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Dr. Toth Klara
1939 - 2013

Potolhatatlan veszteség érte a ma-
gyar gyogyszerész tarsadalmat, az
analitikai kémia tudomanyat, a Bu-
dapesti Mtszaki és Gazdasagtudo-
manyi Egyetemet és a Magyar Tu-
domanyos Akadémiat, amikor
2013. december 9-én elhunyt
Szepesvdryné Dr. Toth Kldra profesz-
szor, a Magyar Tudomanyos Aka-
démia rendes tagja.

Nagykanizsan sziiletett 1939.
februdr 6-an. Gyermekéveit a Zala
megyei Galambokon toltotte, majd
Szentendrén, a Ferences Gimnazi-
umba jart, ahol nagyszeri kémia tanara, Toho-
tom atya megszerettette vele a kémiat. Palyava-
lasztasahoz ez adta az egyik jelent6s motivaciot.
A masikat az, hogy a szentendrei évek alatt

let 1962-ben kapott. Egyetemi okta-
toi koziil a vele késziilt interjukban
megkiilonboztetett szeretettel em-
lékezett meg Kdrds Endrérdl és él-
ményszamba mend szervetlen ké-
mia el6adasairol, Végh Antal pro-
fesszorrdl, nem utolsd sorban pe-
dig a Schulek Intézetrdl, ahol Sza-
kdcsné Pintér Margit volt a gyakor-
latvezetdje kvantitativ analitikdbol
és ahol felfigyelt tehetségére ké-
sObbi mentora, Pungor Ernd pro-
fesszor, az analitikai kémia egy
masik dridsa. Pungor Ernd hivasa-
ra az akkoriban alakul6 Veszprémi Vegyipari
Egyetem Analitikai Kémiai Tanszékére kertiilt,
ahol 2 év mulva egyetemi doktori fokozatot
szerzett.

megismerkedett egy kitlind
gyogyszerésszel, akivel be-
szélgetvén tudatosult benne,
hogy a gydgyszerészet az a
palya, melynek egyarant 1é-
nyege a kémia, a gydgyitas,
az emberszeretet és a masok -

baja irdnti érzékenység (ez e :
utobbi tulajdonsagokat valo- :

szintileg a sziil6i hazbdl hoz-
ta). 1957-ben érettségizett. A

Kedves Elvtérs !

BUDAPESTI  ORVOSTUDOMANYT EGYRTEM GYOGYSZTRI'SZL KAR
MAEDast, Vo . U113i-ut 26, -

Budapesti Orvostudomanyi
Egyetem 2 évvel kordbban
onallova valt Gyogyszerészi
Karara (akkoriban igy hiv-
tak) annak ellenére elsére fel-
vették, hogy korantsem volt
jo kader és a Ferences Gim-
nazium novendékeinek fel-
vételét barmely felsGoktatdsi
intézménybe az akkori rend-
szer kifejezetten ellenjaval-
lotta. Kor- és tudomanytorté-
neti emlékként mellékeljiik
Mozsonyi Sandornak, az or-
szag elsé gydgyszerész dé-
kanjanak Toth Klardhoz irt, a
felvételrdl tajékoztatd levelét.

Kivalo hallgaté volt, kitiin-
tetéses gydgyszerészi okleve-

. hatdlytalannak tekintem,
* Budapest, 1957.julius 2/? ;

smmel &rtesitem, hogy a felvétell v;zsga evedményeként a Budapesti Or-
sttudmné,n,vi Egyvetem Gyégvszorészi Karéra falvételt nyert. .

figyelmét az sgyetemi tanulés kamolysigéra, Ennsk csak akkor
zﬁéhﬁ?;e’é tegzi, ha kitarté munkéval, szorgalmasan folytatfa tanulmé-
nyait. : : .
Ktzlbm, hogy az ©Osztindij irédnt beadott kérvényének elbirildsérdl csak
augusztus misodik felében lesz médom értesiteri.

Diskotthonban elhelyezést sawems nem nyert.

] agzeptembar 4-én, szerdén déli 1 érakor beiktetds, beirat-
igigzv?:’ egiisizét?slpcéljébél jelenjék meg & Gydgyszertani Intézet tan-
termében /Bp,VIII,M116i-ut 26,11,0m./ =zon értesités falmutatisa mellatt,
A jelentkezéskor msgkapja csoportbeosztisit, a szilkséges nvomts tvénvolkat,
tanrendet és egyéb felviligositisokat.

3 . - hta 5
fonti id6ben elhérithatatlan akaddly miatt nom tudme megielenni, ¢
?aélgarsdésénak igazolAsht legkésdbb szeptember 7-ig juttesse ol sz Egve-
tem Gyégvszerészi Kardnak dékinjdhoz /Bp,VIII,{f116i-vt 26.II‘em./. Amenv~
a~tmon o hatdrid8ig személyesen, vagzy irisban n2m jslentkezik, felvét=1ét

dr . Mozsonyi Séndor s.k, —
~ a Gyégyszsrészi Kar Dékénja.
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Kutatasi tertilete az elektroanalitika volt, ben-
ne 4j tipusa ionszelektiv érzékeldk fejlesztése,
bioldgiai és kornyezet-analitikai alkalmazasa, a
kémiai és bioszenzor-kutatas, az ezekben kiala-
kulé molekularis koélcsonhatasok feltarasa. Ran-
gos kiilfoldi egyetemeken dolgozott tudoma-
nyos munkatarsként vagy vendégprofesszor-
ként (University of Birmingham, 1964-1966,
University of North Carolina, Chapel Hill, 1985,
University of Texas at Austin 1992, 1994, NIST
Gaithersburg, 1995, University of Cambridge,
1997).

1970-ben Veszprembol a Budapesti Mtszaki
Egyetem Altalanos és Analitikai Kémiai Tanszé-
kére kertilt, tovabbra is Pungor professzor mun-
katarsaként. 1970-ben védte meg kandidatusi,
1991-ben akadémiai doktori értekezését. 1995-
ben valasztottak a Magyar Tudomanyos Akadé-
mia levelezd, 2001-ben rendes tagjava. Akadé-
miai székfoglalo el6addsanak cime , A miniatiiri-
zdlds térhoditdsa az elektroanalitikdban” (2001. ok-
tober 16.) talan mentalitasat is jelképezi: a lat-
szOlag kis értékek megbecsiilését, a tudomany
iranti aldzatot, a szerénységet. 2007-t6l a Ma-
gyar Tudomanyos Akadémia — Budapesti M-
szaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Miiszaki
Analitikai Kémiai Kutatocsoportjanak a vezetd-
je volt. Oktatdomunkajaban az elektroanalitika és
a gyc')gyszeranalizis dominalt. Az analitikai ké-
miat a vildg szdmos orszagaban — koztiik kiilon
kurzusokban fejldd orszagokban Azsiatol Afri-
kaig — tanitotta.

Szakmai-tudomanyos kozéleti tisztségei ko-
ziil néhany: az MTA Analitikai Bizottsag elndke
volt. Tagja volt a Gydgyszerésztudomanyi Osz-
talykozi Bizottsagnak, az Analitikai és Kornye-
zeti Kémiai Tudoméanyos Bizottsagnak, az
Elektroanalitikai Munkabizottsagnak, a Kémiai

Doktori Bizottsagnak, a Magyar Kémikusok
Egyesiiletének.

Jelent6s kitiintetéseket vehetett at: a finn Abo
Akademi diszdoktora lett, igy Turkuban a ma-
gyar zaszIot a tiszteletére huztdk fel a varos
kozterén. 1978-ban kapott Akadémiai-dijat,
2000-ben Széchenyi-dijat. 2011-ben, a Kémia
Nemzetkozi Eve alkalmabél a ITUPAC, a kémia
nemzetkozi unidja dijat alapitott ,Kiemelked6
N6k a Kémidban és a Vegyészmérnokségben”
néven, melyben a vildg valamennyi orszagabodl
kivalasztott 6sszesen 23 dijazott egyike — Nobel-
dijas tarsasagban — T6th Klara volt.

Szdmos vonatkozasban volt els6 vagy egyet-
len. A Magyar Tudomémyos Akadémia Kémiai
Osztalyanak els6 — és sokaig egyediili — ndi tag-
ja volt. Ugyszintén a Budapesti Mtiszaki és Gaz-
dasagtudomanyi Egyetem Vegyészmérnoki Ka-
ranak els6é ndi professzora volt, haldlaval pedig
a Magyar Tudomanyos Akadémia egyetlen
gyogyszerész végzettségl tagjat veszitettiik el.

Gyogyszerészi aranydiplomajat 2012 novem-
berében vette volna at. Az iinnepségre, az évfo-
lyamtarsakkal, a régi baratokkal val6 taldlko-
zasra nagy szeretettel és varakozdassal késziilt.
2012 tavaszan — kozismert szerénysége ellenére
— az Unnepségre tervezett beszédje elmondasa
elleni 6dzkodasat is sikertilt feloldani. De a go-
nosz és ostoba kor mar nem engedte meg, hogy
a jubileumi diszoklevél-atadasi iinnepségen
részt vegyen.

A legszakszert(ibb, legszeretetteljesebb csaladi
apolas ellenére 2013. december 9-én elhunyt.

Tudésa, szerénysége, szorgalma, teljesitmé-
nye, elhivatottsdga, nagyszer(i szakmai palydja
generaciok szamara ad példat.

Noszil Béla
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Dr. Laszlovszky Jozsef
(1923 -

2014. januar 11-én elhunyt Dr.
Laszlovszky Jozsef, gyogyszerész-
hallgatok ezreinek analitikai ké-
mia oktatdja, a gyogyszeranalizis
klasszikus moddszereinek kivald
képviselGje, nagyszamu magas és
feleldsségteljes szakmai-tudoma-
nyos funkcio viseldje, a gyogysze-
részi elhivatottsag megtestesitdje.

1923. februdr 25-én sziiletett
Pomazon, gyodgyszerészi rokon-
saggal is rendelkezd csalddban.
Gimndziumi tanulményait a bu-
dapesti piarista gimnaziumban
végezte, kivaldo eredményekkel.
Tudomany- és gydgyszerészet-
torténeti érdekesség, hogy itt osztalytdrsa volt
Bayer Istvin, az Orszagos Gydgyszerészeti Inteé-
zet késObbi féigazgatodja, akihez 80 éves barat-
sag és masfél évtizedes kozeli munkakapcsolat
is flizte.

1941-ben kezdte meg egyetemi tanulmanyait
a budapesti Pazmany Péter Tudomanyegyete-
men. E tanulmanyokat azonban a haboru viha-
rai igencsak probdra tették. Tagja volt annak az
évfolyamnak, melyet — mint arrél Laszlovszky
tandr ur 2006-ban, gyémantdiplomaja atvétele-
kor tartott, torténelmi tavlatokat felidézd, lebi-
lincsel$ beszédében beszamolt — a haboru eldl
tanarostul, mtiszerestiil, vegyszerestiil Német-
orszagba telepitettek.

Gydgyszerészi diplomdjat 1946-ban kapta
meg, mely utdn a Pazmany Péter Tudomany-
egyetem (késébb ELTE) legendas Szervetlen és
Analitikai Kémiai Tanszékére keriult, Schulek
Elemér professzornak, a Magyar Tudomanyos
Akadémia Kémiai Osztalya els6 elnokének hiva-
sa alapjan. Itt 1970-ig dolgozott, Schulek profesz-
szor ur egyik legkdzelebbi munkatdrsaként,
olyan kivalo kollégak tarsasagaban, mint pl. Ko-
ros Endre, Burger Kalmdn, Barcza Lajos, Perl Miklos-
né, Lisztity Alexandra. Az oktatdsban szamos tan-
targyban gyakorlatvezetdként, valamint a ,Kva-
litativ kémiai analizis” és a ,Gydgyszerellendr-
z¢és” kollégiumok eldaddjaként vett részt. Ezen
oktatémunkanak mas aldasa is lett: gyakorlatve-
zetOként ismerkedett meg a késObbiekben szin-
tén gydgyszeranalitikdra szakosodo kivalo tanit-
vany Groma Gizelldval, akivel 1953-t6l 60 éven at

2014)

éltek boldog hazassagban, két
nagyszer( gyermeket (egy gyogy-
szerészt €s egy régészt) is adva a
hazanak.

Kutatasi témaja a gyogyvizek-
ben és biologiai anyagokban ta-
lalhat6 halogenidek ill. szervesen
kotott halogének meghatarozasa
volt, nem utolsd sorban a rendki-
viili 6vatossagot igénylé bréomci-
anos modszerrel. Gyogyszerész
doktorra 1949-ben avattak ,sum-
ma cum laude” eredménnyel. Kan-
didatusi értekezésében a hidroxi-
antrakinon hidrogén-peroxid/ko-
balt katalizatoros oxidaciojanak
eredmenyelt foglalta 0Ossze (1962). Schulek
Elemér professzor tirnak 19 éven at volt munka-
tarsa, egyiitt kezdték irni a ,Gydgyszerellendr-
zés” c. konyvet, melyet — Schulek professzor tr
1966-ban bekovetkezett varatlan haldla utan —
Laszlovszky tanar ur egyediil fejezett be.

1970-ben lett az Orszagos Gyogyszerészeti In-

tézet munkatarsa, a Gydgyszerkonyvi Osztaly
vezetdjeként, a tudomanyos fdéigazgatd-helyet-
tesi teenddket is ellatva. Harom magyar gyogy-
szerkonyv szerkesztésében is igen aktiv szere-
pet vallalt: Ph.Hg. V. (1954), Ph.Hg. VI. (1967),
Ph.Hg. VII. (1986). Fontos feladatanak tekintette
a gyogyszerkonyv és a gyogyszertorzskdnyve-
z¢s Osszhangjanak megteremtését.
A szakmai-tudomdanyos kozéletben szamos
funkciot toltott be: Titkara volt az Egészség-
tigyi Minisztérium és az Akadémia koz0s szak-
bizottsaganak, a WHO szakértbjeként részt vett
a III. Nemzetkozi Gydgyszerkonyv elokészitésé-
ben, tagja volt a Nemzetkozi Gydgyszerkonyvi
Bizottsagnak. A magyar delegacio vezetdjeként
vett részt a Compendium Medicamentorum tir-
Qyaldsain. Aktiv részese volt a Magyar Gyogy-
szerésztudomanyi Tarsasag felszamoldsat ko-
vetd ujrakezdésnek, melynek eredményeként
1966-ban megalakulhatott a Magyar Gyogy-
szerészeti Tarsasag, ahol 1973 és 1975 kozott a
Gydgyszeranalitikai Szakosztalyt vezette. A Ma-
gyar Kémikusok Egyesiilete és a Magyar Gydgy-
szerészeti Tarsasag vezetOségi tagja, a Gyogy-
szerészet és az Acta Pharmaceutica Hungarica
folydiratok szerkesztObizottsaganak tagja volt.
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Bar onmagat sohasem allitotta el6térbe, nem
keriilték el az elismerések: Kivalé Gyodgysze-
rész, a Munka Erdemrend kitiintetettje. Meg-
kapta a Schulek Emlékérmet, a Than Karoly
Emlékérmet és a Societas Pharmaceutica Hun-
garica jutalomérmet. Az MGYT szenatusanak
tagja volt. A Magyar Gydgyszerészi Kamara el-
noksége 2005-ben munkassaga elismeréseként a
Kamara Aranyérmével tiintette ki, sziiletésének
90. évforduldja alkalmabol pedig a Magyar
Gydgyszerésztudomanyi Tarsasag Szebellédy
Laszlé Emlékéremmel fejezte ki elismerését.

Laszlovszky tanar ur élete és munkassaga
maga a gyogyszerészi erények megtestesiilése:
a pontossag, lojalitds, megfontoltsag, hivatastu-
dat barmely poszton és élethelyzetben, kivalo
felkésziiltséggel parosulva.

A csaladtagok és tisztel6k sokasaga 2014. ja-
nudr 18-an a pomadzi régi katolikus temetdben,
majd a budapesti Szent Imre Kapolnaban be-
mutatott szentmisén vett t6le bucsut.

Emlékét kegyelettel Orizziik!

Noszal Béla
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A trehal6z, mint amorfizalédasra hajlamos segédanyag,
rekrisztallizaciéjanak vizsgalata

KATONA GABOR, JOJARTNE LACZKOVICH ORSOLYA ES SZABONE REVESZ PIROSKA*

Szegedi Tudomdnyegyetem, Gydégyszertechnologiai Intézet, Szeged, Eotvds u. 6. — 6720
*Kapcsolattarté email cime: revesz@pharm.u-szeged.hu

Summary

Katona, G., Jéjart-Laczkovich, O., Szabé-Révész, P.*: Investiga-
tion of the recrystallization of trehalose as a good glass-
former excipient

An amorphous form of trehalose is easy to prepare by using a
solvent method. The recrystallization kinetics can be followed
well, which is important because of the occurrence of polymorphic
forms of trehalose. This is especially significant in the case of dry
powder inhalers. Spray-drying was used as a preparation meth-
od this being one of the most efficient technologies with which
to obtain an amorphous form. This method can result in the re-
quired particle size and a monodisperse distribution with excel-
lent flowability and with moreover considerable amorphization.
In our work, trehalose was applied as a technological auxiliary
agent, and literature data relating to the spray-drying technology
of trehalose were collected. Studies were made of the influence of
the spraying process on the amorphization of trehalose and on the
recrystallization of amorphous trehalose during storage. Amor-
phous samples were investigated under 3 different conditions
during 3 months. The recrystallization process was followed by
differential scanning calorimetry and X-ray powder diffraction.
The results demonstrated the perfect amorphization of trehalose
during the spray-drying process. The glass transition tempera-
ture was well measurable in the samples and proved to be the same
as the literature data. Recrystallization under normal conditions
was very slow but at high relative humidity the process was accel-
erated greatly. Amorphous trehalose gave rise to dihydrate forms
(y- and h-trehaloses) during recrystallization, and (-trehalose
was also identified as an anhydrous form.

Keywords: trehalose, amorphous form, spray-drying, recrystal-
lization, polymorphism.

Osszefoglalds

A trehaldéz olddszeres eljdrdssal konnyen amorfizalhaté anyag.
A rekrisztallizicié folyamata jol nyomon kdvethetd, vizsgilata
pedig indokolt a spontin amorfizdlodds kovetkeztében megjele-
nd kiilonbozd polimorf médosulatok miatt. Ennek kiilondsen a
porinhaldciés készitményeknél van jelentésége. Olddszeres eljd-
rasként a porlasztva szdritdst alkalmaztuk, amivel kivint szem-
csemeéretii, kivdld folydsi tulajdonsdggal rendelkezd monodiszperz
rendszer dllithaté eld, valamint nagymértékii amorfizalodas ko-
vetkezhet be. A kisérletes munka el6zményeként bemutatjuk a
trehalézt, mint a gyégydszatban alkalmazott segédanyagot és
annak legfontosabb tulajdonsdgait, illetve porlasztva szdritdssal
torténd feldolgozdsdnak irodalmi hitterét. Arra kerestiik a vd-
laszt, hogy porlasztva sziritdssal elddllithaté-e amorf trehaloz,
s kiilonbozd koriilmények kozott tarolva (3 honap), milyen vdl-
tozidsokat tapasztalunk. Analitikai médszerként a differencidlis
pdsztdzé kalorimetridt és a porrontgen diffrakcios modszert alkal-
maztuk. Megallapitottuk, hogy a porlasztva szdritds nagymérté-
kit amorfizalédist okoz a mintdkban. Az tivegesedési homérséklet
mérhetd és az irodalmi értékkel megegyezd tartomdnyba esik. To-
vdabbd megallapitdsra keriilt, hogy magas paratartalmii kozegben
a trehaldz tilnyomérészt dihidrat formdban (y- és h-trehaldz)
kristalyosodik vissza, és a rekrisztallizdcio iiteme lényegesen fel-
gyorsul. A rekrisztallizicioé sordn egyéb polimorf médosulatot is
azonositottunk (anhidrdt B-trehaloz).

Kulcsszavak: trehaloz, amorf forma, porlasztva szdritds,
rekrisztallizdcié, polimorfia

Bevezetés

A gybgyszerformdk tervezésénél a hatdéanyagok
mellett a segédanyagok is kulcsfontossagui szere-
pet toltenek be. A helyes segédanyag megvélaszté-
sdval jobb oldédési profil, nagyobb stabilitds, mo-
dositott hatéanyag leadds és jobb préselhetdség ér-
hetd el [1]. Az iparban dltaldban kristdlyos forma-
ban dolgozzak fel a hatd- és segédanyagokat a for-
muldlds sordn, azonban egyes esetekben kedve-

zGbb tulajdonsdgok érhetdek el az amorf forma
alkalmazdsaval. Ezen tulajdonsdgok kozé tartozik
a jobb vizoldékonysdg, jobb préselhetdség, ismé-
telt szabadalmaztathatdsag és a polimorf médosu-
latok egymadsba alakuldsanak megakaddlyozdsa
[2].

A szdraz porinhaldciés készitményeket (Dry
Powder Inhaler — DPI) leggyakrabban porlasztva-
vagy fagyasztva szdritdssal allitjdk el6. Ezekkel az
eljarasokkal kivant szemcseméretdi, valamint kiva-
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16 folyasi tulajdonsdggal rendelkezd monodisz-
perz rendszer éllithaté eld, viszont nagymértékd
amorfizdléddst is eredményezhet. A folyamatot,
amikor az anyag valamely gydrtdskozi mtvelet,
esetleg a tdrolds sordn részben vagy egészben
amorfizdlédik, ,indirekt amorfizdldsnak”, vagy
amorfizdléddsnak nevezziik. A kristdlyos és az
amorf forma ardnya a porinhaldcids készitmények
alkalmazhatdsdgdt jelentGsen befolydsolja, igy fo-
lyamatos kontrolldldst igényel mind a gyadrtds,
mind pedig a felhaszndldsig torténd tarolds sordn.

A kisérletes munka modell segédanyaga

A kisérletes munka modell anyagdnak a trehaldzt
vélasztottuk, mint amorfizdléddsra hajlamos se-
gédanyagot, mivel a feldolgozds sordn kénnyen
amorfizélédhat. A trehal6z a-D-gliikopiranozil-o-
D-gliikopiranozid-dihidrat (o,0-trehaléz—dihid-
rdt) vagy mikdz, ami egy természetes alfa-kotési
diszacharid, amelyet két o-gliitkézegység alkot a
11 glikozidos kotéssel (1. dbra). Fehér, vagy
csaknem fehér kristdlyos por, amely vizben bsé-
gesen, metanolban alig és etanolban gyakorlatilag
nem oldédik.

A trehaldz a természetben is el6forduld anyag.
Gombak (ebbdl adddik egyik szinonim neve, a
mikdz = ,,gomba cukor”), névények és gerinctelen
allatok is bioszintetizaljak. Széles korben alkal-
mazzak segédanyagként az ipar tobb teriiletén is,
mint példaul a kozmetikai-, mezdgazdasagi-, élel-
miszer- és a gyogyszeriparban. Az iparban a ke-
ményitd enzimatikus atalakitasaval allitjak eld.
Mas diszacharidoktdl eltérden, az eléallitas folya-
man nem lép kémiai reakcioba aminosavakkal
vagy fehérjékkel, és ez megakadalyozza a termék
barnulasat (Maillard reakcio). A trehal6z egy nem
reaktiv cukor. Erés stabilitasa a két glitkopirandz
gylr(t Osszekotd glikozidos kotés kis energidja-
nak (1 kcal/mol) kdszonhets. Nem disszocial két
redukalé6 monoszacharid
alkotorészre, csak extrém
hidrolitikus koriilmények
kozott vagy trehalaz en-
zim hatdsara (amelyet a
gombak és az emberi
szervezet is szintetizal).

Szerepet jatszik a nové-
nyek és allatok anhidro-
bidzisaban, vagyis abban
a tulajdonsagukban, hogy
hosszu ideig képesek
életben maradni viz nél-

1. dbra: Trehaloz (D(+)-
trehaloz-dihidrait)
szerkezeti képlete

kiil. Nagy viztartd képességét a kozmetikai- és
élelmiszeriparban is hasznositjak.

A biomolekula stabilizacidjanak mechanizmusat
el6szor Fourier-transzformacios infravords spekt-
roszképia (FT-IR) alkalmazasaval vizsgaltak a fe-
hérjék és cukrok kozotti kolesonhatasok jellemzésé-
nek céljabol. Ezt kovetden infravords (IR) és Ra-
man-spektroszkdpia segitségével kimutattak, hogy
a trehaldz legjelentésebb funkcidja, hogy koncent-
ralja azt a kis mennyiségti vizet a fehérje kozelében,
amely a funkci6 megtartasahoz sziikséges. A tre-
haléz fehérjestabilizald képességét az ipar szamos
tertiletén hasznosithatjadk; példaul a kozmetikai
iparban hidratalé készitményekben, vagy a gyogy-
szeriparban liposzoma stabilizalasara.

Az élelmiszeriparban szintén alkalmazott se-
gédanyag. Itt édesito- és stabilizald szerként egy-
arant hasznaljak. Edessége a szacharéz 45%-aval
egyezik meg.

A gyogyaszatban hatéanyagként is felhasznalas-
ra kertil. ,Chaperone” elnevezésii anyagként hasz-
naljak, amely segitséget nyujt a Creutzfeld—Jacob
kort, cisztas fibrozist és amiloid rendellenességeket
okozo fehérje aggregacidjanak megel6zésében.

A trehaldz segédanyagként vald legfontosabb
alkalmazasi teriiletei gyogyszerészeti szempont-
bdl az oltdanyagok stabilizaldsa szobahémérsékle-
ten valo tarolas céljara, enzimek tartositasa, illetve
eml0s sejtek liofilizalas alatti kdrosodastdl valo vé-
delme. Mivel koncentralja a fehérje kozelében a
vizet, igy az a liofilizalas utan vissza tud rende-
z0dni nativ szerkezetébe és visszanyeri funkcidjat.
Fejl6dd orszagokban a jarvanyos gyermekbénulas
ellen alkalmazott oralis oltdanyagok eldallitasanal
azt tapasztaltdk, hogy trehal6z jelenlétében 45 °C-
on szaritva azok stabilak maradtak, 0sszehasonlit-
va a 4 °C-on lefagyasztott folyékony oldattal [3]. A
trehaléz masik fontos alkalmazasi teriilete a DPI
formaban torténd hordozéanyagként valé felhasz-
nalasa [4-6].

A trehaldz is, mint nagyon sok mas a gyogy-
szertechnologiaban alkalmazott hato- és segéd-
anyag, polimorfidra hajlamos. A segédanyagok
polimorfidjanak nagy jelentdsége van a gyogy-
szeriparban, hiszen ez alapvetéen meghatarozza
az adott forma olvadaspontjat, oldékonysagat, fi-
zikai és kémiai stabilitasat. A trehaldznak 4 poli-
morf modosulata ismeretes, amelyek kiilonb6z6
olvadasponttal rendelkeznek (I. tdbldzat) [7].

A fent emlitett példak azt tamasztjak ala, hogy a
trehaldz, mint gyodgyszertechnologiai segédanyag,
szamtalanszor keriil feldolgozasra porlasztva- [4,
8-10] és fagyasztvaszaritassal [11-13]. Mivel ezek
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L tablazat ~ vele helyi illetve szisztémds hatdst, valamint ked-

A trehaldz polimorf médosulatainak olvaddspontja [7] vez6 a biolégiai hasznosithatésdga. Ennek a

Polimorf médosulat neve Olvadéspont (°C) gyogyszerformdnak a fejlesztése, relative kevés se-

a-trehal6z 126 gédanyaggal megoldhat6, a hatéanyag stabilitdsé-

_ 5 nak biztositdsa egyszerti. Nincs hajtégdz, csupdn
B-trehal6z 215 gy Jtog p

y-trehaloz 118-122 egy adagol6csavar, melynek kattandsig torténd te-

h-trehaloz 100-110 kerésével a ,unit dose” adagolds biztositott, igy

az eljarasok gyakran okoznak amorfizalodast,
ezért a segédanyag ilyen szempontbdl torténd
vizsgalata igen érdekes lehet. Forgalomban 1év9 li-
ofilezéssel formulalt védjegyzett készitmény pél-
daul az ADVATE®, amelyben a hatéanyagot, a
rekombinans VIII-as véralvadasi faktort, a trehaldz
stabilizalja [14]. Tovabba a 4 polimorf mddosulat
létezése a rekrisztallizacid kovetését is indokolja.

Az amorfizalas technologiai megvalositasa

Az amorf anyagok kialakuldsara / kialakitdsara
harom technoldgia alkalmazhaté: olvadék technolo-
gia, Orléses és oldoszeres eljardsok [15]. Olvadék tech-
nolodgiaval két uton lehet amorf anyagot el6allita-
ni. Az egyik miivelet soran a kristalyos anyagot
megolvasztjuk, majd ezt az olvadékot hirtelen der-
mesztjiik. A masik miivelet soran a kristalyos
anyagot a segédanyag olvadékaban diszpergaljuk,
majd ezt az olvadékot szintén dermesztjiik [16].
Dezintegralé mitveletek koziil Orléssel is eldallit-
hatunk amorf anyagot. Orlés sordn olyan mértékii
mechanikai er6t fejtiink ki a kristalyracsra, amek-
korat az az elasztikus hatarok kozt nem képes to-
leralni, igy megvaltozik a szerkezete. A keletkezd
hé hatadsara a lokalis olvaddsok miatt is amorfi-
zaloédhat az anyag [17]. Az olddszeres eljarasok ko-
z6tt harom csoportot kiilonithetiink el: hémérsék-
letemeléssel torténd dehidracid, nyomascsokken-
téssel torténd szaritas (liofilezés) [18], porlasztasos
technoldgia [19]. Jelen munka az olddszeres megol-
dasok témakorét, azon beliil is a porlasztva szari-
tast érinti.

Porinhalacids készitmények formulalashoz
alkalmazott segédanyagok
gyogyszertechnoldgiai vonatkozasai

A porlasztva szdritds egyik jelentSs felhasznaldsi
tertilete a por inhaldciés készitmények elGallitdsa.
A porinhaldciés rendszerek pulmondlis gyogy-
szerbevitelre alkalmas szildrd fazisd készitmé-
nyek. F§ el6nytik, hogy nagy koncentréciéji hato-
anyagot juttathatunk célzottan a tiidébe és mini-
madlis az extrapulmondlis veszteség. Kivdlthatunk

nem kell tartani a tiladagoldstol sem [20]. A szem-
cseméretnek 1-5 ym-es mérettartomanyba kell es-
nie, mivel az ennél nagyobb szemcsék nem jutnak
at a légutakon az alkalmazds helyére, az ennél ki-
sebbek pedig a kilégzéssel tdvoznak. Ahhoz vi-
szont, hogy a por j6 folydsi tulajdonsdgokkal ren-
delkezzen, ne legyen koheziv és jol lehessen dozi-
rozni, segédanyagokra van szilikség. Ezeket az
anyagokat, amelyek a hatéanyagot célba juttatjdk,
hordozéanyagnak hivjuk. Erre dltaldban a-laktéz-
monohidratot alkalmaznak, de az 1j készitmé-
nyekben mdr mds segédanyagokkal is helyettesit-
hetik a laktézt. Ennek egyik oka a TSE (dtadhaté
spongiform enkefalopdtids betegségek) elkertilése,
a masik pedig, hogy a laktéz reakcidba léphet az
amino csoporttal, igy fehérje és peptid készitmény
nem formuldlhaté6 vele. Ebben az esetben a laktézt
tobbek kozott trehaldzzal helyettesitik. LehetGség
van még a raffinéz és a szukréz alkalmazdasdra is.
Ezeknek a nem redukdl6 cukroknak van egy
olyan kozos kedvezd tulajdonsdga, hogy porlaszt-
va szdritds sordn megvédik a fehérjéket vagy
peptideket a kiilonb6z6 stresszhatdsokkal szem-
ben. Helyettesitik a hidrogénkotéseket, amelyeket
normadl esetben a viz tesz, valamint viszkézus ke-
veréket alkotnak a fehérjével, melynek kovetkez-
ményeként magas tivegesedési hdmérsékleti ter-
mék keletkezik [21].

Kisérletes munka

A kisérletes munkank arra vilagit ra, hogy a poli-
morfidra hajlamos amorfizalt vagy amorfizalédott
segédanyagok a hémérséklet és a relativ paratarta-
lom viszonyanak valtozasara kiilonb6z6 polimorf
moddosulatok formajaban kristalyosodhatnak visz-
sza és ennek nagy jelentésége van a feldolgozas,
valamint az alkalmazas soran. Mivel a Szegedi Tu-
domanyegyetem Gyogyszertechnoldgiai Intézeté-
ben mar van tudomanyos elézménye az anyagok
amorfizalhatésaganak [15, 22-26], igy azt a célt tiz-
tiik ki magunk elé, hogy a porinhaldcios készitmé-
nyek egyik fontos komponensének a trehaléznak,
az amorfizalodasat és az amorf forma tarolas so-
ran bekovetkezett rekrisztallizaciojat, polimorf
modosulatait tanulmanyozzuk.
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Kiinduldsi segédanyag

A kiindulasi anyag a D(+)-trehaldz-dihidrat volt
(Carl. Roth. GmbH + Co. KG. 76185 Karlsruhe). Ezt
tekintettiik 100%-os kristalyos anyagnak. Viztar-
talma 9,5+0,5%, szulfattartalma pedig kevesebb,
mint 0,5% volt. Fajlagos forgatoképessége: 178+2°.

Mintak elballitdsa

A kisérletes munkdnk sordn két mintat allitottunk
el6, azonos koriilmények kozott. Mindkét esetben
a trehal6zbdl tisztitott vizzel 10%-o0s oldatot készi-
tettiink magneses kevero segitségével, és ezt az ol-
datot BUCHI B-191 Mini Spray Dryer (Biichi,
Svijc) késziilékkel porlasztottuk a II. tablazatban
megadott paraméterek mellett [10]. Az igy nyert
terméket szobahémérsékleten (25+2 °C) exszikka-
torban taroltuk 32+5%-o0s relativ paratartalmu
(RH) légtérben a vizsgalatok inditasaig.

Taroldsi koriilmények

A mintakat 3 honapig taroltuk, kiilonb6z6 koriil-
mények (hémérséklet, relativ paratartalom-RH)
befolyasat vizsgalva [27]. Az els6 porlasztott min-
tat (I) normal koriilmények kozt taroltuk, mig a
masodikat (II) két részre osztottuk, egyik felét a
gyorsitott stabilitasi vizsgalatoknak (IIa), masik
felét pedig ennél intenzivebb terhelésnek (IIb) ve-
tettiik ald, a kovetkezOk szerint:

— normal koriilmények kozott (I), exszikkatorban,

25+2 °C és 32+5% RH,

— a gyorsitott stabilitasi vizsgalat koriilményei ko-

zott (I1a), 40+2 °C, 75£5% RH [26],

— intenziven terhelt kondiciok kozott
60+2 °C, 90+5%.

Utobbi ketténél mi allitottunk el kiilonbozd
koncentracioju kénsav tartalmu higrosztat toltete-
ket és termosztatba helyeztiik azokat. A tarolasi
kortilményeket folyamatosan kontrollaltuk.

(ITb),

I1. tabldzat
Porlasztdsi paraméterek

Paraméterek Beallitas
Bemend hémérséklet (°C) 130-140
Kimend hémérséklet (°C) 75-92
Pumpadramlds (ml/min) 2
Stiritett leveg6 nyomdsa (bar) 48
Atomiser pumpadramlds (normoliter/h) 600
Aspirétor (%) 80
Pumpa dramldsa (%) 2

Vizsgilo modszerek

A mintakat METTLER Toledo 821° DSC (Mettler-
Toledo GmbH., Giefien, Németorszag) segitségével
vizsgaltuk. Ennek a moddszernek a segitségével
igazoltuk a trehal6z amorf formajanak létét és az
amorf forma tivegesedési hdmérsékletét (T) is ko-
vetni tudtuk a rekrisztallizacids folyamat soran. A
mérés soran 5+0,2 mg mintat mértiink aluminium
tégelybe analitikai mérleg segitségével, majd a té-
gelyt lezartuk és behelyeztiik a kemencébe. A ke-
mencét 25 °C-tol 250 °C-ig fhtottiik fel 10 °C/min
fhtési sebességgel és mértitk a mintaban lejatszo-
do termikus valtozasokat. Az eredményeket
STAR:e szoftver segitségével értékeltiik ki.

A visszakristdlyosodds folyamatdnak meghata-
rozdsdhoz porrontgen diffrakciés vizsgdlatokat is
végeztiink. Erre Bruker D8 Advance diffrakto-
méterrel (Bruker AXS GmbH., Karlsruhe, Német-
orszdg) berendezést haszndltunk. Sugdrforrds-
ként Cu KAI sugdrzdst (A= 1.5406 A) alkalmaz-
tunk. A mintdk vizsgdlata 40 kV fesziiltség és
40 mA 4ramerdsség alkalmazdsa mellett 3°-tol
40°-ig (20) tortént. A szkennelési sebesség 0,1°/
min, a 1épéskoz pedig 0,010° volt. A miiszer kalib-
raldsa korund segitségével tortént. Az eredmé-
nyek kiértékelésére pedig DIFFRACTplus EVA
szoftvert alkalmaztunk. A diffraktogramokat
Ka2-vel korrigaltuk, simitottuk és az alapvonal
korrekcigjét is elvégeztiik. A termékek azonositd-
sdra a Cambridge-i Krisztallografiai Adatbazist
hasznaltuk.

Differencidlis pdsztdizo kalorimetrids
vizsgdlatok (DSC)

A trehaldz T —je kisérletes tton, DSC vizsgalattal

meghatdrozhatd. A mintat felfGitottiik olvadas-

pontja folé, majd visszahttottiik szobahdmérsék-

letre és megismételtiik a flitést ugyanazzal a flitési

sebességgel. A kovetkezOket tapasztalatuk:

— a masodik melegités soran eltlint a karakterisz-
tikus olvadaspont,

— a fhtési folyamat soran nem érzékeltiink bom-
lasra utalo jelet,

— a Tg lathatéva valt a gorbén (2. dbra).

Az atmenet 109,3-130,0 °C-ig tart, kozépértéke
115,4 °C-nal talalhatd. A trehaldz irodalombol ismert
T -je szintén ebben a tartomanyban talalhato [7].

Irodalombdl ismeretes, hogy az tivegesedési ho-
mérséklet és az olvaddspont hdnyadosa elGrevetit-
heti az anyag amorfizélhatésagat [25]. A 3. dbrdn
lathaté, hogy a kiinduldsi trehal6z harom poli-
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2. dbra: A trehaldz iivegesedési homérsékletének (T )
7z 7z 7z 8
meghatdrozdsa DSC mddszerrel

morf keveréke (A gorbe). A gorbe alatti tertilet ard-
nyos az egyes moédosulatok mennyiségével. Leg-
nagyobb ardnyban a h-trehal6z taldlhaté meg és ez
a legjobban amorfizdlhat6 médosulat, T L\/T]n (K/K)
értéke 1,03. Szintén j6l amorfizalhaté a legkisebb
mennyiségben eldfordulé y-trehaléz, T /T, (K/K)
értéke 0,98. A legkisebb T /Tm (K/K) értékkel a
B-trehal6z rendelkezik (0,71), de még ez a polimorf
is a jol amorfizdlhat6 kategdridba esik. Ezen el6-
vizsgdlatok alapjdn tehdt megdllapithaté, hogy a
trehaléz amorf formdja dllithaté el6 porlasztva
szaritdssal és igazoldst nyert az is, hogy a trehal6z
valéban j6l amorfizélhat6 segédanyag.

Az els6 porlasztasbdl (I) szdrmazé minta vizs-
gdlati eredményeit szintén a 3. dbra szemlélteti.
Az A gorbén a kiinduldsi kristdlyos trehaldz latha-
t6, hdrom polimorf médosulat kiilonithetd el rajta.

A hdrom cstics tehdt a kiilonb6z6 polimorf médo-
sulatok olvaddspontja. A tobbi, B, C, D, E és F gor-
bék pedig a porlasztott minta DSC gorbéi idérendi
sorrendben. A mintdkat normél koriilmények ko-
zOtt taroltuk (2542 °C, 32+5% RH), és mésfél hona-
pon keresztiil vizsgaltuk. A B gorbén a frissen por-
lasztott minta lathaté. Megdllapithat6, hogy a por-
lasztds nem eredményezett 100%-ban amorf ter-
méket, a minta némi kristdlyos frakciét tartalma-
zott, mégpedig a y-trehaléz (dihidrat) polimorf
modosulatot, amelynek 122 °C-ndl van az olvadds-
pontja. Két nappal késébb vizsgdlva lattuk a C gor-
bén, hogy a kristélyos frakci6 nétt, azaz megindult
egy lassti rekrisztallizdciés folyamat. Tizennégy
nappal a porlasztds utdn azt tapasztaltuk a D gor-
bén, hogy megjelent egy mdsik polimorf médosu-
lat, a B-trehal6z (anhidrét), melynek 215 °C-nal
van az olvaddspontja. Harminc (E), majd negyven-
két (F) nappal a porlasztds utdn azt a kovetkezte-
tést vontuk le, hogy mindkét polimorf médosulat-
hoz tartozd cstcs alatti teriilet nétt, azaz nétt a
kristélyos frakcié mennyisége.

Ujabb sarzsot porlasztottunk (IT) azonos koriil-
mények kozott a trehaldz vizes oldatabol. Az ezen
porlasztasbol szarmazo6 mintak vizsgalati eredmé-
nyeit mutatja a 4. és az 5. dbra.

A 4. dbrdn az A gorbe a kiinduldsi kristalyos
trehal6z DSC gorbéje. A B és C girbe pedig a friss
és tdrolt porlasztott mintdé. Lathat6, hogy nem
eredményezett 100%-ban amorf terméket a maso-
dik porlasztds sem, a y-trehaléz (dihidrat) poli-
morf médosulat megtaldlhat6 benne, olvaddspont-
ja 123 °C-ndl taldlhaté. A mintdk egyik felét
40+2 °C, 75£5% RH higrosztat toltetben tdroltuk és

rexo

—~

T

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 °C

~exo

i

. . ; :
30 50 70 90 10 130 150 170 190 210

230 _°C

3. dbra: Porlasztva szdritott trehaldz rekrisztallizdcidjanak
DSC vizsgalata (I minta, taroldsi koriilmények: 25+£2° C,
32+5% RH). A: kiinduldsi kristdlyos trehaldz, B: friss
porlasztott minta, C: két napos minta, D: tizennégy napos
minta, E: harminc napos minta, F: negyvenkét napos minta.

4. dbra: Kiinduldsi, frissen porlasztott és tdrolt mintdik
DSC gorbéje: a gyorsitott stabilitdsi vizsgdlatok (Ila)
koriilményeinek (40+2 °C, 75+5% RH) hatdsa az amorf
trehalozra. A: kitnduldsi kristdlyos trehaldz, B: friss
porlasztott minta, C: tdrolt minta 7 nap utdn.
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hét nap utdn vizsgdltuk. A C gorbén lathat6, hogy
egy Uj polimorf médosulat jelent meg a f-trehal6z
(anhidrét), 212 °C-nal. Kovetkeztetésként levon-
tuk, hogy a gyorsitott stabilitdsi vizsgalat koriil-
ményeinek hatdsdra a mintdk 100%-ban vissza-
kristdlyosodtak, mégpedig a h-trehaléz (dihidrat)
polimorf médosulatdba, melynek olvaddspontja
102 °C-nél taldlhato.

A 5. dbra mutatja a porlasztott minta rekrisz-
tallizacids viselkedését szélsdséges koriilmények
kozott. Az A, B, C gorbék szintén a kiindulasi kris-
talyos trehaloz és a friss és a tarolt porlasztott
mintak DSC gorbéi. A tarolasi koriilmények ennél
a vizsgalatndl a kovetkezOképpen alakultak:
60+2 °C-on, 90+5% RH, tarolasi id6: 7 nap. Ugyan-
azt tapasztaltuk, a kiinduldsi kevés kristalyos
frakciot tartalmazo amorf mintank hét nap eltelté-
vel az agressziv tarolasi koriilmények hatasara
100%-ban visszakristalyosodott a h-trehaloz (di-
hidrat) polimorf mdédosulataba.

A DSC vizsgalatok eredményeit a III. tdabldzat
foglalja 6ssze. Megjeldltiik, hogy a vizsgalatok so-
ran az irodalomban fellelhetd trehaldz polimorf
modosulatok koziil, melyeket talaltuk meg a min-
takban. A DSC vizsgalatokbol nyerhet6 adatok
alapjan, a mintak adott polimorfra vetitett krista-
lyossagat is kiszamoltuk és jeloltiik a tablazatban.
Ez az eredmény félkvantitativnak tekinthetd, de a
rekrisztallizacids tendencia leirdsara alkalmas. A
vizsgalatok végén tapasztalt 100% folotti értékek
csupan a modszer félkvantitativ jellegére utalnak.

Porrintgen diffrakcids vizsgdlatok (XRPD)

R Y

10 20 20

2-Theta ()

6. dbra: Kiinduldsi anyag és porlasztva szdritott termék
porrontgen diffraktogramjai: A: kiinduldsi kristdlyos
trehaloz, B: friss porlasztott minta.

A porrontgen diffrakcios vizsgalatok eredményei
Osszhangban vannak a DSC mérésekkel, amelyek
a 6. abrdn 1év6 diffraktogramokon jol kovethetok.
Az abra jol mutatja, hogy az A jelzésti kiindulasi
trehaloz kristalyos termék, a B pedig az porlaszt-
va szaritas soran képzddott I. minta, amely rontgen
amorfnak tekinthetd.

Az Gjabb (II. minta) XRPD eredményeit a 7. dbra
szemlélteti. Az A diffraktogram a kiindulasi kris-
talyos trehaloz, a B a frissen porlasztott amorf
minta és a C pedig a tarolt minta diffraktogramja.
A B gorbe kisimult, a jellemz6 intenzitdas értékek el-
tlintek, azaz rontgen amorf terméket eredménye-
zett a porlasztas. A visszakristalyosodd mintaban
(C) kezdenek megjelenni a karakterisztikus csu-
csok, Osszehasonlitva a Cambridge-i Krisztallo-
grafiai Adatbazisban 1év6 trehaldz dihidrat poli-
morf modosulat diffraktogramjaval, lathato, hogy

' ' : : ' : : : : : :
30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 oC

5. dbra: Kiinduldsi, frissen porlasztott és tdrolt mintdik
DSC gorbéi: szélséségesen (IIb) terhelt (60+2 °C,
90+5% RH) koriilmények hatdsa az amorf trehalozra.
A: kitnduldsi kristdlyos trehaldz, B: friss porlasztott minta,
C: tdrolt minta 7 nap utdn.

trehal6z-dihidrat
(Cambridge)

L

2-Theta (°)

7. abra: A kiinduldsi és porlasztassal elddllitott
mintdk porrontgen diffraktogramijai: amorf trehaldz
rekrisztallizdcidja és a visszanyert anyag azonositdsa.
A: kiinduldsi kristdlyos trehaldz, B: frissen porlasztott
minta, C: normdl koriilmények kozott (25+2 °C és

32+5% RH) tdrolt 1 napos minta.
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I11. tdbldzat

Tdroldsi koriilmények hatdsdra megjelend polimorf médosulatok (3-5. dbra adatai alapjdn)

Porlasztott Koriilmények Polimorf médosulat
minta Tarolasi id6 | Homérséklet Paratartalom a B Y h
(nap) (°C) (RH%) (%) (%) (%)
kiinduldsi - 4293 | 684 | 5023
trehaldz
I 0 ) . 4,47 .
I 2 ) i 6,44 i
I 14 25+2 3245 - 0,39 574 -
I 30 ) 0,21 5,92 .
I 42 } 1,62 6,11 i
IIa 0 - - 5,12 -
40+2 75+5
lla 7 i 3,29 ] 1019
ITb 0 - - -
5,12
60+2 90+5
b 7 ) ) ) 104,28

a jellemzd csucsok egybeesnek. A porlasztott ter-
meék tehat a trehaldz-dihidrat polimorf modosu-
latba kristalyosodik vissza. A kiindulasi kristalyos
trehalozrdl (A) pedig megallapithato, hogy tobb
polimorf mddosulat keveréke, a mdédosulatok ref-
lexiéi megjelennek a diffraktogramon.

Osszefoglalas

A kisérletes munka sordn porlasztva szdritdssal
allitottunk el6 trehal6z oldatbdl amorf szildrd fé-
zist terméket, majd vizsgéltuk a rekrisztallizacié
folyamatéat kiilonb6z6 kortilményeket alkalmazva
a tdrolds sordn. Megéllapitottuk, hogy a trehaléz
porlasztva szdritdssal amorfizdlodik (kevés kristd-
lyos frakci6 marad a rendszerben). A T mérhets a
mintdkban és megegyezik az irodalmi értékkel.
Lathattuk, hogy viszonylag alacsony pdratartalom
mellett megindul a rekrisztallizdci6, de a teljes fo-
lyamat igen lasst, id6tartama hénapokban mérhe-
t6. Intenzivebb kortilmények hatdsara viszont rob-
bandsszertien megindult a visszakristdlyosodads.
A trehal6znal a dihidrat forma (y- és h-trehaléz) a
meghatdrozo a rekrisztallizéci6 sordn, de anhidrat
forma (p-trehaléz) is detektdlhats. MegfelelGen
hosszti id6 utdn a kiinduldsival megegyez8 poli-
morf médosulatok keveréke nyerhet§ vissza. Ez

azt tdmasztja ald, hogy azokndl a porinhaldciés
készitményeknél, ahol trehaléz a hordozé, kiilo-
nos figyelmet kell forditani a megfelel6 tdroldsi
kortilmények megvalasztdsdra.

A kutatatdés a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-
2012-0035 Kornyezeti tényezdk és genetikai faktorok
interakcidjanak vizsgdlata immunmedidlt és daganatos
betegségek kialakuldsdiba cimii kiemelt projekt keretében
zajlott.”
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Ujabb adatok izovanillin tipustt molekulak
édes izének molekularis hatterérol

KALMAN NOEMI, MAGYARNE-JESZENSZKI ERZSEBET,
KURTAN TIBOR ES ANTUS SANDOR*

Debreceni EQyetem Szerves Kémiai Tanszék, 4010 Debrecen, Pf.20
*Kapcsolattartd e-mail cime: antus.sandor@science.unideb.hu

Summary

Kalmdn, N., Magyarné-Jeszenszki, E., Kurtin T. and Antus S.:
New facts about the molecular background of isovanilline-
type stweeteners.

As a continuation of our studies on the relationship between stric-
ture and sweet taste of isovanilline-type sweeteners, (3-hydroxy-
4-methoxy)benzyl-benzoate (17) and -salicylate (17c), analogues
of dihidrochalcone-type sweetener analogues of (+)-phyllodulcin
[(+)-5] and CH-401 (14c) have been synthesized. Surprisingly,
17c has been found to be tastless, while 17e was slightly sweet.
These observations could be explained by the current hypothesis
on the receptor model for isovanilline-type sweet derivatives.

Keywords: phyllodulcin, CH-401 dihydrochalcone, structure-
sweetness relationship, benzoic- and salicyllic acid-(3-hydroxi-
4-methoxy)benzy-benzoate and -salicilate

Osszefoglalds

Az izovanillin tipusii édesitészerek szerkezet-édes iz dsszefiiggés
vizsgdlatihoz kapcsolédo kutatatdsaink folytatdsaként a phyllo-
dulcin- és a CH-401 dihidrokalkon tipusii édesitdszerek analdg-
jait, a (3-hidroxi-4-metoxi)benzil benzodtot (17e) és -szalicildtot
(17c) dallitottuk el6. Meglepd modon azt taldltuk, hogy 17c izetlen,
mig a 17e pedig kissé édes izii vegyiilet. Megfigyelésiinket a vanil-
lin szarmazékok korében jelenleg elfogadott édes iz receptor modell
alapjan értelmeztiik.

Kulcesszavak: phyllodulcin, CH-401 dihidrokalkon, szerkezet-
édes iz dsszefiiggés, (3-hidroxi-4-metoxi)benzil-benzodt és - szali-
cildt

1. Bevezetés

Az egészségtudatos életmdd fontos szerepet tolt
be egészségiink megdrzésében, mivel a kaloriadus
taplalkozas és a mozgasszegény életmdd kivaltd
okként szamos betegség kialakulasaban tetten ér-
het6. Ezek egyike a II. tipust cukorbetegség, az
un. non-insulindependens diabetes mellitus (NIDDM),
amely népbetegségnek szamit a vilag szamos ipa-
rilag fejlett orszagaban, és ha a taplalkozasi szoka-
sok gyokeresen nem valtoznak meg, akkor e be-
tegségben érintettek szama még a mértéktarto
becslések szerint is szamottevéen néni fog. A
WHO adatai szerint a regisztralt betegek szama je-
lenleg meghaladja a 171 milliét és 2030-ra akar a
366 milliét is elérheti [1]. Igy a jovében joggal vér-
hat6 a csokkentett kaloriaju és diétas élelmiszerek
irdnti kereslet rohamos novekedése.

A gyakorlatban alkalmazott édesitészerek ha-
rom alapvetd tipusat kiilonbozetjiikk meg, és igy
természetes eredetli [pl. nad vagy répacukor, a
szacharéz (1)], félszintetikus [D-szorbit (2)] és a
mesterséges édesitdszerekrdl beszélhetiink. A leg-
régebben ismert és az élelmiszeriparban napjaink-

ban is nagy mennyiségben hasznalt kaldriasze-
gény mesterséges édesitdszerek a szacharin (3) és
a ciklamat (4), melyek rendkiviil alacsony el6alli-
tasi koltsége a mellékiziik ellenére e vegyiileteket
szinte kiszorithatatlanna teszi az édesit6szerek pi-
acarol (1. abra).

Az elmult fél évszazadban ennek ellenére jelen-
t6s kutatasok folytak természetes eredet(i, édes izii
kaldriaszegény vegyiiletek izolalasa és szerkezet-
felderitése teriiletén. Japan kutatok 1929-ben ko-
z0lték, hogy a Hydrangea thunbergii Sieboldi levelé-
bol izolalt 3,4-dihidroizokumarin szarmazék, a
(+)-phyllodulcin (5) édes iz(i vegyililet [2] és
Yamato és munkatdrsainak a vizsgalata szerint
400-szor [3], Suzuki és munkatarsai szerint pedig
600-800-szor [4] édesebb a szachardznal. Egy ve-
gytiilet édességi foka (Rs) megadja, hogy hany
gramm szacharozt (1) kell adott vizmennyiségben
feloldani ahhoz, hogy az oldat ugyanolyan édes
iz(i legyen, mint az édesitészer 1 grammjanak ol-
data azonos vizmennyiségben. A szacharoz édes-
ségi foka ennek alapjan 1 [5]. A (+)-phyllodulcin
(5) 6zonidos lebontasa révén, hamarosan az is is-
mertté valt, hogy a kiralitdscentrum abszoluat kon-
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[(3)-7 — (¢)-10] a molekula
édes izét jelentésen fokozta
[12]. Meglep6 modon az
1,4-benzodioxan vaznak 1,3-ben-
zodioxannal val6 helyettesitése
a szacharoznal 3000-szer éde-
2 sebb izovanillin szarmazékhoz
[(#)-11] vezetett [13]. Megemli-
tendd, hogy az 1-(3-hidroxi-4-
methoxyphenyl)-2-feniletan
(12a) [7], valamint a 12b tioéter
[3] és 12¢ éter [7] analdg szar-
mazékai is intenziven édes izl
vegyliletek (2. dbra).

4 1963-ban kozoltiik, hogy a

OH OH
OH

1. dbra

kiilonb6z6é  citrus noévények
(naracs, grapefruit) héjabol

figuracidja (R) [6]. A hatas-szerkezet Osszefliggés
vizsgalatok azt is feltartak, hogy (a) az édes izéért
elsésorban a 3-hidroxi-4-metoxifenil csoport a fe-
lelos, (b) a 3’,8-dihidroxi-4’-metoxizokumarin (6)
[7] és a (-)-(S)-phyllodulcin is iztelen vegyiiletek
[8]. Megemlitend6, hogy a racém phyllodulcin
[(x)-5] is édes 1zl1 [2,7], és a karbonil, valamint az-
zal peri-helyzetben 1évé hidroxil csoportjanak
egylittes elhagyasat [(+)-5 — (*)-7] izvesztés kisér-
te [9]. Ugyanakkor a (+)-7 izokroman szarmazék
oxigénatomjanak a benzil helyzet(i metiléncso-
porttal vald cseréje [(+)-7 — (+)-8] nem okozott
izvaltozast a (+)-8 flavan szarmazék esetén [10].
Jelent6sebb izcsokkenéssel jart (+)-8 flavan oxigén-
atomjanak a benzilhelyzet(i metiléncsoportjaval
tortént felcserélése [(+)-8 — (+)-9] [11]. Ugyanak-
kor az 1,4-benzodioxan gytrtrendszer kialakitasa

Horowitz és Gentili altal izo-
1alt keserti iz(i (—)-neoheszperidinbdl (13) két 1é-
pésben nyert 3-hidroxi-4-metoxifenil csoportot
tartalmazé dihidrokalkon szarmazék (14a) édes
izéért (Rs= 950) [14,15] e molekula 2’-dihi-
drokalkon része (14b) a felel6s [16,17] (3. dbra). A
4’-B-D-neoheszperidoziloxi- és a 6’-hidroxi cso-
port csak e molekula vizoldhatosagat biztositja. A
6’-hidroxi csoport elhagydasaval és a 4’-pB-D-neo-
heszperidozil csoportnak 3-szulfonilpropillal vald
helyettesitésével kapott dihidrokalkon natrium-
sOja (14c, CH-401) az 1%-o0s szachar6z vizes olda-
tanal 1500 (+ 300)-szor édesebbnek bizonyult
[18,19].

Jollehet a CH-401 jelt molekula hazankban,
USA-ban, Anglidban, Franciaorszagban és a Szov-
jetunidban is szabadalmi oltalmat kapott, a kivalod
toxikologiai (LD >1g/teststly kg) és szamos ke-

OMe
C H ©: X
\f .... OH R A B (o] Rs
B (46 | OH CO O CH, 400 OMe
R #-7 | H CHy O CH, 350 12ac oH
S Corted] )8 | H CHyCH, O 350 12/ X Rs
(9 | H O CH, CH, 200 al| CH, 350
10 4 o cH, o 450 by s 150
(*)-11 H CH, O O 3000 a| O intenziven édes
6 (iztelen)

2. dbra
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OMe
H 2
RO 0 <I R« & R OMe
OH 1 NaOHM,0 O O
2. PAC)Hy, Hz0 > OH
HO O i HO O
(-)-13 14a-c
R = 3-D-neoheszperidozil
14 | R’ R2 Rs
a B-D-neoheszperidozil-O- OH 950
b H
o ®
¢ | -OCH,CH,CH,SO3Na H 1500
3. dbra

szitményben tapasztalt kedvez6 organoleptikus
tulajdonsagai, valamint a savas és bazikus kozeg-
ben és termikus behatasra (<300 °C) mutatott sta-
bilitasa ellenére, élelmiszeripari bevezetésére mar
nem kertilt sor.

E teriileten végzett kutatasaink folytatasaként
célul thztiik ki, az (R)-(+)-phyllodulcin [(+)-5] és a
CH-401 dihidrokalkon (14c) 17c,e oxigén-analo-
gonjainak a szintézisét, azt remélve, hogy orga-
noleptikus vizsgalatukkal tjabb informaciot ka-

punk az izovanillinek édes izének molekularis hat-
terérdl.

Eredmények és értékelésiik

A (3-hidroxi-4-metoxi)benzil szalicilatot (17¢)
acetilszalicilsavbol (15a) €s az izovanillinbdl két lé-
pésben nyert 4-metoxi-3-[tri(i-propil)szililoxi]ben-
zil-alkoholbdl (16¢) kiindulva a 17a észterszar-
mazékon keresztiil harom lépésben (15a + 16¢ —

COX CH,OH
R
OSi(i-Pr)3
15a-b OMe
16
15 | R" Xx
a | OAc OH
b | H Cl

®©O
i- BuyNF, THF, 24°C

iii: vizmentes MeOH, NaOMe, 24°C

2
+ —_—
OMe

i 15a+16, Ph3P, DIAD,THF, 24°C; 15b+16, piridin, 24°C

Si(i-P)3
=bp | 0Ac H
. E»c OH H

—d | H Si(i-Pr)3
1]
E»e H H

4. abra
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17e: Y=0

H ’ [21],

14c: Y=CH, R=OH édes

17c: iztelen

zokumarin kromofor ka-

o---H~g bonil n—n dtmeneténél a
H N Cotton-effektus  pozitiv
igy a kondenzalt
heterogytrtinek P-helici-
tasu félszék konformacio-
ja van [22], melyhez a
3-hidroxi-4-metoxifenil-
csoport ekvatoridlis &llds-
ban kapcsolddik (5. dbra).
Ez a molekula és a CH-
401 dihidrokalkon — mint
azt a Dreiding modelljiik
vizsgdlata mutatta — egy-
maéshoz nemcsak szoro-
san illeszthets, de a meg-
felel6 funkciés csoportjaik
tavolsdga kielégiti a Kier
[23], majd késébb Merlini
és munkatdrsai [24,25] al-
tal modositott Schallen-
berger-Acree féle [26]
édes iz receptor modell
paramétereit is [AH-B = 3
A, AH-X =35 A és a B-X
= 5.5 A (ahol X = O vagy
CH,), valamint a (£)-7-10
O-heterociklosos és a 12a-
¢ nyilt ldncd vanillin szdr-
mazékok esetén az X =
madsik aromds gytrd ko-
zéppontja]. Ezen adatok

R=H enyhén édes

5. abra

alapjdn azt vértuk, hogy a
17¢ konformécidsan flexi-
bilis szalicilsav szdrmazék

17a — 17b — 17c¢) éllitottuk el6. A (4-metoxi-3-
hidroxi) benzil-benzoathoz (17e) pedig a 4-metoxi-
3-[tri(i-propil)szililoxi] benzil-alkohol (16) benzoi-
lezését kovetd deszililezéssel (16 — 17d — 17e) ju-
tottunk [20] (4. dbra).

E vegyiiletek azonban vizben nagyon rosszul
oldddtak, ezért 5-5 mg-ot 0.5 ml 96%-0s etanolban
oldottuk fel, majd az opalosodasig frissen desztil-
lalt vizzel (4 ml) higitva stabil oldatokat kaptunk
és ezeket izleltiik.

Az a tény, hogy az (R)-(+)-phyllodulcin (5) in-
tenziven édes iz(i vegyiilet, ugyanakkor az enatio-
merje [(-)-(S)-5] iztelen, egyértelmdten arra utal,
hogy oldatban a jobbrafogaté enantiomer hetero-
gytrdjének abszolut konformdcidja is meghataro-
z6 szerepet jatszik az édes iz receptorhoz val6 ko-
todésben. Kiroptikai vizsgdlataink szerint a
(+)-phyllodulcin (5) ECD szinképében a dihidroi-

— hasonléan a CH-401-hez (14c) - az (R)-(+)-
phyllodulcinnél (5) édesebb molekula. Az orga-
noleptikus vizsgdlataink azonban azt mutattdk
hogy a 17c szalicilsav szdrmazék teljesen iztelen,
mig a benzoesav-szdrmazék (17e) pedig enyhén
édes izti vegyiilet. E meglepd eredmény okat ab-
ban ldtjuk, hogy 17c esetében — eltéréen a CH-401
(14¢)-t6l — a peri-helyzetd fenolos hidroxil csoport
nem az észter karbonil csoportjaval, hanem az 6sz-
szekot6 elemként szolgdld oxigénjével alakitja ki a
hattagu keldt gytir(t, és ez akaddlyozza meg az
édes iz receptorhoz val6 kétodését. Ennek hidnyé-
ban mdr lehetSség van az tn. hdrom pontos érint-
kezésre, és igy a 17e benzoesav szdrmazék, ha eny-
hén is, de mdr édes izt vegyiilet.

Az édes iz receptor térszerkezetének alaposabb
megismerésére iranyuld tovabbi vizsgalataink fo-
lyamatban vannak.
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Pajzsmirigyhormonok és eldanyagaik.
II. Részecske-specifikus tulajdonsagok®
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Summary

Téth, G., Noszdl, B.: Thyroid hormones and their
precursors. 11. Species-specific properties

This paper surveys the species-specific physico-chemical parame-
ters (basicity and lipophilicity) and related biological functions of
thyroid hormones (thyroxine, liothyronine and reverse liothyro-
nine) and their biological precursors (tyrosine, monoiodotyrosine
and diiodotyrosine).

The protonation macroconstants were determined by 'H NMR-
pH titrations while the microconstants were determined by a multi-
modal spectroscopic-deductive methodology using auxiliary deriva-
tives of reduced complexity. Our results show that the different
number and/or position of iodine are the key factors to influence
the phenolate basicity. The ionization state of the phenolate site is
crucial in the biosynthesis and protein binding of thyroid hormones.
The role of the protonation state in the receptor binding was in-
vestigated by an in silico docking method. Microspecies of thyroid
hormones were docked to the thyroid hormone receptor isoforms.
Our results quantitate at the molecular level how the ionization
stage and the charge distribution influence the protein binding.
The anionic form of the carboxyl group is essential for the protein
binding, whereas the protonated form of the amino group loosens
it. The protonation state of the phenolate plays a role of secondary
importance in the receptor binding. The combined results of docking
and microspeciation studies show that microspecies of the highest
concentration at the pH of blood are not the strongest binding ones.

The site-specific lipophilicity of our investigated molecules was
determined with the measurement of distribution coefficients at
different pH using carboxymethyl- and O-methyl-derivatives to
mimic the partition of some of the individual microspecies. Cor-
rection factors were determined and introduced. Our data show
that the iodinated aromatic ring system is the definitive structural
element that fundamentally determines the lipophilicity of thy-
roid hormones, whereas the protonation state of the aliphatic part
is essential in receptor binding. The membrane transport of thy-
roid hormones can be well interpreted in terms of the site-specific
lipophilicity. At physiological pH these biomolecules are strongly
amphipathic due to the lipophilic aromatic rings and hydrophilic
amino acid side chains which can well be the reason why thyroid
hormones cannot cross membranes by passive diffusion and they
even become constituents of biological membranes.

The site-specific physico-chemical characterization of the thyroid
hormones is of fundamental importance to understand their (patho)
physiological behavior and also, to influence the therapeutic proper-
ties of their drug candidate derivatives at the molecular level.

Keywords: thyroxine, microspeciation, thyroid hormone recep-
tor, lipophilicity, membrane transport

Osszefoglalé

Jelen kizleményiinkben a pajzsmirigyhormonok (tiroxin, lioti-
ronin, reverz liotironin) és eléanyagaik (tirozin, monojodtirozin,
meghatdrozidsidt és az e paraméterekbdl levonhaté biolégiai kivet-
keztetéseket foglaljuk dssze, foként sajit vizsgdlataink alapjdn.

A vegyiiletek protondléddsi makrodllandéit 'H NMR-pH tit-
rdldssal, mig a mikrodllanddkat csokkentett szdmii protondlhaté
csoporttal - rendelkezd  szdrmazékvegyiiletek  felhaszndldsdval,
kombindlt spektroszkopiai-deduktiv moédszerrel hatdroztuk meg.
A kapott mikrodllanddk azt mutattdk, hogy az eltérd szdmii és/
vagy helyzetti jodatom a molekuldkban legnagyobb mértékben a
s dllapotai jelentds szerepet jditszanak a pajzsmirigyhormonok
bioszintézisében és fehérjékhez vald kotédésében. A bdziscentru-
mok protondldddsi dllapotdnak szerepét a receptorkétédésben in
silico dokkoldssal tisztdztuk. A pajzsmirigyhormonok dsszes mik-
rorészecskéit a pajzsmirigyhormon-receptor két izoformdjihoz
dokkoltuk. Ervedményeink azt mutattik, hogy a ligand és a re-
ceptor kozotti kolcsonhatds kialakitdsdban az aminosav oldalldnc
protondltsdgi dllapota meghatdrozd. Megdllapithaté tovdbbd,
hogy nem az a részecske rendelkezik a legerdsebb kitddési képes-
séggel, mely a vér pH-jdn legnagyobb koncentrdcioban fordul eld.

Az egyes mikrorészecskék lipofilitdsdt karboximetil- és O-metil-
szdrmazékvegyiiletek felhaszndldsdval, kiilonbozé pH-kon mért
megoszldsi hanyadosok meghatdrozdsdval végeztiik. A kémiai
médositds hatdsdt korrekcids faktor bevezetésével vettiik figyelem-
be. Eredményeink szerint a pajzsmirigyhormonok lipofilitdsinak
kialakitdsdban a dontd szerkezeti elem a jédozott aromds gytirii-
rendszer, az alifds rész protondléddsa csekély hatdst gyakorol a
megoszldsi hdanyadosokra. A részecske-specifikus lipofilitdsokkal a
vegyiiletek membrintranszportja molekuldris szinten magyardz-
haté. Fiziologids pH-n a pajzsmirigyhormonok amfifil tulajdon-
sdguak a lipofil aromds Qyiirii és a hidrofil aminosav oldalldnc
miatt, ami azt eredményezi, hogy a molekuldk csak szallitéfehérje
segitségével képesek dtjutni a membrdnokon.

A wvegyiiletek részecske-specifikus fizikai-kémiai dllanddinak
ismerete sziikséges a pajzsmirigyhormonok (pato)fiziolégids visel-
kedésének molekuldris szintii megértéséhez és gydgydszati befo-
lydsoldshoz.

Kulcsszavak: tiroxin, mikrospecidcio, pajzsmirigyhormon-re-
ceptor, lipofilitds, membrdantranszport

! Akozlemény Toth Gergs Ph.D. értekezésének része
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Bevezetés

A bio- és gydgyszermolekuldk szervezetben lezaj-
16, tobbnyire nagy specifitasu reakcioi akkor men-
nek végbe, ha a részecskék megfelel6 mikroszko-
pikus protonaltsagi, konformdcids allapotban
vannak. Ezen részecskék koncentracidja és a kap-
csolodo egyensulyi allandok a mikrospeciacio se-
gitségével hatdrozhatok meg. Az egyes mikroré-
szecskék nehezen megfoghaté kémiai entitasok.
Egymasba val6 folyamatos atalakuldsuk miatt at-
lagos egyedi élettartalmuk a 10° masodperces
nagysagrendbe esik, emiatt semmilyen ma ismert
elvalasztastechnikai modszerrrel nem kiilonithe-
téek el egymastdl. Ennek ellenére egyedi fizikai-
kémiai paraméterekkel jellemezhetdk, a bioldgiai
folyamatokban sajat, 6nall6 formaban vesznek
részt. A protonaltsagi izomerek (pl. az aminosa-
vak ikerionos és toltésmentes formaja) csak abban
kiilénbodznek egymastol, hogy a kotott protont el-
térd baziscentrumon hordozzak, bioldgiai szere-
piik mégis eltéro. Széles korben elterjedt nézet sze-
rint a membranon keresztiili transzportfolyama-
tokban a toltésmentes, mig a receptorkotédésben
inkabb az ikerionos forma vesz részt. A mikro-
szkopikus egyensulyi és kinetikai paraméterek is-
merete alapvet6 a biokémiai és analitikai folyama-
tok molekularis szintdi megértéséhez, valamint a
patobiokémiai folyamatok terdpias befolyasolasa-
hoz [1-3].

A legfontosabb pajzsmirigyhormonok a tiroxin
(T4), a liotironin (T3) és a reverz liotironin (rT3). E

vegyiiletek a pajzsmirigyben a tirozin (Tyr) jodo-
zasa utan monojodtirozin (MIT) és dijodtirozin
(DIT) molekuldk Osszekapcsoldédasaval keletkez-
nek. A vizsgalt vegyiiletek konstittcids képlete az
1. abrdn lathato.

A pajzsmirigyhormonok élettani hatdsa régota
ismert: jelenlétiik elengedhetetlen az egészséges
testi és szellemi fejlédéshez, a kiegyensulyozott
pszichikai allapothoz [4]. A hormonok és el6-
anyagaik bazicitasanak és lipofilitasanak jellemzé-
se hidnyos az irodalomban, annak ellenére, hogy e
vegyliletekrdl kozlemények tizezrei jelentek meg,
emellett pontos fizikai — kémiai jellemzésiik elen-
gedhetetlen a terapias hatas molekularis szint(
megismeréséhez, valamint, az egyes, rokon hatasu
gyogyszeranyagok farmakokinetikai és farmako-
dindamias tulajdonsagainak kvantifikalasahoz [5].

A hatéanyagok szervezetbeni sorsat befolyasold
legfontosabb fizikai-kémiai paraméterek a proto-
nalédasi makro- és mikroallanddk, valamint a
lipofilitas. A protonalddasi makroallandok a mo-
lekula egészét jellemzik, az egyedi funkcids cso-
portok sav-bazis karakterérél a protonalodasi
mikroallandok adnak informaciét. A protonalo-
dasi allandok segitségével kiszamithato, hogy egy
adott biologiai kozegre jellemzé pH-n milyen
mértékben fordul el6 egy vegyiilet kiilonb6z6
mértékben protonalt formaja. Ezaltal elore jelezhe-
t6, hogy a molekula a szervezet mely kompart-
mentjébdl fog legnagyobb valdszintiséggel felszi-
vodni. A receptorhoz vald kotddést az biztositja,
hogy a ligandum farmakofdr csoportjainak tipusai

NH, NH,
OH OH
0] O
I
OH OH

tirozin (Tyr) monojodtirozin (MIT)

HO
0 1
H,N
0 OH
I 1

reverz liotironin (rT3)

NH,
OH HO
o) (@) I |
H, N Cj
(0] OH
I I
OH I

dijodtirozin (DIT)

liotironin (T3)

HO
o I I
H,N
O OH
I I

tiroxin (T4)

1. dbra: A pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik konstitiicids képlete, neve és roviditése




2014/1.

Acta Pharmaceutica Hungarica 23

és azok ionizdcios allapotai megfeleléek a kolcson-
hatas kialakulasahoz a receptorktéhely aminosav
oldallancaival. Egy receptor — ligand kotddés tehat
csoportspecifikus bazicitasadatok ismeretében
eredményesebben tanulmanyozhat6. Analitikai
kémiai szempontbdl pedig a protonalddasi allan-
dok ismerete elengedhetetlen az egyes elvalaszta-
sok, példaul a kapillaris elektroforézis modszerek
tervezéséhez [6].

A protondlodasi makroallandok meghataroza-
sara olyan moddszerek alkalmasak, melyekben a
mért fizikai — kémiai mennyiség pH-fiiggd valto-
zasa a molekula H'- felvételével kapcsolatban all.

Vegydileteink protonalédasi makroallandéit 'H
NMR - pH titralassal hataroztuk meg. NMR - pH
titrdlas soran protonalddas hatasara a baziscent-
rum koriil csokken az elektronstiriiség, ezért a ko-
zeli magok diamagneses arnyékoldsa, igy kémiai
eltolodasa is megvaltozik. E mddszer altaldban ak-
kor is alkalmazhato a leggyakrabban alkalmazott
potenciometriaval szemben, ha a vizsgalt anyag
tartalmaz szennyez6t, vagy a mérés soran bomlast
szenved. Tovabbi elénye, hogy a vizsgalathoz nem
sziikséges a mérendd anyag pontos koncentracio-
janak ismerete, illetve megfelel indikatormoleku-
lak alkalmazasaval szélséségesen alacsony (logK
<2) vagy magas (logK >12) protonalodasi allandok
is meghatarozhatok [7].

Makroszkopikus titralasi gorbékbdl azonban al-
talaban nem lehet mikroallandokat szamolni (ki-
vételt képeznek bizonyos szimmetrikus moleku-
lak). Sziikség van valamilyen tobbletinformaciora,
ami lehet rokon szerkezeti vegyiilet bazicitas-
adata (deduktiv modszer), vagy valamilyen spekt-
roszkopiai méréssel nyert informacio, amelybdl
szamithato az egyes csoportok protonaltsagi fokat
jellemzd  fiiggvény. Vizsgalt vegyiileteinkben
egyik csoport protonfelvétele sem kovethetd sze-
lektiven '"H NMR-pH titralassal, ezért a mikro-
allandok meghatdrozasara a deduktiv modszert
alkalmaztuk, illetve a Tyr, MIT és T3 esetében a
fenolatcsoportra jellemz6 protonaldédasi mikroal-
landot (k°) UV-pH titralassal is meghataroztuk.

A deduktiv mddszer soran a meghatarozandé
molekuldhoz szerkezetileg igen kozeli, de keve-
sebb szamu protonalhatd csoporttal rendelkezd
vegyiilet protonaldédasi makroallandojat/makro-
allandoit épitjitk be a mikrospecidcios sémaba,
adott mikrodllandd(k) helyére. A deduktiv mdd-
szereket akkor sziikséges alkalmazni, ha nem le-
hetséges a protonalddas csoportszelektiv megfi-
gyelése, vagy ha a mikrorészecskék kozott barme-
lyiknek a koncentracidja szélséségesen alacsony

[1]. Tlyen esetekben ugyanis a minor részecske
hozzéjaruldsa az analitikai jelhez olyan csekély,
hogy spektroszkopiai moddszerekkel nem, vagy
csak nagy hibaval kaphatunk réla informaciot. A
meghatdrozasahoz sziikségiink volt csokkentett
szamu protonalhat6 csoporttal rendelkezd szar-
mazékvegyiiletekre. A legegyszertibben a -COOH
csoport ,modellezhet6”: metil-észterként, illetve
az -OH csoport metil-éterként [8]. A deduktiv
modszerek masik csoportja azon alapul, hogy egy
molekula két csoportjanak kolcsonhatasi tényezo-
jét egy masik molekula (modellvegyiilet) hasonld
molekularészében mért értékkel azonositjuk. A
kolcsonhatasi tényez6k ugyanis a molekula tobbi
részétdl legkevésbé fliggd paraméterek, igy egy
adott vegyiiletcsalad analdg molekularészei kozott
a legkisebb torzitassal atvihetd sav-bazis mérdsza-
mok [9].

A gyogyszermolekulak membranon vald atjuta-
si képességének becslésében a lipofilitas jatszik
dontd szerepet, amelyet a gyogyszerészetben leg-
gyakrabban az oktanol/viz megoszlasi hanyados
logaritmusaval szamszertsitenek (logP). E para-
méter a szerkezet-hatds Osszefiiggések tanulma-
nyozasaban is kozponti helyen all [10]. Nyilvanva-
16, hogy a membranokon torténd penetrdcio a
semleges, toltés nélkiili részecskének legkedve-
z8bb. Azonban, ha a semleges részecske koncent-
racidja a szervezet egy adott kompartmentjében,
adott pH-n igen csekély, el6fordulhat, hogy a mo-
lekula brutté lipofilitasdhoz nem a semleges ré-
szecske hozzdjarulasa lesz a legnagyobb. Emiatt
sziikséges az egyes egyedi mikrorészecskék lipo-
filitasanak ismerete is, ami altal a molekulak
membranon keresztiili transzportja szubmolekula-
ris szinten valik tanulmanyozhatova. Az oktanol-
viz megoszlasi hanyados ismerete emellett elen-
gedhetetlen egyes elvalasztastechnikai modszerek
(rétegkromatografia, nagyhatékonysagu folyadék-
kromatografia) tervezéséhez, értelmezéséhez [11].

Hig oldatokban egy anyag valdédi megoszlasi
hanyadosan két egymassal nem elegyedd oldo-
szerben, azonos molekularis allapotban mért kon-
centracidinak aranyat értjiik, mely adott homér-
sékleten és nyomason, az egyensulyi allapot eléré-
se utan konstans érték. Ennek megfeleléen — egy
ionizalhat6 csoportokkal nem rendelkezé moleku-
la esetében - az alabbi Osszefiiggéssel szamithatjuk
ki a valodi megoszlasi hanyados értéket:

p="o (1)
C

v
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ahol P a valodi megoszlasi hanyadost, a c_ az
oktanolos, ¢, a vizes fazisban mérhetd koncentra-
ciot jeloli.

Ionizalhaté molekuldaknal azonban, ahol a ko-
zeg pH-jatdl és a vegyiilet logK értékétdl fliggden
kiilonbo6z6 toltéssel rendelkezé molekulak talalha-
tok az oldatban, a valdédi megoszlasi hanyadost
meg kell kiilonboztetni az adott mérési koriilmé-
nyek kozott meghatdrozhato un. latszolagos meg-
oszlasi hanyadostdl (logD), hiszen a kiilonb6z6
toltéssel rendelkezd részecskék is megoszlanak. A
latszélagos megoszlasi hanyados az oldatban je-
lenlévd részecskék megoszlasi hanyadosainak a
megfelel6 moltorttel (relativ koncentracidval) sa-
lyozott dsszege:

D=Y'x.P. )

ahol y,az egyes részecskék relativ koncentracidja a
vizes fazisban, P, pedig azok megoszlasi hanyado-
sa. A logD vs. pH fliggvényt lipofilitas-pH profil-
nak nevezziik.

Az ionizalhatd/ionos vegyiiletek lipofilitasa,
kiilonosen a protonaltsagi izomereké alulrepre-
zentalt az irodalomban az olyan mddszer hianya
miatt, amivel az ionos formak megoszlasi hanya-
dosa meghatarozhato. Kutatocsoportunk a koz-
elmultban kidolgozott egy deduktiv mddszert,
amellyel az amfoter vegyiiletek részecske-speci-
fikus megoszlasi mikroegyenstlyai meghataroz-
hatok [12]. E mddszer segitségével tobb kétcso-
portos gyogyszermolekula (nifluminsav [12],
morfin [13], apovinkaminsav [14]) mikroszkopi-
kus lipofilitasat is meg lehetett hatarozni. Megfe-
leld szamu szarmazékvegyiilet felhasznalasaval
a moddszer alkalmazhaté haromcsoportos mole-
kulak, igy a pajzsmirigyhormonok és el6anya-
gaik mikroszkopikus lipofilitdsainak meghataro-
z4sara is.

A pajzsmirigyhormonok részecske-specifikus
sav-bazis paramétereinek és lipofilitdsanak jellem-
zése hozzajarul e vegyiiletek élettani és biokémiai
tulajdonsagainak jobb megértéséhez, illetve lehe-
téség nyilik a szerkezet-hatas Osszefliggések pon-
tosabb felderitésével 0j gyogyszermolekulak ter-
vezésére is.

Jelen kozleményiinkben célunk a pajzsmirigy-
hormonok részecske-specifikus fizikai-kémiai tu-
lajdonsagainak (bazicitas és lipofilitds) ismerteté-
se, tovabba annak bemutatasa, hogy ezen paramé-
terek hogyan befolyasoljak a pajzsmirigyhormo-
nok szervezetbeni sorsat, koztiik a receptorhoz
valo6 kotddést.

Anyagok és modszerek
Vegyiiletek

A vizsgdalataink targyat képezé molekulak, a
tirozin, monojodtirozin, dijodotirozin, liotironin,
reverz liotironin és tiroxin a Sigma-Aldrich cég
termékei voltak. A protonalédasi allandok megha-
tarozasahoz hasznalt alapvegyszereket (NaOH,
NaCl, KCl, tomény sosav), az elektrod kalibracio-
hoz és a megoszlasi hanyados mérésénél alkalma-
zott puffer komponenseket (natrium-tetraoxalat,
kalium-hidrogénftalat, KH,PO,, Na,HPO,, borax,
TRIS, citromsav, dinatrium-citrat), a csokkentett
protonalhaté csoporttal rendelkezd modellvegyii-
letek szintetizalasa soran felhasznalt vegyszereket
(metanol, ecetsavanhidrid, hangyasav, dimetil-
szulfat, diazometan) a Reanal és a Sigma-Aldrich
gyartoktol szereztiik be. Az NMR spektroszkopia-
hoz referenciaanyagként a 3-trimetilszilil-1-
propanszulfonsav natriumsdjat (DSS 299%, Fluka)
hasznaltuk, a mintdk megfelel6 térfogatszazalék-
ban >99,8 atom% izotoptisztasagu D,O olddszerrel
(Aldrich) késziiltek. Az tjonnan szintetizalt ve-
gylletek  NMR-szerkezetigazolasat ~DMSO-d,
(deuteraltsag > 99,5 atom%) (Aldrich) olddszerben
végeztiilk. A megoszlasi hanyados mérésénél
HPLC tisztasagi oktanolt hasznaltunk, amely
szintén a Sigma-Aldrich cég terméke volt. A titra-
lasok olddszereként 18,2 MQ) cm fajlagos ellenalla-
su Millipore vizet hasznaltunk. A kereskedelem-
bdl beszerzett anyagokat tisztitas nélkiil hasznal-
tuk.

Modellvegyiiletek elddllitdsa

Mind a protonalédasi mikrodllandok, mind a ré-
szecske-specifikus lipofilitas meghatarozasahoz
sziikségiink volt csokkentett szamu protonalhato
csoporttal rendelkezd szarmazékokra. Az anyave-
gytiletekbdl metil-észter [15], O-metil-éter [16, 17],
és O-metil-karboximetil-észter [15, 16] szarmazé-
kokat szintetizaltunk a megadott irodalmi hivat-
kozasok alapjan. Az eléallitott termékek szerke-
zetigazolasa 1D és 2D NMR, illetve nagyfelbonta-
su, pontos tomeg adataik alapjan tortént.

TH NMR titrdlds

A méréseket inverz geometridju 5 mm-es gradiens
mérofejjel rendelkezé Varian Unity Inova 600
MHz-es NMR spektrométeren végeztiik 25 +
0,1°C-on. Az NMR titrdldsok egységesen 5 mm-es
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NMR cs6ben torténtek, a kémiai eltoldédasokat DSS
belsé referensre vonatkoztattuk. Az oldatok 5
v/v% D,0O-t tartalmaztak, amely csak 0,02 egység-
gel valtoztatja meg a pH-skalat az tivegelektroddal
torténd mérések pontossagan beliil, igy korrekcio-
ra nincs sziikség [18]. A viz rezonanciajelének
csokkentésére kettds spin echo (dpfgse) pulzust al-
kalmaztunk [19]. A méréseket konstans 0,15 M
ionerdsség mellett végeztiik, az ionerdsség bealli-
tasara KCl-ot alkalmaztunk. A pH-mérésre pH
3-12,5 kozott kombindlt tivegelektrodot hasznal-
tunk. Savas kozegben pH < 3 alatt, hogy kikiisz-
oboljiik az elektrod hibajat, a pontos pH-t két in
situ indikatormolekula, a diklérecetsav és a klor-
ecetsav kémiai eltolddadsaibol szamitottuk ki az
alabbi egyenletnek megfelelGen:

51‘741;” — (5Hind 3)

mért
6ind - éind

pH =logK, , +log

ahol K.  az adott indikatormolekula protonalodasi
allandoja (logK = 1,14 diklérecetsav és logK = 2,27
klorecetsav esetén), O a6 6,~nd a deprotonalt és
a protonalt forma kémiai hatareltolédasai (8,,, =
6,050, O e = 6,345 diklorecetsav esetén, 5,~nd =
4049, 9,0 = 4,280 kldrecetsav esetén), 61;”5” az
adott pH-n megfigyelt kémiai eltolodas.

A titralasokhoz kiilonb6z6 pH-ju oldatokat ké-
szitettlink 0,15 M ionerdsség mellett KCl, NaOH és
HCI felhasznalasaval 1 mM indikatormolekula és
0,1 mM DSS tartalom mellett. A titralasok soran a
Tyr, MIT, DIT és ezen anyagok szarmazékvegytiile-
teib6l 1,5 mM-os oldatokat hasznaltunk és 8-16
tranziensbdl vettiik fel a spektrumokat az egyes
pH-kon. A pajzsmirigyhormonokbdl (rT3, T3, T4)
és szarmazeékaikbdl a gyenge oldhatosag miatt
csak 0,1 mM-os oldatokat tudtunk késziteni, lagos
pH tartomanyban 128-256 tranzienst, mig savas
pH-n tobb ezer tranzienst kellett alkalmaznunk a
jelek megfelel6 detektalasahoz.

A konnyen bomlo, Iugérzékeny metil-észterek
esetén 0,14 M KCl felhasznalasaval egy alapolda-
tot készitettiink, amit 0,01/0,02 M HCIl és NaOH
oldattal titraltuk, igy az ionerdsség a vizsgalat so-
ran 0,16 M alatt maradt. A metil-észterek jelei pH
11-ig biztonsagosan azonosithatok voltak.

A protonalddasi egyensulyok makroszkopikus
kiértékeléséhez az OPIUM és a Microcal OriginPro
8.0 programokat hasznaltuk.

UV-pH titrdlds

A Tyr, MIT és T3 fenolat k° mikroallanddjanak

meghatdrozasara UV-pH titralast is alkalmaztunk.
A titralas soran a szinképeket szobahomérsékleten
0,5-1 nm lépéskozzel vettiik fel 200-400 nm-es tar-
tomanyban 1 cm uthosszu kvarckiivettat hasznal-
va egy Jasco V-550 tipusu diddasoros spektrofoto-
méteren. A Tyr-bol és a MIT-bdl 0,2 mM koncent-
racioju torzsoldatot, a T3-bdl 2 nM-os torzsoldatot
készitettiink, amely elegendd volt a meghatarozas-
hoz a T3 magas molaris fajlagos abszorpcidja mi-
att. A ligandumok higulasanak elkeriilése végett a
torzsoldatokat két egyforma térfogati részletre
osztottuk, és megfeleld, egyazon mennyiségti HCI-
val és NaOH-dal kezeltiik, létrehozva a savas illet-
ve ltgos torzsoldatokat. A két oldat elegyitésével
kalibralt elektrod mellett kiilonb6z6 kémhatdst
oldatokat keészitettiink, majd az oldatok UV-VIS
spektrumat rogzitettiik. Az oldatok ionerdsségét (I
= (0,15 M) kalium-kloriddal allitottuk be. A kiérté-
kelést azon a hullamhosszon végeztiik, ahol az el-
tér6 pH-ju oldatok spektruman a legnagyobb
abszorbanciavaltozas volt megfigyelhetd. Az UV-
pH titralas adatainak kiértékeléséhez Statistica 6.0
programot hasznaltunk.

Megoszlisi hanyados meghatdrozdsa keverdedényes
médszerrel

A vizsgalt anyavegyiiletek és egyes szarmazékaik
oktanol/viz latszolagos megoszlasi hanyadosat ke-
ver6edényes moddszerrel hataroztuk meg a meg-
oszlas el6tti és utani mért abszorbancidk felhasz-
nalasaval, kiilonboz6 fazisaranyoknal. A megosz-
lasi kisérlet el6tt az oktanolos illetve vizes faziso-
kat egymassal telitettiik legalabb 3 éran at tartod
intenziv kevertetéssel 25 °C-on, majd legalabb 24
oras szétvalasi id6 utan hasznaltuk az egymassal
telitett fazisokat. A meghatdrozashoz sziikséges
kiilonb6z6 pH-ju oldatok elkészitéséhez citrat,
foszfat, TRIS puffereket, illetve faktorozott sdsavat
és NaOH oldatokat hasznaltunk, figyelembe véve,
hogy adott pH-n adott puffernek minél nagyobb
legyen a pufferkapacitasa. Az ionerésség minden
esetben 0,15 M volt. A gyenge oldhatdsag miatt a
pajzsmirigyhormonok esetén az oktanolos fazist, a
MIT és a DIT esetén a vizes fazist hasznaltuk fel a
meghatarozasokhoz. A pajzsmirigyhormonok ab-
szorpcidos maximumanak hulldmhosszan az okta-
nol fényelnyelése elhanyagolhato, igy az oktanolos
tazisbol is pontos abszorbancidkat lehet mérni. A
fazisaranyt ugy valasztottuk meg, hogy analitikai-
lag jol mérhet6 anyagmennyiség maradjon az
egyes fazisokban a megoszlas utan is. A megfeleld
fazisok koncentraciocsokkenését UV spektrofoto-
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metrias modszerrel kovettiik, a 250 és 400 nm ko-
z6tti UV spektrumot regisztraltuk.

In silico receptorkotédés vizsgilat

A szamitégépes modellezés soran a célunk a
pajzsmirigyhormonok egyes mikrorészecskéinek
flexibilis dokkolasa volt a pajzsmirigyhormon re-
ceptor (TR) két izoformajahoz (TRa és TR).

A pajzsmirigyhormon-receptor — ligand egytitt
kristalyositott komplex szerkezeteket a Protein
Data Bank adatbazisbol (www.pdb.org) toltottiik
le. Mddszeriinkhoz és annak validaldsdhoz az
alabbi PDB ID-val rendelkezd szerkezeteket hasz-
naltuk: 2H77 (T3 - TRa), 3HZF (GC-1 - TRa),
3JZB (TRIAC - TRa), INAV (KB-141 - TRa),
3GWS (T3 - B), 3IMY (GC-1 - TRp), 3]ZC (TRIAC
- TRB), INAX ((KB-141 — TRp), 1Q4X (GC-24 -
TRp). A tireomimetikumok konstittcios képlete a
2. dbran lathaté. A dokkolasok soran hasznalt fe-
hérjék rontgenkrisztallografias felbontasa minden
esetben 2.8 A-nél kisebb volt.

A szerkezetek geometriai optimalasait és a dok-
kolasokat a Schrodinger molekulamodellezd
program kiilonb6z6 moduljaival végeztiik el. Gra-
fikus atalakitonak a Maestrot alkalmaztuk [20]. A
fehérjeszerkezeteket a Protein Preparation Wizard
alkalmazasaval készitettiik el6 a kotShely model-

lezéséhez. A letoltott rontgenkrisztallografias szer-
kezeteket a fiziologias koriilményeknek megfele-
18en (pH=7,4) egészitettiik ki hidrogénekkel. Emi-
att az Arg és Lys oldallancok minden esetben kat-
ionos, mig a karboxilatot tartalmazé Glu és Asp
aminosavak anionos allapotban voltak. A fehérje-
szerkezetben talalhato felesleges vizeket (lone
water) és egy€b ligandokat eltavolitottuk. A fehér-
jemolekulak esetében OPLS2005 erdteret hasz-
naltunk a geometriai optimalizalas végrehajtasa-
hoz. A fehérje megfeleld optimaldsa utan a dokko-
lasi doboz kijellése tortént meg, amelynek kozép-
pontjat a fehérjében 1évd ligand helyzete, mig
nagysagat annak meérete befolyasolta. A ligan-
dumok geometriai optimalizalasat a Schrodinger
program LigPrep moduljaval végeztitk MMFF94s
erdteret alkalmazva. Az egyes protonaltsagi mik-
rorészecskéket egyesével dokkoltuk a receptor-
fehérjékhez a Glide modult hasznélva. A dokkola-
sokat minden esetben flexibilisen végeztiik XP
(extra preciz), azaz nagyfelbontasi mod hasznala-
taval, azért, hogy minél pontosabb értékeket kap-
junk [21]. A dokkolasok kimeneteleként a legjobb
harom eredményt irattuk ki a Glide pontozasi
funkcidjanak megfelelGen.

Modszeriink alkalmazhatdsaganak bizonyitasa-
ra de Araujo és mtsai. altal kidolgozott eljarast ko-
vettiik kisebb valtoztatasokkal [22]. Hat olyan

H,N I
BASE f@r T I
I
I I |
O~ °n 0~
T3 dezamino-T3 TRIAC
@) Cl
O
O
Cl
O
KB-141 GC-1 GC-24
2. dbra: Az in silico dokkolds sordn haszndlt vegyiiletek konstitiicids képlete
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I. tdbldzat

Az irodalomban megtaldlhato kisérletes (AG,, ), valamint az in silico dokkolds (AG,,, ) sordn meghatdrozott kitodési
szabadenergia értékek a pa]zsmzrlgyhormon receptor két izoformdjdhoz kcal/mol ban megadva

ligand AGepr AG,_,.
TRa TRpB TRa TRpB
T3 -12,9 [23] -12,6 [24] -12,11 -12,67
Dezamino-T3 -15,04 [22] -15,22 [22] -14,52 -14,59
TRIAC -13,86 [22] -14,04 [22] -12,74 -11,99
KB-141 -11,08 [24] -12,86 [24] -10,87 -12,88
GC-1 -12,28 [22] -13,70 [22] -12,46 -13,29
GC-24 -10,73 [22] -13,54 [22] -10,96 -13,35

pajzsmirigyhormon agonistat (2. dbra) dokkol-
tunk a receptor mindkét izoforméajahoz, ahol a ki-
sérletes kotédési szabadenergia (AG) értékek az
irodalomban megtalalhatok, illetve a receptor-
ligand komplexek rontgenkrisztallografids szerke-
zete adatbdazisbdl letolthetd. Az in silico dokkolds-
sal szamitott és a kisérletesen meghatarozott koto-
dési szabadenergia értékeket korrelaltattuk egy-
massal. A linearis korrelacids egytitthaté dokkola-
si kisérletekhez képest magas értéke (r>=0,7765)
illetve a két adatsor kozti kis atlagos eltérés
(A=0,55 kcal/mol) bizonyitja, hogy az altalunk
hasznalt eljaras alkalmazhaté a pajzsmirigyhor-
mon mikrorészecskéi és a receptorfehérje kozotti
kolesonhatas vizsgalatara (I. tabldzat, 3. dbra).

Eredmények

A pajzsmirigyhormonok és el6anyagaik harom

baziscentrummal rendelkeznek, ezek a fenolat-
amino- é€s karboxilatcsoport. A 4. dbran lathato,
hogy mint haromcsoportos molekulak a 4 pro-
tonaltsagi makroallapot (L*, HL, H,L, H,L*") 0sz-
szesen 8 mikrorészecskével és 12 mikroallanddval
jellemezhetd.

A makro- és mikrorészecskék koncentracidja
kozott az alabbi Osszefiiggések allnak fenn:

[HL]HOH, NH,, COOT+ [0, NH,’, COOT]+[O;, NH,, COOH]
[H,LIFOH, NH,", COO1+[OH, NH,, COOH] +[O, NH,', COOH]
“)

Mikrospecidcion a mikroszkopikus sav-bazis pa-
raméterek és a mikrorészecskék relativ koncentra-
cidjanak a meghatarozasat értjiik [1]. A lépcsdze-
tes k mikrodllandok az adott funkcids csoport
bazicitasat jellemzik, a tobbi csoport meghataro-
zott allapotaban. A mikroszkopikus protonalodasi

allandok fels6 indexe jeldli az

-10,5
-11,0 )
] r*=0.7765 (p<0.001)
-11,5 4

12,0 4

-12,5 4

calc

AG

-13,0 -
-13,5 -
-14,0 -

-14,5 4

adott folyamatban protonalédo
" csoportot, az esetleges also in-
dex a mar protonalt csoportot.

A fenolatcsoport bazicitasat
példaul négy mikrorészecske
(O, NH,, COO), (O, NH;,
COO0), (O, NH,, COOH), (O,
NH,", COOH) protonalédasa
alapjan definidljuk a kovetke-
z6képpen:

4o __ [OH,NH,,CO0"]
[0",NH,,COO"][H"];

T T T T T T T T
-16 -15 -14 -13 -12
AG

exp.

[OH,NH,",CO0"]

Ko =

korreldcidja

3. abra: A kisérletes és az dltalunk szamitott kotédési szabadenergia értékek

[O7,NH,",COO™][H*]/
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Lo __[OH,NH, COOH]
¢ [0",NH,,COOH][H"]’
o [OH,NH,", COOH]

ch = N (5)
[O7,NH,",COOH][H"]

A makro- és mikrodllanddk kozti Osszefiiggések
az alabbi egyenletekkel irhatok le:

K, =k®+k™ +k€¢ 6)
K, K,= kO kY +k° kS +k™ kS=kC k) +k k&
+kC kY =... (7)
K K, K=k kg ki =k k& k& =... (8)

A mikrodllandokbol szarmaztatott paraméter a
kolcsonhatasi tényezd (E). A tobbcsoportos mole-
kulakban a kolcsonhatasi tényezd azt szamszerd-
siti, hogy az egyik csoport protonalddasa milyen
mértékben csokkenti a masik csoport bazicitasat.
A kolcsonhatasi tényezd illetve annak logaritmusa
az amino- €s a karboxilatcsoport példajan az alab-
bi médon szamolhaté:

N C
pre kK ©)

Rk

log ENC=log kN -logkl =logk®-ky  (10)

Protondldddsi makrodllandok meghatdrozdsa

Az "H NMR-pH titralasok sordn a vizsgalt vegyii-
letek valamennyi megfigyelhetd szénkotésti pro-
tonjanak pH — d™“*adatsorara az alabbi egyenlet
segitségével, az allanddkat egyidejlileg illesztve
hataroztuk meg a lépcs6zetes protonalddasi allan-
dokat:

" = (5L2’XLZ’ +0 H;L*XH3L‘ -
0p 40, K[H']+0, KK,[H] +6, K K,K[HT
1+ K [H']+K,K,[H]) + K,K,K,[H]

+ 5H2LXH2L +0

HL™ x HL™

(11)

ahol 5L2-’ (SHL_, 5H2L, 5H3L+ az egyes makrosz-
kopikus protonaltsagi allapotokhoz tartozd kémi-
ai eltolodasokat, Xy2-» Xyy-» Xu,L> Xy ;- az ezen
allapotban 1év6 részecskék moltortjét jeloli.

Az anyavegyiiletek protonalddasi allandoit a
II. tablazatban, mig a csokkentett szamu proto-
nalhatd6  csoporttal rendelkezé  vegyiiletek

protonalodasi allandoit a III. tdbldzatban foglal-
tuk Ossze.

A lépcsOzetes protonalodasi allandok értékei azt
mutatjak, hogy a karboxilatcsoport protonalodasi
pH tartomanya gyakorlatilag elkiiloniil a masik
két csoportétdl, amint ez az anyavegyiiletek logK,
illetve az O-metil-szarmazékok logK, értékeibol
latszik. A DIT mindharom makroallandodja kozti
kiilonbség tobb mint 3 logK egység, mig a T4 és az
r'T3 esetén a makroallanddk kozti eltérés legalabb 2
logK egység, vagyis e molekuldknal mindharom
csoport protonfelvétele elkiiloniil. A jodatom(ok)
ami legjobban a logK, értékében fejezddik ki.

A pajzsmirigyhormonok dimetil-szarmazékai-
nak protonalddasi allandoéit a gyenge oldhatdsag
miatt nem tudtuk meghatarozni, mig az O-metil-
liotironin protonaléddasi makroallanddinak isme-
rete nem sziikséges a T3 tovabbi mikroalland6inak
szamitasahoz, mivel az UV-pH titraldssal megha-
tarozott logk® mikroallando és az amino-karboxi-
lat kolesonhatasi tényezo6 ismerete elegend6 a T3

//////

Protondldddsi mikrodllanddk meghatirozdsa UV-pH
titralassal

A protonalddasi mikroallandok meghatarozhatok
UV-pH titralassal, ha a megfelel6 mikrorészecskék
koncentracidja Osszemérhetd, illetve ha talalhatd
olyan hullamhossz, ahol az egyik csoport proton-
felvételéhez kotheté abszorbanciavaltozas szelek-
tiven kovethetd. A fenolatra jellemzd mikroallan-
dok altalaban meghatarozhatdk ily moédon, mert
300 nm koriil az UV-spektrum pH fliggése szelek-
tiven a fenolat csoporthoz rendelhetd. Ezt az alli-
tast tdmasztja ald az UV-pH titralasi gorbéken 265
és 285 nm hullamhosszak kozelében megjelend
izobesztikus (izoabszorbancias) pontok is.

A vizsgalt vegyiileteink koziil a k° értéke UV-
pH titrassal a Tyr, MIT és T3 esetén hatarozhatd
meg, mivel a tobbi molekuldban az amino és a
fenolat bazicitds nem dsszemérheto.

A meghatarozaskor figyelembe vettiik, hogy a
karboxilat protonalodasi allapota pH 5 felett nem
valtozik, igy ebben a pH tartomanyban a vegytiile-
tek kétcsoportos molekulaként kezelhetok. A
mikroallandokat a mérési adatpontokbol az alabbi
Osszefliggések segitségével szamoltuk, felhasznal-
va az NMR-pH titraldsok soran meghatarozott K,
és K, makroallandok értékeit:

Ay -Ay

oy = 20" ho (12)
Ao- _AOH



2014/1.

Acta Pharmaceutica Hungarica

29

II. tdbldzat

Pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik protondloddsi makrodllandéi (T=25 °C, 1=0,15 M) [25].

Tyr MIT DIT T4 T3 rT3
logkK, 10,17 £ 0,02 9,63 £ 0,01 9,41 +£0,01 8,60+0,03 8,87 +£0,05 9,01 £0,03
logK, 9,06 +0,03 812 +0,01 6,23 +0,02 6,59 0,03 8,20+ 0,05 6,71+0,03
logK, 2,27 +0,03 2,16 +0,01 2,07 £ 0,02 2,01 +0,06 2,03 +£0,03 2,04 £0,03

I11. tdabldazat

Az O-metil-, karboximetil- és dimetil-szdrmazékok protondléddsi makrodllandéi (T=25 °C, 1=0,15 M) [25].

Tyr MIT DIT T3 T4 rT3
O-metil logk, | 9,21+0,01 9,01 £0,01 8,79+0,01 - 8,55+ 0,02 8,80+ 0,02
logk, | 2,25+0,02 2,19 +0,02 2,07 + 0,04 - 2,05+ 0,05 2,07 £0,05
C-metil logK, | 9,78 £0,01 8,47 + 0,02 7,46 £ 0,04 8,42 +0,03 6,90 £ 0,03 7,09+ 0,04
logK, | 7,17£0,01 6,95+0,02 5,87 + 0,04 6,63 + 0,04 6,25+ 0,03 6,43+0,02
dimetil logK 7,19 +0,01 7,00+ 0,02 6,79 +£0,03 - -

Aongpn) (1 + K [H"]+ Kle[H+]2)'K1K2[H+]2

k° =
[H']
(13)
K=k°+k" (14)
K, K=k® k=K ky (15)

ahol a,,.,, a fenolatcsoporton protonalt részecs-
kék rnoltort]e adott pH-n, A, az adott pH-n és
hullamhosszon mért abszorbanc1a Oy €s A, pe-
dig a csoport teljes protonaltsaga illetve depro-
tonaltsaga esetén mért abszorbancia érték.

A Kkisérletileg meghatarozott k° 111etve a (14)
(15) egyenlet segitségével szamolt k", kn és ko
mikroallandok, illetve az EON kolcsonhata51 ténye-
z0 értékeit a IV. tabldzat tartalmazza.

.....

A vizsgalt hat vegyiilet egyenként 12 mikro-
allanddjanak meghatarozasahoz a kovetkezd ada-
tokat hasznaltuk fel:

- akérdéses vegyiilet makroallanddi

— a csokkentett szamu protonalhaté csoporttal
rendelkezd szarmazék vegyiilet(ek) makro-
allandéi

- az UV-pH titralas soran meghatarozott mikro-
allandok

- az amino és a karboxilat csoport kozotti kol-
csonhatasi tényezo.

Osszhangban a vegyiileteink protonalédasi sé-
majaval (4. dbra) és felhasznadlva a (6) — (8) egyen-
leteket, a mikrodllandok meghatarozhatok az
alabbi metodikat kovetve:

1. logK,=logky,, mivel a kg, utvonalon torténd
protonalodas sokkal jelentésebb, mint a kxe
és kco utvonal szerinti.

2. 2. kco értéke megegyezik a dimetil-szarma-
zékok protonaloda51 makroallanddjaval.

3. kY és kS értéke meghatarozhaté az O-me-
til-éter szarmazékok makroallanddibdl fel-
hasznalva k[, értékét

3. 4. k2 erteke meghatarozhato a karboximetil-

szarmazékok makrodallandoibdl felhasznalva

kb, értékét.

kO és k- értéke szamithatd a 8. egyenletbdl.

kN értéke a 6. egyenlet segitségével szamithato.

6. A tobbi mikroallando értéke megkaphato a 8.
és 10. egyenlet felhasznalasaval.

SAl

IV. tabldazat

Az UV - pH titrdlds sordn meghatdrozott mikrodllandék [25].

Tyr MIT T3
log k° 10,03 + 0,01 8,72+0,03 8,43 + 0,02
log k™ 9,61 9,57 8,67
log kn 9,62 8,18 8,40
log ko 9,20 9,03 8,64

log EN 0,41 0,54 0,03
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4. dbra: A vizsgalt vegyiiletek protondléddsi makro-és mikroegyensiilyainak sémdja. A fenoldtcsoportot O, az aminocsoportot
NH,, a karboxildtcsoportot COO  jeldli. Tovdbbi jelolések és dsszefiiggések felolddsa a szvegben.

A T4 és a rT3 esetében a dimetil-szarmazékok
protonalddasi makroallando6it — mint mar emlitet-
tiikk — a csekély vizoldékonysag miatt nem tudtuk
meghatarozni. Ebben az esetben k[, értékét a
DIT-ban meghatérozott amino-karboxil4t kélcson-
hatasi tényez6 felhasznalasaval kaptuk meg, mi-
vel a kolcsonhatasi tényezd értékének atvitele ro-
kon szerkezet(i molekuldk esetén nem okoz érde-
mi hibat a mikrodllanddk meghatarozasaban [9].

A T3 esetén négy mikrodllando értékét (k°, kN
kg , kN) UV-pH titralassal hataroztuk meg, m1g a
tobbi mikroallando6t a karboximetil-T3 két makro-
allandojanak és a DIT amino-karboxilat kdlcsonha-
tasi tényezdjének felhasznalasaval hataroztuk meg.

A protonalddasi mikroallandok értékeit illetve
az egyes csoportok kozti kolcsonhatasi tényezdket
a vizsgalt molekuldk esetén az V. tdbldzat tartal-
mazza.

0

logx
S
1

0
ENH2
C00-

logx

5. abra: T3 (balra) és T4 (jobbra) mikrorészecskéinek eloszlds diagramja
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V. tdbldzat

Vizsgdlt vegyiileteink funkcids csoportok szerint rendszerezett protondléddsi mikrodllandoi,
valamint a kolcsonhatdsi tényezdk [25].

| 1yr | wMIT DIT | T3 T4 rT3
Fenoldt mikrodlland6k
log k° 10,04 8,71 6,85 8,43 6,64 6,76
log kg 9,65 8,18 6,23 8,40 6,59 6,71
0
log kC 9,76 8,42 6,54 8,41 6,60 6,72
log kO 9,37 7,89 5,92 8,38 6,55 6,67
Amino mikrodlland6k
log N 9,58 9,57 9,41 8,67 8,60 8,85
log k(I;f 9,19 9,04 8,79 8,64 8,55 8,80
log kg 7,58 7,53 741 6,67 6,60 6,85
log ko 7,19 7,00 6,79 6,64 6,55 6,80
Karboxilat mikroallandék
log k€ 4,55 4,49 4,37 4,05 4,05 4,07
log kg 4,27 4,20 4,06 4,03 4,01 4,03
log k S 2,55 2,45 2,37 2,05 2,05 2,07
log kﬁo 2,27 2,16 2,06 2,03 2,01 2,03
Kolcsonhatdsi tényezdk
log EN 0,39 0,53 0,62 0,03 0,05 0,05
log EN° 2,00 2,04 2,00 2,00 2,00 2,00
log E°€ 0,28 0,29 0,31 0,02 0,04 0,04

Osszehasonlitva az UV-pH titralassal és a de-
duktiv médszerrel kapott mikroallanddk értékeit
(IV. és V. tablazat) Tyr és MIT esetén, azt latjuk,
hogy az értékek jo egyezést mutatnak, a kiilonb-
ség az egyes mikroallandok kozott mindenhol ki-
sebb, mint 0,05 logk egység.

Az V. tabldzat értékeibdl latszik, hogy a jod
atom minden protonalhatd csoport bazicitasat
csOkkenti, koztik kiemelked6 mértékben a fenol-
atét. A masodik jod atom beépiilésevel a
bazicitas-csokkenté hatds még kifejezettebb. A
MIT logk® értéke 1,33-dal kisebb a Tyr-hoz ké-
pest, mig a DIT esetén a masodik jod atom be-
éptilése 1,86-dal csokkenti tovabb a fenolat
bazicitasat.

Masodlagos hatasként megfigyelhet6, hogy a
kolcsonhatasi tényezd értéke az amino- és a
fenolatcsoport kozott egyre nd, mivel a jod atom
beépiilésével az elektronstlirliség az aromas gyt-

riiben nagyobb mértékben csokken, mint az alifas
lancon. Az amino és karboxilat kozotti kdlesonha-
tasi tényezd értéke 2,00 — 2,04, amely jo egyezést
mutat az aminosavaknal megfigyelheté kolcson-
hatési tényez¢ értékével [26].

A protondalddasi mikroallandok értékeit fel-
hasznalva megszerkeszthetdk a vegyiiletek pH-
fliggd részecske-eloszlas fliggvényei, amikrol
leolvashato, hogy a szervezet egyes kompart-
mentjeiben melyik mikrorészecske mekkora va-
l6szintiséggel fordul eld. A T3 és T4 pH-fiiggd
részecskeeloszlas diagramjai az 5. dbrdn latha-
to.

Az eloszlas diagramokon lathatd, hogy pH 2
alatt minden molekula esetében a teljesen protonalt
forma (OH, NH,*, COOH) nagysagrendekkel ural-
kodik, mig pH 10,5 felett a teljesen deprotonalt for-
ma (O, NH,, COO") dominal. A koztes pH értékek-
nél jelentés kiilonbségek figyelhetéek meg az
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VI. tiblizat

Szdmitott kotddési szabadenergia értékek a hdrom pajzsmirigyhormon dsszes mikrorészecskéjére kcallmol egységben [33].
A kisebb kotddési érték (= nagyobb negativ kcal/mol adat) erdsebb kotddést jelent a receptorhoz.

T3 (TRa) T3 (TRB) | T4 (TRa) T4 (TRP) T3 (TRa) T3 (TRP)
NH,, COO,0r 12,11 -12,69 11,15 -10,44 -7,05 7,62
NH,*, COO,0" 9,46 -10,65 -8,69 9,29 -5,17 -6,41
NH,, COOH, O -9,30 -8,47 -8,45 -9,34 -5,87 -6,01
NH,*,COOH, Or -4,83 -6,35 -4,31 -6,80 -3,89 -5,74
NH,*, COO,, OH -11,70 -11,70 -10,40 9,71 -8,44 -8,58
NH,, COO", OH -13,18 -11,75 -12,15 -11,07 9,51 9,73
NH,, COOH, OH 9,96 -10,13 -9,53 -9,76 7,13 -8,21
NH,*, COOH, OH -5,30 -6,86 -5,75 -6,98 -5,12 -6,49

egyes mikrorészecskék eloszlasaban a kiilonb6z6
vegyiiletekben, elsésorban a fenolat csoport eltérd
bazicitasa miatt. A MIT és T3 esetén, ahol csak egy
jod taldlhaté a fenolos hidroxil kozelében, a
fenolaton protonalt, ikerionos forma (OH, NH.,
COO) széles pH tartomanyban (2< pH <8) domi-
nal. A DIT, T4, rT3 esetében ez a pH tartomany ko-
zel masfél pH egységgel sziikebb (2< pH <6,5). Az
utdbbi vegyiileteknél a vér pH-jan egy anionos for-
ma (O, NH,*, COO) fordul el6 legnagyobb kon-
centracioban. Megfigyelhetjiik tovabba, hogy a T3
és a MIT esetén a két anionos mikrorészecske ((O,
NH,", COO) vs. (OH, NH,, COO)) koncentracioja-
nak az aranya Osszemérhetd a fenolat és az amino
csoport hasonld bazicitdsa miatt. Ezek a kiilonbsé-
gek az egyes vegyiiletek mikrorészecskéinek elosz-
lasaban hozzajarulhatnak a vegyiiletek eltérd bio-
logiai szerepéhez is.

Az altalunk meghatarozott fenolat mikroallan-
dok azt mutatjak, hogy a DIT-ban a fenolat 93%-
ban anionos formaban fordul el6 a vér pH-jan, mig
ez az érték a MIT esetén csak 14%. A pajzsmirigy-
hormonok bioszintézise egy enzim katalizalta,
komplex folyamat, ismert azonban az is, hogy a
bioszintézishez a prekurzor fenoldtjanak anionos
formaja sziikséges [27]. Az altalunk meghatdrozott
fenolat mikroallandok alapjan a pajzsmirigyben a
szintetizalodé hormonnak kozel 90%-ban a két
DIT 0Osszekapcsolodasaval képz6dd T4-nek kell
lennie, ami jo 6sszhangban all élettani adatokkal
[28].

Az altalunk meghatarozott mikrospeciacios
adatokkal a vegyiiletek egyes fehérjékhez valo af-
finitasa is jobban értelmezhet6évé valik. Biokémiai
vizsgalatok szerint mind a transzportfehérjékhez,
mind a receptorfehérjékhez valo kotddés pH-fiig-
g6 folyamat, amelyet a pajzsmirigyhormonok
egyes csoportjainak ionizacios allapota is befolya-
sol [29-31]. A vérben lévé transzportfehérjékhez

vald kotédést a jod atomok szama, pozicidja és a
fenolat csoport ionizacids allapota befolyasolja el-
s6dlegesen [32]. Mindegyik szallitofehérjéhez
(tiroxin-koté fehérje (TBG), transztiretin (TTR),
human szérum albumin (HSA)) a T4 nagyobb affi-
nitassal kotédik, mint a T3 [33], amelynek egyik
oka, hogy a T4 fenolos OH-ja a vér pH értékén na-
gyobbrészt deprotonalt formaban (-O") van jelen.

A pajzsmirigyhormonok szerkezet-hatds 0sz-
szefliggéseibdl tudjuk, hogy a fenolos -OH cso-
port kdzponti szerepet jatszik a receptorhoz vald
kotédésben, illetve, hogy azok a szarmazékok,
amelyek nem tartalmaznak aminocsoportot, erd-
sebben kotédnek a receptorhoz [29, 30]. Az egyes
funkciés csoportok protonaltsagi allapotanak
szerepét a receptorkotddésben molekulamodelle-
zési kisérlettel tisztaztuk. A szamitdgépes model-
lezési kisérletek eredményeit és a beldliik levon-
hat6 kovetkeztetéseket a kovetkez6 fejezet részle-
tezi.

Pajzsmirigyhormonok mikrorészecskéinek in silico
receptorkotodés vizsgalata

A harom vizsgalt pajzsmirigyhormon (T3, T4, rT3)
mikrorészecskéjét a két ismert pajzsmirigyhor-
mon receptor izoformahoz (TRa és TR) dokkol-
tuk. A dokkolas soran a kapott kotési szabadener-
gia értékeket a VI. tabldzat foglalja 6ssze.

A tablazat adataibdl latszik, hogy a T3 affinitasa
mindkét receptor izoformahoz a legnagyobb, mig
legkisebb az rT3-é, ami egybevag fizioldgias
receptorkotddési adatokkal: a T3 az aktiv hormon,
ez a vegyliilet kotédik jobban a receptorhoz, és valt
ki biologiai hatast, mig a T4 a T3 prekurzoranak
tekinthet6 [28].

A kotédési szabadenergia értékeket vizsgalva ki-
tlinik, hogy a receptorhoz kotddés erdsségét legjob-
ban a molekuldk aminosav részének ionizacios al-
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6. dbra: Receptor - ligand kélcsonhatdsok a TRP és a
T3 (NH,, COO;, O) (fent) és (NH,", COOH, OH) (lent)
mikrorészecskéje kozott

lapota befolyasolja: azoknal a mikrorészecs-
kéknél, ahol az amino- és a karboxilatcsoport
is protonalt formdaban van, a legrosszabbak a
kotodési értékek, mig a legjobbak azok, ahol
ezen csoportok deprotonadlt allapotiak. Az
értékekbdl az is latszik, hogy a fenolatcsoport
protonaltsagi allapota kevéssé befolyasolja a
receptoraffinitast. A 6. dbrdn lathato a T3 két
mikrorészecskéjének dokkolasa (NH,, COO,
0O) és (NH,, COOH, OH)) a TR receptor-
hoz.

Az abran lathatd, hogy szamos hidrofob
aminosav talalhato a receptor kotézsebé-
ben, amelyek a jodtartalmu aromas gytra-
vel alakitanak ki kolcsonhatést. Ezen kiviil
két polaris régio talalhato a kotézsebben,
az egyik egy hisztidin aminosav, ami hid-
rogénhidat képez a T3 fenolos OH-javal, a
masik — hdrom argininbdl és egy aszpa-
raginbdl (Asn331) a TR esetén illetve ha-
rom argininbdl és egy szerinbdl (Ser227)
allé régidé a TRa esetén — ami a flexibilis
aminosav résszel képes erés masodlagos
kolcsonhatasokat kialakitani. Az aminosav
rész protonaldédasanak hatasara ez utobbi
kolesonhatasok valtoznak meg kedvezot-
leniil. Az aminocsoport protonfelvételével
az arginin guanidinium csoportok és a
hormon protonalt amino (azaz ammoni-
um) csoportjai kozott taszité kolcsonhatds
lép fel, amely azt eredményezi, hogy a ma-
sodlagos kotéerdk nem tudnak kialakulni,
tovabba a molekula elhelyezkedése a kotd-
zsebben is kedvezétleniil valtozik. Ezek a
hatasok egyiittesen okozzak, hogy a kotési
értékek azoknal a mikrorészecskéknél a
legjobbak, melyeknél az aminocsoport és a
karboxilatcsoport deprotonalt allapotban
van. Ezek a megfigyelések Osszhangban
allnak bizonyos kisérletileg meghatarozott
receptoraffinitasi adatokkal, miszerint az
aminocsoport a receptorkotodést csokken-
ti, ellenben fontos szerepet jatszik a memb-
ranon keresztiili transzportban és a vegytii-
letek metabolizmusaban [28].

A fenolatcsoport protonfelvétele kevéssé
befolyasolja a fehérjéhez kotddés erdsségét,
mivel a hisztidin és a fenolat kozott kialaku-
16 hidrogénhid kialakuldsat a fenolatcsoport
ionizaltsagi allapota nem befolyasolja, vi-
szont az aromas gytrlirendszer elektronsii-
riiségét igen, ami magyarazza a kiilonb6zé
kotédési energiakat.
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VII. tdbldzat

A vizsgdlt vegyiiletek logD értéke oktanol/viz rendszerben [35, 36].
A pH(a), pH(b), pH(c) értékeket a kérdéses vegyiilet sav-bdzis tulajdonsdgainak megfelelden vdlasztottuk.
Az értékek az egyes vegyiiletek esetén az aldbbiak: pH (a) 4,31 (T4); 5,10 (T3); 4,40 (¥T3); 4,15 (DIT); 5,15 (MIT); pH (b)
6,75 (T4); 7,55 (T3); 6,75 (r13); 6,65 (DIT); 7,70 (MIT). pH (c) 7,61 (T4); 8,50 (T3), 7,80 (r13), 7,80 (DIT), 8,88 (MIT).

Vegyiilet pH 0,82 pH (a) pH (b) pH (c) pH 13,18
T4 3,04 (0,02) 2,60 (0,02) - 2,28 (0,03) -1,89 (0,03)
karboximetil-T4 3,05 (0,05) - 2,99 (0,06) - -
O-metil-T4 3,25 (0,06) - - - 2,47 (0,05)
T3 2,06 (0,03) 2,24 (0,02) - 1,77 (0,03) -2,70 (0,10)
karboximetil-T3 2,14 (0,04) - 2,60 (0,04) - -
O-metil-T3 2,39 (0,02) - - - 1,97 (0,03)
rT3 2,18 (0,02) 2,39 (0,02) - 1,52 (0,03) -2,58 (0,06)
karboximetil-rT3 2,27 (0,03) - 2,75 (0,03) - -
O-metil-rT3 2,52 (0.03) - - - 2,20 (0,04)
DIT -0,51 (0,02) -0,05 (0,03) - -1,18 (0,02) <-4,5
karboximetil-DIT -0,28 (0,02) - 0,95 (0,03) - -
O-metil-DIT -0,06 (0,04) - - - -0,53 (0,04)
MIT -1,37 (0,05) -0,79 (0,02) - -1,59 (0,05) <-5
karboximetil-MIT -1,12 (0,03) - 0,26 (0,02) - -
O-metil-MIT -0,90 (0,04) - - - -1,25 (0,04)

Pajzsmirigyhormonok és el6anyagaik
részecske-specifikus lipofilitdsa

Az egyes mikrorészecskék lipofilitdsanak megha-
tarozashoz el6szor kivalasztottuk azokat a mikro-
részecskéket, amelyek szignifikansan hozzajarul-
nak a molekulak makroszkopikus lipofilitasahoz.
Az egyszeresen protonalt (O, NH,, COOH) forma
minden molekulaban figyelmen kiviil hagyhato a
nagyon alacsony el6forduldsi aranya miatt. A két-
szeresen protonalt (O, NH,, COOH) forma relativ
koncentracidja minden molekulaban kisebb, vagy
egyenl6, mint a varhatéan nagyobb lipofilitassal
rendelkezd toltésmentes (OH, NH,, COOH) mik-
rorészecskéé. Igy megallapithatjuk, hogy hat mik-
rorészecske jarul hozza jelentésebb mértékben a
molekula brutto lipofilitasahoz.

A részecske-specifikus lipofilitds meghataroza-
sahoz a kutatécsoportunkban kidolgozott modd-
szert alkalmaztuk [12], bizonyos mikrorészecskék
lipofilitasanak meghatdrozasahoz szarmazékve-
gyliletek megoszlasi adatait hasznaltunk fel. A t61-
tésmentes, semleges format (OH, NH, COOH)
metil-észterrel, mig a (OH, NH,, COO) részecskét
O-metil-éterrel modelleztiik. Egy metilcsoport be-
épitése, azaz egy hidrogén metilcsoporttal vald
helyettesitése azonban nyilvanvaléan megvaltoz-
tatja (gyakorlatilag megnoveli) a molekula lipofi-
litasat, amit korrekcids faktor bevezetésével mini-
malizalni kell. A korrekcids faktort a metilezett

szarmazék és az anyavegyiilet erésen savas ko-
zegben (pH~1) meghatarozott latszolagos megosz-
lasi hanyadosainak kiilonbségébdl szamitottuk.
Ezen a pH-n ugyanis az 0sszes vizsgalt molekula
(valamennyi anyavegyiilet és azok valamennyi
szarmazéka) egységesen kationos allapotban for-
dul el6. A VII. tabldzat tartalmazza a részecske-
specifikus lipofilitdas meghatdrozasahoz sziikséges
logD értékeket.

Erésen savas pH-n (pH =1) az anyavegytiletek
mért logD értékei gyakorlatilag azonosak a katio-
nos (OH, NH,*, COOH) mikrorészecskék megosz-
lasi hanyadosaval. A szarmazékvegyiiletek logD
értéke ezen a pH-n a korrekcios faktor kinyerésé-
hez sziikséges. Erésen lugos pH-n (pH=~13) az
anyavegyiiletekre mért logD értékek a kétszeresen
negativ toltésti részecske (O, NH, COO)
lipofilitasat adjak meg, mivel a tobbi részecske
el6fordulasa ezen a pH-n elhanyagolhato6. Luagos
pH-n az O-metil-szarmazékok logD értékébdl a
korrekcios faktort kivonva kapjuk a fenolaton
protonalt, egyszeresen negativ toltésti (OH, NH,,
COO") részecske logp értékét. A karboximetil-
észterek izoelektromos pontjan (pH (b) a VIL. tab-
lazatban) mért logD értékbdl kivonva a korrekcios
faktort kapjuk a semleges, toltéssel nem rendelke-
28 részecske (OH, NH,, COOH) megoszlasi ha-
nyadosat. Az ikerionos (OH, NH,", COO) és az
anionos forma (O, NH,*, COO) lipofilitasa a (16)
és (17) egyenlet segitségével szamithato:
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(OH,NH3*.C007") __ _ (OH,NH,COOH) __ (OH,NH3* ,COOH)

P - (D (oH) ~ X(OH.NH,.CO0H) P (OH,NH3+,COOH)p )/x(OH,NH3+,COO') (16)
(0".NH3*.C00") __ _ (OH,NH3*,€007) _ (OH,NH»,C00")

p - (D (pH) x(OH,NH3+ ,COO')p x(OH,NHz ,COO')p )/ x(O',NH3+,COO') (17)

A D értékeit ezekben az esetekben azokon a pH-
kon hataroztuk meg, ahol a semleges részecskék
illetve az egyszeresen negativ toltésti részecskék
eléfordulasa a legnagyobb (pH (a) és pH (c) a VII.
tablazatban).

A fenti modszerrel meghatarozott, sszesen 30
részecske-specifikus megoszlasi hanyadost a VIII.
tablazatban foglaltuk Ossze.

A VIL. és VIII. tablazat értékeibdl az anyave-
gyliletek esetén a kovetkez6 lipofilitas sorrend al-
lithatd fel: T4 > rT3 > T3 > DIT > MIT. Nyilvanvalo,
hogy a hormonok lipofilitdsa nagyobb, mint az
el6anyagoké, illetve, hogy a molekuldban talalha-
t6 jod atomok szamanak novekedésével a
lipofilitas is né. Megtigyelhet6 az is, hogy a rT3
Osszes mikrorészecskéjének lipofilitasa nagyobb,
mint a T3 megfelel6 mikrorészecskéié, annak elle-
nére, hogy ezek a molekulak szerkezeti izomerek

és pl. Marvin programmal végzett szamitogépes
logP predikcidjuk alapjan lipofilitasuk azonos. Ez
az eredmény is jol mutatja a nehezen eldre jelezhe-
t6 tényezdk — pl. sztérikus — szerepét az egyes mo-
lekulak lipofilitadsanak kialakitasaban [37].

Az altalunk meghatarozott logp értékek azt mu-
tatjak, hogy a pajzsmirigyhormonok lipofilitasat
dontden a jodozott aromas gytriirendszer hataroz-
za meg. Emiatt megfigyelhetd, hogy a pajzsmirigy-
hormonok esetén a karboxilat észterek lipofilitasa
nem tér el szignifikdnsan az anyavegyiilet lipofili-
tasatdl, mig a fenolos hidroxilcsoport metilezése
megnoveli a logD értéket, mivel ez utdbbi valtozas
kozvetleniil a lipofil aromas kézpontot befolyasol-
ja. Lathato az adatokbol tovabba, hogy a fenolos
hidroxil deprotonalédasa nagyobb valtozast okoz
a molekuldk lipofilitds értékében, mint barmelyik
masik funkcios csoport (de)protonalodasa.

OH OH
ENH3+ ENH3+

OOH COO- .
\ / NH,
COO0-

0
ENH2
COO-

logD

pH

OH
Fae
COOH

logD

7. dbra: A T3 (balra) és a T4 (jobbra) egyes mikrorészecskéinek hozzdjaruldsa a molekulik dsszlipofilitdsihoz.

VIII. tablazat

A T4, T3, rT3, DIT és MIT mikroszkopikus megoszlisi hdnyadosok oktanol/viz rendszerben 25°C-on,
0,15 M ionerdsségnél [35, 36].

T4 T3 rT3 DIT MIT

(O, NH,, COO) -1,89 -2,70 -2,58 <-4 <5
(OH, NH,, COO") 2,26 1,72 1,86 -0,98 -1,72
(O, NH,, COO") 2,27 1,13 1,27 -1,35 -2,19
(OH, NH,, COOH) 2,98 2,52 2,66 0,72 0,01
(OH, NH,*, CO0O") 2,60 2,24 2,39 -0,04 -0,79
(OH, NH.*, COOH) 3,04 2,06 2,18 -0,51 -1,38




36 Acta Pharmaceutica Hungarica

2014/1.

A pajzsmirigyhormonok részecske-specifikus
megoszlasi hanyadosai azt mutatjak, hogy ezen
vegyiiletek amfifil tulajdonsaguak, hiszen egy
hidrofil oldallanccal és egy lipofil aromas gytrG-
rendszerrel rendelkeznek. A vegyiiletek e tulaj-
donsaga lehet a molekularis magyarazata, hogy a
pajzsmirigyhormonok nem passziv diffazioval
jutnak at a membranokon, hanem transzporter
molekuldk altal eldsegitett energiaigényes folya-
matban. Ennek oka, hogy a hormonok, mint amfi-
fil vegyiiletek konnyen bejutnak, utdna azonban
megrekedenek a membranban, igy energia-befek-
tetés nélkiil nem jutnak be az intracellularis térbe
[38].

A mikroszkopikus megoszlasi hanyados értéke-
ket (VIII. tablazat) felhasznalva szamolhato és ab-
razolhat6 az egyes mikrorészecskék hozzajarulasa
a latszdélagos megoszlasi hanyadoshoz. A 7. dabrdan
a T4 illetve a T3 egyes mikrorészecskéinek hozza-
jarulasa lathato a vegyiiletek lipofilitas pH-profil-
jahoz. A vastag fekete vonal a molekuldk Ossz-
lipofilitas pH-profilja, amely a megfelel6 mikroré-
szecskék lipofilitashoz vald egyedi hozzajarulasa-
nak az Osszege.

K6z6s minden vizsgalt molekulaban, hogy pH
1,8 alatt az egyszeresen pozitiv toltésti mikroré-
szecske (OH, NH,", COOH), mig pH 13 folott a
kétszeresen negativ tOltésti mikrorészecske (O,
NH,, COO") lipofilitasa dominal. Kéztes pH-kon,
igy a vér pH-jan is az egyes mikrorészecskék hoz-
zdjaruldsa a vegyiilet brutté lipofilitdsahoz eltér
molekula-sepcifikusan. pH 7,4-en T3 esetén az
ikerionos mikrorészecske (OH, NH,", COO") mig
T4 esetén egy, a fenolaton anionos forma (O,
NH,", COO") a legjelentésebb a vegytiletek meg-
oszlasi tulajdonsaganak kialakitasaban. Ez a kii-
16nbség lehet molekularis szinten a magyarazata
az egyes pajzsmirigyhormonok eltéré kotodésé-
nek kiilonb6z6 membranalkoté molekuldkhoz
[39].

A 7. dbrdn szembetlind, hogy a toltés nélkiili ré-
szecske hozzdjaruldsa a molekuldk lipofilitdsahoz
minden pH-n elhanyagolhatd, amely jol mutatja,
hogy amfoter vegyiiletek esetén sziikség van a
lipofilitas részecske-specifikus jellemzésére, hi-
szen — a széles korben elterjedt vélekedéssel szem-
ben - korantsem biztos, hogy egy molekula bruttd
lipofilitasahoz a toltés-mentes részecske hozzaja-
ruldsa a legnagyobb [12, 14].

Kovetkeztetések

A pajzsmirigyhormonok biokémiai életutjanak

szinte minden lépése pH-fiiggd, melynek egyes lé-
pései a hormonok illetve eléanyagaik megfeleld
protonaltsagi allapotaban jatszodnak le, ezért a
vegyiiletek részecske-specifikus tulajdonsagainak
meghatdrozasa kulcsfontossagu a pajzsmirigyhor-
monok biokémiai folyamatainak (szub)molekula-
ris szintli megértéséhez. Jelen kozleményiinkben
a pajzsmirigyhormonok és biologiai eléanyagaik
részecske-specifikus bazicitidsanak és lipofilitasa-
nak meghatarozasat foglaltuk 0ssze, illetve tanul-
manyoztuk a pajzsmirigyhormonok mikrorészecs-
kéinek kotodését pajzsmirigyhormon-receptorok-
hoz in silico dokkolassal. A részecske-specifikus
bazicitas adatok ismeretében a pajzsmirigyhormo-
nok bioszintézise molekuldris szinten magya-
razhatd. Mikrospeciacios és dokkolasi adataink
Osszevetésébdl az deriil ki, hogy a receptor-
kotddésben a pajzsmirigyhormonok aminosav ol-
dallancanak protonaltsagi allapota meghatarozo,
tovabba megallapithatd, hogy nem a vér pH-jan
legnagyobb valodszinliséggel eléforduléd mikroré-
szecske kotodése a legkedvezdbb a receptorhoz. A
vegyiiletek részecske-specifikus lipofilitadsa a hor-
monok membrantranszportjanak vizsgalataban
kulcsfontossagu. Eredményeink lehetOséget te-
remtenek a pajzsmirigyhormonok biokémiajanak
mélyebb megértéséhez, tovabba 1j gyogyszermo-
lekulak kifejlesztésére szamos pajzsmirigybeteg-
ségben.
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Uj lehet6ség farmakolégiai agonistak receptorkozeli koncentraciéjanak
becslésére: a receptoridlis valaszkészség modszer (RRM)

PAK KRISZTIAN, KISS ZSUZSANNA, ERDEI TAMAS, KEPES ZITA,
GESZTELYI RUDOLF*

Debreceni EQyetem, Gydgyszerésztudomdnyi Kar, Gydgyszerhatdstani Tanszék,
Adenozin-farmakoldgiai Kutatécsoport, Debrecen, Nagyerdei krt. 98. — 4032

*Levelezd szerzd: Debreceni EQyetem, Gydgyszerésztudomdnyi Kar, Gyégyszerhatdstani Tanszék, 4032-Debrecen, Nagyerdei krt. 98.

When you can measure what you are speaking about, and express it in numbers,

Summary

Pak K, Kiss Z, Erdei T, Kepes Z, Gesztelyi R: The receptorial
responsiveness method (RRM), a new possibility to esti-
mate concentration of pharmacological agonists at their
receptors

Cardiovascular disease is the biggest challenge in terms of life ex-
pectancy in developed countries. Adenosine contributes to the ad-
aptation of the heart to ischemia and hypoxia, because adenosine,
in addition to its metabolite role in the nucleic acid metabolism,
is the endogenous agonist of the ubiquitous adenosine receptor
family. Adenosine receptor activation is beneficial in most cases,
it improves the balance between energy supply and consumption,
reduces injury caused by stressors and inhibits the unfavorable
tissue remodeling. Pharmacological manipulation of cardiopro-
tective effects evoked by adenosine is an important, although to
date not sufficiently utilized endeavor that may have therapeutic
and preventive implications in cardiovascular diseases.

As the ligand binding site of adenosine receptors is accessible
from the extracellular space, it is especially important to know
the adenosine concentration of the interstitial fluid ([Ado] ).
However, in the functioning heart, [Ado] . values range in an
extremely wide interval, spanning from nano- to micromolar
concentrations, as estimated by the commonly used methods.
Our recently developed procedure, the receptorial responsiveness
method (RRM), may resolve this problem in certain cases. RRM
enables quantification of an acute increase in the concentration of
a pharmacological agonist, uniquely in the microenvironment of
the receptors of the given agonist. As a limitation, concentration
of agonists with short half-life (just like adenosine) at their recep-
tors can only be quantified with the equieffective concentration of
a stable agonist exerting the same action.

In a previous study using RRM, inhibition of the transmem-
brane nucleoside transport in the euthyroid Quinea pig atrium
produced an increase in [Ado] ., that was equieffective with 18.8
+ 3 nM CPA (N°-cyclopentyladenosine, a stable, selective A, ad-
enosine receptor agonist). This finding is consistent with obser-
vations of others, i.e., in the normoxic heart, adenosine flow is

you know something about it, ... whatever the matter may be.”

(,Ha mérni tudod, amirdl beszélsz, és ki tudod fejezni szdmokban,
akkor tudsz rola valamit, ... akdrmi is legyen az.”)
Lord Kelvin

directed into the cell interior, and thus transport blockade elevates
the extracellular adenosine level. In turn, nucleoside transport
inhibition in the hyperthyroid guinea pig atrium caused a rise in
[Adol,, equieffective with 46.5 + 13.7 nM CPA. In sum, our work
team was the first to demonstrate that adenosine transport in the
hyperthyroid atrium has the same direction but is more intense
as/than that in the euthyroid one.

Keywords: interstitial adenosine concentration, heart, atrium,
RRM

Osszefoglalds

A fejlett orszdgokban a sziv- és érrendszeri betegségek jelentik
a legnagyobb kihivdst a vdrhaté élettartam szempontjabdl. Az
adenozin hozzdjdrul a sziv ischaemidval és hypoxidval szembe-
ni adaptdciéjdhoz, mivel a nukleinsav anyagcserében betoltott
metabolit szerepén til az ubikviter eldforduldsii adenozin re-
ceptor csaldd endogén agonistdja is. Az adenozin receptor akti-
vdci a legtobb esetben kedvezd, javitja az egyensiilyt az érintett
szovet energiaelldtdsa és energiafelhaszndldsa kozott, mérsékli a
stresszorok okozta kdrosoddst, valamint gdtolja a kedvezdtlen szo-
veti remodellinget is. Az adenozin dltal kivdltott kardioprotektiv
hatdsok farmakologiai befolydsoldsa a sziv- és érrendszeri beteg-
ségek elleni kiizdelem egyik fontos, de eddig még kellden ki nem
haszndlt lehetdsége.

Mivel az adenozin receptorok ligandkotéhelye az extracelluldris
tér felé néz, kitiintetett jelentdsége van az intersticidlis folyadék
adenozin koncentrdcidjanak ([Adol,,). A mitkodd sziv [Ado],,
értékét azonban a jelenleg dltaldnosan alkalmazott moédszerek ext-
rém tdg, a nanomoldristdl a mikromoldrisig terjedd tartomdnyban
becsiilik. Erre a problémdra bizonyos esetekben megolddst jelent-
het kozelmiiltban kifejlesztett eljdrdsunk, az 1in. receptoridlis vd-
laszkészség modszer (receptorial responsiveness method: RRM).
Az RRM egy farmakoldgiai értelemben vett agonista koncentrdci-
Ojdnak akut novekedését képes mennyiségileg jellemezni, egyediil-
dll6 médon az agonista receptorainak mikrokornyezetében. Rovid
[féléletidejii agonistdk (mint amilyen él6 szovetben az adenozin
is) receptorkozeli koncentrdcidjdt az RRM csak egy azonos hatdst
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kifejts, de stabil agonista ekvieffektiv koncentrdcidjaként tudja
meghatdrozni.

Egyik vizsgdlatunkban, amelyben az RRM-et alkalmaztuk, a
transzmembrandlis nukleozid transzport gdtldsa 18.8 + 3 nM
CPA-val (N°-cyclopentyladenosine, stabil, szelektiv A, adenozin
receptor agonista) ekvieffektiv [Adol,,, emelkedést hozott lét-
re euthyreoid tengerimalac pitvaron. Ez osszhangban van md-
sok azon megfigyelésével, hogy normoxids szfvben az adenozin
a sejtek belseje felé dramlik, igy a transzport gdtldsa noveli az

extracelluldris adenozin-szintet. Hyperthyreoid pitvaron viszont
a nukleozid transzport gdtldsakor az [Ado] g, emelkedése 46.5 +
13.7 nM CPA-val volt ekvieffektfv. Ezzel munkacsoportunk el-
séként mutatta ki, hogy hyperthyreoid pitvaron az adenozin
transzport vdltozatlan irdnyii, de intenzivebb, mint euthyreoid
dllapotban.

Kulcsszavak: intersticidlis adenozin koncentricié, sziv, pitvar,
RRM.

A sziv- és érrendszeri betegségek jelentdsége

Bér jelen irdsunk els6dleges célja 1j, farmakolégiai
agonistdk koncentrdcidjanak becslésére alkalmas
moédszertink bemutatdsa, el6szor a fejlett orszdgo-
kat sijté legnagyobb népegészségiligyi probléma-
rél tesziink emlitést. Tessziik ezt azért, mert mod-
szeriink abbdl az alapkutatdsbodl fejlodott ki, ami
ehhez a teriilethez, a kardiovaszkuldris rendszert

érint6 koros dllapotokhoz kapcsolédik. Ezt a fona-
lat kovetve ejtiink néhdny sz6t kutatdsunk szd-
kebb tertiletérdl, az adenozin szerepérdl a szivben,
majd médszeriink elvének lefrdsa utdn — sztikebb
tertiletiinkhoz visszatérve — bemutatjuk egy gya-
korlati probléma megolddsat is a mddszer segitsé-
gével.

Az alacsony jovedelmt orszagokban élék sza-
mara az alapvetd sziikségletekben mutatkoz¢ hi-

Emésztérendszeri Alacsony ]OVede' em

betegségek
2%

Diabetes mellitus
2%

Sérulések,
mérgezések
9%

Fert6z6 betegségek,
magzati és perinatalis
sérilések,
alultaplaltsag
58%

Ischaemias
szivbetegség
6%

Alsé kozepes jovedelem

Diabetes mellitus

Emésztérendszeri 2%
betegségek
4%

Sérulések,
mérgezések

9%

Fert6z6 betegségek,
magzati és perinatalis
sérilések,
alultaplaltsag
28%

Fels6 kozepes jovedelem

Diabetes mellitus
3%

Leguti és
tuddbetegségek
4%

Emésztorendszeri
betegségek
5%

Sérlések,
mérgezések
10%

Fert6z6 betegségek,
magzati és perinatalis
sérulések,
alultaplaltsag
16%

Magas jovedelem

Emésztérendszeri Diabetes mellitus
betegségek 3%
4%

Léguti és
tudébetegségek
6%

Sérulések,
mérgezések
6%

Fert6z6 betegségek,
magzati és perinatalis
sérulések,
alultaplaltsag
7%

1. dbra: A f6bb haldlokok ardnya 2008-ban a vildg orszdgainak életszinvonal szerint bontott 4 csoportjaban. Magyarorszdg
a magas jovedelmii kategdridban van. A piros szin jelzi a kardiovaszkuldris betegségek okozta haldlozdst (WHO, 2012).




40 Acta Pharmaceutica Hungarica

2014/1.

any és a fert6z0 betegségek jelentik a legfébb kihi-
vast a varhatd élettartam szempontjabol. Ezzel
szemben mar az alsé kozepes jovedelemmel ren-
delkez6 orszagokban is az élre keriilnek a kardio-
vaszkuldris betegségek mint a legjelentésebb ha-
laloki csoport, €s ezt a vezetd helyet megtartjak a
fels6 kozepes és a magas jovedelmii orszagokban
is. Ezzel 0sszhangban Magyarorszagon is a sziv-
és érrendszeri betegségek jelentik a legnagyobb
vesz€lyt a varhato élettartam és az életmindség
szempontjabol, megel6zve a legkomolyabb rivalis-
nak szamitd rosszindulati daganatos betegsége-
ket (1. dbra). A keringési rendszer betegségei tobb-
ségiikben a nagyvérkori artéridk atherosclero-
sisara vezethetOek vissza, ami rendszerint érinti a
szivet ellatd koszorusereket is. Ennek kovetkezté-
ben az ischaemias szivbetegség az egyik vezetd
halalok a jobb életszinvonalon él6k szamara (1.
dbra).

Erdekes fejlemény ugyanakkor, hogy a magas
jovedelmli orszagokban a kardiovaszkularis be-
tegségek (és ezeken beliil is az ischaemids szivbe-
tegség) aranya csokkenni kezdett a tobbi halalok-
hoz képest (1. dbra). Ez a kedvezé trend egyrészt a
felvilagosité kampéanyok hatdsara teret hodito
egészségtudatosabb életvitelnek kdszonhetd, mas-
részt a korszer(i diagnosztikus és terapias beavat-
kozasok szélesebb korti hozzaférhetéségének.
(Magyarorszag ezen a téren sajnos le van maradva
a tobbi magas jovedelml orszaghoz képest.) A
magasabb életszinvonal tehat nem sziikségszert-
en okoz nagyobb kardiovaszkularis kockazatot,
megfeleld életvitellel és korszer(i terapiaval sokat
lehet tenni a sziv €s az erek egészségéért.

Az ischaemids szivbetegség elleni kiizdelem
leghatékonyabb moddja az atherosclerosis megel6-
zése. A mar kialakult korondria-szklerézisban
szenveddk szamara az alapproblémat megsziintet-
ni nem tudo gyodgyszeres terapia €s a nem kocka-
zatmentes invaziv megoldasok jonnek széba. Uj,
igéretes lehetéségnek szamit ugyanakkor a sziv
ischaemiaval szembeni endogén védekezSképes-
ségének farmakoldgiai ton vald fokozasa. Ennek
egyik mddja a purinerg szabalyozo rendszer kiak-
nazasa.

A purinerg transzmisszié az egyik legdsibb és
legelterjedtebb intercellularis jelzérendszer a szer-
vezetben (Burnstock és mtsai, 2010). Ezen beliil az
adenozinerg rendszer részt vesz csaknem minden
szovet funkcioinak szabalyozasaban. Az adenozin
receptorok aktivacioja a legtobb esetben kedvezd,
javitja az egyensulyt az érintett szovet energiaella-
tasa és energiafelhaszndldsa kozott, mérsékli a

stresszorok okozta karosodast, valamint gatolja a
kedvezétlen szoveti remodellinget (Fredholm és
mtsai, 2001, 2011; Headrick és mtsai, 2003, 2011,
2013). Ily médon az adenozin receptorok komoly
farmakoldgiai lehetoségeket rejté célteriiletet ké-
peznek. Néhany adenozinerg szert mar sikeresen
bevezettek a kardiovaszkularis betegségek diag-
nosztikajaba illetve terapiajaba, emellett U szerek
és 1j indikaciok vizsgalata is folyik. A sziv
adenozinerg mechanizmusainak farmakoldgiai
befolyasolasa vilagszerte a kutatas élvonalaban
van (Elzein és Zablocki, 2008; Manjunath és Sakhare,
2009; Schenone és mtsai, 2010; Burnstock és mtsai,
2010; Fredholm, 2010; Miiller és Jacobson, 2011;
Szentmiklosi és mtsai, 2011; Headrick és mtsai, 2011,
2013; Albrecht-Kiipper és mtsai, 2012).

Az adenozin szerepe a sziv védelmében

Az adenozin a nukleinsav anyagcsere kiemelt je-
lent6ségi molekuldja, mivel metabolit szerepén
tal az adenozin receptorok csaladjanak endogén
agonistdja. Ez a tobbi nukleozidhoz képest kitiin-
tetett szerep annak koszonhetd, hogy az adenozin
a szervezet energiaforgalmaban kozponti szerepet
betolté ATP (adenozin-5-trifoszfat) prekurzora és
egyben bomlasterméke, igy a tobbi nukleozidnal
érzékenyebben jelzi a szervezet energetikai statu-
szat. Ha megfelel6 a sejtek energia-ellatottsaga, a
keletkez6 adenozin zome ATP-vé alakul. Az ener-
giatermelés zavara esetén viszont az adenozin el6-
szOr intracellularisan, majd extracelluldrisan is fel-
halmozddik, az adenozin koncentracio novekedé-
se tehat a sejtek kimertilésére utal (Deussen, 2000a,
2000b; Fredholm és mtsai, 2001, Headrick és mtsai,
2003, 2011, 2013). Az adenozin markans biologiai
hatasait egyébként eldszor a sziven figyelték meg
(Drury és Szent-Gyorgyi, 1929; Burnstock és mtsai,
2010).

Az adenozin extracellularisan és intracellu-
larisan is folyamatosan keletkezik illetve atalakul,
féléletideje gyors metabolizmusa miatt rovid (em-
16s szovetekben 0.6 — 10 s) (Wilbur és Marchlinski,
1997; Pavan és IJzerman, 1998). Az adenozin aktiv
és passziv transzporttal egyarant atléphet a sejtek
membranjan: elébbi koncentrativ (CNT), utdbbi
ekvilibrativ (ENT) nukleozid transzportereken ke-
resztiil torténik. A szivben elsésorban ENT talal-
hato, azon beliil is ENT1, melynek szelektiv gatlo-
ja az NBTI (nitrobenzylthioinosine) (Conant és
Jarvis, 1991, 1994; Thorn és Jarvis, 1996). Ily mdédon
a cardiomyocytak nukleozid transzportjanak ira-
nyat és intenzitdsdt dontéen az extra- és intra-
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cellularis adenozin koncentracio kiilonbsége hata-
rozza meg. Energetikai egyensulyban levé cardio-
myocytakban az adenozin transzport a sejtek bel-
seje felé iranyul (Deussen és mtsai, 1999; Deussen,
2000a, 2000b).

Az adenozin receptorokat harom tipusba sorol-
jak: A, A, és A,; az A -t pedig tovabbi két altipusra
osztjak: A, és A .. Az adenozin receptorok hét
transzmembran doménnal rendelkez6, G protein-
kapcsolt receptorok, melyek kotShelye az
extracellularis tér felé néz (Fredholm és mtsai, 2001,
2011; IJzerman és mtsai, 2012). Noha az adenozin
receptorok a szivben fiziologias viszonyok kozott
is részt vesznek egyes miikodések szabalyozasa-
ban, igazan fontos szerephez patoldgias koriilmé-
nyek kozt (pl. ischaemia) jutnak. Ilyenkor az
intersticidlis adenozin koncentracio eléggé meg-
emelkedik ahhoz, hogy szamottevOen ingerelje a
sejtfelszini adenozin receptorokat (Tune és mtsai,
2000; Headrick és mtsai, 2003, 2011, 2013). Az A,, és
A, altipusok elsésorban a sziv ereinek tonusat és
a gyulladasos valasz kialakitasdban szerepld sej-
tek aktivitasat befolyasoljdk, ezaltal a szivizomra
kifejtett hatasuk dontéen kozvetett. Az A, és A, ti-
pusok a cardiomyocytak felszinén is jelentés mér-
tékben  expresszalédnak, ezaltal kozvetlen
myocardialis hatassal is rendelkeznek. E két utéb-
bi tipus koziil az A, adenozin receptor (A, recep-
tor) kardioprotektiv szerepérdl rendelkeziink a
legtobb bizonyitékkal (Sommerschild és Kirkeboen,
2000, 2002; Headrick és mtsai, 2003, 2011, 2013;
Fredholm és mtsai, 2001, 2011).

Az A, adenozinerg mechanizmusokat befolya-
solo szerek egy része A, receptor agonista. Ezek
alkalmazasanak célja, hogy az adott szoveten elin-
ditsak azokat a protektiv illetve regenerativ folya-
matokat, amelyeket egyébként az endogén ade-
nozin valt ki (Elzein és Zablocki, 2008; Fredholm,
2010; Schenone és mtsai, 2010; Miiller és Jacobson,
2011; Szentmikldsi és mtsai, 2011; Albrecht-Kiipper és
mtsai, 2012). A szintetikus A, receptor agonistak
altalaban stabilabb vegyiiletek az adenozinnal,
jobban ellenallnak az adenozin metabolizmusdban
szereplé enzimeknek, mint az adenozin (Pavan és
IJzerman, 1998; Fredholm és mtsai, 2001, 2011). Emi-
att a szintetikus A receptor agonistdk koncentra-
cio-hatas (E/c) gorbéibdl megbizhatobb adatokhoz
lehet jutni az A, receptor miikodésérdl, mert ezek
a E/c gorbék kevésbé fiiggenek az adenozinra spe-
cifikus enzimek aktivitasatol.

Mivel az adenozin protektiv és reparativ hata-
sait kozvetitd receptorok ligandkotohelye az
extracellularis tér felé néz, kitiintetett jelentésége

van az intersticialis folyadék adenozin koncentra-
cidjanak ([Ado],). Az [Ado], és az ebben beall6
valtozasok nemcsak a meglév6 kardioprotektiv
szerek hatdsmechanizmusanak megértéséhez fon-
tosak, hanem az 1j molekuldk fejlesztése szem-
pontjabal is.

Az intersticialis adenozin koncentraciéo meghata-
rozasa mikodé szivben

A legkiilonboz6bb kémiai sajatossagokkal bird il-
letve molekulaméret(i anyagok koncentracidjanak
meghatarozasdra sokféle és tobbségében megbiz-
haté modszer all rendelkezésre. Napjainkban is
komoly problémat jelent azonban a rovid félélet-
idejti molekulak szintjének mérése az él16 szovetek-
ben, kiilonosen mozgod szovetben, tovabba akkor,
ha a mérend6 anyagok inhomogénen oszlanak el
és koncentracidjukra egy bizonyos szoveti kom-
partmentben vagyunk kivancsiak. Ilyen kihivas
miikodd szivben az [Ado] g, becslése is.

Laboratdériumi ragcsalokon a legmagasabb ba-
zalis [Ado] g, értékeket a myocardialis interstitium
mikrodializisével (160 nM - 2.8 uM), illetve az
endocardialis ,well” technikaval (3.6 - 4.6 uM)
nyerték. (A ,, well” porozus falii korong vagy zacs-
ko, amelynek folyadéktartalma a mérendd szovet-
tel szoros kontaktusba helyezve annak intersticialis
folyadékaval ekvilibralodik a permeabilis anya-
gokra nézve. Ezek koncentracioit a ,,well” folyadé-
kaban lemérve kovetkeztetnek a szoveti koncent-
raciokra.) A pericardialis transzudatumbdl és az
epicardialis ,well” folyadékabdl meghatdrozott
bazalis [Ado]. 100 - 400 nM kozott mozog. Az
epicardialis és az endocardialis értékek figyelemre-
méltd, egy nagysagrendnyi transzmuralis [Ado]
kiilonbségre utalnak (Zhu és mtsai, 1991, Zhu és
mtsai, 1992). A legalacsonyabb bazalis [Ado] , érté-
keket (2.6 - 25 nM) az un. ,axially distributed
modeling” segitségével hataroztak meg, ami az
arteriovendzus adenozin koncentraciokiilonbség, a
hematokrit és a coronaria-perftizié értékei alapjan
végzett szamitas (Stepp és mtsai, 1996) (I. tablazat).

Metabolikusan intakt szivben netté extracellu-
laris adenozin termelés és ezzel Osszefliggésben
netto intracellularis adenozin elimindacid van, ezért
a transzmembranalis nukleozid transzport gatlasa
noveli az [Ado]-t (Deussen, 2000a, 2000b). A
bazalis [Ado]; értékek nagy szdrasaval Osszhang-
ban, ENT1-gatl6 dipyridamol illetve NBTI jelenlé-
tében az [Ado], novekedésére kapott értékek is
elég széles tartomanyban helyezkednek el (II. tdb-
lazat).
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Szemelvény az irodalomban taldlhaté intersticidlis adenozin koncentrdcié ([Ado]

L tdbldzat

o) €rtékekbol, melyeket elfogadott médsze-

rekkel hatdroztak meg tengerimalac és patkdny szivben. Az ex vivo és in vivo megjelolések a vizsgdlat jellegét mutatjdk; nM:
nmol/l; uM: umol/l.

Becslés myocardialis interstitiumbél mintavételezett folyadék alapjan

Mikrodializis perfuzdtum

160 nM; ex vivo patkdny; Ninomiya és mtsai, 2002

270 nM,; in vivo patkdny; Headrick, 1996

400-500 nM; ex vivo patkdny; Harrison és mtsai, 1998

470 nM; ex vivo patkdny; Van Wylen és mtsai, 1992

2.8 uM; in vivo patkdny; Obata és mtsai, 2001

Peri- vagy epicardialis transzuddtum, infuzdtum vagy ,,well” tartalma

=100-250 nM; ex vivo patkdny; Perlini és mtsai, 1998

180 nM; ex vivo tengerimalac; Decking és mtsai, 1988

191 nM; ex vivo tengerimalac; Mohrman és Heller, 1990

300 nM; ex vivo tengerimalac; Zhu és mtsai, 1991 (de: endocardialis ,, well” médszerrel 3.6 M)

327 nM; ex vivo tengerimalac; Zhu és mtsai, 1992 (de: endocardialis ,, well” médszerrel 4.6 M)

Becslés a nagyvérkori arteridlis és coronaria-vénas Ado szintek alapjan

2.6-9.4 nM,; ex vivo tengerimalac; Gorman és mtsai, 1991

6.8 nM; ex vivo tengerimalac; Wangler és mtsai, 1989

20-25 nM,; ex vivo tengerimalac; Kroll és mtsai, 1992

34 nM; ex vivo tengerimalac; Deussen és mtsai, 1999

A bazidlis intersticidlis adenozin koncentrdcio ([Ado]
ben tengerimalac szivben. A bazdlis [Ado]

I SF)
ISF

jelenlétében mért értéke. Az [Ado]

ISF

II. tabldzat

ex vivo meghatdrozott novekedése nukleozid transzport gdtlé jelenlété-
a sorok elején taldlhaté. A DP (dipyridamol) és az NBTI (nitrobenzylthioinosine)
koncentrdcidit az nukleozid transzport gdtlé utdn tiintettiik fel zdrdjelben, ezt koveti az [Ado]
véltozdsat (A[Ado]

s Nukleozid transzport gdtlo
) félkovéren szedtiik. nM: nmol/l; pM: umol/l.

ISF

Becslés a peri- vagy epicardialis transzudatum, illetve ,,well” tartalma alapjan

180 nM; DP (0.1 uM): =1 uM; A[Ado] . 820 nM; Decking és mtsai, 1988

ISE*

191 nM; DP (10 uM): 2 uM; A[Ado]..: 1.8 uM; Mohrman és Heller, 1990

ISE”

Becslés a nagyvérkori arterialis és coronaria-vénas Ado szintek alapjan

6.8 nM; DP (10 uM): 191 nM; A[Ado].: 184.2 nM; Wangler és mtsai, 1989

ISE*

34 nM; NBTI (10 uM): 94 nM; A[Ado]..: 60 nM; Deussen és mtsai, 1999

ISE*

A kiilonb6z6 moddokon meghatarozott bazalis
[Ado], értékek skaldja tehat extrém tag, a
nanomoldristdl a mikromoldrisig terjedd tarto-
manyban mozog, vagyis harom nagysagrendet (!)
oOlel fel (I. tabldzat). Ezzel 6sszhangban az ENT1
gatlas okozta [Ado] . ndvekedésre kapott értékek
is két nagysagrenden beliil valtoznak (II. tdbla-
zat). Ezt a bizonytalansagot csak részben lehet a
mintavétel soran megcélzott szoveti kompart-
mentek eltérd voltara visszavezetni, vagyis az al-
kalmazott mddszer erdsen befolyasolja az ered-
ményt. Az [Ado],, meghatarozasa tehat nem te-
kinthet6 megoldottnak, ami felveti 0ij, megbizha-

tobb modszer (vagy modszerek) kidolgozasanak
sziikségességét.

A receptorialis valaszkészség modszer (RRM)

Bizonyos, késObb részletezend¢ feltételek teljestilé-
se esetén a fenti problémara megoldast jelenthet
kozelmultban kifejlesztett eljarasunk, az un. recep-
torialis valaszkészség mddszer (receptorial respon-
siveness method: RRM). Az RRM egy gorbeilleszté-
sen alapuldé modszer, melynek egyenletét E/c gor-
bére kell illeszteni. Az RRM egy farmakoldgiai ér-
telemben vett agonista koncentracidjanak akut no-
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vekedését képes kimutatni illetve mennyiségileg
jellemezni, egyediilalld médon az agonista recep-
torainak mikrokornyezetében.

Az elsé 1épés a matematikai modell kidolgozasa
volt (Gesztelyi és mtsai, 2004). Azota sor keriilt a
modszer ex vivo (Gesztelyi és mtsai, 2004; Karsai és
mtsai, 2006) és in silico (Grenczer és mtsai, 2010a,
2010b) tesztelésére, tovabba felhasznaldsara olyan
kérdések megvalaszolasaban, amelyek mas mod-
szerekkel nem vagy csak nehezen lettek volna meg-
kozelithetéek (Karsai és mtsai, 2006, 2007; Kemény-
Beke és mtsai, 2007; Kiss és mtsai, 2013; Pik és mtsai,
2014). Az RRM - els6 ranézésre bonyolultnak tiing,
de valdjaban igen egyszert — alapelvének megérté-
séhez el6szor érdemes attekinteni a hatéanyag kon-
centracio és a kivaltott biologiai valasz (hatas) kap-
csolatanak, tovabba a regresszidanalizisnek mint
eljarasnak néhany fobb jellegzetességét.

A koncentricid és a hatds kapcsolata

A E/c gorbék egyik tipusa, az tun. fokozatos
(,graded”) E/c gorbe egy derékszogli koordinata
rendszerben abrazolt sztochasztikus kapcsolat
egy bioldgiailag aktiv anyag koncentracidja (x ér-
ték) és az altala kivaltott biologiai valasz (y érték)
kozott. A véletlen (mérési hiba, bioldgiai variabili-
tas) szerepének ésszeri hatarok kozé szoritasa
esetén a E/c gorbe egzakt kapcsolatot teremt a ha-
téanyag koncentracio és a biologiai rendszer visel-
kedése kozott. E/c gorbéket az alapkutatasban
ugyanugy kiterjedten hasznalnak, mint az alkal-
mazott kutatasban, pl. gydgyszerjelolt molekulak
tesztelésére (Kenakin, 2006).

A kelléen nagy koncentracid-tartomanyt atfogo
és preciz E/c gorbék kiértékelésére leggyakrabban
hasznalt eljaras a regresszidanalizis (gorbeillesz-
tés) (Motulsky és Christopoulos, 2004). Regresszio-
analizis segitségével két vagy tobb valtozo kozotti
kapcsolat modellezhetd, jelen esetben ez a (mért
vagy szamitott) hatdanyag koncentracid és a
(mért) hatas kozotti kapesolat. A regresszidanalizis
kulcsfontossagti lépése a modell kivalasztasa,
vagyis azé az egyenleté, amelyet a E/c adatparokra
illesztiink. Az egyenlet a fliggd valtozot fejezi ki a
fiiggetlen valtozobol. Ehhez sziikség van olyan
mennyiségekre, amelyek egy-egy konkrét rend-
szerben allanddak, de a kiilonbozd rendszerek
esetén eltérhetnek, vagyis tn. paraméterekre. A
regresszioanalizis célja ezen paraméterek konkrét
értékének meghatarozasa az adott E/c gorbével
jellemzett biologiai rendszer esetében.

A legaltalanosabban alkalmazott modell a hato-

anyag koncentracio és a hatas kapcsolatanak leira-
sara a Hill egyenlet (Gesztelyi és mtsai, 2012). A Hill
egyenlet eredendden harom paramétert tartalmaz
(Id.: 1. egyenlet), de mddositott formaiban keve-
sebb vagy tobb is eléfordulhat (Giraldo és mtsai,
2002). A Hill egyenlet az elsé kvantitativ receptor
modell, amelyet napjainkban is széles korben
hasznalnak E/c gorbék illesztésre, gyakran elsé ta-
jékozddas céljabdl (Kenakin, 2006, 2009):

E=E ¢

el 1. egyenlet
™"+ ECY, &Y

ahol: ¢ — az agonista koncentracioja; E — a hatas;
E_. —az adott agonistaval elérhet6 maximalis ha-
tas; EC, — a félhatasos agonista koncentracio; n — a
Hill koefficiens (Hill slope faktor).

A Hill egyenlet illesztése kétvaltozos (c, E), ha-
romparaméteres (E__, EC,, n) nemlinearis reg-
resszioanalizis. Gorbeillesztési szempontbol a Hill
egyenlet igen flexibilis, vagyis jelentds hibaval ter-
helt hatas (E) adatok esetén is hasznalhato becslést
ad (Giraldo és mtsai, 2002). Farmakoldgiai szem-
pontbol a Hill modell csaknem teljesen fiiggetlen
a receptor jelatviteli mechanizmusaitol (bar felté-
telezi a E/c gorbék szimmetridjat, ami az esetek
tobbségében nagyjabdl teljestil is). Ennek koszon-
hetden altalanosan hasznalhato, viszont paramé-
terei (B, EC,, n) empirikusak, vagyis nem
fiziko-kémiai allanddk (Giraldo és mtsai, 2002).

Az RRM magott dllo jelenség

Az RRM elvét egy gondolatkisérlettel szemléltet-
hetjiik. Vegyiink egy biologiai rendszert és egy
agonistat, amelyik szelektiven izgatja a rendszer-
ben talalhat6 egyik receptort. Tegyiik fel, hogy az
adott agonista egy dozisat kétszer adjuk a rend-
szerhez, de a masodik dozis beadasakor kiindula-
si allapotnak az els6 bemérése utan kialakult alla-
potot vessziik. Ekkor a masodik ddzis beadasakor
kisebb valaszt tapasztalunk, mint az els6 beadasa-
kor. Ezt a jelenséget az magyarazza, hogy az els6
dozissal beadott agonista molekuldk a receptorok
egy részéhez kotddve és azokon hatas kivaltva
~elhasznaltdk” a rendszer valaszadasi kapacitdsa-
nak egy részét. Emiatt a masodik dozissal bemért
agonista molekuldk szdmara mar a maximalisnal
kisebb valaszadasi kapacitas allt rendelkezésre.
Ha a kérdéses dozis példaul mar az elsd beadas-
kor (gyakorlatilag) maximalis valaszt eredmé-
nyez, masodjara adva mar nem valt ki hatast,
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vagyis teljes valaszképtelenséget tapasztalunk
(b6vebben 1d.: 1. Fliggel€ék).

A fenti jelenség, bar feliiletesen nézve emlékez-
tet r4, nem a receptorok deszenzitizacidjan alap-
szik. Deszenzitizaciordl akkor beszéliink, amikor
a hatas korrekt meghatarozas esetén is elmarad a
varhatotol. A fenti esetben viszont azért kaptunk
csokkent valaszt az agonista masodszori beadasa
soran, mert nem vettiik figyelembe a rendszerben
1évé elsé agonista dozist és az altala kivaltott ha-
tast. Tehat olyan rendszerben is kisebb valaszt mé-
riink, amely az elsé agonista dozis eltavolitasa
utan a masodik dozisra a szokdsos nagysagu va-
laszt adna.

A fentiekben bemutatott jelenség akkor is meg-
figyelhet6, ha a masodjara beadott agonista mas,
mint az els6, de a sejtben ugyanazt a hatast valtjadk
ki, tehat ugyanazt a valaszadasi kapacitast fo-
gyasztjak. Ehhez elég, ha ugyanazon a receptoron
agonistak, s6t mar az is, ha kiilonb6z6 receptor-
hoz kotédve, de ugyanolyan modon befolyasol-
nak egy azonos (vagy nagyban atfed6) posztr-
eceptorialis szignalizaciot (Gesztelyi és mtsai, 2004;
Grenczer és mtsai, 2010a, 2010Db).

A jelenség mogott dllo dsszefiiggés

Nevezziik a biologiai rendszerbe elséként keriild
és a késdbbiekben figyelmen kiviil hagyott
agonistat torzitd agonistanak, mig a rendszerbe
masodjara keriild és figyelembe vett agonistat
teszt agonistanak. Nevezziik tovabba azt a hatast,
melyet a teszt agonista a torzitd agonista jelenlété-
ben hoz létre, torzult hatasnak, mig a teszt
agonista €s a torzitd agonista korrekt kiértékelés
esetén kaphatd kozos hatasat torzitatlan hatasnak.
A torzult és a torzitatlan hatds kozott a kovetkezd
Osszefliggés all fenn (Gesztelyi és mtsai, 2004;
Grenczer és mtsai, 2010a):

100-(100 - E)
100-E

bias

E'=100 - 2. egyenlet

ahol: E’ — a torzult hatas (a teszt agonista €s a torzi-
to agonista kozos hatasa, ami a torzité agonista fi-
gyelmen kiviil hagyasa miatt inkorrekt); E — a tor-
zitatlan hatds (a teszt agonista és a torzitd agonista
kozos hatdsa korrekt kiértékelés esetén); E, —aza
hatds, melyet a torzitd6 agonista énmagaban hoz
létre (és ami nincs figyelembe véve a torzult hatas
meghatarozasakor).

Ha egy rendszerben valamely okbdl megnd egy
agonista koncentracioja, a 2. egyenlet alapjan lehe-

téség nyilik az agonista tobblet (mint torzitd
agonista koncentracio) meghatarozasara. A torzitd
agonista koncentracié kvantifikaldsahoz definial-
nunk kell a hatas és a hatast létrehozd agonista
koncentracio kozotti kapcsolatot, vagyis modellt
kell valasztanunk. Mivel az E és az E,,  egyarant
torzitatlan hatasok, kifejezheték barmely olyan
modell alapjan, ami kvantifikalja a E/c kapcsola-
tot. Az egyik legegyszer(ibb és legaltalanosabb
ilyen modell a Hill egyenlet (1. egyenlet), amely a
hatast az agonista koncentracidjara és harom em-
pirikus paraméterre (E, .~ EC,, n) vezeti vissza.

A Hill egyenlet és a 2. egyenlet kombindldsdval
a torzult hatds visszavezethetd a torzité agonista
koncentracidra, a teszt agonista koncentrdciéra
és az intakt (torzitatlan) E/c kapcsolat Hill mo-
dell szerinti jellemzéire (E__, EC,, n) (Gesztelyi
és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a):

(cx + ctest )’

100-{100-E . -
E'= 100 _ (cx + ct:elst )l + ECSnO
100-E, ——x
c, + EC
3. egyenlet

ahol: E’ - a torzult hatas; c, , - a teszt agonista kon-
centracid; E__ , EC, és n —az intakt E/c kapcsolatot
leir6 Hill paraméterek; c. — ha a torzit6 és a teszt
agonista azonosak, akkor a torzitd agonista kon-
centracio, ha nem, akkor a teszt agonista ugyanak-
kora hatas kivaltasara képes koncentracidja (Id.
lentebb).

Mivel a teszt agonista koncentraciot ismerjiik, a
torzult hatast pedig mérjiik, a 3. egyenlet négy-
ismeretlenes. Az ismeretlenek szama 1-re csok-
kenthet6 (c ), ha meghatarozzuk az intakt E/c kap-
csolat Hill paramétereit. Ez E/c gorbe felvételével
(a rendszer torzitd agonista nélkiili allapotaban)
és a E/c adatok Hill egyenlettel végzett regresszio-
analizisével valosithaté meg. A Hill paramétereket
a 3. egyenletbe beirva kiszamolhatjuk a c -et.

Figyelembe véve, hogy mar a teszt agonista
koncentraciot is terheli valamekkora szamolasi/
mérési hiba, a torzult hatast és a Hill paramétere-
ket pedig mindenképpen sztochasztikusnak kell
tekintentink, a E/c adatok feldolgozasara az algeb-
rai megkozelitésnél sokkal megbizhatobb madd-
szer a regresszidanalizis. Vagyis, egyetlen teszt
agonista koncentrdcio — torzult hatds par helyett ér-
demes a torzitd agonista jelenlétében is E/c gorbét
felvenni az adott rendszerben (és ezaltal tobb teszt
agonista koncentracio — torzult hatds parhoz jut-
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ni). Ha erre a torzult E/c gorbére illesztjiik a Hill
paramétereket tartalmazd 3. egyenletet, megkap-
hatjuk a c_paramétert (a maga jelentésével, 1d.: 3.
egyenlet illetve lentebb).

Osszefoglalva: a torzitd agonista koncentracié
RRM-mel torténd kvantifikacidja optimalisan két
E/c gorbe felvételével oldhaté meg: az elsét a torzi-
td agonista koncentracio hianyaban, a masodikat
pedig jelenlétében kell felvenni (de egyébként
ugyanabban a rendszerben). A Hill paramétereket
a Hill egyenletnek a torzitd agonista hianyaban fel-
vett E/c gorbére valo illesztése adja meg. A Hill pa-
ramétereket a 3. egyenletbe beirva az mar csak egy
paramétert fog tartalmazni (c ). Ez utobbit pedig
megkaphatjuk, ha a Hill paramétereket tartalmazo
3. egyenletet a torzit agonista jelenlétében felvett
E/c gorbére illesztjiik. (Noha elvben a torzult E/c
gorbére a 3. egyenlet négy paraméterrel is illeszt-
het6, ennek illeszkedése nagyon bizonytalan.)
Vagyis az RRM, a Hill egyenlet illesztéséhez ha-
sonloan, nemlinedris regresszidanalizis. (Az RRM
egyenletének altalanos esetbdl kiindulo teljes leve-
zetését a 2. Fliggelék tartalmazza.)

A torzité agonista koncentraciot (c ) a tovabbi-
akban érdemes megkiilonboztetni az RRM 4altal
szolgaltatott becsléstdl (c ). Erre az egyértelmtiség
miatt van sziikség, ugyanis a gyakorlati alkalma-
zas soran a ¢, €s a ¢ _nem feltétleniil ugyanarra
az agonistara vonatkozik. Az RRM ugyanis nem
igényli a teszt és a torzitd agonista egyezését, csak
ugyanolyan hatast kell kivaltaniuk ugyanazon a
sejten (szOveten). Ha a teszt agonista és a torzitd
agonista azonos, az RRM kozvetleniil a torzito
agonista koncentracidjat becsli (c_= ¢, , legalabbis
tokéletes becslés esetén). Ha a teszt és a torzito
agonista nem ugyanaz, az RRM azt a teszt
agonista koncentraciot adja meg, amelyik egyenld
hatast képes kivaltani a torzité agonista koncent-
racioval (vagyis c_és ¢, nem feltétlen egyenldk,
de E =E,__, amennyiben a becslés tokéletes) (Gesz-
telyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a).

A kozvetlen koncentracio-becslés ugyan hasz-
nosabb eredmény, mint az ekvieffektiv koncentra-
cid becslése, de az, hogy az RRM megengedi a tor-
zito6 és a teszt agonista kiillonb6zoségét, egyediilal-
16 lehetdséget rejt magaban. Ez teszi lehetové,
hogy bomlékony torzitd agonistak koncentracio-
novekedését stabil és jol diffundalo teszt agonistak
segitségével becsiiljiik meg (még ha egy
ekvieffektiv koncentracid formajaban is). A teszt
agonista stabilitasa és diffuzibilitdsa ugyanis no-
veli a meghatarozas pontossagat és megbizhatdsa-
gat, mivel lehetévé teszi, hogy az agonista homo-

génen oszoljon el a vizsgalt rendszerben. Az RRM
minden mas (koncentracié meghatarozasra alkal-
mas) modszerhez képesti elénye, hogy egy olyan
nehezen vizsgalhatd, de bioldgiai szempontbdl
fontos szoveti kompartmentrdl képes informaciot
adni, mint a receptorok mikrokornyezete (Geszte-
lyi és mtsai, 2004; Karsai és mtsai, 2006, 2007).

A gorbeillesztés pontossagat a regresszids para-
méterek standard hibdja illetve 95%-os konfidencia
intervalluma jellemzi. A legtdbb gorbeillesztd szoft-
ver szimmetrikus (an. aszimptotikus) standard hibat
szamol és ad meg. Ez (és a bel6le szamitott konfiden-
cia intervallum) azonban csak abban az esetben kor-
rekt, ha a meghatarozand6 paraméterek szimmetri-
kus (pl. normalis) eloszlastiak. A koncentracio jellegti
mennyiségekre ez altaldban nem teljesiil, csak ezek
logaritmusara (Motulsky és Christopoulos, 2004). Ezért
ha az RRM egyenletét E/c adatokra illesztjiik, érde-
mes az egyenletben szereplé koncentraciok (c, c,
EC, ) logaritmusét szerepeltetni, vagyis a 3. egyenlet
helyett annak atalakitott formajat hasznalni a gorbeil-
lesztéshez (amelyik algebrailag természetesen ekvi-
valens a 3. egyenlettel) (Grenczer és mtsai, 2010a):

Emax
100 . (100 - 1 + lon‘QogECso-logﬁologD” 1098 rest )))

E

100 - 1+ lon‘(lorgzxcso—logcx)

E'=100-

4. egyenlet

ahol: E’ - a torzult hatas; c, , - a teszt agonista kon-
centraci6 (a E/c goOrbék felvételéhez hasznalt
agonista koncentracidja); E__, EC,, és n — az els6
E/c gorbének (c,. = 0) a Hill egyenlet illesztése ré-
vén nyert paraméterei; ¢ — a teszt agonista azon
koncentracidja, amely ekvieffektiv a ¢ -szel (ha a
teszt és a torzitd agonista azonos, akkor c_=c,, ).
(Ennek megfelelGen a 4. egyenletet olyan E/c gor-
bére kell illeszteni, melynek x tengelyén az
agonista koncentracio logaritmusat vettiik fel.)

Az RRM tehat kétvaltozos (c_, és E’), egypara-
méteres (c ) nemlinedris regresszidanalizis. A meg-
hatarozas két E/c gorbe felvételét igényli ugyanab-
ban a rendszerben: egy intakt (torzitatlan) E/c gor-
béét és egy olyanét, amelyben mar jelen van a meg-
hatarozand¢ (torzitd) agonista koncentracio (Gesz-
telyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a).

Az RRM alkalmazdsdnak feltételei
Az RRM alkalmazasanak tobb feltétele is van, me-

lyek teljesiilése befolyasolja a mddszer pontossagat
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b):
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1. A hatas legyen megbizhatéan mérhet6 (elen-
gedhetetlen az adatok pontossaga).

2. A teszt agonista legyen stabil, penetraljon jol és
oszoljon el homogénen az adott szovetben. Ez
lehetévé teszi, hogy koncentracidja pontosan
szamolhat6 legyen az agonista tAmadaspontjan,
vagyis a receptorok kozvetlen kérnyezetében.

3. A ¢,,,, nem valtozhat a masodik E/c gorbe felvé-
tele alatt.

4. Az E__ (a ¢, altal kivaltott hatas) a teszt
agonista torzitatlan E/c gorbéjén — logaritmikus
x tengely mellett — essen az also és felsé gorbii-
let kozotti kvazi linedris szakaszra. Ez nem szi-
goru feltétel, de az RRM ekkor a legpontosabb
(Gesztelyi és mtsai, 2004; Grenczer és mtsai, 2010a,
2010b).

5. A meghatarozas alatt a receptorok érzékenysé-
ge nem valtozhat. Mivel agonista (féleg full
agonista) tartds expozicidja esetén a receptorok
elébb vagy utébb deszenzitizalédnak, az RRM
lassan deszenzitizalodé receptorok esetén is el-
sOsorban az akut koncentracio-ndvekedés becs-
lésére alkalmas.

6. Ha a torzitdo és a teszt agonista nem azonos,
farmakodinamids tulajdonsagaiknak hasonlita-
niuk kell egymasra. Ugyanakkor, ha a torzitd
agonistaénal kisebb illetve nagyobb hataskival-
to képességii (efficacy-jli) teszt agonistak koziil
kell valasztani, a kisebb hataskivalté képessé-
glit érdemes valasztani. A teszt agonista
efficacy-jének alsé korlatjat az a jelenség jeloli
ki, amikor a ¢ _ jelenlétében a teszt agonista
koncentracio-fliggd negativ hatast valt ki, ilyen
E/c gorbére ugyanis az RRM egyenlete nem il-
leszkedik (Grenczer és mtsai, 2010a, 2010b).

Példa az RRM alkalmazasara: az intersticialis
adenozin koncentraci6 valtozasa pitvaron

Problémafelvetés és kisérleti koriilmények

A myocardialis A, receptorok aktivacidja hozzaja-
rul a sziv ischaemiaval és hypoxidval szembeni
védekezéséhez, ezért az [Ado],, emelése kardio-
protektiv stratégianak mindsiil (Headrick és mtsai,
2003, 2011, 2013). Megfelel$ oxigén- és tapanyagel-
latas esetén a nukleozid transzport gatlasa noveli
az [Ado]g-t (Deussen, 2000a, 2000b) és ezaltal
kardioprotektiv hatast (De Jong és mtsai, 2000). Ez-
zel szemben sulyos ischaemidban a nukleozid
transzport gatlasa inkabb rontja a sziv allapotat,
mivel akadalyozza a felhalmozddo adenozin kiju-

tasat az energetikailag kimeriilt sejtekbdl és igy
nem engedi néni az [Ado] -t (Schreieck és Richardt,
1999). A nukleozid transzport inhibitorok védd
hatdsanak kialakulasat illetve varhat6 intenzitasat
illetéen tehat fontos informacid, hogy egy adott
szovetben adott koriilmények kozott a nukleozid
transzport gatlasa emeli-e illetve milyen mérték-
ben az [Ado] -t

Ismert, hogy a pajzsmirigyhormonok (T,, T,)
erGteljesen befolyasoljak a sziv mukodését
(Nabbout és Robbins, 2010; Pantos és mtsai, 2011),
emellett megvaltoztatjdk az adenozin tobb enzi-
mének és transzporterének aktivitasat is (Pantos és
mtsai, 2004; Carneiro-Ramos ¢és mtsai, 2004;
Smolenski és mtsai, 1995). Ebb6l kiindulva egy ko-
rabbi, jelen fejezetben bemutatott vizsgalatunk
célja annak feltarasa volt, hogy a hyperthyreosis
érinti-e a cardiomyocytak nukleozid transzportjat
és ezen Kkeresztiil befolydsolja-e a nukleozid
transzport gatlas [Ado].-re kifejtett hatasat (Kar-
sai és mtsai, 2007). Vizsgalatunk soran ezért meg-
hataroztuk az [Ado], valtozasat 10 uM NBTI
(szelektiv ENT1 gatlo) jelenlétében bal pitvarokon,
melyeket 8 napig oldoszer- illetve tiroxin-kezelt
tengerimalacokbol izolaltunk.

A jelenleg elfogadott modszerekkel a szivben a
nyugalmi [Ado] -t elég tag hatarok kozott becslik
(I. tablazat), és a tapasztalhatd er6s modszerfiig-
gés megjelenik az ENT1 gatlok okozta [Ado],
valtozasra kapott eredményekben is (II. tabldzat).
Ezt a bizonytalansagot kikiiszobolendd vizsgala-
tunk soran sajat modszeriinket, az RRM-et alkal-
maztuk. Az RRM segitségével az [Ado], a sziv-
izom védelme szempontjabol legfontosabb
kompartmentben, a sejtfelszini A, receptorok kor-
nyezetében mérhetd.

A pitvarokat Krebs oldattal feltoltott izolalt-
szervi kadakban helyeztiik el, a tovabbiakban a
Krebs oldathoz mértiik hozza a hasznalt vegytiile-
teket. A torzitd agonista koncentracid (c ) az
NBTI hatasara kifejlédé [Ado], valtozas volt.
(Mivel az RRM nem tud csokkenést meghataroz-
ni, a vizsgalat soran ugy deriil ki a valtozas ira-
nya, hogy a kontroll vagy az NBTT jelenlétében fel-
vett E/c gorbére sikertil-e illeszteni a 4. egyenletet.
A kontroll E/c gorbére illesztett egyenletbe az
NBTI-s E/c gorbe Hill paramétereit kell beirni, mig
az NBTI-s E/c gorbére illesztett egyenletbe a kont-
roll E/c gorbe Hill paramétereit.) Receptorialis va-
laszként az adenozin két markans pitvari hatasa, a
negativ kronotropia és inotropia koziil az utobbit
valasztottuk (ezért ingerelt bal pitvart hasznal-
tunk). Kisérleteinket elvégeztiik 2 IU/ml adenozin-
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dezamindz jelenlétében is, mellyel az adenozin
intersticialis felhalmozddasanak szerepét kivan-
tuk igazolni az NBTI hatasaban.

Mivel az adenozin tobb erésen kompartmen-
talizalt enzim szubsztratja, eloszlasa inhomogén a
szivben (Deussen, 2000a, 2000b). Ez nemcsak az
endogén, hanem az exogén adenozin eloszlasat is
befolyasolja, igy az él6 szovetben felvett adenozin
E/c gorbe hatas értékeit nehéz (gyakorlatilag lehe-
tetlen) a relevans, vagyis a receptorok kozelében
kialakulé adenozin koncentraciokhoz rendelni.
Ebbdl kovetkezben nem érdemes az adenozint
teszt agonistanak valasztani, mivel az eredmény
(c ) erdsen fiigg a vizsgalt szovet adenozint kezeld
enzimeinek (és transzportereinek) aktivitasatol.
(Adenozin mint teszt agonista esetén jelen esetben
azt az exogén adenozin koncentraciét kaptuk vol-
na meg c -ként, amelyet létre kell hozni a szerv-
kad tapfolyadékaban ahhoz, hogy az ott elhelye-
zett pitvar A, receptorait annyi adenozin érje el,
ami a kérdéses hatast (E ) ki tudja valtani. Az
adenozin él6 szovetben mutatott rovid féléletideje
miatt a myocardialis A, receptorok kozelében en-
nél a c -nél lényegesen kisebb adenozin koncent-
raciot feltételezhetiink.)

Mivel a tengerimalac pitvari myocardium A, ti-
pusu adenozin receptort tartalmaz (Gardner és
Broadley, 1999), teszt agonistaként CPA-t (N°-
cyclopentyladenosine) hasznaltunk, amely szelek-
tiv A, receptor agonista (Fredholm és mtsai, 2001),
és emellett lényegesen ellendllobb az adenozint
eliminalé enzimekkel szemben, mint az adenozin
(Pavan és I]zerman, 1998). Sajat korabbi tapasztala-
taink szerint is a CPA vértelen tengerimalac pit-
varban igen lassan bomlik (Gesztelyi és mtsai,
2004). Ebbdl kovetkezGen, tovabba azért is, mert a
CPA az adenozinnal alig nagyobb méret(i moleku-
la, a beadott CPA-tdl elvarhattuk, hogy a pitvar
kontraktilis valaszanak stabilizalodasa utan gya-
korlatilag azonos koncentracioban legyen jelen a
szervkad Krebs oldatdban és a pitvar interstiti-
umaban. Az is fontos szempont volt, hogy az
RRM soran felvett két E/c gorbe kozotti kiilonbsé-
get kizarolag az A, receptorok kornyezetében ki-
alakul6 adenozin koncentraciok kiilonbsége okoz-
za, vagyis a teszt agonista sorsat ne befolyasolja a
nukleozid transzport blokad. Mivel a CPA vérte-
len pitvarszovetben igen lassan bomlik (Gesztelyi
és mtsai, 2004), megoszlasat a nukleozid transzport
gatlasa gyakorlatilag nem befolyasolja (szemben
az adenozinnal, amelyre nézve a gyors
intracelluldris eliminacié allandd, a sejtek belseje
felé iranyuld koncentracid-gradienst tart fenn). A

CPA stabilitasa azért is kedvezd, mert igy megbiz-
hatdan 6sszehasonlithatjuk azok az eredményeket
is, amelyeket eltérd enzim- illetve transzporter-
aktivitasu szoveteken kaptunk (pl. euthyreoid vs.
hyperthyreoid allapot).

Az RRM kovetelményeinek teljesiilése

Az ENTI1 gatlas okozta [Ado], valtozas becslésé-

nek pontossaga megkovetelte az RRM 4altalanos

feltételeinek teljesiilését. Ezek ,Az RRM alkalma-
zasanak feltételei” alfejezetben emlitettek sorrend-
jében:

1. Az A, receptor stimulacidja erételjes és konnyen
mérhetd negativ inotrop hatast hoz létre pitva-
ron, ezért a kontrakcids erd detektalasa kellGen
pontos és megbizhaté az A, receptorfunkcio
vizsgalatara (Gesztelyi és mtsai, 2003a, 2003b,
2004). A pitvar kiilondsen megfelel ennek a cél-
nak, ugyanis, szemben a kamraval, itt az A, re-
ceptor agonistak el6zetes adenilcikldz aktivacio
nélkiil is erételjesen csokkentik a kontrakcids
er6t (Kurachi és mtsai, 1986; Belardinelli és mtsai,
1995).

2. A CPA relative kis molekulatomege révén jol
diffundal és kell6en stabil (Gesztelyi és mtsai,
2004).

3. ENT1 gétlas soran agy biztosithat6 a ¢, allan-
dosaga, hogy kivarjuk az egyensuly beallasat
(amit jelen esetben a kontrakcids erd stabilizalo-
déasa mutatott az NBTI beadasa utan).

4. Ez a feltétel elore nem ellendrizhetd, de altala-
ban nem okoz problémat, mivel a kvazi linearis
E/c gorbe szakasz csaknem teljesen lefedi az
adott receptor bioldgiai szerepe szempontjabdl
legfontosabb koncentracio-tartomanyt.

5. Ha a ¢, hosszu ideig all fenn a receptorok kor-
nyezetében, akkor valddi deszenzitizaciot hoz-
hat létre. Az A, receptorok azonban hosszu ide-
ig (orakig, s6t napokig) tartd stimuldcio mellett
sem deszenzitizalédnak lényeges mértékben
(Longabaugh és mtsai, 1989; Baker és mtsai, 2000;
Mundell és Kelly, 2011), ezért az A, receptor
agonistak jol vizsgalhatok az RRM-mel.

6. Az adenozin és a CPA egyarant teljes (,full”)
agonistdi az A, receptornak. Igaz, az adenozin
nem szelektal az adenozin receptor tipusok ko-
z06tt (szemben az A, receptor szelektiv CPA-val),
de a pitvar f6 adenozin receptor tipusa az A,
(Fredholm és mtsai, 2001), ami a tengerimalac pit-
varra is igaz (Gardner és Broadley, 1999). Az
adenozin és a CPA kiilonb6z6sége miatt termé-

szetesen az [Ado], valtozasanak csak a CPA
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egyenértéke hatarozhaté meg az RRM-mel, de

ez is hordoz szamunkra hasznos informaciot.

A fenti irodalmi adatokat, tovabba sajat megfi-
gyeléseinket és elméleti megfontolasainkat dssze-
gezve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
[Ado], A, receptorok kozelében fellépd akut val-
tozasat az RRM informativan jellemezheti az
ekvieffektiv CPA koncentracioval.

Eredmények

Az euthyreoid tengerimalacokbdl izol4lt bal pitva-
ron az NBTI 18.8 + 3 nM CPA-val ekvieffektiv
[Ado], emelkedést hozott 1étre. Mivel adenozin-
dezamindz jelenlétében az ekvieffektiv CPA kon-
centracid kevesebb mint a felére csékkent (79 + 1.9
nM), az NBTI hatdsa valéban az [Ado], noveke-
désére vezethet vissza (Karsai és mtsai, 2007). Ez
Osszhangban van mdsok azon megfigyelésével,
hogy normoxids szivben a netté adenozin transz-
port a sejtek belseje felé iranyul, igy a transzport
gdtldsa noveli az extracelluldris adenozin-szintet
(Deussen és mtsai, 1999; Schreieck és Richardt, 1999;
De Jong és mtsai, 2000).

Hyperthyreoid pitvarokon NBTI jelenlétében a
tobblet [Ado], mintegy 2-2.5-szer tobb CPA-val
volt ekvieffektiv, mint az euthyreoid pitvarokon
(46.5 + 13.7 nM). Az NBTI mellé adott adenozin-
dezamindz kevesebb mint hatodara csokkentette
az ekvieffektiv CPA koncentraciot (7.4 + 2.3 nM),
igazolva ezzel az [Ado], novekedés oki szerepét
az NBTI hatasaban. Ezzel munkacsoportunk els6-
ként mutatta ki, hogy hyperthyreoid tengerimalac
pitvaron az adenozin transzport valtozatlan ira-
nyd, de intenzivebb, mint euthyreoid allapotban
(Karsai és mtsai, 2007). A fokozott nukleozid
transzport minden bizonnyal hozzdjarul az ade-
nozin hyperthyreota sziven tapasztalt csokkent
hatadsahoz (Szentmikldsi és mtsai, 1992; Gesztelyi és
mtsai, 2003a, 2003b; Karsai és mtsai, 2007). Ennek
mechanizmusa, hogy a fokozott inward adenozin

transzport csokkenti az esélyét az adenozin és az
extracellularis kotShely(i adenozin receptorok ta-
lalkozasanak.

A vizsgalataink soran kapott c_értékek egye-
dilalléak abban a tekintetben, hogy a gyorsan
metabolizalod6 adenozin koncentracidjanak nuk-
leozid transzport gatlas okozta valtozasat az A, re-
ceptorok mikrokodrnyezetében jellemzik. Az A, re-
ceptorok kornyezete egy olyan szoveti kompart-
mentben, amely nagy jelent6ségi a sziv ischae-
miahoz és hypoxidhoz val6 adaptacidja szempont-
jabdl, ugyanakkor mas moddszerrel nehezen
kozelithet6 meg. Eredményeink alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy ENT1 blokad soran az A, re-
ceptorok fokozottan stimulalt allapotban vannak
mind eu-, mind hyperthyreoid szivben, ugyanak-
kor ez az aktivacio nagyobb mértéki hyper-
thyreoid allapotban. Ez azt jelenti, hogy bar az
adenozin eredendden kisebb A, receptor valasz
kivaltasara képes hyperthyreoid szivben, ENT1
gatlas révén ez a valasz jobban fokozhatd. Mivel
az A, receptorok és az altaluk inicialt folyamatok a
legtobb specieszen (koztiik tengerimalacban és
emberben is) lényeges részei a sziv ischaemias és
hypoxias karosodasokkal szembeni védekezésé-
nek, az nukleozid transzport gatlok eldrelathato-
lag szerepet kapnak majd a hyperthyreota sziven
folytatott tovabbi vizsgalatokban is (Karsai és
mtsai, 2007).
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1. Fiiggelék
lusztraland6 a kapcsolatot egy figyelmen kiviil hagyott agonista koncentrécié és a receptorok ennek jelenlétében
kialakul6 latszélagos vélaszkészség-csokkenése kozott, tekintsiik az aldbbi példat. Ha CPA-t (stabil szintetikus
adenozin analég, az A, adenozin receptor szelektiv full agonistdja) mériink izoldlt tengerimalac bal pitvarhoz
(gyakorlatilag) maximadlis inotrép vélaszt kivalté koncentrdcidban (pl. 10 uM), a kontrakcids erd a kiinduldsi érték
mintegy 10%-4ra csokken (ez a maradék kontrakciés er6 mar nem csokkenthetd tovabb az A, receptorok izgatdsa-
val). Ebbdl kévetkezden a (kiinduldsi kontrakciés erére normalt) védlasz

*= 0151009 = 90%
X
lesz, ahol x a kiindulési kontrakciés erd, 0.1x pedig a CPA dltal maximadlisan lecsokkentett kontrakcids erd. A nyu-
galmi kontrakcids erd tehat legfeljebb 0.9x-szel cstkkenthetd a pitvari A, receptorok aktivéldsa révén.

Es most végezziik el ezt a kisérletet tigy, hogy el6zdleg a pitvarhoz mérjiik egy A, receptor agonista félhatdsos
dézisdt (pl. 10 nM CPA vagy 10 uM adenozin, csak ez utébbi koncentréciét folyamatosan fenn kell tartani, mivel az
adenozin rovid féléletidejd az €16 szovetben). Ha az igy kialakult kontrakcids erdt tekintjiik kiinduldsi értéknek
(amelyik 0.55x lesz, mert 0.45x-et, vagyis a 0.9x felét le kell vonni az x-b6l), akkor az ezutdn beadott 10 uM CPA ha-
tdsa csak

55x—0.1
0.55x=0.1x ) 1ho0r ~ 8204
0.55x

lesz. Fontos leszogezni, hogy a 90%-ot és a 82%-ot egyarant maximalisan stimulalt A, receptor-popula-
cié mellett hataroztuk meg ugyanazon a szdvettipuson.

A fenti jelenség alapjan meg lehet hatdrozni az els6ként beadott 10 nM-os CPA koncentraciét (illetve a 10 uM
adenozin koncentrdciét, de mint 10 nM CPA-t, 1d. a szovegben), mégpedig a 10 uM-os CPA koncentrdcidra adott
vélasz csokkenésébdl (90% helyett 82%).

Gyakorlati szempontbdl fontos, hogy az A, receptorok deszenzitizacidja lassu, 6rakig nem szamottevd (Mundell
és Kelly, 2011), igy a fenti kisérletek sordn figyelmen kiviil hagyhato.

2. Fiiggelék
Jellemezziik egy receptor miikodését egy Z kimeneti valtozéval, amely Z = és Z értékek kozott véltozhat, Z -
Z, .. tehat a receptorfunkci6 teljes kapacitdsa. Tekintsiink egy agonistdt, amelynek egy altalunk bemért c, , kon-

min

centrdciéja Z  -r6l Z, -re noveli a Z értékét. Ekkor c, , jelenlétében a receptorfunkcié véltozdsa Z, , - Z . lesz,
amelybdl a vélaszt (E, ) fejezziik ki a teljes miikodési kapacitds szazalékaban (szdzalékos hatds):

Z.,.—Z..
E = St min 100 (%) 5. egyenlet

test
Z max Z min

Vizsgaljuk meg azt az esetet, amikor tigy mérjiik be a c, ,-et, hogy a rendszer mér el6z6leg tartalmazta az adott
agonista egy ismeretlen koncentracidjat (c ), tehat a Z kiinduldsi értéke Z_volt. Ha mind a c_-et, mind a hatdsat
figyelmen kiviil hagyjuk, akkor a ¢, jelenlétében kialakuld Z . -b6l a receptorfunkcié véltozédsét Z ., - Z,

formdban szdmoljuk és ezt nem a teljes, hanem egy Z - Z kiinduldsi kapacitds szdzalékdban fejezziik ki. Ez a
miivelet azonban egy torzult hatdst (E_, ') eredményez:

(x-+test)

Zt t —Z,
Etest = 7 N me -100 6. egyenlet
max  ““min
AZ...., ¢ aZ kifejezhetSk a c +c, és a c koncentrdciok dltal kivaltott (torzitatlan) hatdsokbdl (E ., és E):
Z -7 -7 .
E ey = (Z) mh100 és E, = Zi=Zmin 100 ; ezekbil: 7. egyenlet

max min max min
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E..@. -27.) E -(Z.-Z.)
7 — (x-+test) max min +7 . és 7 = % max mn/ 7 8. egyenlet
(x+test) 1 0 0 min x 1 OO min
A7 és8. egyenletbsl Z, ,  és Z beirhatk a 6. egyenletbe:
E(x+test) '(Zmax_Zmin)_i_Z ‘ _Ex '(Zmax _Zmin)_Z .
' 100 e 100 "
E = -100
(x+test) . — X
Zmax _ E x (Z max Z min )_ Zmin
100
E — E(x+test) ’ (Zmax - Zmin )_ Ex ’ (Zmax - Zmin ) — E(x+test) - Ex
(x+test) . — .
(Zmax_Zmin _Ex (Zmax me) 1- Ex
100 100
_100E,,,, ~100E, _10000—100E, ~10000 +100E,..,,,
(x-+test) 100 _ Ex 100 _ Ex
,_100- (100~ E,)-100- (00-E,..., )= 1o 100" (00-E,....,) 9. cgyenet
(x+test) 100 _ Ex 100 _ Ex
A 9. egyenlet ekvivalens a 2. egyenlettel (azzal a két formai kiilonbséggel, hogy itt a hatdst E __,, jeloli E helyett és

a torzult hatdst E " jeloli E” helyett, tovdbbd azzal az elvi kiilonbséggel, hogy itt még feltételezziik a c és a c,,

koncentraci6k azonos agonistdhoz valo tartozasét, tehét a figyelmen kiviil hagyott hatast itt E_jeloli E,,_helyett).
Az E ésazE,  KifejezhetSk az ezeket létrehozo agonista koncentraciokbol /e, €s (c +c,,)/, valamint

annak a receptor modellnek a paramétereibdl, amellyel le kivanjuk irni az agonista koncentracid és a

hatas kapcsolatat. Ha erre a célra a Hill egyenletet (1. egyenlet) valasztjuk:

t

n
E =E . Cx és g =E . (cx + ctest)’ 10. és 11. egyenlet
x max n n (x+test) — ~max
Cx + ECSO o (cx + Clest )’ + ECSnO
Mivel a ¢ -et és a c, ,-et ugyanazon agonista koncentracidinak tekintjiik, a 10. és 11. egyenletben szerepl6 E__ , EC,;
és n paramétereket azonosak. A 10. és 11. egyenletbdl az E és az E,,  beirhat6k a 9. egyenletbe, igy E ,, * vissza-
vezethet6 a figyelembe vett koncentraciéra (c, ), valamint konstans mennyiségekre (¢, E__, EC,, n):
c_ +c¢
100_ 100_Emax . ( X test)’ .,
E '=100 (cx +Cpy )1 + ECSO 12. egyenlet
(x+test) — - cn
100-E,, - %
cr + ECy,

7

A 12. egyenlettel lényegében a 3. egyenlethez jutottunk (annyi formai kiilénbséggel, hogy itt a torzult hatast E .,
jeloli E” helyett). Fontos, hogy az egyenlet itt bemutatott verzidjdnak hasznalatakor a hatdst mindig szdzalékos for-
méban kell megadni, ahogy az 5. egyenlet is mutatja (vagyis a hatds egy tetsz6leges receptorfunkcié kiinduldsi ér-
tékhez képesti véltozdsdnak a receptorfunkcid kiinduldsi kapacitdsdra vonatkoztatott szdzaléka) (Gesztelyi és mtsai,
2004).
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Szerzoi

Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gyégyszerészeti tudoma-
nyok tertiletérdl kozol eredeti, kisérletes kutatémunka eredmé-
nyeit bemutaté kozleményeket, de férumot biztosit 6sszefogla-
16 és nem kisérletes (torténeti, szervezési) tanulmanyok, vala-
mint Ph.D. és D.Sc. értekezések téziseinek kozlésére is.

Hazai kutatéhelyek vagy olyan szerzéi kollektivak magyar
nyelvi kéziratait kozoljiik, ahol az els6 szerz6 magyar. Lehetd-
ség van kiilfoldi folydiratban mar megjelent, kiemelkedd jelen-
téségii kdzlemények magyar nyelvii valtozatanak kozlésére is,
az els6 megjelenés idSpontjatol szamitott egy éven beliil, az el-
s6 kozlés bibliografiai adatainak megjeldlésével.

Kozlésre elfogadunk:

1. Oszegoglalé kizleményeket, legfeljebb 25 gépelt oldal terje-
delemben. Ezek megirdsara altaldban a szerkesztSbizottsag fel-
kérésére keriilhet sor, illetve az erre irdnyulé szandékot célsze-
rii el6zetesen egyeztetni a szerkesztSbizottsaggal.

2. Kozleményeket, legfeljebb 12 gépelt oldal terjedelemben.
Az abrak és tablazatok egyiittes szdma maximalisan 10 lehet.

3. Rovid kozleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjedelem-
ben (6sszesen legfeljebb 4 dbra és tablazat). A kozlemények
megjelenési sorrendjében a rovid kozlemények elényt élvez-
nek.

4. Ph.D. értekezések Osszefoglalo kozleményeét, legfeljebb 25 ol-
dal terjedelemben.

Feleslegesen nagy terjedelmt dolgozatok esetében a szer-
kesztSbizottsag fenntartja maganak a jogot arra, hogy a lektori
javaslatok alapjan a szerzét felkérje dolgozatanak rovid kozle-
ménnyé valo atdolgozasara.

A kézirat elkészitésének modja:

a) Altaldnos szempontok

A kéziratot elektronikusan, csatolt file-ként kell a felelGs
szerkeszt$ e-mail cimére elkiildeni: zelrom@gytk.sote.hu

A tiblizatokat kiilon file-ként, cimmel és romai sorszammal
ellatva készitsiik.

Az dbrik és egyéb illusztraciok olyan szinvonalon késziilje-
nek, hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek.
Az abréakat kiilon file-ként kell csatolni, az elnevezésben az ab-
raszamokat fel kell tiintetni. Javasolt formatum: jpg, tiff.

Az irodalmi hivatkozdsokat kiilon, a hivatkozasok sorrendjé-
ben kozoljiik. A hivatkozadsi szamot a szdvegben tegyiik
szogletes zardjelbe.

A hivatkozdsok médja:

Folyéiratcikk:

1. Revelle, L. K., Musser, S. M., Rowe, B. |., Feldmann, I. C.:
J. Pharm. Sci. 86, 631-634 (1997)

Szakkonyv:

2. Gyarmati L., Rdcz 1., Plachy ]., Csontos A.: A gyogyszer-
technoldgia és biofarmécia kémiai ellenérzé modszerei. Medi-
cina, Budapest, 1982. 147-152. old.

Konyuvfejezet:

3. Ariens, E. ].: Racemates — an impediment in the use of
drugs and agrochemicals. In: Krstulovic, A.M. (ed): Chiral
Separations by HPLC. Ellis Horwood, Chichester, 1989. pp. 31—
68.

utmutato

Szabadalom:

4. U.S. Pat. 3 425 422 (1984)

Konferencia-eldadds:

5. Duncan, R.: Polymer therapeutics: Targeting drugs and
genes to tumours. 6" European Congress of Pharmaceutical
Sciences. Eur. J. Pharm. Sci. 11, (2000) S1-S2.

Internetes hivatkozds: teljes URL-cim a keresGablakbol kima-
solva és az elérés datuma az aldbbiak szerint:

6. http://www.eum.hu/main.php?folderID=3746&object
ID= 6000268 [2008. 08. 05.] Az Egészségiigyi Minisztérium
szakmai protokollja - Gyégyszeres fajdalomcsillapitds és gyul-
ladésgatlas a reumatoldgiai betegségekben.

Az idegen orvosi kifejezések helyesirasdban Fdbidn P. és
Magasi P.: Orvosi helyesirasi szotar. Akadémiai Kiado, 1992. le-
gyen az irdnyadd, a kémiai kifejezések nevezéktanara és he-
lyesirasara vonatkozoéan pedig Erdey-Griiz T. és Csdnyi P.: A ké-
miai elnevezés és helyesiras szabalyai. Akadémiai Kiado, 1972.;
F. Csanyi P., Fabidn P. és Honyi E.: Kémiai helyesirasi szotar. M-
szaki Kiado, 1982.; valamint F. Csdnyi P. és Simdndi L.: Szervetlen
kémiai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesiilete, 1995.

A mértékegységek megjelolésében az SI-mértékrendszer
szabélyai az iranyadodak.

b) A kézirat felépitése

A Kkézirat szerkesztéséhez a kovetkez beosztast kérjiik:

A dolgozat cime (esetleg alcime).

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

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

A dolgozat magyar nyelvii 6sszefoglaldsa.

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

Kulcsszavak: A dolgozat tartalmara utald, maximum 5
kulcsszé megadasa.

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

Angol nyelvii 6sszefoglalds.

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitizéseit, vala-
mint a vizsgélatok el6zményeibdl és irodalmi héatterébdl annyit,
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez sziikséges.

Key-words: A dolgozat tartalmara utal, maximum 5 kulcs-
sz6 angol nyelvti forditasa.

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

Eredmények.

A dolgozatok csak a leirt modszerek teljesitSképességét meg-
felelsen dokumentalé adatokkal fogadhatok el. Ezek megadasa-
ndl hasznéljuk a matematikai statisztika korszerii modszereit.

Az eredmények értékelése.

Abracimek.

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

Az esetleges kdszonetnyilvdanitdsok.

Irodalomjegyzék.




