muta-
tott [30, 31].

A progeszteron nemi hormon két polimorfja
(Form I, Form II) atkristalyositas soran alakithato
at egymasba, az atalakuldsi sebességet és annak
hémérsékletfiiggését in-line Raman spektrumok
segitségével allapitottak meg. A kalibracios egye-
nest a Raman spektrumban megfigyelhetd 1662-
1667 cm™-es folyamatos csucseltolodasbol hata-
roztak meg (2. dbra). Az 1662 cm-nél megjelend
cstcs a form I, mig 1667 cm™-nél a form II poli-
morf- C=0 vegyértékrezgésével azonosithaté [32].
Az eredetileg magasabb hulldmszamon megjelen6
karbonil csoport vegyértékrezgésének eltolodasa
pedig a progeszteron 3-as helyzeti karbonil
(C=0)-, és 4-es helyzetli C=C kett0s-kotés konjuga-
cidja miatt kovetkezik be. A konjugacié a m elekt-
ronok delokalizacidja miatt alakul ki, amely az
eredeti kotési karakterisztikat is moddositja. Egy
masik kozleményben a progeszteron antiszolvens
kristalyositdsa soran az in-line Raman spektru-
mok kvantitativ kiértékelését PCA-fékomponens
analizis segitségével végezték [33].

Egy — a Merck Kutaté Laboratériuma altal kifej-
lesztett (MK-A jelzésti) —  hatdanyag négy
anhidrat, két hidrat és szamtalan szolvat kapcso-
latrendszerének tanulméanyozasaban szintén ered-
ményesen alkalmaztak az in-situ Raman mérési
modszert. A kisérletek alapjan meghataroztak a
hemihidrat—formC—formA polimorf atalakulas
optimalis hdmérsékletét (65 °C) és olddszerét (sza-
raz izopropil acetat). Vizsgaltak az atalakulasi id6-
ket a hdémérséklet fiiggvényében, a hemihid-
rat—formC atalakulds 15 °C-on 5,5 ¢ra alatt, mig
10 °C-os (25 °C) homérséklet emelés hatasara 1,5
ora alatt csaknem 100% formC polimorf volt jelen
a szuszpenzioban (3. dbra). A formC—formA at-
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3. dabra: MK-A form C—form A olddszer kozvetitéses poli-
morf dtalakulds 35°C-on. Forrds [34] tijraszerkesztve

alakulas ezek utan 35 °C-on mintegy 3,3 dra alatt
valt teljessé. A Raman spektrumok kiértékelése
PCA és MCR-tobbvaltozos gorbe felbontas segit-
ségével tortént [34].

L-glutaminsav hiitéses kristalyositasa soran a
polimorfok szuszpenzidban torténd azonositasara
alkalmaztak az in-line Raman spektrometriat. A
kalibracios gorbe feldllitdsa a polimorfok (a,
form) kiilénb6z6 aranyti mechanikai keverékeinek
Raman spektrumaval tortént, melyet a kristaly-
modosulatok szuszpenzidban torténd azonositasa-
ra eredményesen haszndltak. A kristalyositast 25
°C-on végezve minden esetben az a mddosulat,
vagyis a kinetikailag preferalt termék valt ki, majd
ezt kovetden melegités hatasara oldoszer kozveti-
téses polimorf atalakulas jatszodott le. Az atalaku-
las folyaman a kezdeti a valtozat teljes mennyisé-
ge a termodinamikailag stabilabb 3 polimorffa ala-
kult. Mindemellett az atalakulds jelentés hémér-
sékletfiiggése is megfigyelhetd volt [35]. A tovabbi
vizsgalatok soran az L-glutaminsav polimorf at-
alakuldsanak tanulmanyozasaban az elvégzett ki-
sérleteket szimulacids eredményekkel kombinalva
gyorsabb és olcsobb eljarast fejlesztettek ki a leg-
fontosabb kinetikai paraméterek megismerésére
[36]. Végeztek olyan kristdlyositasi kisérleteket,
ahol a képzddott kristalyok méretét, eloszlasat és
alakjat FBRM, PVM segitségével hataroztak meg.
A szuszpenzio oldat fazisanak Osszetételét ATR-
FTIR spektrométerrel, a szilard fazist in-situ fel-
vett Raman spektrumok alapjan analizaltak. A ki-
sérleti eredmények értékelése mellett matematikai
modellek felallitasaval igyekeztek a folyamatok ki-
netikai hatterét feltérképezni, a jovobeni robosztus
ipari eljaras kialakitdsa céljabol [37]. Az L-gluta-
minsav termodinamikailag stabil (3 polimorfjanak
képzbdése magasabb tultelitettségi szintet igényel,
mint a kinetikai « mddosulaté, igy ha a kristalyosi-

tando oldatban lokalisan tultelitettség alakul ki, a
stabilabb (3 kristalyszerkezet(i termék valik ki. E
lokalis taltelitettség kialakulhat pl. reaktans (kén-
sav) adagolasanak hatasara (az oldatban jelenlévo
L-glutaminsav natrium sdja protonalédva szabad
savként valik ki), ha az oldat keverési intenzitasa
nem megfelel6. A kinetikai és termodinamikai
kontroll szerint képzddott termék aranyat tehat a
keverés intenzitdsa, a reaktans adagolasi sebessége
és a reaktans koncentracidja hatarozza meg [38].

A 2-{[3-(trifluorometil)fenil]amino}benzoesav
kristalyositasanak in situ vizsgalata soran szintén
a hatéanyag polimorf atalakuldsanak tanulmanyo-
zasara alkalmaztak a Raman spektrometriat. A va-
16s ideji spektrumokbol mind a szuszpenzioban
1év6 szilard, mind pedig az oldatfazis Osszetétele
megallapithato volt. A kristalyositasokat olté kris-
talyokkal és azok jelenléte nélkiil egyarant elvé-
gezve, vizsgaltdk a folyamatok homérséklet- és
idofliggését. Az in-line Raman kisérleti eredmé-
nyekbdl elvégezhetd volt az optimalis kristalyosi-
tasi koriilmények meghatarozasa [39]. Egy masik
esetben ugyanezen benzoesavszarmazék enantiot-
rop polimorfjainak atalakulasi hémérsékletét hata-
roztdk meg in-line Raman spektrometriaval, s a
szerzOk szerint a technika mas rendszerekre is al-
kalmazhato [40].

A Taltirelin és Timepidium-bromid hatéanya-
gok olddszer-kozvetitéses polimorf atalakulasat fi-
gyelték 10% aceton tartalmu vizes rendszerben,
izoterm kortilmények kozott, mindkét esetben az
a— polimorf irdnyban valdsult meg a folyamat.
Az oltasos kristalyositds tanulmanyozasakor a
NIR spektrometria a viz kozeli infravords tarto-
manyban mutatott aktivitdsa miatt csak nagyobb
koncentracioju szuszpenziok esetén szolgaltatott
kiértékelhetd eredményt, ezért a folyamat valos
ideji nyomon kovetésére a Raman spektrometria
mutatkozott alkalmasabbnak. Az FBRM technika-
val a polimorf atalakuldst csak abban az esetben
tudtak nyomon kovetni, ha a folyamat soran a kris-
talyok habitusaban is valtozas kovetkezett be [41].

A citromsav anhidrat—monohidrat fazis atala-
kulasanak tanulmanyozasa soran a szuszpenzio-
ban izoterm koriilmények kozott meghataroztak a
szilard fazis mennyiségét, illetve annak Osszetéte-
l1ét. A kiértékelés soran az oldat tomeg-egyensu-
lyat felhaszndlva szamitottdk a tultelitettség mér-
tékét [42, 43]. A kristalyositasi kisérleti eredménye-
ket felhasznalva els6 lépésben a gocképzddés és
-novekedés kinetikai paramétereinek felallitasara
keriilt sor. E paraméterek felhasznalasaval alkot-
tak egy un. ,sokasag egyensulyi modellt” (PBE),
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amely alapjan mar megadhato a szemcseméret el-
oszlas (CSD) iddbeli valtozasa a citromsav mono-
hidrat izoterm kristalyositdsa soran [44, 45].

A karbamazepin antiepileptikum esetében a ha-
téanyag anhidrat(CBZA)—hidrat(CBZH) atalaku-
lasi sebesség meghatarozasara etanol-viz olddszer-
ben végeztek in-situ Raman vizsgalatokat. A hidrat
relative lassu kinetikaju kristalyosoddsa miatt e for-
ma kialakuldsa a sebességmeghatarozo 1épés. Azo-
nos olddszer Osszetétel mellett (61 mol% etanol) az
atalakulas alacsony hémérsékleten gyorsabban jat-
szodik le, amit a két forma oldhatdsaga kozotti je-
lent6s kiilonbséggel magyaraznak az adott hdmér-
séklet-tartomanyban. Az anhidrat beoldodasa ala-
csonyabb hdmérsékleten gyorsan bekovetkezik, igy
az oldatban a hidrat formara nézve nagymértéki
taltelitettség alakul ki [46, 47]. Masik kozlemény-
ben a szerzék beszamolnak a karbamazepin izo-
term  kristalyositds  folyaman  bekovetkezo
FormIll—=Forml atalakulasarol, ahol az atalakulas
jelentés hdmérsékletfiiggését figyelték meg [48].

Kristalyositas segédanyagok jelenlétében

Jol ismert, hogy a kristalyositas alkalmaval jelen
1évo idegen anyagok alapvetden befolyasolhatjak a
kristalygoc képzdédés kinetikdjat, a novekedés
morfologidjat, s igy akar a kialakult kristalyok
oldhatosagat is [49, 50]. Bizonyos esetekben olyan
kristalyalakok megjelenését is megfigyelték, me-
lyek csupan segédanyaggal torténd kristalyositas-
nal jelentkeztek [51]. Némely szennyezd kompo-
nens alapvetden eldsegitheti a kristalynovekedést,
masok csupan a folyamat gyorsasagat fokozhatjak
ill. csokkenthetik, ismét masok a kristalyfelszinre
gyakorolt szelektiv hatasukkal a feliilet alakjat
valtoztatjak meg [52].

A kristalyositas folyamatat befolyasolé kompo-
nensek lehetnek a kristalyositand6 anyaggal szer-
kezetileg hasonlé adalékanyagok [53, 54, 55], kii-
16nb6z8 polimerek [56] (pl. polivinil-pirrolidon,
hidroxipropil-metilcellul6z, metilcelluldz, polieti-
lén-glikol, polipropilén-glikol, polimetakrilsav
szarmazék), feliiletaktiv anyagok (Tween 80:poli-
szorbat) [57, 58], alacsony molekulatomegli szer-
ves és szervetlen komponensek [59], ill. fehérjesze-
r(i anyagok egyarant.

A polimerekkel gatolt kristalyositasra a szakiro-
dalomban szdmos példat talalhatunk [60, 61, 62, 63,
64]. A mebendazol gydgyszerhatéanyag esetében
polimer segédanyagokkal végzett kristalyositasi
eljarasban kis mennyiségti polimer (PVP) jelenlétét
igazoltdk a végtermékben. A kristalyos anyagrol

Mebendazol
PVP-K90 _—
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PVP-K30
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4. dbra: Porrontgen diffraktogramok mebendazol PV P-vel
torténd kristalyositasakor. Forris [65] tijraszerkesztve
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késziilt porrontgen diffraktogramokban — a na-
gyobb polimerizacids foku PVP K90-nel végzett
kristalyositas soran — csticseltolédasokat figyeltek
meg, ami az eredeti kristalyszerkezet torzuldsara
utal (4. dbra). Megfigyelték, hogy a végtermékben
megtalalhaté néhany szazaléknyi polimer a hato-
anyag oldodasi sebességét is megnovelte [65].
Olddszer kozvetitéses polimorf atalakulas vizs-
galatara feliiletaktiv anyagok jelenlétében talalhato
példa a szakirodalomban. A polimorf atalakulasi
id6t noveld hatas azonban eltér a kiilonb6zd poli-
mereknél tapasztaltaknal, hiszen ilyen esetekben a
feliiletaktiv anyag koncentracio fiiggvényében az
atalakulasi id6 nem egy konstans gorbe szerint
valtozik. Az adszorpcid soran a feliilet és az oldott
tenzidmolekuldk kozotti kolcsonhatas kovetkezté-
ben a kritikus micellaképzddési koncentracio
(CMC) alatti tartomanyban az egyedi tenzidionok
felvételével parhuzamosan feliileti aggregatumolk,
periodikus adszorptivum szerkezetek (hemimi-
cella) is kialakulnak a hatarfeliileten [66]. (A feliile-
ti hemimicella koncentracié {HMC} az a koncent-
racio hatarérték, ahol a feliileti aggregatumok
megjelenése kimutathato.) A kritikus micellakép-
z0dési koncentracié (CMC) elérését vizsgalva tehat
az atalakuldsi sebességkoefficiens lépcsdzetes
csokkenése tapasztalhatd. Ezzel magyarazhato,
hogy L-glutaminsav 3—a polimorf atalakuldsa so-
ran az atalakulasi sebességkoefficiens alacsony
tenzid koncentracional meredek gorbe szerint
csokken a monomolekuldris hatarfeliileti réteg fo-
lyamatos kialakuldsa miatt. A feliileti hemimicella
koncentracié (HMC) elérésekor kovetkezik egy
stagnalo szakasz egészen a CMC eléréséig, amikor
is a feliiletaktiv molekuldk Osszekapcsolédasaval
lehet szdmolni. Ebben a szakaszban a feliileti kotd-
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1. tablizat

Tovdbbi példik polimer segédanyagok jelenlétében végzett kristdlyositdsra

Gyogyszerhatéanyag  Felhasznalt segédanyag Tapasztalatok I.rodalmi
hivatkozas
HPMC esetén tapasztaltak a legnagyobb
Hidrokortizon acetdt HPMC, MC, PVP, PEG morfrologlal (krlst/alyalak') V,altozasti mm’de,n 75
400, segédanyag esetében kristalyosodast gatld
hatast figyeltek meg
Metakrilsav szarmazék Gombszert kristalyagglomeratumok
(Eudragit) kialakulasa
Hidrofil segeda,nyag Javulo folyasi tulajdonsagok, az oldhatdsag
(HPG, trihaldz, novekedése, egyedi vagy rozsaszeri
PVA, PVP, dextran, oo SEYETE VERY , 52
. . P kristalyaggregatumok kialakulasa
Iuprofen hidroxietil keményitd
P Feliiletaktiv anyagok Lapos, széles kristalyok
PEG lanccal szemcseaggragacio kialakulasa
Lapos, széles kristalyok jellegzetes
Feliiletaktiv anyagok haromszog alaku kristalyvégek, egyedi
PEG lanc nélkiil vagy rozsaszert kristalyaggregatumok
kialakulasa
Klérpropdnamid PEG, PVP, Poliszorbat |Rendkiviil finom, apré kristalyok képzodése 59
prop 80 —oldhatésagnovekedés
RS-8359, MAO-A inhibitor | HPMC, HPC, PVP Kristalyosodast gatlé hatds, oldodast 76
sebesség novekedés
o . A gybgyszer-polimer aranytol fliggéen
Diflunisal ,(ne1}1 szter?1d PEG 4000 valtozo a polimorfia, az oldészer is hatassal 77
gyulladascsokkento) . y
volt a polimorfiara
B-Sitosterol Poliszorbat 80 Kis méretti kristalyok eléallitasa 78
g , polietilén-polipropilén PSR . oo s
Etil-p-hidroxi-benzodt glikol (Poloxamer 188) Morfologiai és kristalyméret valtozasok 79
Szulfutz,azol, p r?dnzzon, Poliszorbat 80 Megnovekedett oldodasi sebesség 80
kioramfenikol
PVP 2000, PVP 10000, Nagyobb molekulatomegti PVP
Paracetamol PVP 50000 alkalmazasaval kozel szférikus 81, 82
kristalyagglomeratumok
Salbutamol PVP K25, lecitin, PVP jelenlétében a tliszerti kristalyhabitus 83
HPMC, Span 85 megvaltozott, z6mokebb tombszer
kristalyok keletkeztek

helyek mar telitettek, ezaltal a 3 forma beoldddasa,
s kovetkezésképpen az a modosulat megjelenése
késleltetett. A CMC elérésekor az addig jellemzd
monomolekuldris réteg mechanizmust folvaltd
multimolekularis réteg adszorpciés mechanizmus
kristalynovekedést gatld hatasa jelentésebbé valik.
Ezért a kritikus micellaképzddési koncentracional
nagyobb tenzid mennyiség hatdsara a polimorf at-
alakulasi sebességkoefficiens értéke ismételten me-
redekebb gorbe szerint csokken [67, 68] (5. dbra).
Az idegen anyagok jelenlétében torténd krista-
lyositas leggyakrabban a hatéanyag kristaly habi-
tusaban, azaz kiils6 megjelenésében okoz valto-
zast, am el6fordulhat, hogy ilyen anyagok jelenlé-

tében modosul az adott anyag polimorf modosu-
lata is. Erre példa a celecoxib nevili nem szteroid
alapu gyulladascsokkentd, amely esetében a kris-
talyositas feliiletaktiv anyag (Tween 80), ill. po-
limer (hidroxipropil-metil-celluléz) jelenlétében
egy addig még ismeretlen polimorf mddosulat
(Form IV) kialakuldsat eredményezte. Az 4j poli-
morf oldddasi sebessége a termodinamikailag sta-
bil kristalymddosulathoz (Form III) képest 2-szer
nagyobbnak adodott, s az elézetes stabilitas vizs-
galatok alapjan kémiai degradacié nem kovetke-
zett be. Az 0j polimorf képzbédése a kristalyositas-
ban alkalmazott segédanyagok aranyatol fliggéen
valtozott [69].
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Polimorf dtalakulisi sebesség koefficiens

CMC‘T

Tenzid koncentricid

5. dbra: Az L-glutaminsav polimorf dtalakuldsi sebességi
koefficiensének vdltozdsa a tenzid koncentricio fiigguényé-
ben. Forrds [68] tijraszerkesztve

Segédanyag jelenlétében végzett kristalyositas
esetében, valds idejli analizisr6l még kevés ered-
ményt kozoltek a szakirodalomban [70]. Ilyen pél-
da a kalcium-karbonat kristalyositdsa, amelyet
polimer segédanyagok jelenlétében (polikarboxi-
savak), in-line Raman spektrometrids analizist al-
kalmazva végeztek el és megallapitottak, hogy
a keletkezd polimorfok mindségileg és mennyisé-
gileg is jol azonosithatéak voltak. Az egyes rész-
folyamatok termékeinek valds idejti Raman spekt-
rumokbol elvégzett kvantitativ kiértékelése a por-
rontgen diffraktogramokbol kapott (off-line)
eredményekkel j6 egyezést mutatott [71]. Olyan
kozleményeket is publikaltak, melyekben a se-
gédanyagok modositd hatasat tanulmanyoztak
gyogyszerhatdanyagok anhidrat—hidrat atalakula-
sara olyan esetekben, amikor a vizes kozegt fel-
dolgozas soran szamolni kellett a hidrat formaba
torténd atalakulas lehetdségével. A vizsgalatok
soran a valos idejii Raman spektrumok alapjan az
atalakulds kinetikai hatterét tartak fel. A kisérlete-
ket vizes kozegben kiilonb6z6 segédanyagokkal
elvégezve azt a tapasztalatot vontak le, hogy a
polimorf atalakulds polimerek alkalmazasaval be-
folyasolhat6. Karbamazepin jelenlétében pedig
hidroxi-propil-metilcellulézzal sikeriilt csokken-
teni az atalakulasi sebességét [72].

A karbamazepin nikotinamiddal tortén6 kok-
ristalyositasat etanol oldoszerben valos idejli
Raman spektrometrids analizissel kovették nyo-
mon. A karbamazepint az adott koriilményekhez
tartoz6 oldhatdsagi értékéhez viszonyitva mintegy
50%-os feleslegben alkalmaztak. Megallapitottak,
hogy az atalakulas a nikotinamid koncentraci6é no-
velése esetén gyorsabban lejatszodik le. (Mig 0,16 M
nikotinamid Osszetételnél 3 ora kellett, addig 0,25

M-os Osszetétel esetén mar 3 perc elegend6 volt a
teljes oldat kozvetitéses atalakulashoz.). Vizben
végzett kisérletek soran a karbamazepin anhidrat
atalakulasa karbamazepin-nikotinamid (CBZ-NCT)
kokristallya a hatéanyag dihidrat formajanak meg-
jelenésén keresztiil jatszodott le. Olddszerelegy al-
kalmazasaval csapadékképzéses, ill. reaktiv kokris-
talyositasi kisérleteket is végezték [73].

Az I. tabldzatban néhany tovabbi kozlemény
fontosabb eredményei lathatdak a kozelmult szak-
irodalmabol [74, 75, 76, 77, 78,79, 80, 81, 82].

Az eléallitott gyogyszerhatoanyag oldhatosaga-
nak, oldodasi sebességének javitasara sokszor a
gyogyszerkészitmények eldallitasakor keriil sor,
ahol kiilonféle segédanyagokkal, esetenként uj
gyogyszerhordozo rendszer kialakitasaval érhet6
el a terdpias hatas. A gyodgyszertechnologiai 1épé-
sek soran a segédanyagok jelenlétében pedig fel-
léphetnek nem kivant atalakuldsok — polimorfia
valtozas, amorf hatdanyag kristalyosodasa — me-
lyek korai megfigyelése dontd fontossagu a gyar-
tastechnoldgia kidolgozasaban. A kiilonféle se-
gédanyagok alkalmazasaval, a hatdéanyaggyartas
utolsd fazisaban — a kristalyositasban — bizonyos
terméktulajdonsagok (polimorfia, szemcseméret,
habitus) kedvezd iranyt mddositasa mellett a fent
emlitett hatéanyag-segédanyag kolcsonhatasok is
tanulmanyozhatoak a késébbi, formuldlasi sza-
kaszban bekovetkezd atalakuldsok elkeriilése ér-
dekében. Ezen interakcidk vizsgalatahoz érzé-
keny, szelektiv, valos ideji detektaldsra alkalmas
fejlett analitikai eszkozokre van sziikség. A szak-
irodalmi attekintésbdl kovetkezik, hogy a kozle-
ményekben targyalt jelenséget, azaz az idegen
komponensek modosito hatdsat hatdanyagok kris-
talyosodasara kihasznalva, a kristalyositas folya-
mata megfeleld segédanyagok alkalmazasaval
tervszertien befolyasolhatd. Ezaltal a keletkezett
anyag szemcsemeérete, habitusa, sét esetleg poli-
morfidja is kedvezd iranyba modosithato. Ilyen
iranyu kutatomunka kezdeti lépéseit ismertetjiik a
kovetkezokben, elsésorban analitikai és gyogy-
szertechnologiai megkozelitésbol.

Anyagok és kisérleti modszerek
Anyagok

A kristalyositasok Donepezil HCI (molekulatomeg
415,95 g/mol; Richter Gedeon NyRt.) és polivinil-
pirrolidon (PVP-K30, atlagos molekulatomeg
40000 g/mol; gyarto: Sigma Aldrich) felhasznala-
saval torténtek.
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Kisérleti modszerek

Kristdlyosito berendezés

A kialakitott kristalyositd berendezésben a Raman
spektrometria valds ideji detektaldsa szaloptika
alkalmazasaval tobbféle kisérleti elrendezésben
valdsithatd meg. Ezek a rendszert zavar6 hatds
mértékétdl fliggden on-line, in-line és a nem-in-
vaziv eljarasok kozé sorolhatok. Az on-line eljaras
alkalmaval a rendszer vizsgalata egy a kozegbdl
elvezetett mintan torténik, melyet ezt kovetéen
visszavezetiink a vizsgalando elegybe, azaz a va-
16s ideji spektrumok felvétele egy folyamatos cir-
kulacids kor segitségével torténik. Ezzel szemben
az in-line eljarasok alkalmaval nincs cirkulaltatas,
a Raman szonda kozvetlen oldatba meritésével va-
lik lehetévé a spektrumok felvétele (6. dbra). A
nem-invaziv (nem behatold) mddszer esetén a vizs-
galat a rendszer zavarasa nélkiil valosithato meg,
mivel a spektrumok felvétele kiviilrdl, a kozeget
hatarol6 edényen keresztiil torténik, s igy a detek-
talas soran a szonda nem érintkezik a kozeggel
[83].

A folyamatiranyitott rendszer legfontosabb ré-
szei a reaktor (0,5 l-es in-line Raman mérésre al-
kalmas, ill. 100 ml-es nem-invaziv vizsgalatokra
alkalmazhatd duplafalt iivegreaktor—a reaktor
egyik oldalan duplikalas nélkiili), programozhatd
termosztat a két reaktor hémérsékletének egyide-
ji szabalyzasahoz, valtoztathaté fordulatszamu
IKA tipusti kever6motor, a Yokogawa cég altal
gyartott Stardom folyamatiranyité szoftver. A
Stardom olyan applikacios szoftver csomagokkal

rendelkezik (APPF: Advanced Process PrortFolio),
amely kiilonb6z6 ipari folyamatok iranyitastech-
nikai megoldasait tartalmazza. Az autoném sza-
balyzé egyik tipusat, az FCN (Field Control Node)
moduldris szabalyozot alkalmazzuk. Ez esetben a
felhasznalo valaszthatja ki a telepitendé modulo-
kat attol fliggéen, hogy milyen tipusu jeleket ki-
van kiildeni és fogadni a csatlakoztatott periférias
eszkozoktdl.

A hémérsékletmérés Pt-100 héfokérzékelSkkel
torténik, a rendszer tovabbi tartozékai a propellel
és anker keverdk, a beadagolashoz sziikséges ada-
golotartalyok ill. mérleg és szivattyu.

Kisérleti eljardsok

Az in-line nyomon kovetett kristalyositasok alkal-
maval minden esetben 20 cm® desztillalt vizhez
hozzaadtunk 6,5 g Donepezil HCl s6t, majd a
szuszpenziot 50 °C-ig melegitettiik, a keverési for-
dulatszam 200 rpm volt. A segédanyagos krista-
lyositasban az elézetesen vizben oldott polivinil-
pirrolidont felmelegitést kovetéen adtuk a rend-
szerhez. Exponencialis csokkend hititési profil mel-
lett az oldatokat szobahémérsékletig hutottiik. A
képzddott kristalyokat sziirés utan szobahdmér-
sékleten szaritottuk. A nem-invaziv méréstechni-
ka alkalmazasakor oltasos, izoterm (31 °C) krista-
lyositast végeztiink 0,1%-nyi Form IV kristalyszer-
kezet(i oltokristalyok segitségével. A végtermékek
azonositasat Raman spektrometria, polarizacios
fénymikroszkop, pasztazo elektronmikroszkop és
differencialis pasztazo kalorimetria segitségével
végeztiik.
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II. tablazat

Polivinil-pirrolidon hatdsa Donepezil kristdlyositdsdban

Donepezil:polivinil-pirrolidon Kristalyosodasi e sl
tomegarany hémérséklet (°C) id6tartam (6ra) (ora)
100:0 29 4 1,6
100:1 29 4,1 3,2
10:1 29 56 3,6
1:1 29 12,6 6,8

A valds ideji Raman spektrumok felvétele
HORIBA Jobin Yvon Raman mikrospektrométerrel
tortént Nd-YAG (532 nm) frekvenciakett6zott 1é-
zer alkalmazasaval, a spektrumfelvételi id6 a vizs-
galati koriilmények fliggvényében valtozott, csak-
ugy mint a spektrumok akkumulacios szama. A
folyamatok kiértékelése CLS (classical least square)
modszerrel tortént.

A mikroszkdpos felvételek Carl Zeiss Jena pola-
rizacios fénymikroszkoppal késziiltek, a SEM vizs-
galatokat JEOL JSM-6380LA tipusu elektronmikro-
szkoppal, mig a DSC felvételeket Setaram gyart-
manyu SC 92-es tipusu késziilékkel végeztiik.

Eredmények és értékelésiik

A tervezett vizsgalat alapvetd feltétele a hato-
anyag oldatanak Raman aktivitastol fiiggd detek-
talhatésaga. A Donepezilt vizben feloldva, s Nd-
YAG lézerrel vizsgalva, jol azonosithato Raman
spektrumokat kaptunk, s a vizben oldott hato-
anyag az amorf forma Raman spektrumaval mu-

tatott legnagyobb hasonlosagot. A 7. dbrdn feltiin-
tetett spektrumok a hatéanyag amorf és vizben ol-
dott allapotara vonatkoznak. Jelentds eltérés az
1631-170lcm™  hulldmszamtartomanyban tapasz-
talhaté, mindkét esetben megjelend csucs oldat
esetében laposabb maximumaban. Ez a Donepezil
molekulaban megtalalhaté C=O vegyértékrezgé-
sének savja, melynek maximuma a hatdanyag vi-
zes oldataban alacsonyabb hulldmszamon jelent-
kezik. Ennek oka a Donepezil és vizmolekulak
kozotti H-kotés kialakuldasa, amely masodlagos
kotésként — a kolcsonhatas intra-, vagy intermole-
kularis jellegétdl fiiggetleniil -, Raman spektrum-
beli hulldmszdm csokkenést okoz.

A Donepezil izoterm kristalyositasa alkalmaval
a tultelitett oldatbol kivalt szildrd termék az olto-
kristalyok kristalyszerkezetével azonos volt, a fo-
lyamat kozbeni termékkivalds jol nyomon kovet-
hetd a 8. dbrdn feltiintetett Raman spektrumokbol.
Az oldott allapotu hatdanyag 1668 cm™-es lapo-
sabb csticsanak maximumat felvaltja a IV-es for-
mara jellemz6 1671 cm-es élesebb cstics.

amorf Donepezil

Intenzitis (cnt)

Vizben oldott Donepezil

=]
ol o
b} ]

1300 1600 1760
Hullimszim (1/cm)

1100 1300 1400

7. dbra: Amorf és vizben oldott Donepezil Raman spektruma
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9. dbra: Donepezil kristdlyositdsi folyamatdnak
mennyiségi kiértékelése nem invaziv modon felvett Raman
spektrumokbol

A val6s idejli Raman spektrumokbdl mennyisé-
gi kiértékelést készitve vizsgalhatova valik a kris-
talyositas kinetikai hattere, a folyamat végpontja
megallapithatd. A kristalykivalas az oltast kovetd
negyedik dra elteltével valt teljessé, ugyanakkor
megallapithatd, hogy a szilard fazis jelenléte a
Raman spektrumokban csak bizonyos kristalymé-
ret és koncentrécié felett igazolhaté. Igy a képzé-
dott kristalyok detektalasa a kristalyositasi kortil-
ményeken kiviil nagymértékben fligg az anyagi tu-
lajdonsagoktol is. Az oltds utdn egy ordval mar
szemmel is lathato, tobbségében apré méretti kris-
talyok voltak jelen az oldatban (9. dbra). A kiilon-
b6z6 idépontokbdl szarmazo kristalyok alakja és
meéreteloszlasa a keverés hatdsa miatt nem mutatott
jelentés kiilonbséget. Keverés nélkiil, lassu oldo-
szer elparologtatas utan a képzo6dott kristalyok vi-
szont nagyobb méret(i téglatest alaktak (10. dbra).

o
P
S
=
=
=
- I I
1550 1 600 1650 1 700
Hullamszam (1/cm)
8. dbra: 3D-s Raman spektrum dbrdzolds Donepezil kristdlyositdsinak nem invaziv Raman spektrometrids
nyomon kdvetésekor
120
w L Oldat Form IV
S =
i,
=
S
= @
0
o
1di (dra)

10. dbra: Donepezil Form IV kristdlyok keverés nélkiili,
lassti és gyors olddszer elpdrologtatis utin
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A segédanyagokkal vég-
zett kristalyositasok pontos
mechanizmusa a szakiroda-
lom alapjan még vitatott.
gy annak magyarazata is
tobbféle kozelitésbdl olvas-
hat6. A segédanyag alapve-
téen a kristalyositas harom
fébb lépése soran fejtheti ki
a hatasat:

1. tultelitett oldat elkészité-
se, kialakulasa;

2. stabil kristalygocok kiala-
kulasa;

Y 100,5°C

w ]

3. kristalynovekedés.
A taltelitett kristalyosi-

2325°C

4‘0 56 80 100 hl'!D 11;0 |6IU IB'D
Hémérséklet (°C)

. “ “ tandoé oldatban a molekulak
diffazié6 utjan mozognak,

11. dbra: Végtermékként azonositott Form IV hidrdt
és a kiinduldsi Donepezil. HCI s6 DSC gorbéje

titkozésiik sordn Osszekap-
csolodnak, majd kristaly-

Donepezil kristdlyositisinak in-line
Raman spektrometrids vizsgdlata

A hatdanyag hitéses kristalyositasaban minden
esetben a hidratként azonositott IV-es forma valt
ki, melyet a felvett DSC gorbék is alatamasztottak
[84] (11. dbra). A Donepezil:polivinil-pirrolidon =
1:1 ardnyu kristalyositasa alkalmaval a valos idejii
Raman spektrumok kiértékelését nehezitette a fel-
1épé fluoreszcencia jelensége, a spektrumok jel-zaj
viszonya még nagyszamu akkumuldcié mellett is
kedvezdtlen volt. Igy a kristalyosodas megindula-
sanak jelzése Raman spektrométerrel csak na-
gyobb szilard fazis koncentracional, a mar lathato-
an opalos oldat kialakuldsakor tapasztalhato.

A segédanyagként felhasznalt polivinil-pirro-
lidon jelent6s mértékben lelassitotta a kristalyosi-
tas folyamatat (II. tabldzat), ami feltehet6leg a ha-
toanyag és polimer molekulak kozott kialakuld
H-hidas kolecsonhatasnak tulajdonithato. A poli-
mert azonos mennyiségben alkalmazva a hato-
anyaggal a gocképzddés és a kristalyndvekedés
idGtartama egyarant jelentés mértékben noveke-
dett. A képzddott kristalyok alakja nem, mig mé-
reteloszlasa nagyobb mennyiségli segédanyag je-
lenlétében kiszélesedett, az agglomeracid mértéke
megnott (12. dbra). A hatéanyag hidrat modosula-
ta alakult ki jellemz6en hosszuikas téglatest alakt
kristalyok formajaban. A polimer segédanyagot a
hatéanyaggal 1:1 aranyban alkalmazva viszkozus
rendszer jott 1étre, melyben a részecskék Osszeta-
padasa a szlirés és szaritas folyaman jelentds volt.

gocként kivalnak, ezt kove-
téen veszi kezdetét a novekedési fazis. Ha a diffa-
zi6 elegendden gyors (pl. nagymértéki tultelitett-
ség esetén), a gocképzodés nem diffuziokontrol-
lalt. Polimerekkel egyiitt torténd kristalyositas
viszont késleltetheti a kristalykivalast, modosit-
hatja a kivalo kristalyok alakjat, oldhatdsagat. A
folyamat ez esetben is tapasztalt id6beli eltolodasa
magyarazhaté a polimer oldat taltelitettségét
csokkentd hatasaval is [85]. A segédanyagokkal
végzett kristalyositds soran lejatszodd mechaniz-
musok egyik lehetséges magyardzata a difftizio-
gatlas, melynek elsédleges kovetkezménye a kés-
leltetett kristalykivalas. A donepezil polivinil-
pirrolidon jelenlétében végzett kristalyositasa al-
kalmaval elsédleges hatasként az idoben késlelte-
tett gocképzddés tovabba kristdlyndvekedés volt
tapasztalhato, ami leginkabb a polimer oldat tulte-
litettség  csokkentd hatasaval ~magyarazhato.
Ugyanazon koriilmények mellett a kristalykivalas
idében késleltetve kovetkezik be és a polimer
mennyiségi novekedésének fliggvényében a teljes
kristalyosodas folyamata is hosszabban jatszodik
le.

A polimerek jelenlétében torténd kristalyositas
alkalmaval azonban nemcsak a folyamat iddbeli
eltolodasaval szamolhatunk, hanem gyakori jelen-
ségként léphet fel a kristalyalak- és gyakran old-
hatosag-valtozas. Egy korabbi megkozelités sze-
rint a polimerek a kristalygocok feliiletét haldsze-
riien bevonva gatoljak annak novekedését, igy a
lehetséges novekedési iranyok korlatozottsagatol
fiiggé egyenetlen felszin kialakulasa figyelhet6
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12. dbra: SEM felvételek Donepezil kristilyokrdl a) segédanyag nélkiili, b) 100:1 Donepezil-PVP ardnyii,
¢) 10:1 Donepezil-PVP ardnyii, d) 1:1 Donepezil-PVP ardnyii kristdlyositds

meg [86]. A polimer kristalyfelszinre torténd ad-
szorpcidjaval is akadalyozza tovabbi gyogyszer-
molekuldk beépiilését a kristalyracsba, s ezaltal
befolyasolja a kristalyforma kifejlédését [87]. A
kristalyok felszinén megjelend, s a keverés inten-
zitasatdl fliggd vastagsagi hidrodinamikai hatar-
feliileti réteget a kristalyfeliilet és polimer mole-
kulak kozotti masodrendii kotderdk stabilizaljak
[88]. A létrejott fazisréteg nem a kristalykivalast,
hanem a novekedést csokkenti azaltal, hogy az ol-
datbdl difftizidval kristalyfelszinhez kozeled6 ha-
téanyag molekuldk racsba rendezddését gatoltja
(13. dbra).

A novekedés gatlasa a polimer molekuldk mé-
retétd], illetve a H akceptor és donor funkciok sza-
matol fiigg. Ha a segédanyag molekulak a kristaly
eltérd irdnyt részein hasonld mértékben kotédnek
meg, csupdan a kristalynovekedés gatolt, a morfo-
logia nem valtozik. A kristaly egyes feliiletein elté-
ré mennyiségben adszorbedldodott ,szennyezd”

molekuldk azonban a hatéanyagkristaly alakjaban
is valtozast indukalhatnak. Ha kristalyok morfolo-
giai valtozasa fajlagos feliiletiik novekedésével jar,
akkor azzal aranyosan (a nanométeres tartomany-
ban drasztikusan) javul az oldhatosag.

Az altalunk vizsgalt hatéanyag esetében a keve-
rés hatasdra a segédanyag nélkiili kristalyositas
soran is kis szemcseméretti (=~ 10um), szabalytalan
alaku kristalyok keletkeztek. Emiatt az alkalma-
zott polimer kristalyalakra gyakorolt esetleges ha-
tasa nehezen észlelhetd, a SEM felvételek alapjan
habitusvaltozas polivinil-pirrolidonnal egyértel-
mitien nem igazolhato.

A tovabbiakban a segédanyag jelenlétében vég-
zett kristalyositasok pontos mechanizmusanak
tisztazasdara irdnyulo6 tovabbi kisérletek mellett ér-
dekes lehet a Raman spektrumok visszacsatolasa-
val torténd szabalyzas létrehozasa, amely az FDA
altal eldiranyzott PAT technologia megvaldsitasat
tizi ki céljaul.
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13. abra: Polimer molekulik altal torténd
kristdalynovekedés gdtlds, ill. kristdly habitus mddositds
sematikus abrdzoldsa

Osszefoglalas

A kristalyositasi folyamatok valos idejii tanulma-
nyozasa kiemelt ipari jelent6ségti feladat, amely a
kinetikai és termodinamikai hattér megismerését
és robosztus, jol szabalyozhat6 allandé termékmi-
ndséget biztositd gyartastechnoldgia kidolgozasat
teszi lehetové.

A szakirodalomban a valos idejli Raman spek-
trometrias vizsgalatok alkalmazasa gyogyszerha-
téanyag polimorfok kapcsolatrendszerének felta-
rasara még viszonylag kevéssé terjedt el. Segéd-
anyagok jelenlétében végzett kristalyositas eseté-
ben végzett in-line Raman vizsgalatokrol pedig
csupan elvétve talalhato eredmény.

A polivinil-pirrolidon jelenlétében végzett kris-
talyositdsok esetén tehat a felhasznalt ,adalék-
komponens” a vizsgalt esetekben a kristalykiva-
last id6ben késleltette. Nagyobb mennyiség poli-
mer jelenlétében a kristalyosodas teljes id6tartama
is jelentds mértékben megndtt. A hatdanyag-se-
gédanyag azonos aranya mellett a donepezil teljes
kivalasa mintegy haromszor tovabb tartott, mint a
polimer alkalmazasa nélkiili esetben. (A keverés
okozta kristaly tordelédés miatt a polimer habi-
tusmodosito hatasa egyértelmiien nem tiinik ki.)

A nem-invaziv Raman vizsgalatok alkalmaval a
kristalyositas nyomon kovetése és kiértékelése si-
keresen elvégezhetd. Osszehasonlitva az in-line és
nem-invaziv modon felvett hatéanyag oldatspekt-
rumat csupan intenzitasbeli kiilonbség lépett fel, a

nem-invaziv mérés esetén altalanossagban kisebb
intenzitas értékeket tapasztaltunk.

E munka eddigi eredményei alapjan a kristalyo-
sitasok iddbeli lefutasa nyomon kovethetd, a fo-
lyamatok kvalitativ  kiértékelése elvégezhetd.
Azonban néhany kérdés a szakirodalomban to-
vabbra sem tisztazott, melyek megvalaszolasa ese-
tén a kontrolallt kristalyositas szélesebb kora el-
terjedése varhatd. Nem konnyt pl. a dinamikus
kristalyositasok mennyiségi kiértékeléséhez sziik-
séges kalibracio elkészitése, mivel szamos para-
méter (szilard fazis koncentracio, termék szemcse-
méret, hlitési hémérséklet profil, keverési fordu-
latszam, adagolasi sebesség) befolyasolja a felvett
spektrumok mindségét. Tobbvaltozos kalibracios
modellek felallitasa, s anyagonkénti kidolgozasa
jelentds mennyiségli kisérleti adat felvételével és
kiilonb6zé kemometriai modszerek alkalmazasa-
val valhat lehetdvé. Sziikség van tehat az adott ko-
riilmények figyelembevételével kialakitott kalibra-
cios eljarasok kidolgozasara. Tovabbi tisztazando
kérdésként meriil fel a szemcseméret-eloszlas le-
hetséges hatasa a valds idejli Raman spektrumok-
ra. A szilard fazisban - off-line — elvégzett kalibra-
cidk nem alkalmazhatok automatikusan, hiszen a
Raman spektrumbeli intenzitas a kristalyok mére-
tének ingadozasara érzékenyen reagal [89], vala-
mint tovabb ronthatja a felvett spektrumok mind-
ségét a kristalyok méretétdl és a keverés intenzita-
satdl fliggod fizikai fényszorodas jelensége. A se-
gédanyagok jelenlétében végzett kristalyositasok
lejatszodasanak pontos mechanizmusa még nem
tekinthetd ismertnek, részletes tisztazasara szin-
tén tovabbi kisérleti eredmények sziikségesek.

A vazolt kérdések tisztazasa jelentOs eldrelépést
jelentene abban az irdnyban, hogy az in-line
Raman technikdval, valamint a segédanyagokkal
kombinalt kristalyositas a jelenlegi kutatdasi szint-
rdl eljusson a széles korti ipari alkalmazasra.
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Uj enzimes stratégiak laktam és aminosav enantiomerek szintézisére’

FORRO ENIKO

Szegedi Tudomdnyegyetem, Gydgyszerkémiai Intézet, 6720 Szeged, Edtvos utca 6.
Levelezési cim: Forro.Eniko@pharm.u-szeged.hu

Summary

Forro, E.. New enzymatic strategies for enantiopure
lactams and amino acids

To fulfil the requirements of modern go-ahead research, new di-
rect and indirect enzymatic strategies and new techniques have
been devised for the preparation of enantiopure p- and y-lactams
and B- and y-amino acids, and some of them have been scaled up.
For example, a formal total synthesis of enantiopure Anatoxin-
a, a neurotoxic alkaloid, but a potent and stereospecific agonist
at nicotinic acetylcholine receptors has been introduced. An ef-
ficient and very simple method has been developed for the syn-
thesis of the antibacterial cispentacin [(1R,2S)-2-amino-1-cyclo-
pentanecarboxylic acid] and 8 new derivatives. A highly efficient
enzymatic procedure has been elaborated for the synthesis of the
blockbuster drug Abacavir and Carbovir intermediate (1S5,4R)-
4-aminocyclopent-2-ene-1-carboxylic acid. The first enzymatic
method has been devised for the synthesis of (R)-3-amino-4-
(2,4,5-trifluorophenyl)butanoic acid, the intermediate for the new
antidiabetic drug Sitagliptine. Direct enzymatic strategies have
been reported for the synthesis of (2R,35)-3-phenylisoserine, a key
intermediate of the side-chain of the antitumor product Taxol. A
new enzymatic method has been developed for the total synthesis
of crispine A enantiomers with antitumor activity.

As amino acids are among the main products in the above-
mentioned enzymatic methods, a new gas-chromatographic
method has been acquired for the enantioseparation of acyclic and
carbocyclic cis- and trans-B-amino acids via a rapid double deri-
vatization technique (esterification followed by N-acylation).

Applicability

Through the utilization of enzymes, efficient enantioselective
procedures in organic media have been developed and applied
for the preparation of enantiopure, biologically active P- and
y-lactams and B- and y-amino acids (Scheme 15). Two of our re-
cently elaborated enzymatic methods for the synthesis of p- and
y-amino acids have been patented. Acros Organics and BioBlocks
Inc. serve as the sales companies of more than 20 enantiopure
products that we have prepared by enzymatic methods.

Keywords: Abacavir, amino acid, Anatoxin-a, Carbovir, Cispen-
tacin, Crispine A, double derivatization, enzyme, lactam, Sita-
gliptin, Taxol

Osszefoglalis

Az enantiomertiszta természetes anyagok szintézisére irdnyuld
torekvéseknek, valamint a korszerii gyégyszerkutatdsi és gyo-
gyszerbevezetési  elveknek  (enantiomertiszta  farmakonok
elédllitdsa) megfelelben, hatékony, 1ij és egyszerii direkt és indi-
rekt enzimes modszereket fejlesztettiink és méretndveltiink enan-
tiomertiszta értékes B- és y-laktamok és - és y-aminosavak szin-
tézisére. Igy pl. formdlis totdl-szintézist adtunk meg a nikotinos
acetilkolin receptorra sztereospecifikus agonista enantiomertiszta
Anatoxin-a szintézisére. Elddllitottuk a gombaellenes hatdssal biré
ciszpentacint [(1R,25)-2-amino-1-ciklopentdnkarbonsav] és 8 1ij
analég és homoldg szdrmazékit. Megualdsitottuk az antivirdlis
Abacavir és Carbovir értékes intermedierjének, az (15,4R)-4-ami-
nociklopent-2-én-1-karbonsavnak a szintézisét. Kidolgoztuk az
elsd enzimes utat a 2-es tipusti diabetes kezelésére alkalmazott Si-
tagliptin intermedier (R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluor-fenil)butdn-
sav szintézisére. Tobb direkt enzimes stratégidt is kidolgoztunk
és alkalmaztunk sikeresen a daganatos megbetegedések kezelésére
haszndlt Taxol oldalldnc kulcs-intermedierjének, a (2R,35)-3-fe-
nilizoszerinnek az elddllitdsdra. Uj, enzimes eljdrdst dolgoztunk
ki a daganatellenes Kriszpin A enantiomerek totdl szintézisére.

Mivel a fentiekben emlitett enzimes munkdnk egyik terméke
legtdbb esetben aminosav volt, az enzimes reakcidk kivetésére és
aminosavak enantiomerfeleslegének a meghatdrozdsdra iij, dlta-
lunk dupla derivatizilds elnevezés alatt bevezetett gazkromatogrd-
fids modszert (észterezés és ezt kivetd N-acilezés) dolgoztunk ki
karbociklusos cisz és transz, valamint aciklusos B-aminosavak
enantioszepardldsdra.

Alkalmazasi lehetdségek: Két, a 3- és y-aminosavak szintézisére
kidolgozott enzimes eljdrdsunk iparjogvédelme megtortént9. Az
dltalunk kidolgozott enzimes mddszerekkel késziilt enantiomerek
koziil t6bb mint 20 enantiomeriinket az Acros Organics és BioB-
locks Inc. vdllalatok forgalmazzdk. Bizonyitottuk, hogy a szerves
kozegti enzim-katalizdlt rezolvdldsok kivdléan alkalmazhatdk en-
antiomertiszta, bioldgiailag aktiv (- és y-laktdmok, valamint B- és
y-aminosavak eldallitasdra (15. dbra).

Kulcsszavak: Abacavir, aminosav, Anatoxin-a, Carbovir, Cis-
pentacin, dupla derivatizdlds, enzim, Kriszpin A, laktdm, Sita-
gliptin, Taxol.

A jovo biokatalizatoraiként is emlegetett enzimek
ipari felhaszndalasa egyre hangsulyozottabb, 10-12
nagysagrenddel gyorsithatjak a reakciokat, enyhe

*MTA doktori értekezés védésén (2011. jinius 27.) elhangzott
el6adas alapjan késziilt kozlemény

koriilmények kozott mikodnek, és ami a legfonto-
sabb, hogy szelektiven (kemo-, régio- és enantio-
szelektiven) iranyithatjak a reakcidkat. Enantio-
diszkriminativ tulajdonsaguknak koszonhetéen
az enantiomer laktdm és aminosav el6allitasara
fokuszaléo munkainkhoz, az utobbi idében egyre
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Kombinatorikus kémia
felhasznalas

Gramm-mennyiség( Enantiomerek szétvalasztisa,  koopericid e
biotechnolégiai — szerkezetigazolas, tisztasag- —— Potencialis farmakonok
eljarisok vizsgalat
kidolgozisa
01. dbra

dinamikusabban fejl6d6 kornyezetbarat enzim-
katalizalt kinetikus rezolvalas mellett dontottiink.
A reakcidkat nem a szokasos vizes, hanem a sza-
mos elénnyel bird organikus fazisban végeztiik.

Uj tudomanyos eredmények

Az egyes munkdkon beliil jol elkiilonithetd 1épé-
sek kovetik egymast: a racém szubsztrat szintézi-
se; az enzimes reakcio kovetésére alkalmas anali-
tikai mddszer kidolgozasa; az optimalizalasi, fél-
mikroméreti enzimes reakciok kivitelezése (en-
zim, acil donor vagy nukleofil, oldoszer, adalék,
homérséklet stb. enantioszelektivitasra és reakcid
sebességére gyakorolt hatdsanak vizsgdalata);, a
preparativ-mennyiségii enzimes rezolvalas; a ter-
meékek izoldlasa és jellemzése (01. dbra). Az enzi-
mes elOkisérletek soran hangsulyt kivantunk fek-
tetni arra is, hogy természetbarat koriilményeket
talaljunk, pl. a kornyezetre kevésbé karos ,zold”
oldoszerek hasznalataval.

A reakciok eldrehaladasat a konverzié szamita-
saval [(3), ahol az A -A, az alapvonalra elvalasz-
tott enantiomercsucsok tertiletintegraljait jelentik
és A, > A, valamint A, > A ] adtuk meg (02. dbra).
A termékek enantiomerfeleslegét (ee) az (1) és (2)
képletek segitségével szamitottuk, mig az enzimes
reakciokra jellemz6 enantioszelektivitasi, dimen-
zi6 nélkili érték (E; azt mutatja meg, hogy egyik
enantiomer hanyszor gyorsabban alakul termék-
ké, mint az antipodja) szamitasa a (4) képlet sze-

rint tortént. A meghatarozasokhoz kiralis oszlop-
pal (Chromopack Chiralsil-Dex CB, Chir-L-Val,
Supelco Gamma-Dex™ 225) felszerelt gazkroma-
tografot (GC), ill. kiralis oszloppal (Chiralpak IA,
Chirobiotic TAG, APEX Octadecyl 5 p) felszerelt
folyadékkromatografot (HPLC) hasznaltunk.

Az enantiomertiszta termékeket szerkezetiga-
zolassal (*H-, *C-NMR, Bruker DRX 400, 500), ol-
vadaspont-méréssel (Kofler késziilék), az ee [Vari-
an GC (3900), ill. Jasco HPLC (quaternary gradient
pump PU-2089plus, multiwavelength detector
MD-2010plus)] és az optikai forgatoképesség, a
(Perkin Elmer 341) értékek megaddasaval jellemez-
tiik.

Jelen kozleményben az értekezéssel megegyezd
vegyliletszamozast alkalmaztam.

Indirekt enzimes modszerek
Az Anatoxin-a enantiomerek formdlis totdl-szintézise

Az enantiomertiszta Anatoxin-a (a nikotinos
acetilkolin receptorra sztereospecifikus agonista,
igen erds idegméreg) eldallitasara formalis total
szintézist dolgoztunk ki a 9-(hidroxi-metil)-9-aza-
biciklo[6.2.0]dek-4-én-10-on [(+)-13] lipaz-katalizalt
aszimmetrikus O-acilezésén keresztiil (1. dbra)
[la]. A reakcid sebességének és enantioszelekti-
vitdsanak optimalizalasanal korabbi tapasztalata-
inkat [1b] is figyelembe vettiik, a legjobb enan-
tioszelektivitast (E = 94) akkor értiik el, amikor a

primer OH acilezését 2 ekvivalens

€€y
3) komv. =
(3) konv. o

4 E=

Ay-A
) eep= 21
A1+A2

(eeg) vinil-acetattal, Celitre immobilizalt
(IT_;};) PS lipaz jelenlétében, diizopropil-
— 7| éterben, -15 °C-on végeztikk. Az
_(%*ee) || cnantiomerdts alkohol [(1S,2R)-13]
(I+eesleer) | | &g észter [(1R,25)-14] termékeket (ee >

02. abra

92%) oszlopkromatografias szétva-
lasztasuk utan, ammonium-hidroxi-
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talizalta. Kivalé enantioszelek-

© 0 fo thltéS (Eacilezés éS Ehidroh’zis > 200)
VDH 1.[ @'“NH jellemezte a 4-fenil-2-azetidi-
(1R.85)-13 K,COyMeOH (1R,88)-15 (15.8R 15 I‘IOIH enzimes ' rezolvatlél‘sait,
‘\ TNH‘OHN “Or NH,OH/McOH mig a 4-(p-tolil)-2-azetidinon
o v & o esetében végzett enzimes re-
O:f/ 4 Bsliplz ( zolvalasok esetében alacso-
N AOH - Rubs%e N~ OCOPr “NOH T nyabb értékeket tapasztaltunk

(15,ER)-13 ( acilezés = 57’ Ehidrolizis = 89)

COOEt COOEt -COOEt
-
NH,"HCI NH, HCI "NH,-HCl

()13 (1R.85)-14
2204 HCVEIOH, A 22% HCVELOH, A

.COOEt Direkt enzimes mddszerek
Hz
‘NH,-HCl

A Cispentacin és enantiomer-

(1R,25)-16 (1R285)17 (15,2R)-16 (15.2R)-17 tiszta szarmazékainak elddllitdsa
1. dbra B-laktamok enantioszelektiv
i gyiiriinyitdsdn keresztiil
o H,0 COOH 0 Nem aktivalt karbociklusos és
(@j{fﬂ %r— (@: I ¢@[/ aciklusos f-laktdmok lipaz-
L) R . 7 . ’
60°C NH, N katalizalt enantioszelektiv
(£)-10, 31-33 (1R,25)-40, n =1 (15,5R)-31 ;e . 1
(IR 257 n =2 (15.6R).10 ‘metanoh,mset [Za] kove’aoer‘l,
(1R25)-41,n =3 (18,7R)-32 igen hatékony és egyszert di-
(1R25)-42, n =4 (15.8R)-33 . )
rekt enzimes moddszert dol-
0 229% HCVEtOH S s .
l'MHCl l ’ goztunk ki elséként karbocik-
COOH ..COOH lusos cisz p-aminosavak szin-
<<%:E l@, tézisére a megfelel6, nem vé-
NH,* HCI "NH,*CIH Jakts E _
(1R.25)-40+HCl, n =1 (15,2R)-40+ HCl, n =1 dett f lak.’famo} (S) 1(,)’ 31-33]
(1R.28)-7- HCL n=2 (18.2R)-7- HCI, n =2 szerves kozegl enantioszelek-
(1R.25)-41+ HCl, n =3 (182R)-41+ HCI, n =3 , A .
(1R,285)-42+ HCl, n =4 (18,2R)-42+HCL, n =4 tiv gyuruny1tasan keresztiil
(2. dbra) [2b].
0 0 0 0 A kivalo enantioszelekti-
CL—IEH O-_gH O?IGH OTIGH vitassal (E > 200) zajlé reakci-
()31 (£)-10 (#)-32 ()33 okbdl [Candida antarctica B
. lipaz (Lipolase) katalizissel, 1
2. dbra paz (Lip ) ,

ekvivalens hozzaadott vizzel,

dos metanolban torténd kevertetéssel alakitottuk a
kivant (1R,25)-15 és (15,2R)-15, Anatoxin-a inter-
medierekké (ee > 93%). Ugyanakkor, az (1S,2R)-13
és (1R,25)-14] gytrlnyitasan, majd ezt kovet6 hid-
rogénezésén keresztiil 8-tagt gytrts telitetlen és
telitett f-aminosav szarmazékokat [(1R,2S5)-16, 17
és (15,2R)-16, 17] allitottunk eld.

A késbbbiekben, hatékony indirekt enzimes
modszert dolgoztunk ki aciklusos p-laktamok, igy
a 4-fenil- és 4-(p-tolil)-2-azetidinonok enzimes
rezolvalasara mind a N-(hidroxi-metilezett)-4-aril-
szubsztitualt p-laktamok enantioszelektiv acilezé-
sén, mind pedig az N-(acetoxi-metilezett)-szar-
mazékok enantioszelektiv hidrolizisén keresztiil
[1c]. Azt talaltuk, hogy a Celitre immobilizalt PS
lipdz mind az acilezést (vinil-butirattal, toluolban,
25 °C-on), mind pedig a deacilezést (EtOH-al,
diizopropiléterben, 40 °C-on) R szelektivitassal ka-

diizopropiléterben, 60 °C-on] nagy enantiomer-
felesleggel (ee > 93%) és jo termeléssel (> 72%) kap-
tuk a termékeket. A mddszer egyik nagy elénye,
hogy a termék aminosav [(1R,2S5)-7, 40-42] és el
nem reagalt laktam [(1S5,6R)-10, (1S,5R)-31,
(15,7R)-32 és (1S,8R)-33] enantiomerek szétvalasz-
tasat egyszerd modon, szerves-vizes extrakcidval
végeztiik. Az eljarast méretnoveltiik és grammos
tételben allitottuk elé a gombaellenes aktivitasu
ciszpentacint  {(1R,25)-2-amino-1-ciklopentankar-
bonsav hidroklorid [(1R,2S5)-40xHCI; ee > 99%, ] és
masik 3 homologjat [(1R,25)-7xHCI, 41xHCI és
42xHCI; ee > 96%].

Direkt enzimes eljarast dolgoztunk ki az 1,4-etil-
és 1,4-etilén-athidalt ciszpentacin, 4j ciszpentacin
szarmazékok el6allitasara, a megfelel6 racém exo-
3-aza-triciklo[4.2.1.0**]nonan-4-on és exo-3-aza-
triciklo[4.2.1.0*°|non-7-én-4-on Candida antarctica B
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leggel (ee > 95%), a meg-
0 H,0 0 felel¢ telitetlen racém
M Sk ﬂb COOH + MA p-laktamok Candida an-
NH ;l:)r%((): NH, HN tarctica B lipdz (Lipo-
lase)-katalizalt enantio-
(+)-34 (1S,2R,35.,4R)-43 (15.2R.,58,6R)-34 szelektiv (E > 200) gyfird-
0 o 0 nyitdsan keresztiil (4.
M CALB LbCOOH . %A dbra). A reakcidkat 1 ek-
Z NH W ’ NH, HN N vivalens hozzdadott viz-
70°C zel, diizopropiléterben,
(£)-35 (1R,2R,35,45)-44 (1R,2R,58,65)-35 70 °C-on végeztiik [2d].
3 dbra Kivalé enantiomerfe-
' lesleggel (ee > 96%) alli-
tottuk el6 a benzocisz-
0 H,0 o pentacint [(1IR,2R)-
@f’gfﬂ Can, C‘[COOH N @r/’ 47xHCl  és  Gj, hat
Soc NH, "*NH [(1R,2R)-48xHCI)], ill.
(£)-36n=1 25)-45,n =1 (15,5R)-36,n =1 héttagt [(1R,2R)-
(rizn=2 A (IS6R-IZ =21 | 495 HCI)] homologjait. A
s COOH (0 racém  3,4-benzo-6-aza-
o Q + @ NH biciklo[3.2.0]heptdn-7-on
70°C h [(#)-37], a 4,5-benzo-7-
‘(3'_11; n 5 26“n 5 (as7RL =1 || aza-biciklo[4.2.0]okt4n-8-
) on [(+)-38] és az 5,6-ben-
4. dbra z0-8-aza-biciklo[5.2.0]
nonan-9-on [(+)-39] enan-
(Dn 0 H,0 COOH (s P tioszelektiv  gytir(inyita-
—CalB * [/ sat (E > 200) Candida
dﬁ:‘g{ 2:;%?: &NH2 s NH antarctica B lipaz (Lipo-
lase)-katalizissel, 1 ekvi-
#)-37,n=1 (1R2R)-47,n=1 (}E»SS)?; valens hozzaadott vizzel,
-2 (rz0ain=2 (36938 || ior-ben, 60 “Coon véger-
tik (5. dbra) [2e]. Fontos
m% HCI lls% HCI A ) L Can
megjegyezni, hogy a Can
COOH (5 .COOH dida antarctica B lipaz
enantiopreferencidgja  a
R™NH, -HCl "N, -CIH korabbiakban bemutatott
gylrtnyitasokhoz képest
(1R,2R)-47-HC (15,25)-47HC] nem, csupan a kiralis
(1R,2R)-48-HCI (15,25)-48-HC1 4 .
(1R2R)-49-HCI (15,25)-49-HCI centrumhoz két6dé szub-
= sztituensek prioritasi sor-
. aora

rendje valtozott.

lipaz (Lipolase)-katalizalt enantioszelektiv (E >
200) gyurtnyitasan keresztiil (3. dbra) [2c]. Az 1
ekvivalens hozzdadott vizzel, diizopropiléterben,
70 °C-on végzett reakcidk, nagy enantiomer-
felesleggel (= 98%) és jO termeléssel eredményezett
termékeket (> 80%) szerves-vizes extrakcioval va-
lasztottuk szét.

Tovabbi funkcionalizalas lehetdségét kinalva,
telitetlen karbociklusos cisz-2-amino-1-cikloalkan-
karbonsavakat [(1R,25)-6, 9, 45, 46] szintetizaltunk
jo termeléssel (= 90%) és nagy enantiomerfeles-

Kornyezetkiméld,  olddszermentes,  Candida
antarctica B lipaz (Lipolase)-kalizalt eljarast optima-
lizaltunk mono-, bi- és triciklusos, valamint 4-aril-
szubsztitualt p-laktdmok enantioszelektiv gytira-
nyitasara. A szerves olddszerben végzett reakciok-
kal 0sszehasonlitva, viszonylag lassubb reakciokat
tapasztaltunk, az enantioszelektivitasi értékek azon-
ban valtozatlanul kivaléak (E > 200) voltak. A reak-
ciok sebességét az enzim mennyiségének noveléseé-
vel gyorsitottuk, az enzim ujrafelhasznalasaval pe-
dig a mddszert gazdasagossa tettiik. Az 1;j, ,,z6ld”



2011/1.

Acta Pharmaceutica Hungarica

129

Az Abacavir és Carbovir

COOEt H,0 ~COOH
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NH; NH; NH;
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intermedierjének enantio-

COOE
(g mertiszta formdban vald
NH, eléallitdsa y-laktamok
USRI enantioszelektiv gyiirii-
i nyitdsin keresztiil [4,9b]

COOH
(g Kidolgoztunk egy 1j en-
zimes eljarast mind N-vé-
dett [(+)-72], mind pedig
szabad NH funkciét [(£)-
70, 71] tartalmazo y-lak-
tamok enantioszelektiv
hidrolizisére (7. dbra). Ki-
valo enantioszelektivitast
(E > 200) értiink el Candi-
()82 da antarctica B lipaz
(Lipolase) enzimet hasz-

NHa- HCI

: ,«COOEt
NH

2

6. dbra

nalva katalizatorként, 0,5
ekvivalens vizet nukleo-

filként és amikor a reak-

HOOC  NH,
H,O 1 3

(1R35)-73

(0]
EIK\IR HOOC  NHR
H,0
— 1 4
CAL-B ‘g

(1S4R)>-74,R=H
(15,4R)-75, R = Boc

ciokat  diizopropiléter-
PG ben, 30 °C-on vagy 65 °C-
4@ on végeztik. A nagy
enantiomerfelesleggel (ee
> 96%), jo termelés mel-
lett (> 84%) kapott el nem
: reagalt y-laktdmot és
gyurlnyilt y-aminosavat
N-védett termékek esetén
oszlopkromatografiasan,

(15,4R)-71,R =H
(15,4R)-72, R = Boc

7. dbra

szabad NH funkciét tar-
talmazd termékek esetén

modszert sikeresen alkalmaztuk a ciszpentacin és
kiilonb6z6 szdrmazékainak enantiomertiszta for-

7 r

maban torténd elballitasara [2f].

A Cispentacin és enantiomertiszta szdrmazékainak
eldallitasa B-aminoészterek enantioszelektiv hidrolizi-
sén keresztiil [3, 9a]

Uj enzimes eljarast dolgoztunk ki karbociklusos
cisz [(x)-77-80] és transz [(x)-81 és (+)-82] B-ami-
noészterek enantioszelektiv hidrolizisére, szerves
kozegben (6. dbra). Nagy enantioszelektivitast (E
altalaban > 100) értiink el gy, hogy a hidrolizist
Candida antarctica B lipaz (Lipolase) katalizissel,
0,5 ekvivalens hozzdadott vizzel, diizopro-
piléterben, 65 °C-on végeztiik. Az eljarassal jo ter-
meléssel allitottunk el6 mind cisz (> 84%), mind
pedig transz (= 88%) enantiomertiszta (ee > 96%)
B-aminosavakat [koztiik a ciszpentacint [(1R,2S)-
40xHCI, n=1)].

pedig szliréssel valasztottuk szét. A mddszer se-
gitségével preparativ mennyiségben (> 5 g) allitot-
tuk el6 az antiviralis Abacavir és Carbovir szinté-
zisének kulcs-intermedierjét, az (1S,4R)-4-amino-
ciklopent-2-én-1-karbonsavat [(15,4R)-74].

A Sitagliptin intermedierjének enantiomertiszta
formdban val6 elddllitdsa B-aminoészterek enantio-
szelektiv hidrolizisén keresztiil

Direkt enzimes eljarast dolgoztunk ki p-aril-szub-
sztitudlt [(x)-85-(1)-99 (a-e)] [5a], p-heteroaril-
szubsztitualt [(+)-85-(+)-99 (f-1)] [5b] és B-arilalkil-
szubsztitualt [(#)-85-(£)-99 (m-0)] [5c] p-ami-
noészterek enantioszelektiv hidrolizisére (8. dbra).
Kival6é enantioszelektivitast (E > 100) kaptunk,
amikor a reakciokat Burkholderia cepacia lipaz [PS
(Celitre immobilizalt), ill. PS-IM] katalizissel, 0,5
ekvivalens hozzdadott vizzel, szerves kozegben
(iPr,O vagy t-BuOMe), viszonylag alacsony hémér-
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Ph iPra0 Ph' 4 Ph* 3 "NH,
(BR*45%)-(£)-22 a0 (35.4R)-23 (2R.35176
11. abra

segitségével, elsoként al-
litottuk el6 enzimes titon,
nagy enantiomerfelesleg-
gel (ee = 97%) és jo terme-
léssel (86%) a 2-es tipusu
diabetes kezelésére al-
kalmazott Sitagliptin in-
termediert [(R)-112 (n)]
[5c].

A Taxol oldalldnc kulcs-
intermedierjének enantio-
mertiszta formaban torténd
elodllitisa

Hatékony direkt enzimes
stratégiat dolgoztunk ki
a racém cisz-3-hidroxi-4-
fenil-2-azetidinon
[(BR*45%)-23] enantiosze-
lektiv (E >200) gytriinyi-
tasara [ba]. A célmoleku-
la  (2R,3S)-3-fenilizosze-
rint [(2R,3S)-76], a daga-
natellenes Taxol oldal-
lanc kulcs-intermedierjét
kivald enantiomerfeles-
leggel (ee > 98%) és jo ter-
meléssel (96%) kaptuk,
amikor a (3R*45%)-23 hid-
rolizisét 0,5 ekvivalens
hozzaadott vizzel, Candi-
da antarctica B lipaz
(Lipolase) katalizissel,
t-BuOMe-ben, 60 °C-on vé-
geztiik (9. dbra). A terméke-
ket szerves-vizes extrak-
cioval valasztottuk szét.

Uj enzimes stratégiat
dolgoztunk ki a (2R,3S)-
3-amino-3-fenil-2-hidro-
xi-propionsav  [(2R,3S5)-
76xHCI] eloallitasara a
racém  etil-(3-amino-3-
fenil-2-hidroxi-propio-
nat)  [(2R*35%)-(x)-113]
enantioszelektiv hidroli-
zisén keresztil [6b]. Ki-
valé enantioszelektivitast
(E > 200) értiink el PS-IM

sékleten (25 vagy 45 °C) végeztiikk. A termék lipazzal, 0,5 ekvivalens hozzdadott vizzel,
aminoészter és aminosav enantiomereket szerves-  diizopropiléterben, 50 °C-on és nyertitk nagy
vizes extrakcioval valasztottuk szét. A mddszer enantiomerfelesleggel (ee > 98%), jO termelés mel-
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ran nyomokban sem volt ki-

COOH . o
COOMe mutathatd racemizacio.
( L. CHN, > ( Néhény példa lathat6 az
NH, 2. (MeCO),0, DMAP NHCOMe ilymédon derivatizalt ami-
(£)-AS (£)-ASA no,savak , (?iszpe,ntacin és
szarmazeékai) gazkromato-
12. dbra grafias enantioszeparalasara
(13. abra).
.| coonte | | - @COOME t Az enantiomertiszta
QCOOMS NHCOMZ NHCOMe Kl‘iSZpil’l A
reiCOMe (@a | o totalszintézise [8]
~ e U 'L G — S iy Totalszintézist dolgoztunk
- — ki a Cardus crispuus novény-
13. dbra

lett (= 90%) a termékeket [(25,3R)-76 és (2R,3S)-
113] (10. dbra), melyek szétvalasztasat szerves-vi-
zes extrakcioval végeztiik.

Uj tipust enzimes szekvenciélis reakciét dol-
goztunk ki és alkalmaztunk sikeresen a Taxol
kulcs-intermedierjének szintézisére. A moddszer
kiilonlegessége, hogy egy racém szubsztrat,
ugyanazon enzim-katalizalt két, egymast kovetd
reakcié eredményeként két kiilonboz6 termeékké
alakul. Esetiinkben, a (3R*45%)-(x)-22 Candida
antarctica B lipaz (Lipolase)-katalizalt hidrolizise
soran jo termeléssel (> 86%) kaptuk a két kiilonbo-
z0, enantiomertiszta (ee > 98%) termeéket [(3S,4R)-
23 és (2R,35)-76] (11. dbra) [6a]. Fontos kiemelni,
hogy a jelen szubsztrat két teljesen kiilonb6z6
egysége vett részt a Lipolase katalizissel, 0,5 ekvi-
valens hozzaadott vizzel, diizopropiléterben, 60
°C-on végzett atalakitasban: a C-3 észter hidrolizi-
se és az amid kotés hidrolitikus hasitdsa.

Dupla derivatizalas [7]

Az eloallitott, és részben bemutatott aminosav
enantiomereink enantiomerfeleslegének meghata-
rozasa céljabdl, altalunk dupla derivatizalas elne-
vezéssel ismertetett analitikai modszert (észtere-
zés és ezt kovetd N-acilezés) dolgoztunk ki (12.
dbra) kiilonbo6z6 cisz és transz karbociklusos és
aciklusos p-aminosavak gazkromatografias elva-
lasztasara. A (diazometannal torténd észterezés és
ezt kdvetd savanhidriddel, 4-dimetilaminopiridin
és piridin jelenlétében végzett N-acilezés par ma-
sodpercet vett igénybe, majd a mintat kozvetleniil
injektaltuk a GC kiralis oszlopara. Jéllehet, a mod-
szert nem kvantitativ meghatdrozas céljaval fej-
lesztettiik, jo validalasi paramétereket mutatott, és
ami a legfontosabb, hogy a szdrmazékképzés so-

bdl izolalt alkaloid, a daga-
natellenes Kriszpin A enantiomerek el6allitasara
enzim-katalizalt kinetikus lépésen keresztiil (14.
dbra). Kivaldé enantiomerfelesleggel kaptuk a ki-
vant termékeket, jollehet a kulcsfontossagti enzi-
mes lépés esetében (aszimmetrikus acilezés vagy
enantioszelektiv hidrolizis), a reakcid centrum
4-atomnyi tavolsagra helyezkedett el a kiralis
centrumtol. Mind az acilezési, mind pedig a
hidrolitikus reakciokat Pseudomonas cepacia PS
lipdz katalizissel, szerves olddszerben végeztiik.
Az alkohol és észter enantiomereket (ee = 96%)
oszlopkromatografidsan valasztottuk szét, majd
az alkohol enantiomereket a megfeleld daganatel-
lenes hatassal biré Kriszpin enantiomerekké ala-
kitottuk (ee = 95%).
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Szerzoi

Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gyogyszerészeti tudoma-
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ség van kiilfoldi folydiratban mar megjelent, kiemelkedd jelen-
téségii kozlemények magyar nyelvi véltozatanak kozlésére is,
az els6 megjelenés idSpontjatol szamitott egy éven beliil, az el-
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gyen az iranyadd, a kémiai kifejezések nevezéktandra és he-
lyesirasara vonatkozoan pedig Erdey-Griiz T. és Csanyi P.: A ké-
miai elnevezés és helyesiras szabélyai. Akadémiai Kiado, 1972.;
F. Csinyi P., Fibidn P. és Honyi E.: Kémiai helyesirési szotar. Md-
szaki Kiad6, 1982.; valamint F. Csdnyi P. és Simdndi L.: Szervetlen
kémiai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyestilete, 1995.

A mértékegységek megjelolésében az SI-mértékrendszer
szabdlyai az iranyadodak.

b) A kézirat felépitése

A kézirat szerkesztéséhez a kovetkezd beosztast kérjiik:

A dolgozat cime (esetleg alcime).

A szerzd(k) teljes neve (tudomanyos fokozatok nélkiil), a szer-
keszt8séggel kapcsolatot tartd szerzd neve csillaggal megjelSlve.

A szerz8(k) munkahelye teljes postai cimekkel, valamint a
levelezd szerzd e-mail cime.

A dolgozat magyar nyelvii 6sszefoglaldsa.

A magyar nyelvii Osszefoglalds terjedelme a dolgozat
hosszatol fliggden 10-20 sor legyen és az altalanos megfogalma-
zasok keriilésével tartalmazza a dolgozat legfontosabb, konkrét
megallapitasait.

Kulcsszavak: A dolgozat tartalmara utaly, maximum 5
kulcssz6 megadasa.

A dolgozat cime angol nyelven, a szerzd(k) neve (keresztnevek
roviditve).

Angol nyelvii sszefoglalds.

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkittizéseit, vala-
mint a vizsgalatok el6zményeibdl és irodalmi hatterébdl annyit,
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez sziikséges.

Key-words: A dolgozat tartalmara utalé, maximum 5 kulcs-
sz6 angol nyelvi forditdsa.

Kisérleti rész, amely tartalmazza a felhasznalt eszkozok és
anyagok, valamint a kidolgozott médszerek pontos leirasat.

Eredmények.

A dolgozatok csak a leirt modszerek teljesitSképességét meg-
felel6en dokumentalé adatokkal fogadhatok el. Ezek megadasa-
nal hasznaljuk a matematikai statisztika korszerti médszereit.

Az eredmények értékelése.

Abracimek.

Kovetkeztetések. Az utébbi két fejezet 6sszevonhaté az
Eredmények c. fejezettel.

Az esetleges koszonetnyilvanitdsok.

Irodalomjegyzék.
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