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Dohanyzas-gyogyszer interakcidk jelentosége
a korszert gyogyszerkutatasban

LAKISZILVIA!, KALAPOS-KOVACS BERNADETT? ANTAL ISTVAN?
KLEBOVICH IMRE*

Belvdrosi Gyogyszertir, 7700 Mohidcs, Szabadsdg u. 26.
2Gydgyszerészeti Intézet, Semmelweis EQyetern, 1092 Budapest, Hégyes E. u. 7.
*e-mail: klebovich.imre@pharma.semmelweis-univ.hu

Summary

Laki, Sz., Kalapos-Kovacs, B., Antal, I., Klebovich, I.:
Importance of drug interactions with smoking in modern
drug research

Drug interaction is a process during which a drug’s fate in the
body or its pharmacological properties are altered by an influenc-
ing factor. The extent of the drug interaction’s effect can vary. The
interaction could result from the modulation by another drug,
food, alcohol, caffeine, narcotics, a drug influencing absorption or
smoking. Moreover, transporter interactions with smoking could
also have a major impact on many drug’s efficacy.

Clinically relevant drug interactions with smoking were clas-
sified in terms of their effect: pharmacokinetic, pharmacodynamic
and transporter interactions.

Policyclic aromatic carbohydrates, found in cigarette smoke,
have enzyme inducing properties. The interaction affects mainly
the hepatic isoenzyme CYP1A2. Interactions caused by smoking
have an effect on all drugs being substrates of and therefore me-
tabolised by CYP1A2. Pharmacokinetic alteration can also occur
during the absorption, distribution and elimination process. The
pharmacodynamic interactions are mainly caused by the effects
of nicotine, a cigarette smoke component. Through interactions,
smoking could also modify the activity of transporter proteins,
altering this way the ADME properties of many drugs.

Since smoking is one of the deadliest artefact in the history of
human civilisation, identifying drug interactions with smoking
is the physician’s and pharmacist’s major responsibility and task.
Moreover, it is necessary to identify the patient’s smoking habits
during a medical treatment.

This review aims to investigate the main types of drug interac-
tions (PK/PD), identify factors influencing the activity of CYP
enzymes and transporters, and also summarize the mechanisms
of the most important drug interactions with smoking and their
clinically relevant consequences (Table II-V1.). Drugs, with ef-
fects somehow altered by smoking-interactions, have been studied.

Keywords: smoking, drug interactions, CYP enyzmes, pharma-
cokinetic and pharmacodynamic mechanisms, efflux ABC and
uptake transporters, ADME

Osszefoglalis

Gydgyszeres interakcidknak nevezziik azokat a folyamatokat,
amelyekben megudltozik egy farmakon szervezetbeli sorsa, illetve
farmakoldgiai hatdsmddosulds torténik valamely tényezé hatd-
sdra. Az interakciok kovetkezményeként kialakulé hatdsvdltozds
stilyossdga eltérd lehet. A kolcsonhatdsok létrejohetnek eqy mdsik
gyogyszer, ételek, alkohol, koffein, kdbitdszer, felszivéddst befo-
lydsolé szerek, valamint dohdnyzds hatdsdra egyardnt. A dohdny-
zds transzporter kélcsonhatdsok révén is befolydsolhatja szdmos
gyogyszer hatdsmechanizmusdt.

A klinikai jelentdségii gydgyszer-dohdnyzds interakciok cso-
portositdsa a hatdsmechanizmus tipusa szerint tortént: igy meg-
kiilonboztetiink famakokinetikai, farmakodindmids és transzporter
kolesonhatdsokat/interakcickat.

A legtobb interakciés mechanizmus a dohdnyfiistben megtaldl-
haté policiklusos aromds szénhidrogének enziminduktor hatdsai-
nak kozvetitésével zajlik. Az interakcid féként a mdjbéli CYP1A2
izoenzimet érinti. A CYP1A2 szubsztritjaiként metabolizdlédo
farmakonok kivétel nélkiil érintettek a dohdnyzds okozta inter-
akciés mechanizmusban. A farmakokinetikai vdltozds ezen kiviil
bekovetkezhet az abszorpcids, a disztribiiciés és az elimindcids
utak barmelyikén. A farmakodindmids kolcsonhatdsok kialakuldsa
leginkdbb a cigarettdban taldlhato nikotin szervezetre gyakorolt
hatdsainak tudhaté be. A dohdnyzds befolydsolhatja a transzport-
fehérjék mitkodését, igy az interakcid révén mddositva szdmos ha-
téanyag ADME tulajdonsdgit.

A dohdnyzds, mint civilizdcids drtalom kovetkeztében a gyogy-
szer-dohdnyzds interakcidk felismerése, azonositdsa az orvosi és
Qyogyszerészi gyakorlat fontos feladata. A beteg dohdnyzdsi szo-
kdsdnak felmérése bizonyos gyogyszeres kezelések sordn elenged-
hetetlen.

A jelen dtfogé kozlemény célja, hogy bemutassa a gyégyszeres
interakcick fobb tipusait (PK/PD) és ezeken beliil a CYP enzi-
mek és transzporterek aktivitdsdt befolydsold tényezoket, tovdbbd
dsszefoglalja a legfontosabb gydégyszer-dohdnyzds interakciok me-
chanizmusait és a fellépd klinikai jelentdségii kovetkezményeket
(II-VI. 6sszefoglalé tdbldzat). Azon gyégyszerhatéanyagok keriil-
tek felsoroldsra, amelyeknek valamilyen iiton-mddon meguvdltozik
a szervezetre gyakorolt hatdsa a dohdnyzds kivetkeztében.

Kulcsszavak: dohinyzds, gyogyszer interakciok, CYP enzimek,
farmakokinetikai és farmakodindmids mechanizmusok, efflux
ABC és uptake transzporterek, ADME
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Bevezetés

A Nicotiana tabaccum — a dohany — felhasznalasa
hosszu idére nyulik vissza. Egyes fejlédé orsza-
gokban a mai napig divatos szokasnak tartjak, mig
az iparilag fejlett tdrsadalmakban az 1960-as évek
ota egyre gyult azon tudomanyos kutatdsok sora,
amelyek a dohdnyzas sulyos egészségkarositd ha-
tasat bizonyitjak. Statisztikai adatok szerint a vila-
gon mintegy 1,3 millidrd ember dohanyzik. Ha-
zank sajndlatos mdédon a vildgranglista élmezd-
nyében helyezkedik el. Magyarorszagon az egy
fore es6 cigarettafogyasztds évi 1623 szal/f6. A fér-
fiak 45,7%-a, a nék 33,9%-a dohanyzik hazankban.
Amennyiben a jelenlegi tendencia folytatodik,
2030-ra a dohanyzas altal bekovetkezett halalozas
minden hatodik embert érinti majd. Vilagszerte a
fiatalok korében nagyjabol minden otodik tiné-
dzser dohanyzik [1]. Az adatok egyértelmtien tiik-
rozik, hogy a dohanyzas mind kozegészségiigyi,
mind tarsadalmi szempontbol lényeges problémat
jelent.

A dohéanyzas egészségkarositd hatdsa régota is-
mert. JelentOs rizikéfaktora a kardiovaszkularis
betegségek, a kronikus obstruktiv tiidébetegség
(COPD), valamint szamos tumoros betegség kiala-
kuldsdnak. Az egészségkarositd tényezok legin-
kabb a dohanyfiistben fellelhet6 karcinogének, va-
lamint egyéb égéstermékek — mint amilyen a szén-
monoxid — hatasanak tudhatok be. A dohanyfiist
lényegében két fazisra oszthatd. A gdazfazisban
képzddnek példaul a szén-monoxid, a nitrogén-
oxid, az ammonia, a szénhidrogének és az aldehi-
dek. A masik fazisban — részecskefazis vagy disz-
perz kozeg — talalhato a dohanyfiist sszetevdinek
fébb hanyada. Ide sorolhatok tobbek kozott a niko-
tin, a policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-
ok), a kiilonb6z6 olddszerek és a katrany. A do-

hanyfiistben mindeddig 0sszesen 69 rakkeltd ve-
gyltiletet azonositottak, ezek koziil 11 bizonyitot-
tan, 7 vegyiilet pedig feltételezhetéen human kar-
cinogén anyag. A dohanyzas soran a szervezetbe
kertilt nikotin jelentés hatassal van a kardiovasz-
kularis rendszer miikodésére. Hatasat a nikotinos
acetil-kolin receptor kozvetitésével fejti ki. Ezen a
receptoron keresztiil zajlik az autoném gangli-
ondris folyamat, valamint a neuromuszkuldris
junkcid is. A szervekre gyakorolt hatdsai egyarant
lehetnek aktivalo, valamint gatlo tipustiak. Az ad-
diktiv hatasok kialakuldsaért a nikotin altal kdzve-
titett dopamin-felszabadulas felel. A fliggdséget a
Jjutalmazé kozpontra” gyakorolt hatds okozza,
amelyet szamos jellegzetes tiinet kisér: ingerlé-
kenység, idegesség, a koncentraciokészség zavara,
nyugtalansag, dlmatlansag, csokkent szivfrekven-
cia, fokozott étvagy [2].

A farmakonok és a dohanyzas kozott kialakuld
kolesonhatasok a gydgyszerek farmakokinetikai
tulajdonsagait modosithatjak. Ezaltal megvaltoz-
hat a hatoéanyag felszivddasa, eloszlasa, metaboliz-
musa, valamint az elimindcié sebessége (ADME).
Ezek az interakciok foként a dohanyfiist-expozicid
kovetkeztében alakulnak ki.

A nikotin farmakodindmids hatasainak kovetkez-
tében a farmakonok hatékonysaga is modosulhat.

A gyobgyszerek és a dohdnyzas kozott fellépd
interakciok kutatdsa a biztonsagos gyogyszeres te-
rapia érdekében kiemelkedd jelentdséggel bir. Az
interakciok felismerése, azok preklinikai és klini-
kai vizsgalata a napi gyogyszerészi gyakorlatban
is fontos szerepet jatszik.

Elméleti hattér

Gydgyszerkolcsonhatasrol beszéliink, amikor egy
gyogyszer (hatéanyag) hatdsa megvaltozik egy

- Gyogyszer
- Etel
- Alkohol
- Dohdnyzds

Gyégyszer < _Koffein

- Transzporter

- Pszichoaktiv vegyliletek (drog)
- Gyomorsavszekrécid gatlo- és serkentod szerek

~ - Gyogyszertechnoldgiai

~

>— Interakcio

=¥

1. dbra: A gyogyszerkutatdsban vizsgdlando fobb interakcidk tipusai
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masik gyogyszer (hatdanyag), étel, ital vagy vala-
milyen kiilsé kémiai anyag jelenlétében (1. dbra)
[3]. Egy amerikai felmérés szerint a korhazi beuta-
lasok mintegy 3%-a a gyogyszerkolcsonhatasok
kovetkeztében torténik [4].

A kolcsonhatasok kialakulasa szamos tényezo-
tol fligg. Az egyéni érzékenység mellett példaul
az életkor, a genetikai tényezdk, a betegségek, az
elfogyasztott étel, a transzporterekre gyakorolt
hatasok, a polifarmdcia, valamint a kiilonb6z6
kornyezeti tényezOk — igy a dohanyzas is — egy-
arant befolyasolhatjak az interakciok kialakulasat.
A sikeres gyogyszeres terdpia elengedhetetlen ré-
sze a lehetséges interakciok ismerete annak érde-
kében, hogy az esetleges nem kivant hatasok elke-
riilheték legyenek. Az interakciok kovetkezmé-
nyeként megjelend hatasvaltozas mértéke, sulyos-
saga rendkiviil eltérd lehet. Karos kovetkezmény-
ként a kivant hatds n6 vagy csokken, a nem kivant
hatas fokozodhat, illetve 4j, nem vart hatas ala-
kulhat ki.

A gyogyszerek és a dohanyzas kozotti interakci-
o0k farmakokinetikai (PK) és farmakodinamias
(PD) mechanizmusok révén egyarant létrejohet-
nek. A dohanyzas kovetkeztében el6fordulo far-
makokinetikai valtozasok létrejohetnek a felszivo-
das, a disztribucid, a metabolizmus és az exkrécio
folyamatainak befolydsoldsa révén. A legfonto-
sabb interakcidk a metabolikus atalakulds soran
torténnek. A farmakodindmias interakciok féként
receptoridlis szinten kialakulé kolcsonhatésok,
amelyek leginkabb a nikotin hatadsanak tudhatdk
be [5]. A tovabbiakban a lehetséges interakcids
mechanizmusokat a fent emlitett csoportositas
szerint mutatjuk be, kiegészitve a legtjabb transz-
porter kolcsonhatasok eredményeivel.

Farmakokinetikai interakciok

Abszorpcio sorin bekivetkezd
farmakokinetikai interakciok

Az I-es tipusu inzulindependens diabetes mellitus
soran alkalmazott inzulin farmakokinetikai inter-
akcioja dohanyzassal az abszorpcié soran megy
végbe. Feltételezések szerint a dohanyzas kovet-
keztében a periférian kialakulo vazokonstrikcid
eredményeként csokken az inzulinnak a szubkutan
szovetekbdl a vérbe irdnyuld abszorpcidja [6]. A
kialakuld kolcsonhatasok elkeriilése érdekében a
dohanyzas abbahagydsa erdsen indokoltta valik. A
leszokast kovetéen fokozottabb vércukor-kontroll
sziikséges [7].

A szedatohipnotikumként alkalmazott gluteti-
mid esetében a csokkent pszichomotoros hatasért
(csokkent relativ bioldgiai hasznosithatosag — F, |
érték) — az eldbbi példaval ellentétben — feltehetd-
en a dohanyzas kovetkeztében kialakul6 fokozott
abszorpcios folyamat a felel6s [8].

A H2-blokkoloval (cimetidin, nizatidin, ranitidin)
kezelt dohanyos betegek terdpidja hosszabb idét
vesz igénybe, valamint a nyombélfekély kitjulasi
esélye sokkal nagyobb. A cimetidin és ranitidin hata-
sa fokozodik a terapidval egyidejlileg torténd niko-
tin bevitellel [9, 10]. A gyorsabb gydgyulas és a ha-
tékonyabb terapia érdekében tandcsos a beteget
meggy0Ozni, hogy hagyjon fel a karos szenvedéllyel.

A dohéanyzas hatasara bekovetkezd, a felszivo-
dast jelentésen befolyasold efflux és uptake
transzporter interakcidkat kiilon fejezetben foglal-
juk Ossze.

Disztribuicio sordn bekovetkezd interakciok

A felszivodast kovetden a gyogyszermolekuldknak a
szisztémas keringésbdl a célszovetekhez kell eljut-
niuk. A gyogyszerek eloszldsa szamos tényezo6tol
fligg (pl. szoveti vérellatas, a gyodgyszer szovetek
iranti affinitdasa), am a kolcsonhatas létrejottének
szempontjabdl a plazmafehérjékrdl valo leszoritas-
nak van nagy jelentdsége. Az o savas glikoprotein
(x,-AGP) elsésorban a bazikus karakterti gyogysze-
reket koti, ilyen példaul az alprazolam. A dohanyzas
noveli az AGP-k mennyiségét, ezaltal befolyasolja a
gyogyszer egyes famakokinetikai paramétereit [11].
Az alprazolammal végzett retrospektiv vizsgalat
eredményei alapjan megallapithat, hogy a gyogy-
szer latszolagos megoszlasi térfogata (V,) 17%-kal
alacsonyabb értéket mutatott dohanyosokban a nem-
dohanyzok paramétereihez képest [12]. Erés doha-
nyosokban a Parkinson-kor kezelésében alkalmazott
amantadinnal végzett vizsgalat soran magasabb lat-
szolagos megoszlasi térfogat (V,) értéket regisztral-
tak. A vizsgalat soran gazkromatografiaval (GC) ha-
taroztak meg a plazma-, valamint a vizelet amantadin
koncentraciojat. A biologiai felezésiidd (t*) ), a termi-
nalis elimindcios sebességi allando (f), a teljes gorbe
alatti teriilet értékének (AUC ), valamint a plazma
clearance meghatarozast kovetden, a clearance (Cl/B)
Osszefliggést alkalmazva allapitottdk meg a latszola-
gos megoszlasi térfogat értékét [13].

Metabolikus gydgyszer-interakcidk

A gyogyszermetabolizmus sordn a farmakon ak-
tiv vagy inaktiv, esetleg toxikus metabolitta ala-
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kul. Az atalakulds sordn a lipofil ve-
gyliletekbdl polarosabb, vizoldékony és
igy kitirithetd metabolitok képzddnek.

NADPH+ H*+ O,+ Drug — NADP*+ H O+ Drug-OH

A biotranszformacioé I. fazisdban a f6-
szerepet a citokrom P-450 enzimek

2. dbra: A CYP-450 enzimek szerepe a gyogyszer metabolizmusban

jatszak, az UGT-k (uridin-5-difoszfat-gliikuronil-
transzferdzok) pedig a fazis II. reakciok legfonto-
sabb résztvevoi, melyek gliikuronizacios és egyéb
konjugacios folyamatot katalizalnak. A metaboli-
kus gyogyszerkolesonhatas soran a xenobiotikum
atalakuldsa valtozast szenved enzimindukcio
vagy enzimgatlas révén [14]. Az indukcio sordn az
enzimaktivitds fokozodasanak hatterében foként a
fehérjeszintézis all, melynek kovetkeztében no-
vekszik az enzimek szervezeten beliili mennyisé-
ge. Az indukcid a clearance fokozddasat is jelenti.
Az enzimindukci6 terdpids jelentdségii, hiszen
modosithatja az alkalmazott gyogyszer hatékony-
sagat, melynek koncentrdcidja a sziikséges szint
ala csokken. Az enzimaktivitas fokozatosan valto-
zik, akdr indukcios folyamatrol, akar inhibiciordl
beszéliink. Szdmos enzimekre specifikus induktor
vegyiiletet ismeriink. Az enzimmukodés fokoza-
sara nem csupan gyogyszervegyiiletek képesek,
induktor tulajdonsaggal bir példaul a faszénen
siilt grillezett htisok fogyasztasa, az alkohol- és a
koffeinbevitel, valamint a dohanyfiist/dohanyzas.
A farmakokinetikai kolcsonhatdsok leggyakoribb
megjelenési formdja a metabolizmust érintd inter-
akcios folyamatok. A mindennapi gyakorlat és a
terdpids protokollok szerves része ezen interakci-
ok ismerete, felismerése €s sziikség esetén a tera-
pia korrigalasa.

A citokrom P-450 enzimcsalad tagjai, vagy mas
néven kevert funkcidju oxigenazok a gyogyszer-
metabolizmus oxidativ, 1. fazisu reakcidjanak
résztvevdi. Szinhelye a sima felszini endoplaz-
mas retikulum membréanjadhoz kotott mikro-
szomalis poliszubsztrat monooxigendz enzim-
rendszer (MFO). A citokrom-P450 izoenzimek
szama jelenleg sok szazra tehetd, ezeket csaladok-

ba és alcsaladokba soroljuk a gén-ndmenklatura
szerint. Osztalyozasuk az adott aminosav-0ssze-
tétel, illetve a génszekvencidik azonossaga, kii-
lonbozdsége szerint torténik, hiszen minden
CYP-P450 enzimet specifikus gén kodol. A gének
alléljai lehetnek vad tipustiak — az atlagnépesség-
ben leggyakrabban el6fordul6 allél — és varian-
sok. Ezen allélek kombindcioi eredményezik az
egyénre jellemz6 csokkent aktivitasu, gyors vagy
ultragyors metabolizacids folyamatokat. Ezt a
fenotipus szerinti osztdlyozast masképpen a
gyogyszer-metabolizalé enzimek genetikai poli-
morfizmusanak is nevezziik. Az oxidacios folya-
mat lényegét tekintve els6ként egy oxigénatom
épiil be a molekuldba, mely soran a molekula
egyik része a gyogyszermolekuldhoz kapcsoldodik,
masik része pedig vizzé redukalodik (2. dbra).
Ezen folyamat létrejottéhez redukalt NADPH és
O, sziikséges, a folyamat szinhelye ennek kovet-
keztében az endoplazma-retikulum foszfolipid
rétege [15].

A gydgyszerek metabolizmusaban legf&bb sze-
repet a CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5 és
a 3A7 izoenzimek jatsszak. Ezen enzimek indukci-
Oja és gatlasa gyogyszer-interakciok kialakuldsat
eredményezhetik. Szamos ilyen enziminduktor és
enziminhibitor vegyiiletet ismeriink, amelyek be-
folyasolhatjak a citokrom enzimek aktivitasat (I.
tablazat). JelentGs szamt enzim részt vesz a
gyogyszerek biotranszformadciojaban. Az enzimin-
duktor agensek novelhetik a vegyiiletek metabo-
lizmusat, ennek eredményeként csokkenhet a te-
rapias hatékonysag. Ezen kiviil fokozhatjak egy
adott szubsztrat aktiv metabolitta vald atalakula-
sat, ily modon novelve a vegyiilet potencialis toxi-
citasat [15-18].

I. tablizat
A citokrém enzimek aktivitdsit befolydsold tényezok
Fontos tényezdk CxP
1A1 | 1A2 | 2A6 | 2A13 | 2B6 | 2C9 | 2C19 | 2D6 | 2E1 3A 3A4 | 3A5
Etel + + + + + + + + + +
Koffein + +
Dohanyzas + + + + + + + + +
Alkohol + + + +
Gydgyszer + + + + +
Farmakogenomika + +

+ = Interakcidk lehetdsége a feltiintetett izoenzimek és a befolydsold tényezdk kozott [17, 80-99]
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II. tablazat

A dohdnyzds és a nem-pszichotrdp gydgyszerek kozott fellépd interakciok

Hat6anyagok és hatastani | ATC kédok Fellépd interakcié kovetkezménye Irodalmi hivatkozas
csoportositasuk
Antiarritmids szerek
1/B csoport:
mexiletin C01BB02 A mexiletin CYP1A2 indukcidja altal fokozott (73]
gyogyszer eliminacid jellemzd.
I/C csoport:
flekainid C01BC04 A fokozott clearance kovetkeztében
alacsonyabb a plazmakoncentracié [22]
dohéanyosokban.
Eqyéb:
adenozin CO1EB10 Az arritmia kezelése soran dohanyosok 52]
esetében nagyobb dézis sziikséges.
Analgetikumok (szintetikus opioidok, kokain)
propoxifen NO02AC04 A gyobgyszerek éltal kozvetitett
fajdalomcsillapité hatas mértéke csokken
a dohanyos egyénekben. A dohdnyzas fokozza
a farmakonok metabolizmusét. [54]
pentazocin NO02ADO1 A pentazocin dozisat dohanyosokban
40-50%-kal sziikséges novelni.
kokain NO1BC01 Az isémia kockazata jelentdsen fokozddik. [55]
Antihipertenziv szerek
[-blokkolok:
atenolol C07AB01 A dohanyzas kovetkeztében csokken
a p-blokkoldk szivre és vérnyomasra gyakorolt
metoprolol CO7ABO2 jotékony hatésa. A farmakonok gyorsabb [49, 50, 51]
propranolol C07AAD5 eliminacidja miatt dohanyosok esetében
oxprenolol C07AAQ02 novelni kell a dozist.
H2-receptor blokkoldk
cimetidin A02BA01 A dohanyzas csokkenti a cimetidin és a
ranitidin A02BA02 ranitidin plazmakoncentracidjat. A famotidin
Iy plazmaszintje azonban nem valtozik. A H2- [9, 10]
famotidin A02BAO3 | p1okkoléval kezelt dohanyos betegek lassabban
gyogyulnak és gyakoribb a fekély kitjuldsa.
Nemszteroid gyulladdscsokkentdk (NSAID-ok)
diflunizal NO02BA11 A diflunzal clearance 35%-kal nagyobb [74]
fenilbutazon NO1AAO1 dohanyosokban. A fenilbutazon plazma 75 76
MO2AAO01 bioldgiai felezési ideje csdkken. Fokozott 75, 76]
metabolizmus, a paracetemol-toxicitas
paracetamol NO2BE0O1 vesz%lye . (76, 77]
Helyi érzéstelenitok
lidokain NO1BB02 A metabolizalé enzimek (3A4) indukcidja 37]
révén csokken a lidokain biohasznosithatosaga.
ropivakain NO1BB09 A ropivakain terapias hatasa a CYP1A2 enzim (78]
indukcids folyamatai altal csokken.

A CYP1A2 enzim lényegében egy fehérje, melyet
515 aminosav épit fel, a citokrom P450 szupercsa-
lad egyik fontos tagja [19]. Emberben kizarolag a
majban talalhaté. Az 1A2 szadmos vegyiilet
metabolizacidjanak résztvevdje. Tobbek kozott szte-
roidok, zsirsavak, gyogyszerek biotranszformacios
folyamatainak elsédleges szerepldje. A CYP1A2 a
vegyszerek lebontasaban is részt vesz, ilyenek pél-
daul a sokgytirlis aromas szénhidrogének (policik-

lusos aromas hidrokarbonok -PAH-ok). A két és
harom gytrtis PAH-ok nem karcinogének, mig sza-
mos négy, 6t és hat gytriibdl allo vegyiilet rakkeltd
hatast. A négy gytriis kondenzalt policiklusos aro-
mas hidrokarbonok egyik képviseldje a 1,2,5,6-di-
benzantracén nevii vegyiilet [20]. A PAH-ok kozé
sorolhatjuk a kornyezetben el6fordulé dohanyfiis-
tot, a benzin és dizelolaj tizemanyagok és az oldo-
szerek szamos alkotorészét.
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II1. tablazat

Dohdnyzds - antidepresszins gydgyszerek interakcidi

Hatoanyagok és hatastani csoporto- | ATC kodok Az interakci6 kovetkezménye | Irodalmi hivatkozas
sitasuk

Triciklusos antidepresszansok (TCA-k)

amitriptilin NO6AAO9 | A dohényfiist indukalja a majbé-

klomipramin NO6AA04 li gydgyszer-metabolizal6 enzim

dezipramin NO6AAOL (CYP1A2) miikodését. [33]

imipramin NO6AAQ02 Csokkent antidepresszans hatas

nortriptilin N06AA10 varhato.

Preszinaptikus alfa2 receptor antagonistik

mirtazepin N06AX11 A dohanyfiist enziminduktor-

mianszerin NO06AX03 ként hat a CYP1A2 enzim mi- [16, 23]

kodésére.

Szelektiv-szerotonin-visszavétel gatlok (SSRI-k)

fluvoxamin NO6ABO08 Feltételezhet6en a CYP1A2 altali
metabolizmus fokozddik. Doha- 34, 35]
nyosokban jelentésen csokken a ’

szérum koncentracio.

Interakciok a CYP1A2 enzimmel
(antipszichotikus és antidepresszins szerek)

A dohanyfiistben megtaladlhatd policiklusos aro-
mas szénhidrogének (PAH-ok) erés induktorai a
majban taldlhato citokrom P-450 1A1, 1A2 és 2E1
izoenzimeinek [21]. Egyéb vegyiiletek — aceton, pi-
ridin, nehézfémek, benzol, szénmonoxid, nikotin-
szintén kolcsonhatasba léphetnek az el6bb emlitett
hepatikus enzimekkel, azonban ezek hatdsa kevés-
bé jelentds. Az interakcio kialakulasdanak kovet-
keztében csokkenhet azon gyodgyszerek farmako-
légiai hatdsa, amelyek metabolizmusa a fent emli-
tett enzimek kozremtikodésével megy végbe [22].
Szamos gydgyszer metabolizmusat befolyasolja a
CYP1A2 enzim indukcidja révén a dohanyzas. A
legfontosabb farmakokinetikai interakcidban részt
vevl hatastani gyogyszercsoportokat mutatjak be
az Osszefoglald tablazatok (II-VI. tablazat).

Az antipszichotikumok metabolizmusa fokozo-
dik a dohanyfiist hatasara. A butirofenonok, a
fenotiazinok és fenotiazin-szarmazékok biotransz-
formacidja egyarant indukalhaté dohanyfiisttel.
Az indukcié eredményeként a gyogyszerek hata-
sanak gyengiilése figyelhet6 meg, igy esetleges
doziskorrekcid (dozisemelés) valhat sziikségessé
[23]. Az atipusos szerek kozé tartozo klozapin meg-
lehetdsen sziik terdpids szélességgel rendelkezd
gyogyszer, mely fOként a CYP1A2 enzim 4altal
metabolizalodik. Dohanyos és nemdohéanyos sze-
mélyek szérum klozapin szintjeit vizsgaltak azonos
dozisu gyogyszerelés mellett. A tanulmany sze-

rint a dohanyosok plazmakoncentracidja 18%-kal
alacsonyabb értéket mutatott, mint a nemdohany-
zok esetében. A dozist illetéen szignifikdns kii-
lonbséget a napi 100 mg-os adagolas esetén észlel-
tek. Egy masik retrospektiv vizsgalat soran 86%-
kal fokozott clearance-értéket regisztraltak doha-
nyosokban [24]. A skizofrénia és a bipolaris mani-
as depresszié kezelésében hatdsosnak bizonyuld
olanzapinnal szintén szamos kontrollalt vizsgalatot
végeztek. A résztvevOket dohanyzasi szokdsaik
alapjan, a napi elszivott cigarettamennyiség sze-
rint csoportositottak. Mindegyik vizsgalt személy
napi egyszer reggelente 10 mg olanzapint kapott
(Zyprexa®). Az adott idépontokban levett vérmin-
takbol HPLC segitségével hataroztdk meg a plaz-
makoncentraciot. A meghatdrozott paraméterek
vilagosan mutatjak, hogy a gyogyszer farmako-
kinetikdjat milyen mértékben befolyasolhatja a
dohdanyzasi szokas (3. dbra). Az adatok alapjan
megallapithato, hogy jelentds az eltérés a csopor-
tokat tekintve a hatéanyag plazmaszint csticskon-
centracio eléréséhez sziikséges id6 (t__ ), a maxi-
malis plazmakoncentracié (C__ ) a teljes gorbe
alatti teriilet (AUC, ) értékeit illetéen, valamint a
megoszlasi és eliminacids értékeket dsszehasonlit-
va egyarant kiilonbség mutatkozik. Az AUC_ ér-
tékei novekvd sorrendben a kdvetkezok: erds do-
hanyosok < gyenge dohanyosok < nemdohany-
z0k. A legmagasabb clearance (Cl) érték az el6bbi-
ekbdl kovetkezden az erds dohanyzasi szokdsok-
kal rendelkezd személyeknél mutatkozott (49,7
1/h vs. 11,2 1/h) [28]. A kordbbiakban leirtak alap-
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1V. tablazat

Dohdnyzds — szedatohipnotikumok/anxiolitikumok kozott fellépd interakcick

Hatdéanyagok és hatastani ATC kodok Fellép6 interakcio kovetkezménye | Irodalmi hivatkozas
csoportositasuk
Benzodiazepinek (BDZ)
alprazolam NO5BA12 Enzimindukcio kovetkeztében fokozott
diazepam NO5BAO1 metabolizmus, csokkent szedativ hatas
lorazepan NO5BAO6 varhaté. A nikotin CNS-re gyakorolt [11, 12]
oxazepam NO5BA04 hatédsa révén gyeng?'bb lesz a terapias
hatas.
diazepam NO5BAO1 Dohanyosok esetén nagyobb dézisu (53]
klordiazepoxid NO05BA02 BDZ sziikséges.

A dohdnyzds és a periférids tamaddspontii izomrelaxdnsok interakcioi

V. tablazat

Hatdéanyagok és hatastani
csoportositasuk

ATC kodok

Fellép6 interakcio kovetkezménye

Irodalmi hivatkozas

Kozepes hatdstartamii, nem depolarizdl6 izomrelaxdnsok

Dohanyosok esetén 25%-kal nagyobb

doézis sziitkséges a hatas fenntartasdhoz.

atrakurium MO03AC04
rokuronium MO03AC09
vekuronium MO3ACO03

Alacsony dozisu nikotin stimulalja a
neuromuszkuldris junkciét, nagyobb
dozisa nikotin blokkolja a transzmissziot.

[47, 79]

Dohdnyzds — antipszichotikumok interakcidi

VI. tabldzat

Hatdanyagok és hatastani cso- | ATC kodok Fellép6 interakcio kovetkezménye | Irodalmi hivatkozas
portositasuk
L. generdcids antipszichotikumok
Fenotiazinok:
klérpromazin NO5AA01 Metabolikus CYP1A2 enzimindukci-
flufenazin NO5AB02 0s folyamat. Az antipszichotikumok [70]
perfenazin NO5ABO03 mellékhatdsai gyakoribba valnak.
Tioxantének:
tiotixen NO5AF04 Dohanyosok szdmara nagyobb (71]
antipszichotikum dozis sziikséges.
Butirofenonok:
haloperidol NO5ADO1 Dohanyosokban a farmakon 44%-kal
nagyobb clearance-értéke jellemz6 az [30-32]
CYP1A2 indukcidja révén
II. generdcids antipszichotikumok
Dibenzepinek:
klozapin NO5AHO02 Fokozott gydgyszermetabolizmus a
olanzapin NO5AHO03 CYP1A2 enzimindukcioja révén. Na- [25-29]
zotepin NO5AX11 gyobb dozis sziikséges dohanyosok
esetében.
Egyéb heterociklusos vegyiiletek:
szertindol NO5AE03 A farmakon gyorsabb clearance-e [72]

jellemz6 dohanyosokban.

jan az antipszichotikus kezelés sordn a gyogyszer
terapias monitorozasa (TDM) indokoltta valik a
terapia hatdsossaganak érdekében. Ezek értelmé-
ben figyelembe kell venni az olanzapinnal kezelt

beteg dohdnyzasi szokasait, testsulyat, egyéb mo-
dositd tényezoket és amennyiben lehetséges re-
gisztralni kell a plazmakoncentraciét. A farmako-
kinetikai adatok elemzésével konnyebben tervez-
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het6 a beteg egyéni gyogyszeres adagolasa [26].
Amennyiben a beteg szeretne leszokni a dohany-
zasrol, a dozist fokozatosan kell csokkenteni a
mellékhatasok és a toxikus hatdsok elkertilése ér-
dekében [25]. Ertelemszerten amennyiben a nem-
dohanyzo olanzapinnal kezelt paciens raszokik a
dohanyzasra, a dozist ajanlatos fokozatosan
1,5-szeresére novelni [27-29]. Ezek az adatok fon-
tos informdciot adnak az individuadlis terapia he-
lyes beallitasahoz.

A skizofrénia terdpidjaban alkalmazott halo-
peridol metabolizmusa szintén indukalhaté do-
hanyfiist altal. Biotranszformacidja fokozodik a
CYP-enzimek és glukuronizacios folyamatok in-
dukcidja révén, melynek eredményeként 44%-kal
né a haloperidol clearance értéke [30-32]. Az anti-
depresszansok atipusos szerei kozé sorolhato
mirtazapin €s mianszerin a preszinaptikus o,-
receptor gatldi. A triciklusos szerekhez hasonlo-
képp e gyogyszerek vérszintje is modosul do-
hanyfiisttel valo tartos expozicié sordn [23]. Mivel
a depresszioval kezelt betegek korében magas a
dohanyosok szdma, ezért a terapia hatékonysaga
szempontjabol lényeges, hogy lehetéség szerint
olyan farmakont alkalmazzunk, amely esetében
az interakcids mechanizmus kizarhatd. A maproti-
lin terdpids hatékonysagat klinikai vizsgalatok
szerint nem befolyasolja a dohanyzasi szokas [33].
A fluvoxamin hatdéanyagot tartalmaz6 Luvox® ora-
lis készitmény FDA (Food and Drug Administ-
ration) altal kiadott el6irdsaban figyelmeztet, hogy
a dohanyzas kovetkeztében 25%-kal fokozddik a
gyogyszer metabolizmusa, tehat sziikségessé va-
lik a dozis emelése kronikus dohanyos betegek
esetében [34, 35]. Az antipszichotikus szerek és a
dohanyzas kozott fellépd legfontosabb interakcidok
a VI. tablazatban lathatok.

Interakcio a CYP3A enzimmel

A CYP3A enzim és a dohanyzas kozott fellépd
esetleges interakcid lehetdségét szamos vizsgdlat
tdmasztja ald. A teljesség kedvéért azonban meg
kell emliteni, hogy ez az induktorhatas valdszint-
leg szubsztratfiiggd. Ilyen CYP3A szubsztrat tob-
bek kozott az elérehaladott kolorektélis karcinoma
kezelésében alkalmazott irinotekin, melynek
farmakokinetikajat bizonyitottan befolyasolja a
dohanyzas. Az interakci6 feltehetéen a nikotin
CYP3A enzimre kifejtett indukciés mechanizmu-
sanak koszonhet6 [36]. A propoxifen analgetikus
aktivitasanak csokkenése, valamint a lidokain fo-
kozott metabolizmusa a dohanyzas altal kozveti-

—O—nem dohanyz6

20 -0+ gyenge dohanyos

—&—erés dohanyos

Plazmakoncentracié (ng/ml)

0 20 40 60 80 100 120
Idé (6ra)

3. abra: Dohdnyzas hatdsa az dtlagos plazmakoncentrdcio
vdltozdsdra 10 mg olanzapin napi egyszeri adagoldsdt
kovetben, irodalmi adatok alapjin [28]

tett enzimindukcids folyamatokkal magyarazhato.
A lidokain esetében a fokozott metabolizmust
gyorsabb eliminacio koveti, amely csokkent bio-
hasznosulast eredményez. A dohanyzodk és a nem-
dohanyzdék AUC,  értékei (152 dohanyosok vs.
479 nemdohanyzodk) szignifikdns eltérést mutat-
nak [37].

Interakcio az UGT (uridin-5"-difoszfit-gliikuronil-
transzferdz) enzimekkel

Bar a metabolikus interakcidk legnagyobb részét a
CYP enzimek indukcidja vagy gatlasa eredménye-
zi, fontos megemliteni az UGT-k enzimatikus in-
terakcidit is. A metabolizmus II. fadzisaban a leg-
fontosabb enzimek az uridin-5-difoszfat-gliiku-
ronil-transzferdzok csalddjaba tartoznak. A
gyogyszerek metabolizmusaban legf6bb szerepe
az UGT1A csaladnak van [38]. Az el6z6ekben mar
emlitett tumorgéatldé hatdsa irinotekdn aktiv
metabolitja, az SN-38 atalakuldsa inaktiv SN-38G-
vé az UGT1Al katalizalasaval torténik. A cigaretta
egyes adalékanyagai specifikus induktorai az
elébb emlitett enzimnek. Mindezek kovetkeztében
csokken az irinotekdin aktiv metabolitjaval valo
szisztémds expozicid lehetdsége, ezaltal kisebb
lesz a terapias hatds. Az interakci6 elkeriilése és a
terdpia hatdsossaga érdekében a dohdnyzas abba-
hagyasa, vagy a tumorellenes szer ddzisanak
emelése javasolt [36].
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Az elimindcios folyamat sordn bekdvetkezo interakcick

A heparin-szarmazékok és a dohanyzas kozott fel-
1épé interakcié mechanizmusa egyeldre nem tisz-
tazott. Vizsgalatok tdmasztjak ald azonban a tényt,
miszerint dohanyosokban fokozott Kkiiiriilés és
csokkent bioldgiai felezési-id (t*,) jellemzd a
heparin farmakokinetikajat tekintve [39]. A nemdo-
hanyzokra jellemz6 0,97 éras biologiai felezési id6-
hoz képest rovidebb (0,62 6ra) ugyanezen paramé-
ter értéke dohanyosokban [40]. Mindezek alapjan
indokolt a dohdnyzasi szokasok figyelembevétele
az antikoaguldns terapia megkezdésekor.

Fontos megemliteni az aszkorbinsav-dohanyzas
kozott fellépd interakcidt. A dohdnyosok esetében
jellemzden alacsonyabb a szérum aszkorbinsav-
koncentracié6 a nemdohanyzok plazmaszintjéhez
képest. A csokkent plazmaszint feltehetéen a me-
tabolikus folyamat soran lezajlo interakcionak ko-
szonhetd. Csokkent abszorpcids folyamat, foko-
zott metabolizmus, fokozott eliminaciés mecha-
nizmus egyarant befolyassal lehetnek a C-vitamin
szérumkoncentraciojara. Farmakokinetikai vizsga-
latok eredményei bizonyitjak, hogy a plazmakon-
centracio novekedése nem dozisfiiggd (nem linea-
ris farmakokinetika). 200 mg oralis d6zist megha-
lado6 dézisok esetén mar nem tapasztaltak jelentds
szérum-koncentracidszint emelkedést. Ezek alap-
jan javasolt a dohdnyosok napi aszkorbinsav dézi-
sat napi 124-200 mg-ra emelni [41].

Famakodinamias interakciok

Farmakodindmids interakcié alatt a gyodgyszer
szervezetre adott azon valaszat értjiik, amely vala-
mely befolyasolo6 tényezd hatdsara modosul. A do-
hanyzas okozta farmakodindmids interakciok ki-
alakuldsaért féként a nikotin felel. A nikotin lénye-
ges hatast fejt ki a neuromuszkulasris junkciora, a
vegetativ ganglionokra, és a kozponti idegrend-
szerre egyarant [42]. Az ionotrop receptorok csa-
ladjaba tartozé nikotinos acetil-kolin (n-Ach) recep-
tor kationokra ateresztd, melynek sordn a K'- és
Na* -ionok aramldsat az elektrokémiai gradiens
hatdrozza meg [43]. Alapvetéen két csoportjat kii-
16nboztetjiik meg: az izom- és a neurdlis tipusta
receptorokat, amelyek alegységeikben térnek el
egymastol. A nikotin a szivizomra kozvetlen ha-
tassal van: el6szor izgatja, majd bénitja azt. A pul-
zust emeli, szimpatikus talsalyt okoz. A
vaguszizgalom kovetkeztében a vérnyomads eld-
szOr csokken, majd az adrenalin kidramlasat ko-
vetden emelkedik. A gasztrointesztinalis traktus-

ra szintén stimulald, perisztaltikat fokozé hatassal
van. Fontos megemliteni mindezek mellett a va-
randos méhre gyakorolt stulyos vazokonstriktor
hatasat. A kozponti idegrendszerben a periférids
hatdsokhoz hasonléan el6szor stimuldns jellegti
valtozasokat, majd ezt kovetben gatlast idéz eld.
Hatast gyakorol a légz6kozpontra, a hanyaskoz-
pontra, a vazomotorcentrumra. A striatumban
acetil-kolin felszabaduldst okoz, az extrapirami-
dalis rendszerben fokozza a dopamin kiaramlasat
[44]. A nikotin farmakoldgiai hatdsai a nemdo-
hanyzok és a kronikus dohanyosokat tekintve el-
téréek. Az el6bbi esetben ugyanis akut hatdsokrdl
beszélhetiink, az utdbbi soran azonban a nikotin
okozta dependencia kialakuldsaval is szamolni
kell [45]. A dohanyzashoz val6 hozzaszokas a niko-
tin pszichés hatasainak koszonhetd, melyek lehet-
nek stimulativak és anxiolitikusak egyarant. Sti-
muldns hatdsat a mezolimbikus rendszer dopa-
minerg neuronjain fejti ki dopamin felszabaditas
révén. A nikotin stresszhelyzetben fellép6 nyugta-
té hatasa szintén a nikotinos acetil-kolin recepto-
ron keresztiil valosul meg [46].

A neuromuszkuldris junkcié n-Ach receptorai dltal
kozvetitett hatisok

A neuromuszkuldris junkcié az a pont, ahol az
idegingeriilet az izomrostra attevédik. A szinap-
szisban nikotinérzékeny acetil-kolin receptor taldl-
hatd. A nikotin a motoros végkésziilékben depo-
larizal, ingerld hatast. Allatkisérletek bizonyitjdk
az Osszes izomcsoportra kiterjedd fibrillacios hata-
sat. Az ingerlés azonban csak atmeneti hatas, az ezt
kovetd bénulas légzésdepressziohoz vezet. A neuro-
muszkuldris junkcié n-Ach receptorain antagonista
farmakonként hat6 vekuronium nem depolarizald ti-
pusu izomrelaxans. Vizsgalatok tdmasztjak ald a
tényt, hogy a vekurénium eredményes hatasu dozisa
dohanyosokban 25%-kal magasabb, mint nemdo-
hanyzokban. A fennallé farmakodinamiai kolcson-
hatds mechanizmusa egyelére nem teljesen tiszta-
zott. A wvekuréniummal kezelt dohdnyos betegek
vizsgalata sordn az izomrelaxdns hatds monitoro-
zasara relaxografot alkalmaztak. A teszt alapjan
beigazolodott, hogy a dohdnyosok rezisztensebbek
az izomrelaxans hatasaval szemben. Az el6bbiek
igazolasara szolgald effektiv dozis értékek (ED,,
ug/kg) a kovetkezd eltérést mutattak: 61,38 ug/kg
dohanyosokban vs. 4749 ug/kg nemdohanyzdkban.
Az alacsonyabb doézisa nikotin stimulalo hatassal
van a neuromuszkuldris junkcidra, mig nagyobb
dozisban a receptorok deszenzitizacioja révén blok-
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kolja a transzmissziot. Az erés dohdnyosok plazma
nikotin koncentracidja nem haladja meg a 75 ng/ml
értéket, tehat a dohanyzas soran felszivodott nikotin
stimulans hatdsa csokkenti az izomrelaxans terapi-
as hatékonysagat. Feltehet6en mas jellegti interakci-
6s mechanizmus (enzimindukcios folyamatok)
eredményeként a dohdnyos egyének esetében na-
gyobb dozisu atrakurium sziikséges a megfeleld te-
rapias hatas elérése érdekében [47].

A vegetativ ganglionok n-Ach-receptorai dltal
kozvetitett hatdsok

A szivre és érrendszerre, valamint a vesére hato szerek
és a nikotin interakcioi

A dohanyzas és a béta-blokkold vegydiiletek kozott
fenndllé farmakodindmias interakci¢ lényegében
a cigaretta nikotin tartalma és a szivre hat6é farma-
konok ellentétes farmakologiai hatasan alapul.
Ezek a szerek a kiilonb6z6 fiziologiai mechaniz-
musokra gyakorolt jotékony hatasaiknak (mint
példaul: a csokkentett kardidlis teljesitmény, a
csOkkentett szivritmus és izomer$, a mérsékelt
automdcia az ingerképzd teriileteken és a kate-
kolaminok toxicitasanak csokkentése) kdszonhe-
téen valtak a klinikai felhaszndlas nélkiilozhetet-
len elemeivé [48]. A dohanyzas- [-antagonistak
kozott fennallo kolcsonhatas sordn a [3-blokkolok
altal kozvetitett kedvezd terapias hatasokat a niko-
tin negativan befolyasolja: fokozza a szivfrekven-
ciat, noveli a vérnyomast és sulyosbitja az ischae-
mids tiineteket, ezaltal csokkenti az antihiper-
tenziv és antianginds terdpia eredményességét. A
dohanyzas okozta hatdsgyengiilést retrospektiv
vizsgalatok bizonyitjak a propranolol, a metoprolol
és az atenolol esetében egyarant [49-51]. A hiperto-
nia és az angina terapidjanak megkezdésekor 1é-
nyeges a dohanyos paciens felvilagositdsa, misze-
rint kedvezdbb terapias hatas varhaté amennyi-
ben leszokik a dohanyzasrol.

Az adenozin antiarritmias felhasznalasa a farma-
kon atrioventricularis-atvezetésre gyakorolt gatlo
hatasanak koszonhetd. Az adenozin hatdsa nikotin
jelenlétében fokozddik: mind a szivfrekvenciara,
mind pedig a diasztolés vérnyomasra kifejtett ha-
tasa novekszik, valamint az AV-atvezetést is hosz-
szabb iddre blokkolja [52].

A nyugtatok, altatok, anxiolitikus szerek és a nikotin
interakcioja

A benzodiazepinek szamos tagja — lasd a fent em-

litett vegytiletek — és a dohanyzas kozott farma-
kokinetikai interakcié all fenn. Sziikséges szot ej-
teni azokrdl a gyogyszervegyiiletekrdl is, amelyek
esetében a farmakokinetikai paraméterek valto-
zatlanok, a hatds azonban eltérd lesz a dohanyo-
sok terdpidja soran. A csokkent szedativ hatasért
és a mérséklédd aluszékonysagért feltehetéen a
nikotin a felels, amely noveli a szervezet szimpa-
tikus aktivitdsat, ezaltal mintegy kioltja a ben-
zodiazepinek anxiolitikus hatdsat. Nikotin indu-
kalta farmakodindamids interakciot a diazepam és a
klérdiazepoxid, valamint a ,,Z-szerek” kozé sorolan-
do ultrarovid hatasu altatdszer, a zolpidem eseté-
ben irtak le [53]. A klinikai vizsgalatban erds do-
hanyos egyéneken a zolpidem terdpias hatasat re-
gisztraltdk, amelynek soran a résztvevok szedativ
hatasrol nem szamoltak be. Az interakcio hatteré-
ben feltehetéen a nikotin kozponti idegrendszerre
gyakorolt stimulativ hatasa all.

Szintetikus dpioidok és a kokain interakcidja nikotinnal

A napjainkban mar ritkdbban alkalmazott ben-
zomorfan-szerkezet pentazocin azonos dozisa el-
tér6é fajdalomcsillapité hatast eredményez doha-
nyos és nemdohanyzod pacienseket vizsgalva. Do-
hanyos egyénekben, illetve magasabb légszennye-
zettségli varosi betegek esetében az azonos
analgetikus hatés kivaltasdhoz sziikséges kevert
agonista/antagonista tipusd pentazocin ddzisat
40-50%-kal kell novelni a nemdohdnyzok sziiksé-
ges adagjahoz képest. A propoxifen analgetikus ak-
tivitasat szintén csokkenti a dohanyzas [54]. A
kokain-dohanyzas farmakodinamids interakci6 so-
ran az alfa-receptor nikotin altal kozvetitett artéri-
as vazokonstrikcio, tovabba a szivizom fokozott
oxigénigénye jellemzd. A kokain fogyasztas mellet-
ti dohadnyzasi szokas additiv jelleggel noveli a
miokardialis isémia kockazatat [55].

Az ordlis fogamzisgatlok — dohdnyzds
farmakodindmids interakcidja

Az ordlis fogamzdsgdtlok — dohanyzas interakciok a
kovetkezmények és a kolcsonhatas okozta kocka-
zatok sulyossaga révén nagy jelentéséggel birnak.
A fogamzasgatlok kinetikajat érintd interakciok
mellett farmakodindmids kolcsonhatdsok is jel-
lemzik a gyogyszercsoport bizonyos tagjait. Sta-
tisztikai adatok szerint az USA-ban a felnétt nk
17%-a dohanyzik. A dohanyos n6k 22%-a a 25-44
éves korosztalyba sorolhatd [56]. Tekintve, hogy
szerte a vilagon fokozatosan emelkedik a fogam-
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zoképes koru nék korében az ordlis fogamzisgitlot
hasznaldk aranya és a holgyek dohdnyzasi kedve
szintén fokozodik, ezzel parhuzamban az interak-
ci6 kialakulasdnak az esélye is novekszik. A kol-
csonhatas kovetkeztében emelkedik a kardiovasz-
kularis betegségek kialakulasanak kockazata, kii-
16ndsen a 35 év feletti ndk esetében. Fokozddik a
tromboembodlia, a miokardialis infarktus és a
stroke kialakuldsanak esélye, valamint magasabb
aranyban jelentkeznek menstrudcids zavarok [57].
Az orilis fogamzdsgdtlok plazmalipidekre és a koa-
gulacios paraméterekre gyakorolt mellékhatasai a
dohanyzas hatdsara feler6sodnek, ezaltal is foko-
zodik a kardiovaszkularis-betegségek kialakula-
sanak kockazata [58, 59]. Az FDA a 35 év feletti do-
hanyos nék szdmara az ordlis tablettaktdl eltérd
fogamzasgatld modszert javasol [60]. A csupan
progesztogént tartalmazd készitmények alkalmaza-
sa megfelelének bizonyult erés dohdnyos holgyek
esetében.

Az inhalicids kortikoszteroidok
és a dohdnyzds interakcioja

Az inhaléaciés szteroidok alkalmazasa soran
farmakodinamias interakcio lép fel a dohanyfiist-
tel torténd expozicio kovetkeztében. A beklo-
metazonnal végzett vizsgalatok igazoljak, hogy a
farmakon részecskeméret profilja megvaltozik do-
hanyfiist hatdsara. A vizsgalat soran beklome-
tazon-hidrofluoralkdn (BDP-HFA) adagoldszelepes
inhalator szorodasi részecskeméret-eloszlasat ele-
mezték dohanyfiisttel szennyezett kornyezetben és
egyszerl levegd kornyezetében. A részecskeatmé-
rok széles skaldjat vizsgaltdk. A 0,3 um-tdl az 51
um-es részecskeméretig terjedd skala koncentracio
eloszlasat regisztraltak. Terapias szempontbol ha-
tékony részecskeméret tartomany a 0,3-1,0 pm,
amely mindhdrom kontroll vizsgalat sordn az egy-
szerl levegd kornyezetében 90% feletti értéket mu-
tatott. A dohanyfiisttel szennyezett kornyezetben a
terdpids szempontbol kevésbé hatékony részecske-
méret-eloszlas (1,1-2,0 illetve a 2,1-3,0 um-es tarto-
many) a leginkdbb jellemz6. Mindezek alapjan
megallapithatd, hogy a dohdnyzas rontja az inha-
laciés szteroidok klinikai hatékonysagat. Azon
asztmas vagy COPD-s betegeknél, akik a kezelé-
siik révén inhaldcids szteroidot alkalmaznak erd-
sen indokoltta valik a dohanyzasrol valo leszokas.
Legjobb terapids hatas elérése érdekében fel kell
hivni a beteg figyelmét arra, hogy az inhalacids
késziiléket lehetéség szerint dohdnyfiist-mentes
kornyezetben alkalmazza [61, 62].

Transzporter interakciok

A transzporter interakcidk és egyre novekvd jelen-
téségiik egy 1j aldiszciplinat jelentenek a gyogy-
szerkutatdsban. A dohdnyzas transzporter-kol-
csonhatdsok révén is befolydsolhatja szdmos
gyogyszer hatadsmechanizmusat. A transzporterek
olyan transzmembran fehérjék, amelyek specifi-
kus kotédéssel jelentdsen modulalhatjdk a szerve-
zetbe bekertil6 farmakon ADME tulajdonsagait. E
transzportereket két csoportra oszthatjuk: a mole-
kuldk eltavolitdsaban, kipumpadlasdban szerepet
jatszé efflux ABC (ATP Binding Cassette) transz-
porterek, valamint a molekuldk felvételében sze-
repet jatszo uptake transzporterek [63].

A transzporterek szubsztratjai kozott talalunk
szamos gyogyszermolekuldt, metabolitot, endogén
szubsztratot, toxint, étel molekulakat stb. A transz-
porterek miikodésének zavara betegséghez, vagy
olyan allapothoz vezethet, amely a betegség gyogyi-
tasat, illetve a gyogyszer hatasat modosithatja. Az
eddigi tudomanyos publikaciok alapjan feltételezhe-
t6, hogy a dohdnyzas befolyasolja bizonyos transz-
porter fehérjék miikodését, igy modositva szamos
vegylilet ADME tulajdonsagait. A transzporterek
szubsztrat specifikusak és jelen vannak valamennyi
nagyobb farmakoldgiai barrierben [64, 65].

A vér-agy gat funkcidja — szemipermeabilis tu-
lajdonsaga révén —, hogy védelmet nyujtson a po-
tencidlisan karos anyagokkal szemben. A vér-agy
gatban talalhatd efflux transzporterek szubsztrat
vegylileteik kipumpaldsaval megakadalyozzak
szamos gyogyszer, mint példaul a protedz gatld
saquinavir felhalmozodasat az agyban. Bizonyitott,
hogy a P-glycoprotein (P-gp), a Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP), valamint a Multi Drug
Resistance Protein (MRP) transzporter fehérjék
korlatozzdk az agyban a saquinavir felvételt. Sza-
mos vizsgalat igazolja, hogy a dohanyfiistben fel-
lelhet$ nikotin gatolja a P-gp efflux transzporter
aktivitasat, melynek kovetkeztében sériil a vér-
agy gat védelmi funkcidja. Ezaltal a saquinavir
mennyisége felhalmozddhat az agyszovetben.
Mindezek eredményeként megvaltozik a xeno-
biotikum hatdsmechanizmusa, ADME tulajdonsa-
gai, valamint sulyos neurotoxikus mellékhatas
léphet fel [66].

A vese bazolaterdlis membranjan nagy mennyi-
ségben jelenlevé uptake Organic Cation Trans-
porter 2 (OCT2) transzporter, amely szamos ve-
gytilet (gyogyszerek, toxinok), példaul a hiszta-
min receptor antagonista cimetidin proximalis
tubuldris sejtekbe torténd szallitasaért (uptake) fe-
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lel6s. Kisérletek igazoljak, hogy a nikotin az OCT2
transzporter aktivitdsanak gatlasaval a kiilonb6z6
gyogyszerek vesébe torténd felvételét akadalyoz-
za meg, igy csokkentve az OCT?2 altal szallitott ve-
gyiiletek vese clearance-ét [67, 68].

A transzporter fehérjék és a dohanyzas kozott
kialakuld kolcsonhatasok kutatdsa 1j iranyvonal
az interakcios vizsgalatok teriiletén. A nikotin
mellett szdmos egyéb transzporter fehérjét aktiva-
16 és gatld vegyiiletet ismeriink, amelyek befolya-
soljak a gyogyszermolekuldk ADME tulajdonsa-
gait.

Preklinikai és klinikai vizsgalatok, analitikai
moddszerek

In vitro technikak

A gyogyszer-dohdnyzas interakciok leggyakrab-
ban a metabolikus folyamat soran alakulnak ki, a
dohanyzas enzimindukalo hatasanak koszonhetd-
en. Az in vivo torténéseket megfeleléen reprezen-
taljadk a precizidsan vagott mdjszeletekkel és az
izolalt perfundalt majjal torténd enzimindukcios
vizsgalatok. A gydgyszerek biotranszformacioja-
ban nem csupdn a m4aj enzimei, hanem egyéb
szervekben (pl.: bél, vese) el6forduld enzimek is
szerepet jatszanak, ezért a tobb szerv sejttenyésze-
teinek integralt rendszerén alapul6 vizsgdlatok
(IdIMOC) is elterjedtek. Az in vitro technikakat ko-
vetden a vizsgalandd anyagok (gyogyszerek)
metabolitjainak azonositasat, a koncentraciok
meghatdrozasat altaldban tomegspektrometria/
tandem tomegspektrometria (MS, MS/MS) segitsé-
gével végzik. Leggyakrabban a nagy érzékenysé-
gl és szelektivitasu tomegspektrometrids detekta-
last alkalmazzak [69, 100].

In vivo vizsgadlatok

A dohanyzas okozta negativ hatdsok — beleértve a
gyogyszer-dohdnyzdas interakciokat és a transz-
porter kdlcsonhatasokat — szamos sulyos egészség-
ugyi és gazdasagi kovetkezménnyel jarnak [101].
Az igen koltséges kovetéses vizsgalatokban do-
hanyos és nemdohdnyzo egyének farmakokine-
tikai paramétereit hasonlitjdk Ossze. A kontroll
csoportoktdl levett vérmintdk plazmakoncentraci-
oinak, valamint az egyéb farmakokinetikai para-
méterek (t , C _, AUC ) értékeinek meghataro-
zasa leggyakrabban gazkromatografiaval (GC) és
nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval
(HPLC), ritkdbban kapillaris elektroforézissel (CE)

torténik [100]. A nukleéris, radiokromatografias és
képalkoto mddszerek alkalmazasa napjainkban 0;j
tipusu vizsgalatok lehetdségeit biztositjak.

Osszegzés

A Kklinikai szempontbol jelentds gydgyszer-do-
hanyzas interakciokat két modon csoportositot-
tuk. Osszegeztiik azokat a hatéanyagokat, ame-
lyeknek megvaltozik a farmakokinetikai tulajdon-
saguk, valamint azon vegyiileteket, amelyek
farmakodinamids valtozast szenvednek a dohany-
zas kovetkeztében. A farmakokinetikai (PK) inter-
akciok jelentds részének hatterében a dohanyfiist
Osszetevéinek enziminduktor tulajdonsaga all,
mig a farmakodindmids (PD) kolcsonhatasok leg-
inkébb a nikotin hatasainak tudhaték be. Uj ten-
dencia a transzporter kolcsonhatdsok vizsgéalata a
dohényzas interakciokban. A gyakorlat szdmara —
az attekinthetdség kedvéért — készitettiink egy ha-
tastani 0sszefoglaldt, amely a legfontosabb vegyii-
letek terapias és klinikai szempontbdl is kiemelke-
d¢ interakcioit mutatja be (II-VI. tabldzat).
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EGFR/c-Met kettosgatlok fejlesztése és biokémiai vizsgalata
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Summary

Szokol B., Gyulavdri P., Baska F., Greff Z., Szdn-
tai-Kis Cs., érfi Z., Petik I., Vintus T., Kéri G.",
Orfi L.* Development and biochemical characterization
of EGFR/c-Met dual inhibitors

The epidermal growth factor receptor (EGFR) family has been
well-known for more than ten years as the target of non-small
lung carcinoma (NSCLC) which is one of the leading cause of
mortality among the cancer types. The receptor tyrosine kinase
inhibitors (gefitinib, erlotinib, lapatinib) which have been ap-
plied in the therapy, are not able to inhibit the progression of this
disease perfectly because of resistance. It has been demonstrated
that the amplification of mesenchymal-epithelial transition fac-
tor (c-Met) or secondary mutation of EGFR kinase causes the
resistance against EGFR inhibitors in 18-20 percent of the cases.
Clinical candidates inhibiting both of EGFR and c-Met kinases
are unknown in the literature. We have developed quinoline-based
inhibitors in our research project, which inhibit both kinases in
submicromolar range in enzymatic assays, moreover we have
demonstrated by western blot analysis that these compounds in-
hibit the autophosphorylation in vivo. The binding of the effective
compounds was examined by in silico and docking simulations.

Keywords: EGFR, c-Met, synergism, NSCLC, tumor, tyrosine
kinase, resistance

Osszefoglalis

Azepidermilis novekedési faktor receptor (EGFR) csaldd tobb mint
egy évtizede ismert célpontja a nem-kissejtes tiidocarcinémdnak,
mely a tumoros megbetegedések kozitt az egyik vezetd haldloza-
si ok vildgszerte. A klinikai gyakorlatban alkalmazott receptor
tirozin kindzgdtldk (gefitinib, erlotinib, lapatinib) sajnos csak a
betegek egy hanyaddban képesek e betegség progresszidjit meg-
dllitani, a tumorsejtekben fellépd mutdciok nyomdn kialakult
gyogyszer rezisztenca miatt. Kimutattdk, hogy NSCLC 18-20%-
dban a mesenchymal-epithelial transition factor (c-Met) génjének
amplifikdcidja, vagy az EGFR kindz mdsodlagos mutdcidja okoz-
za az EGFR tirozin kindz gatlok elleni rezisztencidt. Napjainkig
nem ismert egyetlen olyan klinikai fejlesztés alatt dllo vegyiilet
sem, mely mind a c-Met, mind az EGFR kindzokat is gdtolja.
Kutatdsi programunk keretében sikeresen fejlesztettiink kinolin-
vdzas inhibitorokat, melyek enzim esszékben mindkét kindzt
szubmikromoldris koncentrdcidban gdtoljdk, tovdbbd western
blot vizsgdlattal kimutattuk, hogy vegyiiletek in vivo is gdtoljik
az autofoszforildciét. A hatékony vegyiiletek kotédését in silico
szdmitdsokkal és dokkoldssal is aldtdmasztottuk.

Kulcsszavak: EGFR, c-Met, szinergizmus, NSCLC, tumor,
tirozin kindz, rezisztencia.

Roviditések jegyzéke:

c-Met — mesenchymal-epithelial transition factor

DTT — di-tio-treitol

EGEFR - epidermal growth factor receptor

HEPES - (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid
HGEF - hepatocyte growth factor

NSCLC - non-small-cell lung carcinoma

NCL - Nested Chemical Library

PBS — Phosphate-Buffered Saline

IMAP — Immobilized Metal-Ion Affinity Partitioning

Bevezetés

A nem-kissejtes tiid6 karcindma (NSCLC) az
egyik vezet§ mortalitdsti tumortipus vildgszerte
[1-3]. A tumorsejtek altal hasznalt jelatviteli utak,
talélési faktorok felderitése kiemelkedd fontossa-
gu stratégiai eszkozzé valt, melynek alkalmazasa
olyan gyogyszerek kifejlesztéséhez vezetett mint a
Iressa™ (gefitinib), Tarceva™ (erlotinib) vagy a
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Tykerb™ (lapatinib) [4]. Az EGFR domén moleku-
laris diagnosztikai eszkozokkel torténd vizsgalata
fontos az EGFR gatlok hatékonysaganak feltérké-
pezése szempontjabol, ugyanis azok a tumorsej-
tek, amelyek aktivalé mutaciét tartalmaznak (pl.:
L858R pontmutaciot, vagy kiilonféle deléciokat)
kielégitéen reagalnak a EGFR gatldval torténd ke-
zelésre, mig a masodlagos rezisztencia mutaciot is
(pl. T790M) vagy downstream KRAS mutéciot tar-
talmazdé tumorsejtek rezisztenssé valnak a
kindzgatlokra, melynek kovetkezményeként a tu-
mor mar nem reagal a kezelésre [5-6].

Az EGFR (vagy masnéven: ErbB1) receptor az
epidermalis novekedési faktor receptorok csaldd-
jaba tartozik, az ErbB2 (méasnéven Her2), ErbB3 és
ErbB4 tirozin kinazokkal egyiitt. Az EGFR-ek
transzmembran receptor-kindzok, melyek tobb
endogén ligandum hatasara (EFG, TGF-a, epi-
regulin, amfiregulin) homo- vagy heterodime-
rizalodnak és aktivalédnak. Az EGFR-bd kiindulo
PI3K-AKT, STAT, és MAPK jelutvonalak serkentik

a sejtproliferaciot, sejtadhézidt és migraciot. Kozel
10 éve ismert, hogy talmiikddésiik (aktivalo muta-
Cid vagy overexpresszio miatt) szdmos tumortipus
- példaul a nem-kissejtes tiid6karcindmak (non-
small cell lung cancer, NSCLC) — kialakuldsdban
jatszik szerepet [7].

A c-Met (masnéven HGFR-hepatocyte growth
factor receptor) egy heterodimer transzmembran re-
ceptor, mely szintén a tirozin kindzok csoportjaba
tartozik. Két részbdl all: egy 50 kDa molekulato-
megl extracelluldris o alegységbdl és egy 145 kDa
molekulatomegi katalitikus (3 alegységbdl, melyet
egy diszulfid hid kot Ossze. A c-Met endogén
ligandjahoz (a HGF-hez) kotédve dimerizalddik.
Ez az endogén ligand egy 60 kDa méretti alfa lanc-
bol és egy 30 kDa béta lancbol all. A c-Met/HGF
szamos, a sejtek szempontjabol létfontossagu fo-
lyamatban részt vesz: sejtproliferacio, sejtvandor-
las, angiogenezis és szovet-regeneralddas [8]. Az
EGER gatl6 kezelésre nem reagald tumor sejtvona-
lak esetén kimutattak, hogy 18-20%-ban a rezisz-
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tencia okozdja a c-Met gén amplifikacidja, illetve az
EGER és c-Met kinazok inhibitorokkal torténd egy-
idej(i gatlasaval elérhetd, hogy a tumorsejtek rea-
galjanak a kezelésre [9-12]. Chen és munkatdrsai leir-
tak, hogy az MJ-56 kinazolon vazas vegyiilet HT-
29 vastagbél tumor sejtekben csokkentette az EGFR
és a c-Met foszforilacidjat, viszonylag magas 15
uM-os koncentracidban, bar a vegyiiletet in vitro
esszékben nem vizsgaltak [13].

Annak ellenére, hogy EGFR gatlok gydgyszerként
bevezetésre keriiltek és szdmos tovabbi EGFR és
c-Met gatld gydgyszerjelolt van klinikai fejlesztés
alatt, tudomasunk szerint egyik vegytilet sem gatolja
a két kinazt egyidejlileg kielégité mértékben. Figye-
lembe véve a c-Met és EGFR kindzok egyidej(i gatla-
sanak sziikségességét, kutatocsoportunk a racionalis
hatdanyag tervezés eszkozeivel talalt és fejlesztett ki
e két kinazt egyidejtileg gatld vegyiileteket.

Anyagok és eszkozok
Vegyiiletek

A vizsgalatokhoz felhasznalt vegyiiletek a Vichem
Chemie Kft. (Budapest, Magyarorszag) kinazgatld
vegyiilettarabol szarmaznak (Nested Chemical
Library™). Az egyéb felhasznalt vegyiiletek a
Sigma-Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag),
Alfa Aesar GmbH (Miinchen, Németorszag) és
Apollo Scientific Ltd.-t6l (Birgminham, Anglia) ke-
riiltek beszerzésre. A vegyszereket tovabbi tiszti-
tas nélkiil hasznaltuk fel.

A vegyiiletek elddllitdsa

A vegyiiletek el6allitasa a WO2007146824 lajstrom-
szamu szabadalom alapjan tortént. Az 1 és 2 vegyii-
let nitro-csoportjat katalitikus hidrogénezéssel re-
dukaltuk, majd a kapott 3 illetve 4 amino-vegyiiletet
szaraz piridinben a megfelel6 aromas szulfonsav-
kloriddal acileztiik. Az igy nyert 5 és 6 brom szar-
mazékokat mikrohulldmu reaktorban reagaltattuk,
palladium katalizalt, tn. Suzuki-Myaura kapcsolas-
sal, a megfelel6 heteroaromas boronsavakkal, telitett
natrium-karbonat jelenlétében 1,2-dimetoxietan ol-
ddszerben. A kapott végtermékeket minden esetben
oszlopkromatografiaval tisztitottuk (Kieselgel, klo-
roform/metanol rendszer) (1. dbra).

In vitro biokémiai esszék

A rekombindns vad tipusu (wt) és L858R pontmu-
tans EGFR kindzokat magunk expresszaltattuk

Sf9 rendszerben [14]. A rekombinans c-Met kinazt
(Lot: 012) a ProQinase GmbH-t6l, a rekombinans
inzulinreceptort a Proteros Biostructures GmbH-
tol vasaroltuk.

A c-Met és EGFR biokémiai esszérendszerek
kiilon-kiilon keriiltek optimalizalasra.

Az EGFR reakciopuffer 0Osszetétele: 20 mM
HEPES (pH 7,5), 1 mM DTT, 10 mM MgCl,, 2 mM
MnCl,, 0,01% (v/v) NP40, 5% (v/v) glicerin, 0,5
mg/ml poli-GT peptid, mint szubsztrat, 7,52 uM
ATP az EGFR , esetében és 25,2 uM ATP az mu-
tans EGFR . esetében.

A c-Met reakcidpuffer Osszetétele: 20 mM
HEPES (pH 7,5), 1 mM DTT, 3 mM MgCl,, 3 mM
MnCl, 0,01% (v/v) Tween-20, 5% (v/v) glicerin,
0,25 mg/ml poli-AEKY peptid, mint szubsztrat és
9,6 UM ATP.

Az InsR reakcidpuffer Osszetétele: 20 mM
HEPES (pH 7,5), 1 mM DTT, 2 mM MgCl,, 2 mM
MnCl,, 0,01% (v/v) Brij-35, 400 nM 5 TAMRA fluo-
reszcens festékkel jelolt KKSRGDYMTMQIG
peptid, mint szubsztrat és 12,58 uM ATP, mint
szubsztrat.

A reakciokat minden esetben 10 pl végtérfogat-
ban, Corning 3676 tipust, 384 lyuku, fekete poli-
sztirol lemezeken futtattuk 1 6ran at, szobahémeér-
sékleten. A rekombindns kindzokat olyan koncent-
racidéban adtuk, hogy miikodésiik 60-80 millipola-
rizacids egység eltolodast idézzen eld a kontroll-
hoz képest. A rekombinans c-Met kindzt a vizs-
galni kivant vegytiletekkel 1 6raig preinkubaltuk,
miel6tt elinditottuk volna az enzimreakciot. Az el-
s6dleges sztrést egységesen 10 uM [ATP] mellett
végeztiik, majd az IC, meghatarozashoz az ATP
koncentraciokat a korabban meghatarozott K, ..,
értékre allitottuk. A képzddott ADP kimutatasara
az EGFR esetében Transcreener® ADP? (BellBrook
Labs) rendszert (a sajat készitésti detektald oldat
Osszetétele: 20 mM HEPES pH 7,5, 40 mM EDTA,
0,02 (v/v), Brij35, 3 nM ADP Alexa633 Tracer, anti-
ADP antitest), a c-Met esetében ADPGlo (Pro-
mega) detektald rendszert hasznaltunk a gyarto
altal megadott mennyiségek kétharmadat hasznal-
va. Az inzulinreceptor-mérés esetében a fosz-
forilalt szubsztratot IMAP rendszerrel mutattuk ki
(Molecular Devices) a gyarto el6irasai szerint.

Sejtviabilitis vizsgalat (MTT esszé)

Vizsgalatainkhoz klinikailag relevans, EGFR fe-
hérje mutdciot illetve overexpresszidt vagy c-Met
génamplifikaciét hordozo tiidékarcinéma sejtvo-
nalakat hasznaltunk.
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Minden human NSCLC sejtvonalat az ATCC-tdl
szereztiink be (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA): A549 (vad tipusa EGFR,
KRAS mutéans), H1975 (L858R és T790M kettds-
mutans EGFR), HCC827 (deléciés mutans EGFR)
és H1993 (c-Met gén amplifikalt). A sejttenyészete-
ket 9% (v/v) magzati borju szérummal (FBS) és an-
tibiotikummal (MycoZap Plus-CL) kiegészitett
RPMI1640 médiumban tartottuk fenn (Lonza Gro-
up Ltd. Switzerland) 37 °C-os parasitott inkuba-
torban 5% CO,-ot tartalmaz¢ légtérben.

Kezeléshez logaritmikus fazisban 1évé sejtte-
nyészetekbdl 8000 sejtet helyeztiik ki 96 lyuku le-
mezekre lyukanként. 24 6ra mulva kezeltiik a sej-
teket a feltiintetett hatéanyag-koncentraciokkal. 48
ora mulva a tenyészté médiumot eltavolitottuk és
minden lyukba 50 ul 2 mg/ml MTT-t (3-(4,5-dime-
tiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid) tartal-
mazo6 PBS oldatot mértiink. A tenyésztélemezeket
ezutan masfél oran at 37 °C-on inkubaltuk, majd
az MTT oldatot 6vatosan eltavolitottuk és a kelet-
kezett formazan kristalyokat 200 ul szolubilizald
oldatban (2-propanol, 1 mM HCl, 10% (v/v) Triton
X-100) oldottuk fel. Abszorbanciat 570 és 635 nm-
en mértiink Synergy 2 plate reader (Merck,
Darmstadt, Germany) késziilékkel. Az 570 nm-en
mért értékekbdl lyukanként kivontuk a 635 nm-es
értékeket és a kezeletlen, kontrollhoz (DMSO) vi-
szonyitva kiszamoltuk az egyes lyukakban lev6
sejtek relativ tulélés-értékét, amikbdl Excel (Mic-
rosoft) és XLfit (IDBS) szoftverek segitségével sza-
mitottunk IC, értékeket. Minden IC,  meghataro-
zast legalabb haromszor végeztiink el.

Apoptizis vizsgdlat

Logaritmikus fazisban 1év6 sejttenyészetekbdl 24
lyukt lemezre 10-40 ezer sejtet helyeztiink ki.
Maésnap a jelzett hatdanyag-koncentraciokkal ke-
zeltiik 1% FBS-t tartalmazé médiumban. 24 dra
mulva a feliilszokat, a tripszinEDTA-val felsze-
dett sejtekkel egytitt mintatartd csévekben lecent-
rifugaltuk (150 g, 10 perc, 4 °C) majd etanollal fi-
xaltuk (70%, 20 °C). Legalabb tjabb 24 6ra mulva
a sejtpelleteket apoptdzis pufferben vettiik fel [200
mM Na,HPO,, 200 mM citromsav pH 7,8, 100 ug/
ml RNaz A (Sigma)] fél ordig szobahdmérsékleten
inkubaltuk és 10 ug/ml propidium-jodiddal meg-
festettiik. Az apoptotizalt sejtek aranyat aramlasi
citométerrel mértitkk meg FACSCalibur késziilé-
ken, CellQuest Pro szoftver (BD Biosciences) segit-
ségével. Minden mérést legalabb harom fiiggetlen
alkalommal megismételtiink.

Western blot analizis

A petricsészékbe kihelyezett sejttenyészeteket 24
oraig éheztettiik FBS mentes tenyészoldatban. A te-
nyészeteket 1 oran keresztiil kezeltiik a feltiintetett
hatéanyag koncentraciokkal, citokinekkel indukal-
tuk (10 ng HGF vagy 100 ng EGF, 15 perc), majd jég-
hideg PBS-el mostuk és 4 °C-on lizalo oldat jelenlé-
tében (0,1% SDS, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 50
mM Tris-HCl pH 7,5, 1% Tween-20, 1 mM Na,VO,, 1
mM PMSE, 20 mM NaF és proteaz inhibitor koktél
(Calbiochem)) felkapartuk. A sejtlizatumokat fél
percig ultrahanggal szonikaltuk, 20 percig jégen
inkubaltuk, majd centrifugaltuk (14000g, 4 °C, 15
min). A feliiluszok fehérjekoncentracidjat Bradford-
méréssel hataroztuk meg, majd mintapufferrel ke-
vertiik Ossze (Otszoros toménységh oldat: 400 mM
DTT, 8% SDS, 40% glicerin, 200 mM Tris-HCl pH
6,8) és 10 percig forraltuk Sket. A kész mintakat -20
fokon taroltuk. A Western blot analizishez 4-50 pg
fehérjét vittlink fel és futtattunk 8%-os poliak-
rilamid géleken (SDS-PAGE). A gélekrdl a szétva-
lasztott fehérjéket nedves blot rendszerrel poly-
vinilidén-difluorid membranokra vittiik at (2 éra, 4
°C, 0,45 um, Bio-Rad). A membranokat masfél éran
at 5%-os (w/v) marha szérum albumin (BSA) tartal-
mu TBST pufferben (TBS with 1% (v/v) Tween-20)
blokkoltuk, majd friss blokkold oldatban els6dleges
ellenanyaggal (1:1000, éjjen at, 4 °C) és megfeleld,
tormaperoxiddzzal konjugalt masodlagos ellen-
anyaggal (1 ora, szobahémérséklet) inkubaltuk. A
két inkubalas kozott 1%-os (w/v) BSA tartalmu
TBST-ben, az inkubalasok utan tiszta TBST-ben
mostuk haromszor a membrdnokat. A megjelolt fe-
hérjesavok el6hivasat Western Lightning Plus-ECL
kemolumineszcens reagenssel (PerkinElmer) vé-
geztiik szobahémérsékleten 0,5-5 percig CL-
XPosure filmekre (Thermo Scientific, MA). Minden
ellenanyagot a CellSignaling Technologies-tol
(Danvers, MA) vasaroltunk: anti-c-Met (L41G3),
anti-foszfo-c-Met (Y1234, 130H2), anti-EGFR
(C74B9),  anti-foszfo-EGFR (Y1068,  1HI12),
anti-p44/42 MAPK (3A7), anti-foszfo-p44/42 MAPK
(T202/Y204), anti-AKT (40D4), anti-foszfo-AKT
(5473) and anti-p-aktin.

In silico vizsgdlat, dokkolds

A molekula-modellezéshez és az in silico kotodési
modellek elkészitéséhez a Schrodinger program-
csomag 2009-es verzidjanak moduljait hasznaltuk:
Maestro, LigPrep, Glide, Protein Preparation
Wizard, SiteMap (Schrodinger Ltd., USA).
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Az EGFR (1XKK) és az c-Met (3LQ8) fehérjék
szerkezetét a Protein Data Bank adatbazisbdl toltot-
tiikk le. A Protein Preparation Wizard modul segit-
ségével készitettiik eld a fehérjét a kotéhely model-
lezéséhez: eltavolitottuk az ATP-kotShely kozelé-
ben talalhato vizmolekulakat, hozzaadtuk a mole-
kuldhoz a hidnyzo6 hidrogén-atomokat és a pH-t a
fiziologias pH 7,4-re allitottuk be. A ligandumok 3D
struktarait, a LigPrep modul segitségével allitottuk
el6 OPLS_2005 erdteret alkalmazva ugy, hogy a
molekuldk toltottségi allapota pH 7,4-re lett beallit-
va. Az in silico modellezés a Glide modul hasznala-
taval tortént kétféle modszert alkalmazva: az els6d-
leges screening soran standard (SP), majd bizonyos
vegyiiletek esetén a kiilonlegesen preciz (XP) mdd-
szer alkalmazdsaval. A dokkolashoz ugyancsak az

OPLS_2005 erdteret alkalmaztuk. A kiértékelést a
Maestro modul segitségével végeztiik.

Eredmények
Hit-molekulik keresése és optimalizildsa

A Vichem Chemie Kft. un. Kiterjesztett Validacids
Vegyiilettaranak (Extended Validation Library)
3000 kinazgatld molekuldja keriilt tesztelésre
recombindns c-Met esszé keretében, 10 uM kon-
centrdcioban, majd az 50%-nal nagyobb gatlast
mutato vegyiiletek IC_-ét meghataroztuk. A ka-
pott hit-molekuldakat EGFR , esszében is vizsgal-
tuk, 50%-nal alacsonyabb gétlast mutato vegydiile-
tek esetén az IC,-et is meghataroztuk. A els6

L. tablizat
Az EGFR/c-Met gitlé vegyiiletek szerkezete és in vitro hatdsa
veg;:'ilet Syerkeget c-Met EGER EGER InsR
SZéma ICSO (HM) IC50 (pM) IC50 (pM) ICSO (pM)
e
F HW)Z(N‘
7 Oj@/ o) 0,007 £ 0,001 >16 >16 0,17 +0,106
N0 Nig
2
P
F H\’g\;{"“
8 OU o] 0,005 + 0,002 7,67 + 3,379 >16 0,039 + 0,029
N0 N
e
/
N\
(@Y
0=§=0
9 Fj@”” 1,719 + 1,427 1,371 + 0,456 1,969 + 0,738 >12,5
o
N0 N
o
0
[ Y
0=§=0
10 Fj@/“” 0978+0,632 | 3,863+0,000 | 2,895+1,891 >12,5
o
N0 N
S

Folytatas a kovetkezd oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl

A

. 5 i c-Met EGFR _, EGFR .. InsR
sz’ma ICSO (HM) ICSO (pM) ICSO (HM) ICSO (pM)
Q‘D
0=S=0
F NH
11 Kj( 2705 1,907 1,900 >12,5
o)
N0 N
e
@D
Ay
12 j@ 2,708 + 1,065 1,052 + 0,434 1,157 + 0,459 >12,5
o)
N0 N
A
N/
[N
0=5=0
13 F@NH 0,564 + 0,505 0,084 + 0,042 0,369 + 0,288 7,867 + 3,198
(@)
N0 Nig
N
Q
)
050
14 F@NH 1,048 + 0,404 0,168 + 0,018 0,283 + 0,152 5,228 + 1,571
O
N0 Nig
N
S
Q/U
0:8:0
NH
15 Fj@’ 0,398 + 0,190 0,094 + 0,100 0,310 = 0,083 2,872 + 0,833
(e}
N0 N”
N
S
[ )
F
0=5=0
16 N 1,664 + 0,489 0,572 + 0,132 0,578 + 0,120 >12,5

Folytatas a kovetkez6 oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl
veg;‘t‘ﬁlet S Tt -Met EGFR ,, EGFR ... InsR
Széma ICSO (HM) ICSO (pM) ICSO (HM) ICSO (pM)
S
[
0=8=0
17 F:©/NH 2,692 +1,187 1,200 + 0,458 1,849 + 0,550 >12,5
o
(\N/\/\O N/
/N\)
/
N-N
(s
0=5=0
18 F NH 1,225 + 0,633 4,354 + 3,659 7,538 £1,97 >12,5
L
K\N/\/\O N/
N
H
(>
I;J—N
C . . .b /
[S]Z"t‘m N.A. >16 >16 N.A.
Cl = |
N
0N
NH
Cl 2
F
O
BMS- F NH O F
777607 j©/ 0,007 + 0,002 N.A. N.A. N.A.
[16] ?
NP
|
H,N"N
Erlotinib S
[17] \O/\/O SN >16 0,016 +0,016 0,010 + 0,008 >12,5
AO~"0 N/)

Folytatas a kovetkez6 oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl
A
-Met EGFR EGFR InsR
vegyiilet Szerkezet ¢ wt Ls58R
e IC,, (uM) IC,, (uM) IC,, (uM) IC,, (uM)
F
~ 0] /@[
Afatinib | N~ % HN cl
[18] | HN W N.A. N.A. N.A. N.A.
o]
o N/)
—)
o
NH,
0?1'99]06 T\ >16 >16 >16 0,018 +0,008
HO

2. dbra: In silico modellezés sordn prediktdlt kitédési modok az EGFR és c-Met kindz ATP kithelyén.
A: A 15-0s szdmui vegyiilet becsiilt kotddési képe a c-Met kindz ATP kotbhelyén. A kialakuld hidrogénhid kotéseket
a kitbhelyre jellemzd részek (hinge régid - Met1160, a DFG motivumhoz tartozo Asp1222 aminosav) és a vegyiilet kozott
sdrga vonallal jeloltiik.
B: A 15-0s szdmil vegyiilet prediktdlt kotédési képe az EGFR kindz ATP kotohelyén. A predikcid sordn azt taldltuk,
hogy ez esetben is a kinolin Qyiirii nitrogénje felelds a hinge régicval kialakuld hidrogénhid kotésért, mig a masik regisztralt
kités a DFG motivumhoz térben kozel [évé Asn842 aminosavval alakult ki.

screening soran kapott vegyiiletek erés c-Met gatlo
hatast (IC, = 5-20 nM) és nem kivanatos InsR gatld
hatast mutattak, valamint az EGFR enzimet 14 uM
IC,, érték felett gatoltak (I. tdbldzat). A hit-mole-
kulak hidroféb antipirin-savamid részét bioizosz-
ternek feltételeztiik és biaril-szulfonamid csoport-
ra cseréltiik, majd in silico dokkolasnak vetettiik
ala (2. dbra). Az igy kapott molekulak megtartva a
c-Met gatlo hatasukat, az EGFR kinazt is gatoltak,
ezért szamos szarmazékot eléallitottunk, melyeket
in vitro esszében is vizsgaltuk.

In vitro kindz esszé eredmények

Az in vitro vizsgalatban Osszesen 12 vegydiiletet
vizsgaltunk, referencia vegytiletként klinikai fej-
lesztés alatt allo c-Met és EGFR gatlokat hasznal-
tunk. A vegyiiletek szerkezet-hatas Osszefiiggése
alapjan a N-metilpiperazino-propil oldallanc haté-
konyabb volt, mind a morfolino-propil szarmazé-
kok (I. tablazat) illetve a vizsgalt 6ttagti heterocik-
lusos gytirtk koziil esetén a 3-tienil 15 szarmazé-
kok bizonyult a leghatékonyabbnak. Megfigyel-
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II. tablazat

Sejtviabilitas mérések IC,  értékei négy NSCLC sejtvonalon és NIH 313 nem-tumoros kontroll sejtvonalon

- . In vivo viabilitas gatlas [IC_, (uM)]
Rlsyiictezans H1975 HCC827 A549 H1993 NIH 3T3

7 1,462 + 0,924 2,514 + 1,067 1,189 + 0,723 0,005 + 0,006 0,074 + 0,046

8 1,063 + 0,460 2,581 + 1,491 1,244 + 0,604 0,002 + 0,002 N.A.

9 6,905 + 0,908 5,007 + 2,692 6,438 + 2,029 5,226 + 2,590 N.A.

10 8,932 + 0,841 >10 8,207 + 2,540 4,458 + 1,766 N.A.

12 4,519 +0,510 5,028 + 1,788 3,920 + 1,028 4,028 +1,102 N.A.
13 6,122 + 2,925 2,829 + 1,674 8,849 + 1,993 6,241 +2,917 2,480 + 0,673
14 2,955 + 0,891 2,499 + 0,965 3,647 + 0,403 2,690 + 0,517 1,764 + 0,382
15 2,302 + 0,747 1,941 + 0,662 4755+ 1,107 1,359 + 0,440 2,350+ 0,119

16 4,100 + 0,645 2,820 + 0,020 4,361 + 3,990 4,001 = 0,880 N.A.

17 7,708 + 0,291 4,614+ 1,821 6,782 + 2,533 5,035 + 1,587 N.A.

18 >10 >10 >10 >10 N.A.
crizotinib 7,551 + 0,710 >10 4,084 + 1,233 0,061 + 0,031 0,408 + 0,380
BMS-777607 N.A. >10 >10 1,108 + 0,760 0,120 + 0,122

erlotinib 7,498 + 1,226 0,002 + 0,003 7,099 + 5,025 2,043 + 0,657 >10
afatinib 0,110+ 0,000 1,811 + 0,000 2,122 + 1,404 1,073 + 0,000 3,392 + 3,345

0SI1-906 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.

N.A. — nincs adat

tiik, hogy akarcsak az XL-880 (foretinib) klinikai
anyag esetén, a preinkubacios idé novelésével a
vegyiiletek alacsonyabb IC, értékeket adtak. A
szerkezeti hasonldsag alapjan a vegyiiletet rever-

zibilis, ATP-kompetitiv inhibitornak gondoltuk.

Ennek igazolasara tobbféle kinaz-inhibitor kon-

centracio mellett mértiink enzimaktivitas értéke-

ket és az adatokat tin. Lineweaver-Burk kettds recip-

rok fiiggvényen abrazoltuk. Az igy kapott trend-

vonalak lefutasa igazolta a 15-0s szamu vegydiilet
ATP-kompetitiv természetét (3. dbra). Ahhoz,
hogy megtudjuk, hogy a molekula pontosan hova

Viabilitds vizsgdlatok

kotddik mindkét enzimben és teljes bizonyossag-
gal kijelenthesstiik, hogy a vegyiilet ATP-kompeti-
tiv inhibitor, rontgenkrisztallografids vizsgalat
volna sziikséges.

Sejttenyészet alapii vizsgdlatok és citotoxicitds

Az in vitro kinaz mérések utan ismert nem-Kkissej-
tes tiid6karcindma sejtvonalakon teszteltiik anya-
gainkat. A szélesebb hatasspektrumu 7-es és 8-as
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anyag kiemelked6 c-Met gétld hatasdnak koszon-
hetéen par nanomolos koncentracidban gatolta a
c-Met génamplifikalt HI1993 és gyengébben a
H1975 és A549 sejtvonalak viabilitasat, egyidejtleg
viszont a 7-es szamu vegyiilet a nem-tumoros
kontroll sejtvonal, a NIH3T3 tulélését is csokken-
tette.

A modositott alapvazu szarmazékok (9-16 sza-
mu vegyiiletek) hatasat altalanosan par mikro-
molos IC, | értékiinek mértiik minden sejtvonalon.
Ettdl eltéré eredményeket négy anyagnal kap-
tunk.

Az enzimes mérésekben mindkét EGFR enzi-
met 600 nM, vagy az alatti IC, értékkel gatolni ké-
pes 13, 14, 15 és 16 szamu anyagok érték el a leg-
erésebb viabilitas-gatlast az EGFR-gatlo érzékeny
HCCB827 sejtvonalon is (ugyanannyit, mint az 1-es
és 2-es anyagok). Koziiliik a 15 vegyiilet volt,
amely (feltehetden relative legerdsebb c-Met gatlo
hatasanak koszonhetden) egyidejlileg a c-Met gat-
lokra érzékeny H1993 sejtvonal viabilitasat is a
legerésebben csokkentette a rokon vegyiileteknél.
Ezen kiviil a 13, 14 és 15 jelt vegyiiletek a kontroll
sejtvonal tulélését gyengébben befolyasoltak, mint
az 7 és 8 vegyiiletek vagy néhany referencia ve-
gylilet (crizotinib, BMS-777607).

A reverzibilis EGFR-gatlokra érzéketlen T790M
mutans EGFR-t expresszalé H1975 sejtvonalon is
megfigyelhet6 volt a 7 és a 8 anyag kiemelked6
hatasa, bar IC, értékeik tobbszorosen gyengébbek
voltak, mint a HCC827 vagy H1993 karcindma vo-
nalon mért értékeik. A H1975 sejtvonalon tapasz-
talt hatds is feltehetdleg a 15-0s szamu anyag
c-Met gatlé potencidljanak tulajdonithatd [9]. A
KRAS mutans, A549 sejtvonal, érzéketlen az EGFR
gatlasara, mivel a novekedését okozd onkogén az
EGFR-hez (és a c-Met kinaz-

felderitésére aramlasi citometrids méréseket vé-
geztlink a 15 szdmu anyaggal és harom referen-
ciaanyaggal a két legfontosabb nem-kissejtes
tiidékarcinéma sejtvonalon. Eredményeink alap-
jan kijelenthetjiik, hogy a 15 szamu anyag a rever-
zibilis (erlotinib) és irreverzibilis (afatinib) EGFR-
gatlokkal megegyezé mértékben indukalt apop-
tézist HCC827 sejtvonalon. Ugyanakkor a H1993-
as sejtvonalnal egyik hatdanyag esetében sem ta-
pasztaltunk  apoptdzist. Ennek pontos oka
ismeretlen (4. dbra).

Citotoxicitds vizsgdlat

Ahhoz, hogy a 15 szamu anyag EGFR és c-Met
overexpresszalt sejtekre valo specificitdsat meg-
vizsgaljuk, valamint kovetkeztethessiink az alta-
lanos citotoxicitasra az anyagokat nem tumoros
kontrollként, NIH3T3 sejtonalakon is teszteltiik. A
kezdeti hitként talalt vegyiiletek jelentés mérték-
ben csokkentették a NIH3T3 sejtek viabilitasat. (7
szamu vegydiilet: 170 nM, illetve 8 szamu vegyiilet
39 nM). A szulfonamid csoport bevezetésével bar
csokkent a c-Met gatlo hatas, n6tt a EGFR gatld ha-
tas és a NIH3T3 sejtvonalon viabilitas.

Western Blot analizis

Annak bizonyitasara, hogy a 15 szamu vegydiilet
in vivo is az EGFR és a c-Met miikddésének gatla-
san keresztiil fejti ki apoptdzis-indukald hatasat,
western blot vizsgalatokat végeztiink. A két meg-
célzott receptor-kinazon (EGFR és c-Met) kiviil a
mindkettébdl kiinduld két legfontosabb jelut
(PIBK/AKT és MAPK) jol ismert tagjainak
autofoszforilacidjat — tehat aktivitasat — mértiik

hoz) képest downstream talal- 70

) St doy mHCC827
haté. Valdszintileg ez az oka, | | _ 60 H1993
hogy sem a sajat anyagaink, | | &
sem a referenciaanyagok nem | [ £ 54 |
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hatottak rajta 2 mikromdl alatti | |2
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tozis vagy nekrozis). Ennek

4. dbra: Apoptézis vizsgdlat
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5. dbra: Western blot analizis. Az EGFR, c-Met, AKT és MAPK kindzok autofoszforildcidjit vizsgdltuk a 15-0s vegyiilet

kontroll B-aktin volt. Az dbra hirom fiiggetlen mérés reprezentativ eredményébdl késziilt.

két sejtvonalon. A HCCS827 sejtvonal EGFR
overexpresszald, mig a H1993 c-Met amplifikalt.
Mindkettérél elmondhatd, hogy az emlitett
receptor-kindzok abnormadlisan magas koncentra-

cioban vannak jelen a sejtmembranjukban, ami
ligand nélkiili aktivitast okoz. Ez hajtja a tumorsejt
proliferaciojat, és valdszintileg ezért nem tapasz-
taltunk autofoszforilacidé novekedést a citokin-

II1. tablazat

A 15-0s szdmil anyag szelektivitdsi profil vizsgdlata 34 klinikailag relevdns kindzon

Enzim Inhibition % Enzim Inhibition %
DDR1 111 MAPK-ERK1 20
AXL 109 CHK1 20
c-Kit 91 JNK1 19
ErbB2 81 JAK3 19
RET 78 AKT1 18
FLT3 76 CSK 18
ABL 48 PAK4 17
TrkA 46 FGFR3 14
TIE2 43 IRAK4 12
PDGFR-B 40 SYK 11
c-SRC 37 IKK-B 9
B-RAF 37 PAK1 9
VEGFR-2 36 ROCK 2 5
PKC 31 PIM1 -3
Aurora A 30 mTOR -4
PLK3 30 ZIPK (DABK3) -5
CDK4/CycD1 21 CDK2/CYCA -5
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kezelések hetasara. A 15 vegyiilet viszont csok-
kentette az kindzok autofoszforilaciojat, de sejtvo-
nalanként eltéré6 mértékben. A HCC827 esetében
(5. abra/A) a referencia anyagnal erésebben csok-
kentette a c-Met, de gyengébben az EGFR aktivita-
sat. Osszességében mégis csak a referencia anyag
hatdsara csokkent a downstream jelut aktivitasa
is. A H1993 esetében (5. dbra/B) a referencia
anyaggal majdnem megegyez6 mértékben gatolta
a c-Met és er6sebben az EGFR autofoszforilacidjat.
Ennek eredményeképp az AKT jelutat egyforman
gatoltak 1 uM koncentraciéban. A MAPK jelutat
viszont 15 gatolta hatékonyabban, mint a referen-
ciaanyag.

A Western blot-os mérések tehat aldtdmasztot-
tak, amit az el6zetes mérések alapjan mar sejtet-
tiink: a 15 vegytilet hatékonyabban gatolja a c-Met
kinazt, mint az EGFR-t, és mig az erlotinib nagy-
sagrendekkel hatékonyabb 15-nél HCC827 sejtvo-
nalon, addig H1993-on egyforma erds a hatasuk (a
BMS-777607-el is).

Szelektivitds vizsgdlat

A hatasspektrum feltérképezése miatt a leghaté-
konyabb vegyiiletet egy klinikailag relevans 34
kinazt tartalmazo szelektivitdsi panelen is vizs-
galtattuk (Proteros Biostructure GmbH) 1 uM
koncentracidéban, 3 parhuzamos mérés keretében.
A vegyiiletcsalad a c-Met és EGFR kinazok mellett
a DDR1 (111%), AXL (109%), c-Kit (91%), ErbB2
(81%), RET (78%) és FLT3 (76%) kindzokat gatolta
50%-nal nagyobb mértékben. (I11. tabldzat)

Diszkusszio és kovetkeztetések

Az EGFR kindz csalad tobb mint 10 éve ismert cél-
pontja a nem-kissejtes tiidékarcinoméanak (NSCLC),
azonban a klinikai alkalmazds sordn hasznalt
EGEFR gatlok a rezisztens tumorok egy csoportja
ellen hatastalanoknak bizonyultak. A rezisztencia
egyik okozodja a c-Met amplifikacio megjelenése a
tumorsejtekben. Annak ellenére, hogy szdmos
szelektiv c-Met és EGFR gatl6 van klinikai vizsga-
lat alatt még nem ismert olyan vegyiiletcsalad,
amelyik a két kindzt egyidében, szubmikromola-
risan gatolja. A c-Met/EGFR koz0s gatlok fejleszté-
sét jelentdsen megneheziti, hogy a két kinaz filo-
genetikailag nem rokon és katalitikus doménjiik
szekvencidja is jelentésen eltérd.

Kutatasunk sordn a raciondlis hatéanyag terve-
z¢és eszkoOzeit hasznalva hatékony c-Met/EGFR
gatlo vegytiletek fejlesztését és a talalt hitvegytile-

tek optimalizalasat tlztiik ki célul. Az elsédleges
screening alapjan kivalasztott vegyiiletek in silico
modositdsa majd tesztelése soran jutottunk el
azokhoz a szarmazékokhoz, melyek enzimes esz-
székben is hatékonynak bizonyultak. A szinteti-
zalt vegyiiletek szerkezet-hatds Osszefiiggés (SAR
— structure-activity relationship) vizsgalata soran
talaltuk a leghatékonyabb 15 3-tienil szarmazékot
és Osszesen 3 vegyiiletet (13, 14 és 15) valasztot-
tunk ki a tovabbi in vivo vizsgalatokra. A
viabilitasi vizsgalatok soran a kivalasztott vegyii-
leteket HCC827, A549, H1975, H1993 sejtvonala-
kon vizsgaltuk, valamint western blot vizsgalattal
igazoltuk, hogy a 15 vegyiilet él6 sejtekben is ga-
tolja a foszforilaciot mindkét kindz esetében, mig
kozeli szarmazékai nem mutattak efféle hatast. A
Western blot analizissel igazoltuk, hogy a vegyii-
let az ERK medialta MAPK és az PI3K/AKT/
mTOR jelutak egyes kindzainak is csokkentette az
autofoszforilaciojat.

Az altalunk fejlesztett vegyiiletek ATP-kom-
peticié vizsgalatat is elvégeztiik és arra a kovet-
keztetésre jutottunk, hogy ezek a vegydtiletek a re-
verzibilis, ATP-kompetitiv, gatld vegyiiletek kozé
tartoznak. A vegyiiletcsaldd szelektivitdsanak
vizsgalata céljabol 34 klinikailag relevans kinazt
tartalmazo an. szelektivitasi panelen is vizsgaltuk
a leghatékonyabbnak taldlt szarmazékot. A két
kindzzal szerkezetileg rokon kindzokon (c-Met
vs. AXL illetve EGFR vs. ErbB2) szintén potencia-
lis gatlast taldltunk. A 15 vegyiilet a jelenleg is-
mert leghatékonyabb c-Met/EGFR gatldé multi-
kinaz inhibitor, amely enzimes és sejtes vizsgala-
tokban is gatolja az EGFR és c-Met autofosz-
forilaciojat. Az eredményeket figyelembe véve a
vegyiiletcsalad alkalmas arra, hogy még hatéko-
nyabb EGFR/c-Met kettdsgatlok fejlesztésének ki-
induldsi molekulaja legyen.
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tablettaba préselt pelletek alkalmazasaval
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Summary

Csobdn, Z., Kdllai, N., Polgdr, A., Antal, 1.: Formula-
tion of multiparticular drug delivery systems by compress-
ing pellets into tablets

The use of multiparticulate drug delivery systems can contribute
to more efficient and safe therapy while stability and incompa-
tibility problems can be avoided as well.

The aim of the present work was to review the possible ways
of production of pellets containing multiparticulate units and
studying the most important factors influencing the product
quality attributes after tablet compression.

The relationship between the formulation variables (compres-
sion pressures, different amounts of tableting excipients) and the
dissolution profile of the gastroresistant coated beads were inves-
tigated.

Keywords: multiparticulate systems, compression of pellets,
modified release, dissolution profile

Osszefoglalé

Tobbegységes vagy multipartikuldris gyogyszerkészitmények al-
kalmazdsdval lehetdség nyilik a gydgyszeres terdpia hatékonyabbd
és biztonsdgosabbd tételére, valamint gydgyszertechnologiai in-
kompatibilitdsok illetve stabilitdsi problémdk elkeriilésére.

Jelen tanulmdnyunkban dttekintjiik a pelletek tablettdba prése-
lésével kialakitott tobbegységes rendszerek fejlesztésének lehetlsé-
geit, illetve azokat a tényezdket, melyek dontden befolydsoljik az
eldallitott készitmény mindségi jellemzdit.

Kisérleteink sordn arra kerestiik a vdlaszt, hogy a tablettdzds
sordn milyen mértékben viltozik meg a gasztrorezisztens bevo-
nattal elldtott pelletek kioldoddsi profilja kiilonbozd préserd, illet-
ve kiilonbozé mennyiségii tablettizisi segédanyag felhaszndldsa
mellett.

Kulcsszavak: tobbegységes rendszerek, pelletek préselhetdsége,
médositott hatéanyag leadds, kiolddddsi profil

1. Bevezetés

A hatoanyagot tartalmazd gyogyszeres pelletek
egyszerl €s biztonsagos adagolasahoz sziikséges
egy megfelel6 adagoldsi egység létrehozasa. A
matrix vagy rétegzett szerkezeti pelletekbdl kii-
16nb6z6 tobbegységes rendszer (Multiple unit pellet
system — MUPS) alakithato ki, amely szdmos fizio-
logias, terapias és nem utolsé sorban gyogyszer-
technologiai elénnyel rendelkezik az tgynevezett
egyegységes gyogyszerformakkal szemben [1, 2,
3]. A gydgyszeriparban elterjedt modszernek sza-
mit a szemcsék kapszulaba toltése vagy kiilonb6zd
segédanyagokkal egyiitt a tablettaalak kialakitdsa
préseléssel. A tablettak eléallitasa koltséghatékony-
sag szempontjabol elénydsebb a kapszulatoltésnél,
illetve a kész tablettak utélagosan nehezebben ma-
nipuldlhatdak a kapszulaknal. Megfelel6en kiala-
kitott préselmények esetén a tabletta felezhetésége
tovabbi elényt jelent [4], ugyanakkor szamos té-
nyezdt figyelembe kell venni a pelleteket tartalma-
z6 tabletta el6allitasanal (1. dbra). A tablettaalak

egyeéb segédanyagok felhasznaldsa mellett kiala-
kithato bevont és bevonatlan matrix szerkezetl és
rétegzett tipusu pelletekbdl, illetve a fentebb emli-
tett részecskék kombindcidjabdl is. A legtobb eset-
ben a préseléssel eldallitott tobbegységes pellet-
rendszernél a tablettdzas lépése csupan a tabletta-
alak létrehozasahoz sziikséges. A préselés soran a
pelleteknek meg kell tartaniuk a tablettan beliil az
integritasukat, tovabba fontos, hogy a tablettazas
hatdsara a partikulumokbdl torténd hatdéanyag-le-
adasi profil nagymértékben ne valtozzon. Ennek
alapvetd kovetelménye, hogy mind a pelletnek,
mind az esetlegesen pellet feliiletén kialakitott ha-
téanyag rétegnek illetve filmbevonatnak épen
sziikséges megdriznie tulajdonsagait a tablettazas
soran fellép6 préser6 ellenére.

A MUPS készitmények természetesen nemcsak
az Oket felépitd partikulumok alapjan csoportosit-
hatoak, hanem az alapjan is, hogy a tablettazas so-
ran felhasznalt segédanyagok miként befolyasol-
jak az egész rendszert, vagyis a tabletta szétesését
és ennek megfeleléen a hatdanyag-leadast. Alap-
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Formulacio

Polimer tipusa
Bevonat vastagsaga

Miveleti
beallitasok

préseré nagysaga
tablettazas sebessége

Tablettaz6gép

Tablettazogep tipusa
Szerszamok alakja
Toltéegység kialakitasa

tegek, idések, kisgyermekek egytiittm-
kodése javithatd. A harmadik megol-
das a MUPS formulaldsanal, amikor a
készitmény fejlesztéje vagy gyartdja
olyan segédanyagokat alkalmaz a tab-

Lagyitészer tipusa
Lagyitészer mennyisége
Pigmentek

szemcsemeéret
Osszetétel

torési szilardsag

porozitas

szemcseméret
mennyiség
sajatsaga

letta készitéséhez, amelyek nem teszik
lehetévé a gyors szétesést. Folyadék
hatasara ezek a segédanyagok duzzad-
nak —amit a 2. dbra is szemléltet — vagy
lassan erodalédnak, akadélyozva a
pelletekre vald szétesését a tablettanak.
A Toprol XL (Astra Zeneca) nevi ké-
szitményt lehet példaként emliteni.
Egy préseléssel eldallitott pellet ala-
pu multipartikuldris rendszer tulajdon-
sagait tehat sok tényezd befolyasolja,

1. dbra: Pelletek préselhetdségét befolydsold tényezdk

amelyeket figyelembe kell venni a ter-

vetéen harom kiilonbozé tipusrdl szamol be a
szakirodalom [5]. A MUPS a tablettazashoz fel-
hasznalt segédanyagok kovetkeztében gyorsan
szétesik (2. dbra). A tabletta dezintegracidja tor-
ténhet a szajliregben, abban az esetben, ha a hato-
anyagot hordozé partikulumok izfed$ bevonattal
vannak ellatva. Példaul a kiilf6ldon forgalomban
levé lansoprazol tartalmu orodiszperz Prevacid
SoluTab (Takeda) nevii készitmény tartozik ehhez
a csoporthoz. A MUPS szétesésének masik megol-
dasa, amikor a készitmény viszonylag gyorsan
szétesik, azonban a dezintegracié a gasztrointesz-
tinalis traktus szajiireget koveto teriiletén torténik,
a nyelést kovetden. Erre példa az omeprazolt tar-
talmazé Losec MUPS (Astra Zeneca). A két tipus
kozott a szétesés helyében van a nagy kiilonbség,
amely kovetkezménye, hogy az els6 esetben a be-
teg a részecskéket nyeli le, mig a masodik eseté-
ben a teljes tablettat. Megemlitendd, hogy az els6
esetben a nyelési rendellenességgel kiiszkodo be-

vezés és késObb a gyartds soran is a ki-
vant mindség elérésének érdekében. Jelen tanul-
many attekintést ad a pelletek préselése soran fel-
meriil6 gyogyszertechnoldgiai problémakrol, meg-
oldasokrol.

2. A pellet tulajdonsagainak jelent6sége
a tablettazas soran

A pelletek szemcsésitéssel eldallitott hatoanyag-
tartalmu egységek gyogyszerkészitmények gyar-
tasaban. Csaknem tokéletes gomb alakkal rendel-
keznek, szerkezetiik tomor, feliiletiik egyenletes
és sima. Szemcseméret-eloszlasuk homogén, sziik
tartomanyba sorolhatd. A gyogyszeriparban alta-
laban alkalmazott pelletek mérete 0,5 és 1,5 mm
kozotti [6]. A részecskék keménysége, illetve poro-
zitasa, mérete, valamint Osszetétele fontos ténye-
zOként emlithetéek mind a tablettalak kialakitasa-
nak, mind a pelletek integritasanak megorzése
szempontjabol.

Gyors
tablettaszétesés

—

/

-
3 Segédanyag /,’. ’ ‘

1.1. Pelletek dsszetétele, pelletezési
segédanyagok

A tablettdzando pelleteknek kettés ko-
vetelménynek kell megfelelni. Elen-
gedhetetlen a részecske bizonyos foku

T rugalmassaga, mely a préselés soran

\ segiti mind a pellet szerkezetének,

duzzadas F

e

2. dbra: Pelleteket tartalmazo tablettik tipusai

mind az esetleges bevonat integritasa-
nak megorzését. A megfeleld szilardsa-
gu tabletta eldallitasahoz ezzel szem-
ben sziikséges a pellet plasztikus de-
formacios és fragmentacios tulajdonsa-
ga is, ami a préselés soran lehetdséget
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biztosit az interpartikularis kotések kialakitasara
[4]. A pelletezési segédanyagok kivalasztasa soran
azonban figyelembe kell venni a segédanyagok vi-
selkedését mind a pelletezési eljaras, mind pedig a
késdébbi préselés folyaman. A kis szemcseméretti,
por finomsagnak megfelel6 mikrokristalyos cellu-
16z (MCC) ismert kivalo préselhetdségeérdl, gyak-
ran alkalmazzdk kozvetlen préseléshez is. Ala-
csony préserd hatdsara is megfelelé szilardsagu
tablettak készithetdek felhasznalasaval. Pelletezési
eljardsokhoz hasznalt segédanyagok koziil Dukic-
Ott [7] indokoltan nevezi ,golden standard”’-nek, ezt
a celluléz szarmazékot, hiszen az MCC alapu
pelletek nagy hozamban eldallithatok, a szemcsék
jo szfericitdssal, alacsony friabilitas értékkel, sima
felszinnel jellemezhetdek [8]. Ezen ismeretek tuda-
tdban meglepdnek tlinhet, de kizardlag mikrokris-
talyos cellulozbol késziilt pelletek préselésével
nem alakithaté ki megfelel6 mechanikai szilardsa-
gu tabletta. Szakirodalomban ismert, hogy az MCC
és laktoz, valamint MCC és dikalcium-foszfat ke-
verékébdl elballitott pelletek jobban tablettazhato-
ak, mint a csupan MCC-t tartalmazo pellet. Ennek
oka valdszintleg a laktoz, illetve a dikalcium-
foszfat fragmentaciot eldsegitd tulajdonsaga [9; 10].
Altaldnossagban elmondhaté, hogy az alapanyag-
keverék Osszetételének megfelel6 megvalasztasa-
val lehetséges jol tablettazhato pelletek eléallitasa,
azonban mindig figyelembe kell venni, hogy a po-
rok és a pelletek préselés soran eltéréen viselked-
nek, azonos Osszetétel esetén is.

1.2. Pelletek szemcseméretének szerepe

Préselés soran az alkalmazott pelletek mérete je-
lentésen befolyasolja az eldallitott tabletta tulaj-
donsagait. A megfelel$ részecskeméret alkalmaza-
sa kiilondsen fontos modositott hatdanyag-leadasu
pelletek tablettdzasa esetén. Bechard és Leroux ki-
sérleteikben etil-celluléz alapti bevonattal ellatott,
kiilonbo6z6 atmérdji pelletek hatéanyag leadasa-
nak valtozasat vizsgaltak préselés hatasara. Az al-
taluk alkalmazott pelletek 250-420 pum, 420-590
um, illetve a 590-840 um mérettartomanyba estek.
Eredményeik szerint a kisebb pelletek érzékenyeb-
bek voltak a préselésre, mig a nagyobbak megtar-
tottdk a kiinduldsi, préselés mentes kioldodasi
profiljukat. A jelenség a pelletek Osszfeliilet-
kiilonbségével és a filmbevonat vastagsagaval ma-
gyarazhato. A kisebb részecskék nagyobb Gssz-
feliilettel, igy vékonyabb bevonattal, mig a na-
gyobbak kisebb Osszfeliilettel és vastagabb bevo-
nattal rendelkeztek. Feltételezhetéen a vastagabb

bevonat miatt voltak a nagyobb részecskék kevés-
bé érzékenyek a préselés soran fellépd erhatasok-
ra [11]. Ragnarson és munkatarsai vizsgélataik so-
ran ezzel szemben a kis méretti pelletek hasznadla-
tat talaltak elényosnek. Kisérleteikben 440 pum, 540
pum, 850 um atmérdjii bevont pelleteket tablettaz-
tak. Az in vitro kioldodasi vizsgdlatok alapjan azt
allapitottak meg, hogy a kisebb méretti pelletek
tudtak jobban megdrizni az eredeti kioldodasi tu-
lajdonséagaikat [12].

1.3. Pelletek keménységének, porozitisinak hatdsa

A pelletszemcsék Osszetételén és méretén tal a
tablettazhatosag szempontjabdl fontos szerepe van
a partikulumok porozitasanak és torési szilardsa-
ganak is. Johansson és munkatdrsai mutattak ra a
porozitas jelentségére préselés soran [13]. Kisérle-
teikben extruzids-szferonizacios eljarassal el6alli-
tott MCC alaptl pelleteket hasznaltak. Granulalo-
folyadékként kiilonb6z6 osszetételli etanol-viz ele-
gyeket alkalmaztak, a novekvd etanol arany na-
gyobb porozitasa pelleteket eredményezett. Eltéro
porozitasu pelleteket allitottak el6, majd préseltek
tablettava. A préselmények torési feliiletérdl készi-
tett pasztazd elektronmikroszkdpos felvételeken
lathatova valt, hogy a préselést kovetéen a pelletek
kozelitdleg megdrizték eredeti alakjukat, tehat jel-
lemzden plasztikusan deformdlddtak, mig a
fragmentacio szerepe kisebb volt. Azonos préserd
alkalmazdasa mellett a novekvé pellet porozitas a
préselés soran térfogatvaltozast, illetve kemé-
nyebb tablettdkat eredményezett. A jelenség hatte-
re, hogy a porozitds novelése eldsegiti a plasztikus
deformdciot, tehat erésebb interpartikularis koté-
sek létrejottének kedvez. Bar a porozitas bizonyos
hatdron beliili novelése elényds a préselhetdség
szempontjabdl, a tul magas porozitas a pelletek to-
réséhez és az eredeti elényos tulajdonsagok el-
vesztéséhez vezethet. Erre utal Johansson és mun-
katdrsainak késdbbi megfigyelése is. A tal magas
porozitasu pelletek hasznalatakor a pelleteknek
nincs ellenalldsa a préserdvel szemben, ennek ko-
vetkeztében a tOrési feliilet athalad a pelleteken,
mig az alacsonyabb porozitdsa részecskéket tartal-
maz0 tablettdk a pelletek felszinén repednek [14].
Milli és munkatérsai szintén pelletek porozita-
sat tanulmanyoztdk a viz/etanol Osszetételti gra-
nulalo folyadék esetén [15]. Beckert és munkatarsai
[16] kiilonboz6é segédanyagokat tartalmazo, kii-
16nbo6z6 torési szilardsaggal jellemezheté Eudra-
git® L 30D 55-tel bevont pelleteket préseltek. Ab-
ban az esetben, amikor a bevonas el6tt és utan a
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pellet elasztikus tulajdonsaga jelentés mértékben
nem valtozott, a préselést kovetéen a bevont
pelleteken minimalis karosodast figyeltek meg.
Megallapitottdk, hogy a magasabb torési szilard-
saggal jellemezhetS, keményebb pelletek sokkal
jobban ellenalltak a tabletta kialakitasahoz sziiksé-
ges préserdnek, mivel kisebb mértékben deforma-
lodtak és a filmbevonatok is kevésbé voltak érzé-
kenyek a préserdre.

3. Pellet feliiletén kialakitott bevonat
tulajdonsagainak jelent6sége

A pelletek feliiletén kialakitott bevonat lehetdsé-
get ad izfedésre, gyogyszertechnologiai inkompa-
tibilitasok elkeriilésére, illetve modositott hato-
anyag-leaddsui gyogyszerforma el6allitasara. A
kiilonb6z6 kémiai szerkezet(i polimer bevonatok-
kal szemben fontos kovetelmény, hogy ne sériilje-
nek, illetve megtartsak eredeti funkcidjukat a be-
vont pelletek tablettdzdsa utan is. A bevonat anya-
gi mindsége, az alkalmazott bevondszer mennyi-
sége, vagy az esetlegesen jelenlévé lagyitoszerek
nagymeértékben befolyasoljdk a préselés soran a
bevonat ellenallo-képességét, igy a létrehozott
tobbegységes gyodgyszerhordoz6 rendszer funkci-
onalitasat.

3.1. Filmképzo polimerek tipusdnak,
mennyiségének szerepe

Dashevsky és munkatarsai etil-cellulézzal (Aqua-
coat® ECD - FMC Biopolymer, Philadelphia, PA,
USA) illetve polivinil-acetattal (PVA, Kollicoat® SR
— BASE, Ludwigshafen, Németorszag) bevont ha-
toanyagot tartalmazo, nydjtott hatéanyag-leadastu
pelletekbdl készitettek préselményeket [17]. Meg-
allapitottak, hogy a Kollicoat® SR trietil-citrat 13-
gyitoszert hasznalva alkalmasabb, abban az eset-
ben, ha a pelleteket tablettazni kell a kovetkezd
technologiai 1épésben. A filmbevonatok mechani-
kai ellenalloképessége novekszik a bevonatréteg
atmérdjének novelésével, de a tul vastag bevonat-
réteg a préselés soran az alegységek fuzidjahoz,
matrix szerkezet kialakuldsdhoz vezet. Ennek ko-
vetkeztében az adagolasi formdra nem érvénye-
siilnek a multipartikularis rendszer elényei.

Chang és Rudnic kisérleteikben etil-celluloz vizes
diszperzidjaval, valamint szerves etil-celluléz ol-
dattal bevont részecskéket hasonlitottak Gssze [18].
Eredményeik azt mutattak, hogy az utdbbi esetben
a préselésnek jobban ellendlld bevonat jott létre, de
az eljards nagy mennyiségii szerves oldoszer hasz-

nalatat igényli. Béchard és Leroux az etil-celluléz be-
vonat utdkezelésével probaltak javitani a bevonat
mechanikai tulajdonsagait [11]. EIméletiik szerint a
vizes diszperzi6 porlasztasaval eléallitott bevonat
nem teljesen egyenletes, ami azonban javithaté a
bevont pelletek filmképzési hdmérséklet f6l6tti ho-
fokon valo kezelésével (curing). Az akril alapu be-
vonatok (Eudragit® bevonat csalad) rugalmasab-
bak, nagyobb flexibilitdssal rendelkeznek a cellu-
16z polimereknél. Ennek magyardzata, hogy az ak-
ril-észter lancmolekuldk kozott gyenge masodren-
dit kotések hatnak, mig a celluléz szarmazékok
esetén erdsebb hidrogén-kotések kialakuldsara van
lehet6ség. Tobb kutatocsoport eredményei bizo-
nyitjak, hogy Eudragit® NE, Eudragit® RL, illetve
Eudragit® RS tipust polimer diszperziokkal be-
vont pelletek a tablettazast kovetden is megorizték
eredeti hatéanyag-leadasi tulajdonsagaikat. Az el-
végzett kioldodas-vizsgalatok szerint csak kismér-
tékii volt az eltérés a préselt és a kiindulasi bevont
pelletek kozott, tehat ezek a segédanyagok alkal-
masak tabletta gyogyszerformaju, tobbegységes,
modositott hatéanyag-leadasu rendszerek formu-
lalasara [19, 20]. Természetesen akril polimer bevo-
nattal ellatott pelletek esetén sem novelhetd tetszo-
leges mértékben a tablettazas soran alkalmazott
préserd. Flament és munkatarsainak eredményei
szerint Eudragit® NE filmbevonatu pelletek esetén
10-15 kN préserdvel lehetséges volt sima felszint
tablettak eldallitasa, 20 kN préserd folott viszont
mar csokkent a bevonat funkcidja, mely azonban
nem a filmréteg torésének, hanem a nytulasnak és
elvékonyodésnak volt kovetkezménye [21]. Altaf
és munkatdrsai polimer bevonati (Aquacoat®)
acetaminofen tartalmu tobbrétegti pelleteket készi-
tettek. Tablettazasi segédanyagokként mannitol és
MCC keverékét alkalmaztak [22, 23]. Ennek a kon-
cepcidnak az Otletét az adta, hogy a tobbrétegti
pelletek tablettdba préselése soran a pellet kiils6bb
bevonat rétegei elnyelnék a préserd egy részét és
toréstikkel biztositandk az azonnali hatéanyag-fel-
szabadulast, mikozben a belsébb filmrétegeket
megvédenék a toréstdl és ezaltal biztositandk a
nyujtott hatéanyag-leadast. Eredményeik alapjan
megallapithatd, hogy feltevésiik helyesnek bizo-
nyult.

3.2. Filmbevonds sordn alkalmazott
lagyitészerek szerepe

A bevonas soran hasznalt polimer diszperzi6 1a-
gyitdszereket is tartalmazhat. A lagyitdszerek al-
kalmazasanak elsédleges célja a bevono polimer
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minimalis filmképzési hdmérsékletének csokken-
tése, azaz lehet6vé teszik a bevonas elvégzését ala-
csonyabb hémérsékleten is. A lagyitdszerek gyak-
ran elényosen befolyasoljak a filmbevonat mecha-
nikai tulajdonségait, fokozzak annak elaszticita-
sat, igy novelik a bevonat ellenallo-képességét a
préselésnél fellépd hatasokkal szemben. Dashevsky
és munkatdrsai a fentebb mar emlitett publikacio-
jukban a lagyitdszer hatasat is vizsgaltak [17]. A
trietil-citrat alkalmazasa PVA polimer haszndlata
esetén nagymértékben segitette a bevonat "sériilés-
mentes’ préselhetdségét.

4. Tablettaalak kialakitasahoz sziikséges
segédanyagok szerepe

A pelletek 6nmagukban nem tablettazhatoak olyan
moddon, hogy a részecskék integritdsa megmarad-
jon, ugyanakkor nagy szilardsagu tabletta jojjon
létre. A pelletekhez adott megfelel6 mindség és
mennyiségli tablettazasi segédanyag alkalmazasa-
val nyilik lehetéség a multipartikularis adagolasi
egység elballitasara. A tablettazasi segédanyagok-
nak szdmos feltételt kell teljesiteniiik. Fontos szere-
plik van a pelletek integritasanak megdrzésében,
illetve a részecskék kozvetlen érintkezésének és a
bevonatok ftzidjanak megakadalyozasaban. Lé-
nyeges, hogy a megfelel6 segédanyagok homogén
keveréke alacsony préserd hatasara is nagy szilard-
sagu tablettat eredményezzen, mert a préserd no-
velése minden esetben az alegységek karosodasa-
hoz vezet. Tovabbi elvaras, hogy az alkalmazott se-
gédanyagok ne befolyasoljak a hatéanyag kioldo-
dasat, vagy a kiolddédasra gyakorolt hatasuk kisza-
mithatd legyen [4]. AlapvetSen fontos a szegregacio
elkeriilése, ennek érdekében egyes kutatok azokat
a toltéanyagokat ajanljak, amelyek részecskemérete
kozel azonos az alkalmazott pelletek méretével [24,
25, 26, 27]. Masok arrol szamoltak be, hogy csokken
a szegregacios veszély, ha kis részecskeméretti

MCC-t hasznalnak [28, 29]. Wagner és munkatarsai
[30] bevonattal ellatott (Eudragit® FS 30 D) pelle-
teket préseltek, segédanyagként pedig MCC port
vagy granulatumot hasznaltak. Ugy talaltak, hogy
a préselménybdl torténé hatdanyag-leadast jobban
befolyasolta a por szemcsemérettel rendelkezd
MCC, mintha granulatumként hasznaltak volna a
mikrokristalyos cellulozt a tablettdzas soran. A por
szemcsemérettel rendelkezd tablettdzasi segéd-
anyag hasznalatat inkdbb a kevésbé rugalmas
polimerbevonatokkal rendelkez6 pelletek préselé-
sénél javasoltak.

5. Kisérleti rész. Gasztrorezisztens filmbevonata
pelletek préselhetoségének vizsgalata

5.1. Anyagok, gyogyszertechnologiai eljirds

Koffein (Hungaropharma ZRt., Budapest, Magyar-
orszag) tartalmu réteg kialakitasa 500-710 um mé-
reti mikrokristalyos cellulézbdl késziilt inert
pelletmagok (MCC; Ethispheres® 600; NPPharm
Ltd, Franciaorszag) feliiletén hidroxipropil-metil-
celluldz (Pharmacoat® 606, Shin-Etsu Chemical Lid,
Japdn), mint kotéanyag, €s Sunset Yellow FCF
(Sensient Food Colors UK Ltd, Egyesiilt Kiralysag),
mint szinezéanyag felhasznalasaval fluidizacids-
eljarassal tortént Aeromatic STREA-I. (Aeromatic-
Fielder AG, Svijc;) laboratériumi fluidizacios ké-
sziilékben. A hatdanyagot tartalmazo pelletek felii-
letén a gasztrorezisztens Eudragit® L filmbevonat
(Evonik Industries AG, Darmstadt, Németorszag)
kialakitasa szintén a fent emlitett késziilékben also
porlasztassal tortént. A filmbevonashoz alkalma-
zott diszperzié Osszetételében lagyitdszerként
trietil-citrat (Fluka Chemie AG, Svidjc), antiadhé-
ziés anyagként mikronizalt talkum (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Németorszag) szerepelt.
A hatdanyaggal torténo rétegzés és a filmbevonas
muveletének paramétereit az I. tdbldzat szemlél-

I. tdbldzat

Fluidizdcids eljardsok bedllitdsi paraméterei
Gyartasi paraméter Hatdanyag rétegzés Filmbevonas
Toltettdmeg (g) 200 150
Favoka atmérd (mm) 0,8 0,8
Belépd levegd hdmérséklet (°C) 50 45
Kilépd levegd hémérséklet (“C) 37-40 31-34
Porlaszté levegd nyomasa (bar) 1 1
Fluid levegd aramldsi sebessége (m?/6ra) 80-130 80
Adagolasi sebesség (g/perc) 5-6 4-5
Szaritas hémérséklete (°C) 50 45
Szaritas ideje (perc) 10 10
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II. tabldzat

Kétvaltozos, hdromszintil faktoridlis kisérleti terv MUPS elddllitdsdra

Aktualis értékek
Szintek x,: MCC mennyisége x,: Tabletta torési szilardaga (N)
(ng)
-1 300 40-50
0 450 90-100
+1 600 140-150

MCC mennyiségének megfeleld

Tabletta torési szilardaganak megfelel6

Elgallitott tabletta kodja szint (x,) szint (x,)

300 mg/40-50 N -1 -1
300 mg/90-100 N -1 0
300 mg/140-150 N -1 1

450 mg/40-50 N 0 -1
450 mg/90-100 N 0 0
450 mg/140-150 N 0 1

600 mg/40-50 N 1 -1
600 mg/90-100 N 1 0
600 mg/140-150 N 1 1

teti. A tablettazas soran eldallitott préselmények nyiséget UV spektrofotometrids modszerrel

az II. tablazatban bemutatott 3* kisérletterv sze-
rint késziiltek. A 10 m/m %-os filmbevonattal ren-
delkezé koffein tartalmu pelletek préselhetdségé-
nek vizsgalatdhoz minden esetben 300 mg pelletet
hasznaltunk. Az analitikai pontossagal (Sartorius
BL 310 tipust analitikai mérleg, Sartorius AG, Né-
metorszag) kimért pelleteket 300 mg vagy 450 mg
illetve 600 mg MCC (Vivapur® 102, JRS Pharma,
Németorszag) toltéanyaggal homogenizaltuk,
majd excenteres tablettazogéppel (Diaf, TM 20 ti-
pus, Koppenhaga, Dania) kiilénb6z6 préserék
hasznalataval 40-50 N/90-100 N/ 140-150 N torési
szilardsaggal jellemezheté 15 mm atmérdjd, bi-
konvex alaku tablettakat allitottunk eld.

5.2. Vizsgdlo modszerek

Az II. tablazatban megadott kisérletterv szerint
késziilt tablettak egyedi tomegét (Sartorius BL 310
tipusu analitikai mérleg, Sartorius AG, Németor-
szag), torési szilardsagat (TBH 200, Erweka
instrument GmbH, Németorszag) meghataroz-
tuk. A tablettdk magassagat digitalis tolomérd ké-
sziilékkel (Mitutoyo Absolute, Mitutoyo Corp., Ja-
pan) mértiikk. A  kioldodas vizsgalatokat
Pharmatest PTW II. (Pharma Test Apparatebau
AG, Hainburg, Németorszag) kioldodas vizsgald
flirdében végeztiik, forgdkosaras modszerrel, 100
1/perc fordulatszamon. Kioldokozegként 37 + 0,5
°C temperalt, 900 ml térfogatt sosav puffert (pH =
1,0) alkalmaztunk. A kioldédott hatdanyag meny-

Agilent 8453 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Németorszag) spektrofotométerrel 273 nm-en ha-
taroztuk meg. A statisztikai elemzés soran a 120.
percben mért kioldddott hatéanyag mennyisége
és a tablettdzasnal felhasznalt MCC mennyisége,
illetve a tablettak torési szilardsaga kozott keres-
tiink Osszefliggést. A TableCurve®3D v4.0 (Systat
Software Inc., Egyestilt Kirdlysag) szoftver segit-
ségével becsiilt polinomidlis modell egyenlete:

z = atbx+cy+dx*tey*+fxy

3. dbra: Gasztrorezisztens koffeint tartalmazo pelleteket
és 450 mg MCC-t tartalmazd préselmény
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4. dbra: Bevonattal elldtott préselt és nem préselt pelletek kioldoddsi
profilja a felhaszndlt toltéanyag mennyisége szerint. A.: 300 mg MCC
felhaszndldsdval, kiilonbozd préserdvel késziilt tablettik hatéanyag-
leaddsa; B.: 450 mg MICC felhaszndldsdval, kiilonbozd préserduvel
késziilt tablettik hatéanyag-leaddsa; C.: 600 mg MCC felhasznildsdval,
kiilonbozo préserdvel késziilt tablettdk hatéanyag-leaddsa

ahol x és y, mint fliggetlen valtozok a fak-
torokat (x: MCC mennyiség, y:torési szi-
lardsag), az egyiitthatok (b, ¢, d, e, f) pedig
a f6 (b,c), a nemlinearis kvadratikus (d, e)
és az interakcids (f) hatasokat irjak le.

5.3. Eredmények

A 3. dbrdn lathat6 tabletta 750 mg atlag
tomeggel és 40-50 N torési szilardsaggal
jellemezhets. Vizbe helyezve nagyon
gyors szétesést tapasztalhatunk, amely az
MCC-nek, és az alacsony alkalmazott
préserének koszonhetd. A tabletta szét-
esését kovetden jol lathatdak a hatdanya-
got tartalmazd partikulumok szabadda
valasa. Az III. tabldzat mutatja a 9 féle
préselmény tabletta vizsgalatainak ered-
ményét. A mérési adatok alapjan megalla-
pithatd, hogy a VIII. Magyar Gyogyszer-
konyv kovetelményének megfeleléen az
egyedi tomege a préselményeknek megfe-
lelg, illetve, hogy a tervezett torési szilard-
sag értékeket minden esetben sikertilt
megkozeliteni az alkalmazott préserd be-
allitasaval. A 9 féle multipartikularis rend-
szerbdl és a kiindulasi, nem préselt pelle-
tekbdl torténé hatdanyag-felszabadulast
sosavas kozegben (pH = 1,0) szemlélteti a
4. dbra. Az in vitro kioldédas vizsgalat
eredményei jol tiikrozik, hogy 300 mg
MCC toltéanyag felhasznalasaval nem le-
hetett késziteni olyan tablettat, amelynek
hatéanyag-leadasi profilia megkdozelitené
a kiindulasi, ‘préselés mentes’ pellet kiol-
doédasi gorbéjét. A 300 mg MCC felhasz-
nalasaval késziilt tablettak fiiggetleniil az
alkalmazott préser6 nagysagatdl (4/A.
dbra) nem megfelel6 koffein kioldodasi

III. tablazat

Tabletta vizsgdlatok eredményei (n=20; dtlag + SD)

Pellet mennyi- | Vivapur 102 meny- | Tervezett torési | Tomeg (mg) | Torésiszilard- | Magassag (mm)
sége (mg) nyisége (mg) szilardag (N) sag (N)
300 300 40-50 593,3+7,12 39+2,5 4,8+0,03
300 300 90-100 598,1+2,20 8945,2 4,5+0,01
300 300 140-150 590,3+4,62 137+6,3 4,3+0,01
300 450 40-50 736,4+2,13 40+2,5 6,0+0,01
300 450 90-100 736,6+2,41 105+5,5 5,4+0,01
300 450 140-150 736,5£3,56 149+7,3 5,1+0,02
300 600 40-50 886,8+2,59 42+2,3 7,3+0,01
300 600 90-100 886,5+1,89 98+4,1 6,9+0,01
300 600 140-150 885,7+1,68 145+3,5 6,6+0,01
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5. dbra: Fiiggetlen vdltozok hatdsa a koffein kioldéddsdra

profillal rendelkeznek, ami arra enged kovet-
keztetni, hogy a gasztrorezisztens bevonat sé-
riilt. A 300 mg-nal tobb, 450 mg és 600 mg tolts-
anyag alkalmazasaval, nagyobb préserével el6alli-
tott tablettak (torési szilardsaguk: 90-100 N, és 140-
150 N) mar lassabb kioldddasi profillal rendelkez-
nek, de ezek a hatdanyag-leadasi gorbék is
gyorsabb sebességliek, mint a “préselés mentes’
pellet kioldodasi profilja, ami szintén a pelletek fe-
lilletén kialakitott filmbevonat sériilésére utal. Va-
rakozasainknak megfeleléen az alacsonyabb prés-
erdvel késziilt, 450 mg és 600 mg toltéanyagot tar-
talmazo tablettdk (torési szilardsaguk: 40-50 N)
hatéanyag-leadasa csokkent, és megkozelitette a
"‘préselés mentes’ pellet kioldddasi gorbéjét. Ezek-
ben az esetekben a pelleten levé Eudragit® bevo-
nat nem vagy csak igen kismértékben sériilt. A
statisztikai vizsgalat soran a feliilet illesztésnél ka-
pott valaszegyenlet a kovetkezd:

z(%)=42,09-11,25x+11,28y+17,69x>-0,83y*+4,42xy
r=0,955

Az illesztés soran nyert valasz feliilet-fliggvényt
az 5. dbra mutatja. A kapott egyenlet egyiitthatdi
és az abra is szemlélteti, hogy a préseléshez hasz-
nalt toltéanyag mennyiségének és az alkalmazott
préseronek szintén jelentés hatasa van a kioldo-
dott hatdanyag mennyiségére. Ezt az illesztés
megfeleld regresszidja szintén aldtdmasztja. A
toltéanyag mennyiségének novelése (+1) csokken-
ti a leadott koffein mennyiséget, ezzel ellentétben
a torési szilardsag-kozvetve az alkalmazott prés-
er$ novelése (+1) a kioldddott hatéanyag mennyi-
ségének novekedését eredményezi. Ennek oka
egyrészt a filmbevonat sériilése, illetve hozzaja-
rulhat a tabletta széteséshez sziikséges noveke-
dett id6 is.

Kovetkeztetések

Multipartikuldris rendszert tartalmazo tabletta
fejlesztése kihivast jelenté gyogyszertecholdgiai
feladat. Bar szamos szempontot kell figyelembe
venni és tobb formuldldsi paramétert sziikséges
optimalizalni a munka sordn, a sikeres megvaldsi-
tas egyedi biofarmdciai és farmakokinetikai el6-
nyOkkel jarhat és innovativ megoldason alapuld
készitményt eredményezhet.

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk halas koszonetiiket fejezik ki az Evonik
Degussa Hungdaria KFT-nek a bevonashoz alkal-
mazott filmképzd polimer diszperzidért.
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Summary

Hegymegi-Barakonyi B., Orfi L., Kéri G. and Kovesdi
1.: Application of Kohonen Self Organized Feature Maps in
QSAR of human ADMET and kinase data sets

QSAR predictions have been proven very useful in a large num-
ber of studies for drug design, such as kinase inhibitor design as
targets for cancer therapy, however the overall predictability often
remains unsatisfactory. To improve predictability of ADMET fea-
tures and kinase inhibitory data, we present a new method using
Kohonen's Self-Organizing Feature Map (SOFM) to cluster mol-
ecules based on explanatory variables (X) and separate dissimilar
ones. We calculated SOFM clusters for a large number of mol-
ecules with human ADMET and kinase inhibitory data, and we
showed that chemically similar molecules were in the same SOFM
cluster, and within such clusters the QSAR models had signifi-
cantly better predictability. We used also target variables (Y, e.g.
ADMET) jointly with X variables to create a novel type of clus-
tering. With our method, cells of loosely coupled XY data could be
identified and separated into different model building sets.

Keywords: QSAR, ADME, ADMET, Kohonen, SOFM

Osszefoglalo

A QSAR modellekrél mdr szdmos tanulmdny bizonyitotta, hogy
nagyon hasznos a gyogyszertervezésben, példdul a kindz gatlok
rikterdpids célii tervezésében, azonban a becsld képesség gyakran
tovdbbra sem kielégitd. Az ADMET és a kindz gitldsi tulajdon-
sdgok becslésének javitdsa érdekében bemutatunk egy, a mole-
kula leirék (X) alapjin klaszterezd Kohonen-féle onszervezédd
tulajdonsdgtérképet (Self-Organizing Feature Map; SOFM) al-
kalmazo 1ij modszert. Nagyszdmuii humdn ADMET tulajdonsdgra
és kindz gdtldsra vizsgdlt vegyiilet esetében készitettiink SOFM
klasztereket, majd megmutattuk, hogy a kémiailag hasonld mole-
kuldk keriilnek azonos SOFM klaszterbe és klasztereken beliil a
QSAR modelleknek szignifikdnsan jobb a becsléképessége. Az X
értékek mellett a cél tulajdonsdgokat (Y, példiul ADMET tulaj-
donsdgok) is felhaszndltuk egy 1ij tipusii csoportositdsra. A mod-
szeriinkkel lazdn Osszekapcsolodd celldkba rendezédnek az XY
adatok, amik kiilonbozd modellkészitd halmazként haszndlhatoak.

Kulcsszavak: QSAR, ADME, ADMET, Kohonen, SOFM

Bevezetés

A protein kindzok kulcsszerepet jatszanak a tumo-
ros és gyulladdsos megbetegedések, az arterio-
sclerosis, az arthritis, bizonyos neurodegenerativ
és fert6z6 betegségek patomechanizmusaban. A
hibas ill. ,hamis” kinaz jelek gatldsa a modern
gyogyszerkutatas egyik legfontosabb irdanya. 2005-
ben négy kismolekulds kinaz inhibitor volt klini-
kai hasznalatban [1], ez 2007-re tovabbi harommal
boviilt [2], mig 2012-ben 26-ra novekedett [3]. Ez
tisztdn mutatja a protein kindzok névekvé fontos-
sagat a gyogyszerkutatas terén.

A fejlesztés alatt allé gyogyszerhatdéanyagok

elérhetdsége, eloszlasa, lebomlasa, kivalasztasa és
toxicitasa (Absorption, Distribution, Metabolism,
Extraction and Toxicity; ADMET) értékes informaci-
ot hordoz mar a gyogyszerkutatas korai fazisaban
is, de sajnos kevés mért adat érhet6 el, mert nem
vizsgalhaték nagy atbocsaté képességli (HTS)
rendszerekben. Altalaban hosszt és gondos kisér-
letek soran vizsgaljak meg az ADMET paramétere-
ket a preklinikai és a klinikai vizsgalatok soran. A
kémiai diverzitdsa ezeknek az adatbazisoknak
meglehetdsen nagy, rdadasul az emberi populdci-
ok inhomogenitasa miatt ezeknek a biologiai tulaj-
donsagoknak a szorasa is jelentés. Mindezek ko-
vetkeztében az ADMET tulajdonsagok QSAR mo-
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dellel val6 megbizhaté becslése nagy kihivast je-
lent. Nagy eldnyt jelentene a korai gydgyszerfej-
lesztésben — a taldlatkereséstdl a vezetémolekula
optimalizalasig — egy megbizhatobb ADMET para-
méterbecslés, amelyre mi egy 1j, 6nszervez6do tu-
lajdonsag térképet (Self-Organizing Feature Map;
SOFM) haszndalé modellt fejlesztettiink, ami némi-
leg javitotta a QSAR modellek megbizhatdsagat.
Az Onszervezddd tulajdonsag térképet (SOFM)
Teuvo Kohonen taldlta ki a 80-as évek elején [4]. A
modszer a mesterséges idegrendszeri halozatok
(Artificial Neural Networks; ANN) kozé tartozo
klaszterez6 eljaras, amely rendelkezik azzal a tulaj-
donsaggal, hogy konnyen értelmezhetéen mutatja
a klaszterezés eredményét [5]. A Kohonen-féle
SOFM nemcsak egy vizualizacios technika, hanem
egy intelligens informacié-tomorité eszkoz is. Al-
talanossagban elmondhat6 a mddszerrdl, hogy ro-
bosztusabb és pontosabb nagyszadmu zajos adat
esetén, mint a hierarchikus klaszterezé eljarasok.
Kiilonb6z6 ADMET és egy kindz inhibitor adat-
sort alkalmaztunk a modellezésre. Egyrészt hu-
man vékonybél felszivodasi adatokat (Human
Intestinal Absorption; HIA) hasznaltunk. Ez az ér-
ték a szajon at adagolt hatdanyagok tobb tulajdon-
sagabdl adddik Ossze: oldhatosag és stabilitas az
emésztérendszerben, felszivodds a vékonybél fa-
lan keresztiil és a majban torténd first-pass meta-
bolizmus. A 602 szdzalékos felszivodasi adatot a
szakirodalombdl vettiik [6]. A HIA predikcidja na-
gyon hasznos az ordlis adminisztracidja gyogy-
szerek fejlesztése soran. Masrészt vér-agy gat
(Blood-Brain Barrier; BBB) megoszlasi adatokat
hasznaltunk. A BBB valasztja el a kozponti ideg-
rendszert a véraramtdl, a penetracio kiilondsen a
kozponti idegrendszerre hatd gyogyszereknél
fontos. 140 human logBBB adatot a szakirodalom-
bol vettiik [7]. Harmadrészt egy ioncsatorna, a hu-
man Ether-a-go-go-Related Gene (hERG) terméké-
nek gatlasi adatain alkalmaztuk az eljarasunkat. A
fehérje bizonyos szivritmus-szabalyozo6 gydgysze-
rek terapias célpontja, de egészséges személyeken
hosszu QT szindromahoz vezet, ami halalos sziv-
ritmus zavarra hajlamosit [8, 9]. 119 6sszehasonlit-
haté kortilmények kozott mért hERG aktivitas
adatbdl készitettiink modellt. Legvégiil epider-
malis novekedési faktor-receptor (Epidermal
Growth Factor Receptor; EGFR) kindz gatlasi adato-
kat hasznaltunk. Az EGFR-t azonositottak mint a
sejtek novekedéséért és osztodasaért felelds jelat-
viteli folyamatok egyik kiindulépontjat, aminek a
talmiikodése tehetd feleldssé szamos szolid tumor
tipus kialakuldsaért [10]. A vizsgalatokban kutato-

csoportunk korabban kozolt adatait hasznaltuk
[11].

Megmutatjuk, hogy a (X) szerinti klaszterezés
utan a cél tulajdonsagok (Y) klaszterenkénti vizs-
galataval meghatarozhatdak a ,bizonytalan” terii-
letek, ahol a molekula leirok nem hasznalhatdak a
cél tulajdonsagok pontos predikcidjara. Ezeknek a
,bizonytalan” teriileteknek a kihagyasaval elké-
sziild6 modell prediktivitdsa szignifikansan jobb,
mint a teljes adathalmazbol késziil6é.

Kisérleti rész
SOFM klaszterezés

Az SOFM neuronok kétdimenzios tombje. Egy ne-
uron egy koordinata-vektor, amelynek a dimenzi-
0ja megegyezik a molekula leirok szamaval. A ne-
uronok kapcsolédnak a kérnyezd neuronokhoz, a
kapcsolodds mértéke a tavolsag novekedtével
csokken. Ebben a munkaban a 3DNET4W [11, 12]
szoftvert hasznaltuk az SOFM eléallitasahoz.
Toroid topolodgidju négyzetes SOFM-et haszndl-
tunk, aminek koszonhetfen a matrix minden ele-
mének ugyanannyi szomszédja van. A tanuldsi
folyamatban egy adott klaszterezend$ vegydiilet
molekula leirdjahoz kivalasztjuk az euklideszi ta-
volsagmetrika szerinti legkozelebbi SOFM neu-
ront (Best-Matching Unit; BMU). Ugy tanitjuk a
BMU-t és a topoldgiai kornyezetét, hogy a BMU
koordinata-vektorat megvaltoztatjuk, hogy koze-
ledjen a klaszterezend6 vegyiilet molekula leirdja-
hoz, majd a topologiai kornyezetet is megvaltoz-
tatjuk, hogy szintén kozeledjen, de a BMU koordi-
nata-vektoranal kisebb, a BMU-t6l mért tavolsag
novekedtével csokkentett mértékben. Igy hatnak
kolcson a tanulds alatt a neuronok. Tanulasi perio-
dusnak nevezziik, ha ezt az eljarast elvégezziik az
Osszes klaszterezendd vegytiletre. A tanuldsi fo-
lyamat periéodusok sorozata, mely soran folyama-
tosan csokkentjiilk a BMU koordinata-vektoranak
valtozasahoz képest a topoldgiai kornyezet valto-
zasat. Erre a 3DNET4W egy Gaussian-szer(i szom-
szédsagfaktor haszndl. A szomszédsagfaktor
(neighbourhood kernel; K) j és k neuron kozott az 1.
egyenlettel szamolhato ki, ahol d, jelenti j és k ne-
uron tavolsaganak és a Kohonen-térkép élhosszu-
saganak hanyadosat és r pedig egy, perioduson-
ként folyamatosan csokkentett egytitthato (1.
egyenlet).

i (1)
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A periddusok szamat 1000-nek hataroztuk meg,
r értékét 0,05-t61 0,001-ig linedrisan csokkentettiik
és egy peridduson beliil a klaszterezendd vegytile-
teket véletlenszert sorrendben hasznéltuk a tani-
tasra. Itt meg kell jegyezniink, hogy a tanitas alatt
az Y értékek nem kertiltek felhasznalasra.

Amint az SOFM elkésziil, a szoftver a tulajdon-
sagtérkép minden neuronjara megjeleniti a hozza
tartozo vegyiilethalmaz cél tulajdonsagainak (Y)
atlagat, szorasat, az U-matrixot (Unified distance
matrix vagy Ultsch-matrix; U [13]) és az altalunk
XY bizonytalansagnak nevezett értéket (fuzziness;
F). Az U-matrix mérete megegyezik az SOFM mé-
retével és az értéke gy szamolhato ki, hogy min-
den neuron koordinata-vektoranak nyolc kozvet-
len szomszédja koordinata-vektoratol elemenként
mért eltérését Osszegezziik, majd az igy kapott vek-
tor elemeit is Osszesitjiik. Az U-matrix magas érté-
ke a szomszédos koordinata-vektorok kozti na-
gyobb eltérést jelzi, ami az SOFM-en értelmezhetd
régiok hataran alakul ki. Az F (XY bizonytalansag)
értékét pedig a 2. egyenlettel szamitjuk ki. o, az Y
értékek szorasa, x* pedig a koordinata-vektor atla-
gos tavolsaga a klaszterbe tartozé X értékektdl.

¥ 2)

Ha egy SOFM elem nagyon hasonlé molekula lei-
roju vegytileteket gytjt, amikhez nagyon eltéré Y
értékek parosulnak az F értéke magas lesz. Az
ilyen klaszterekben levo bizonytalan adatok fogjak
lerontani a QSAR modelliink predikcios képessé-
gét. Masképpen fogalmazva, nagyon hasonld mo-
lekula leirdju vegytiletekre kellene nagyon eltérd
Y értékeket becsiilni, de a QSAR modelliink csak
egy értéket fog visszaadni, ami nagyon eltérhet a
valosagtol. A 3SDNET4W automatikusan eltavolitja
ezeket a bizonytalan adathalmazokat. Ez az eljaras
teljesen modell fliggetlen, azaz nem vesz figyelem-
be semmilyen QSAR szamitast, kizardlag az
SOFM-re tamaszkodik. Ebben a munkaban ennek
az eljarasnak a hatdsat vizsgaljuk néhany tipiku-
san zajos biologiai adathalmazon.

Az alkalmazott molekula leirdk kivalasztasa ki-
emelkedd jelentéségii minden molekula modelle-
zési folyamatban. Az SOFM létrehozasa el6tt két
modszer segitségével sziikitettiik le a nagyszamu
szamitott leir6t a munkankhoz megfelel6 halmaz-
ra. Az elsé az informacid-tartalom szerinti kiva-
lasztds. A vizsgalat egy adott molekula leiro, az
Osszes molekuldra szamitott értékének az eloszla-
san alapul. Az informacid-tartalom magas, ha a le-

ir6 értékek eloszlasa egyenletes, illetve nulla, ha a
leir6 értéke allandod. A masodik mddszerben kettd
vagy harom rejtett neuront tartalmazd feed-
forward topoldgidji  ANN-t tanitottunk back-
propagation algoritmussal az Y értékek becslésére
a molekula leirékbol. Ilyen kevés neuronnal csak
az ANN 4ltalanosito képességét hasznaltuk ki. Az
igazan fontos leirdkat a tanitds utan a bemeneti ré-
teg és a rejtett réteg kozti sulyok nagysagabol ha-
taroztuk meg [14, 15].

Eredmények
Vegyiiletcsalidok klaszterezése

Ot, a szakirodalomban leirt kinaz gatld vegydiile-
tekben megtaldlhaté kémiai alapvazat valasztot-
tunk ki, melyekhez 200-200 vegydiiletet kerestiink
a Vichem Kft. kémiai vegydiilettarabol (1. dbra). 1:
benzo[glkinoxalinok [16], 2: oxindolok [17], 3
4-fenilamino-kinazolinok [11], 4: 2-fenilamino-
pirimidinek [11], 5: 4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]
tiofének [18]. A szdmitdsokhoz 151 topoldgiai mo-
lekula leirét szamoltunk ki minden vegyiilethez,
amelyek koziil 12 darabot valasztottunk ki. 12x12
méret(it SOFM-mel klaszterezve az 1000 vegytiiletet
az adott cellaba keriil6 vegydiiletek alapvaz-sorsza-
manak atlagait abrazolva megallapitottuk, hogy a
vegyiiletek tobb mint 90%-a olyan cellaba keriilt,
amelybe csak azonos alapvazu vegyiiletek keriil-
tek (2A dbra). Ez jol mutatja, hogy néhany abszt-
rakt szamitott leir6 nagyon hatékonyan képes a
vegyiileteket hasonldsag alapjan rendezni.

%HIA

A 602 %HIA adattal rendelkezd vegyiiletiinkhoz
kivalasztottunk 62 molekula leirét, amelyek segit-
ségével elvégeztiik a klaszterezést egy 12x12
SOFM-en. A Kohonen térképen abrazolva az egy
cellaban levd vegyiiletek %HIA értékének atlagat
azt lathatjuk, hogy az SOFM 0sszegytijtotte az

‘(JC&
SRSV, ‘*“@

1. dbra: Ot ismert kindz inhibitor vegyiiletcsaldd alapviza




146

Acta Pharmaceutica Hungarica

2013/4.

A kilsé ellendrz6 halmazba 20

1] vegyiiletet valasztottunk ki

véletlenszertien, mig a modell

elkészitésére a 120 megmaradt
vegydiletet és 62 leir6t hasznal-
tunk. A 120 vegyiiletbdl a 62

leird segitségével SOFM-et is

készitettiink. A logBBB értékek

atlaganak megoszlasat a 2D

dbrdan mutatjuk be. Az XY bi-

zonytalansag értékeket meg-

Bt

vizsgdlva az tapasztaltuk,
hogy 12 vegyiilet tartozik

olyan cellaba, ahol F > 0,4. Ha

a korabbi modellt tjra elkészit-

g

jik ennek a 12 vegyiiletnek a

az elemszdamok megjelolésével.

2. dbra: Szdamitott SOFM-ek. A: Az 6t alapvdz koré épiild 1000 vegyiilet eloszldsa egy
12x12-es SOFM-en, a tisztdn egy alapvdzat gyiijtd celldkban az alapvdz sorszdmduval.
B: %HIA értékek dtlaga egqy 12x12-es SOFM-en. C: A 12x12-es %HIA SOFM
U-matrixa. D: logBBB értékek dtlaga eqy 12x12-es SOFM-en. E: A logBBB értékek
XY bizonytalansiga egy 12x12-es SOFM-en a négy F > 0,4 értékii celldban

kihagyasaval (a maradék 108
vegyiilet  felhasznaldsaval),
ugyanabbol a 62 leirébdl kiin-
dulva egyszertbb és jobb mo-
dellt kapunk. Ha az igy kiva-
lasztott leirok segitségével tjra

alacsony Y értékt vegyiileteket kozépre, mig a
magas Y értéktiek az SOFM peremére keriiltek
(2B dbra). Az eredmény jobb megértésének érde-
kében kiszamoltuk az U-matrixot is (2C dbra),
ami az alacsony és a magas %HIA értékia cellak
hatdrdn mutat maximumot, elvalasztva azokat
egymastdl. Ez a klaszterezés egy egyszeriien
hasznalhato figyelmeztetd eszkdz, miszerint: ha a
vegyiilet az SOFM ~8 cella atmérdji kozepébe
klaszterezddik, gondjai lehetnek a %HIA paramé-
terével.

BBB

Részleges legkisebb négyzetek mddszerrel (Partial
Least Squares; PLS) készitettiink QSAR modellt a
3DNET4W szoftver segitségével. A molekula leird
kivalasztasara genetikus algoritmust hasznaltunk.

az eredeti 120 vegyiiletbdl ké-
szitiink modellt, jobb modellt kapunk mint az ere-
deti (I. tablazat).

hERG

A 3DNET4W-vel mar készitettiink korabban egy
hERG aktivitas QSAR modellt. Ez a modell a szak-
irodalombdl gondosan kivalasztott 119 vegydiilet
Osszehasonlithato koriilmények kozott mért ada-
tainak felhasznalasaval késziilt. Véletlenszerti ki-
valasztassal 19 vegydiilet keriilt a kiilsé ellendérzé
halmazba. SOFM-et készitettiink annak a 16 leiro-
nak a segitségével, amelyeket a fenti hERG aktivi-
tdas ANN modell elkészitéséhez kivalasztottunk.
Az F > 1,25 értékli harom legbizonytalanabb cellat
kizarva 92 vegyiiletiink maradt a modellkészités-
re. Az eredeti 16 leirobol kiindulva a 3DNET4W
készitett egy 1j modellt, amelynek mar csak 13 le-

I. tablazat

logBBB eredmények
logBBB Tréning halmaz Kiils6 validacios halmaz Q2
Régi modell .
19 leird ey vegyiet 20 vegyiilet 0,466
10 PLS komponens credeti frening haima
Uj modell .
12 leird bizon talar}r?18er‘$egs}’,’liclr(znin halmaz 20 vegytilet 0,704
9 PLS komponens i Y &
Uj modell .
12 leird eredeltiZ(t)r‘e{;gr}: ullf;lmaz 20 vegyilet 0,647
9 PLS komponens 5
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II. tabldzat

%hERG eredmények
hERG Tréning halmaz Kiils6 validacios halmaz Q>
Régi modell .
16 leird 100 vegylet 19 vegyiilet 0,374
. eredeti tréning halmaz
2 rejtett neuron
Uj modell )
13 leir6 . o2 Vegy}ﬂet, . 19 vegyiilet 0,417
. »bizonytalanmentes” tréning halmaz
2 rejtett neuron
Uj modell .
13 leird 100 vegylet 19 vegyiilet 0,372
. eredeti tréning halmaz
2 rejtett neuron

iroja és két rejtett neuronja lett. A kiils6 ellendrzés
adatai a II. tdbldzatban talalhatoak.

EGFR

A csoportunk korabbi publikacidjaban bemutatott
modellekre alkalmaztuk az SOFM-et [11]. A leko-
zOlt legjobb PLS modell tanulé halmazanak bi-
zonytalan elemeit sztrtiik ki (F > 0,8). Az eredeti
tanuléhalmaz 7%-anak eltavolitasa utan ugyan-
azokat a leirokat és ugyanannyi PLS paramétert
hasznalva mint az eredeti modell egy ujratanitas
némileg jobb (Q* értéket eredményezett mint az
eredeti (I11. tablazat).

Az eredmények értékelése

Megallapithatjuk, hogy az SOFM-ek hasznalata
nem problémamentes, hiszen nem determiniszti-
kus és egyaltalan nem garantalt a konvergencidja
sem. Mindkét dolog a koordinata-vektorok vélet-
lenszer(i kezdeti paramétereitdl fligg, de ha egy-
szer az SOFM konvergalt, hasznos eszkozzé valik
az adatelemzésben. A 3DNET4W kiszamolja az 6sz-
szes x> érték Osszegét. Ha ez az érték tul nagy vagy
az SOFM nem vizudlisan megfeleld eloszlast mu-
tat, konnyen el lehet inditani egy 1j kalkulaciot. A
tapasztalatunk szerint ez a két dolog egytitt jar.

Kovetkeztetések

Bemutattunk egy modellfiiggetlen kiugrd adat ke-

res6 eljarast, ami linedris és nemlinedris QSAR
adathalmazokra egyarant alkalmazhat6. Azonosi-
tottuk a Kohonen-féle SOFM-ek bizonytalan terti-
leteit, ahol kiugrdéak az adatpontok vagy masként
fogalmazva gyengén korreldlnak a molekula le-
irok (X) és a cél tulajdonsagok (Y). A természetiik-
nél fogva zajos bioldgiai tulajdonsagok e kiugrd
részek eltavolitdsa utan altaldban egységesebb al-
lapotba keriilnek, ami egyszer(siti a QSAR model-
leket vagy csak noveli egy ujratanitott modell
predikcios erejét.

Az SOFM-ek bizonytalan teriileteire két magya-
razattal is tudunk szolgalni. Tegyiik fel, talan kissé
naivan, hogy a kiszamitott molekula leirék mind
helyesek. Az egyik magyarazat az lehet, hogy a
mért biologiai cél tulajdonsagoknak nagyobb a hi-
baja a bizonytalan teriileteken mint egyébként; a
masik, hogy a molekula leirok nem képesek leirni
a cél tulajdonsagokat pontosan azokban a cellak-
ban. Az elsé esetet véve, ha ugy véljiikk, hogy a le-
iroink megfelel6ek, akkor a nagy XY bizonytalan-
sagu valoszintileg hibas adatok eltavolitdsa nem
tud tal nagy kart okozni. Masrészt, ha azt allapit-
juk meg, hogy a molekula leirék nem megfelel6ek
az adathalmazunk leirdsdra, nem szabad folytat-
nunk a QSAR modellezést, amig nem taldlunk al-
kalmas leirokat.

A nagy és kémiailag diverz adatsorok szdmara
kifejlesztett QSAR modellek altaldban jelentds sza-
mu leirét tartalmaznak, hogy meg tudjanak bir-
kézni a kémiai sokféleséggel. Egy adott molekula
leir6 csoport, amelyet megfeleléen leirja vagy

II1. tablazat

EGEFR eredmények
EGFR Tréning halmaz Kiils6 validacios halmaz Q>
Régi modell .
53 leir6 e djﬁl ferligr}l’“f;lmaZ 207 vegyiilet 0,608
46 PLS komponens &
Régi modell .
53 leird A o 207 vegyiilet 0,613
46 PLS komponens oPronyraianmentes  tremng haima
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becsli egy vegyiiletcsalad cél tulajdonsagait, nem
feltétlentil optimalis egy masik csalad leirdsara is.
Egy univerzdlis QSAR modell talterhelédik le-
irokkal, amelyek jelentds része csak zajként fog
szolgalni az adathalmaz jonéhany molekulaja ese-
tén. Mar tulmutat a jelen tanulmany céljan, hogy
megvizsgaljuk, hogyan kell Ockham borotvajat
hasznalni, hogy automatikusan elkiilonitsiik azo-
kat a tertileteket az SOFM-en, ahol csOkkentett
szamu molekula leirdéval egy-egy egyedi QSAR
modellt hasznalva Osszességében jobban teljesitd
modelleket tudunk létrehozni, mint az egész adat-
halmaz egy nagy wuniverzdlis modellje. A
3DNET4W egy 1j verziodja képes lehet erre, az el6-
zetes eredményeink biztatdak.
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Koszonjiik Dr. Széndsi Gabornak, hogy rendelkezé-
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