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A vérehull6 fecskefii (Chelidonium majus L.) tejedényeinek
és tejnedvének vizsgalata fluoreszcencia képalkotasi és fluoreszcencia
spektroszkopiai modszerekkel

POCZI DOROTTYA' ES *BODDI BELA?

ISemmelweis Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar, gyogyszerészhallgato
’Eotvés Lorand Tudomanyegyetem Novényszervezettani Tanszék, 1117 Budapest, Pazmany Péter sétany 1/c

*Levelezési cim: email cim: boddibela@elte.hu

Summary

Po6czi, D., Boddi, B.: Studies on laticifers and milk
of greater celandine (Chelidonium majus L.) with fluores-
cence imaging and fluorescence spectroscopic methods

Using fluorescence imaging and fluorescence spectroscopic meth-
ods, the localisation of the laticifers and the native spectral proper-
ties of the milk were studied in various organs of greater celandine
(Chelidonium majus L.). Direct measurements on tissue pieces
(without the extraction and the separation of the components)
provided information about the complexity of the milk and the
various ratios of the alkaloid contents in the tissues. Whole plant
were studied in a gel documentation system using ultraviolet
light source, while the localisation of the laticifers was observed
along the leaf veins in fluorescence microscope, using blue excita-
tion light. Measuring different tissue pieces, fluorescence spec-
troscopic studies showed that the greater celandine alkaloids have
emission bands at 469, 530-531, 553, 572-575 and 592 nm and
excitation bands at 365, 370, 386 és 400 nm. These results give a
possibility for conclusions about the alkaloid contents and compo-
sition or ratios of the alkaloid components in various tissue pieces
directly, via comparisons with alkaloid standards.

Key words: greater celandine; Chelidonium majus L; fluores-
cence imaging; fluorescence spectroscopy, milk-alkaloids

Osszefoglalds

Fluoreszcencia képalkotdsi és flureszcencia spektroszképiai mod-
szerekkel tanulmdnyoztuk a vérehulld fecskefii (Chelidonium
majus L.) kiilonbozd szerveiben a tejedények lokalizdcidjdt és a
tejnedv nativ spektrdlis tulajdonsdgait. Kozovetleniil a szovetda-
rabokon végzett vizsgdlatokkal (a tejnedv extrakciéja és a kom-
ponensek szétvdlasztdsa nélkiil) is informdciot kaptunk a tejnedv
Osszetettségérdl, a benne 1évd alkaloidok szovetenként vdltozé
ardnyairdl. Ultraibolya gerjesztéssel eqy géldokumentdcids rend-
szerben egész novény vizsgdlatdt tudtuk elvégezni, fluoreszcencia
mikroszkopidval pedig kék gerjesztdfényben megfigyeltiik a tejedé-
nyek lokalizdcidjdt a levélerek mentén. Kiilonbozd szovetdarabok
fluoreszcencia spektroszkdpiai méréseivel megdllapitottuk, hogy
a tejnedv alkaloidjai 469, 530-531, 553, 572-575 és 592 nm-nél
adnak emisszids illetve 365, 370, 386 és 400 nm-nél gerjesztési
sdvokat. Ezek az eredmények lehetdséget adnak arra, hogy alka-
loid sztenderdekkel torténd Osszehasonlitds alapjin kozvetleniil
a novényi szovetdarabok mérésével kovetkeztetni tudjunk a ben-
niik taldlhato alkaloid mennyiségére, valamint az egyes alkaloidok
Osszetételére és ardnyaira.

Kulcsszavak: Vérehullo fecskefii, Chelidonium majus L.; fluores-
cencia leképezés, fluoreszcencia spektroszkdpia; tejnedv-alkaloidok

Bevezetés

A vérehull6 fecskeft (Chelidonium majus L. a
Papaveraceae — makfélék csalddjaba tartozik, 50-80
cm-re is megnovo lagyszard, tejnedvet tartalmazoé
évels novény. Elshelye véltozatos, de jellemzéen a
nedvesebb teriileteket kedveli. A VIII. Magyar
Gy6gyszerkonyvben nyilvédntartott névény, hiva-
talos drogja a virdgos hajtdsa szdritott egész vagy
apritott formédban.

Makroszkopos  jellemzése: GyoOktorzse tobbfejd,
barndssdrga gyokerek dgaznak le réla. A rhizé-
mabdl térézsaszertien ered6 lomblevelek koriilole-
lik a szdrat, amely hengeres. A szdr a vildgoszold-
t6l a barndig tobb szindrnyalatban megjelenhet,
jellegzetes fed6sz6rok boritjdk. A t6- és szdrlevelei

szdrnyasan szeldeltek. A levelek szini oldala jel-
lemz&en vildgoszold, de az alsébb alldsa és id6-
sebb levelek kékeszoldek is lehetnek. Fondkja a
szarhoz hasonl6an sz6rGs és szine is vildgosabb.
Virdgai sdrgdk, négy sziromlevelet tartalmaznak,
tojdsdad alaktiak. Porzéi szintén sdrgdk, szdmo-
sak. Termése két kopdccsal nyil6, becSszerd tok
[1].

A Chelidonium tejnedvét a népgyogydszat [2, 3,
4] tobbféle betegség kiirdldsara hasznalta és hasz-
ndlja napjainkban is: mdj- és epepanaszok (gorcs-
oldds), szemolesok, fogdgy-problémak [1]. A no-
vény jelentSségét noveli, hogy orvosi kutatdsok
daganatellenes hatdsét is igazoltdk [5, 6]. A tejnedv
meglehetGsen Osszetett [7]; részletes analizisét a
Semmelweis Egyetem Farmakognéziai Intézeté-
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nek munkatdrsai végezték [8]. F6bb alkaloidjai a
berberin, koptizin, kelidonin, keleritrin, szang-
vinarin, valamennyien benzilfenantridin vegytile-
tek. Az alkaloidok mellett specidlis protein Ossze-
tétel mutathato ki, amelynek a névény patogének
elleni védekezésében illetve a stressz-tolerancidja-
ban tulajdonitanak jelent&séget [9]. Az alkaloidok
ardnya, mennyisége szervenként véltozo, de fiigg
a novény élhelyéts], élettani allapotétdl, és sze-
zondlis ingadozdst is mutat [10]. A szakirodalom-
ban szérvdnyos adatokat taldlunk a Chelidonium
alkaloidjainak spektralis jellemz&irsl. Altaldban
izolalt, kromatogréfids mddszerekkel elvalasztott,
szerves olddszerben feloldott egyes alkaloidok
spektrélis jellemz6irdl taldlhatunk szakirodalmi
adatokat. A tejnedvben taldlhaté alkaloidok ab-
szorpciés maximuma 300-375 nm kozott taldlhato;
a szangvinarin optikai tulajdonsagairdl megallapi-
tottdk, hogy az erdteljesen fiigg a kdzeg pH érté-
kétsl [11]. A szangvinarin fluoreszcencia emissziés
spektrumadban éles sdvot figyeltek meg 400 nm ko-
riil, és lapos, jellegtelen elnytilé sdvrendszert talal-
tak 550-650 nm kozott [11]. A berberinrsl tobb
adatot kozoltek, mivel fluoreszkald jelz6moleku-
laként a molekuldris biolégia szdmos teriiletén
haszndljdk. Nem taldltunk adatokat viszont az al-
kaloidok nativ spektrdlis jellemz&irdl. Ez azért is
fontos, mert az abszorpciés és fluoreszcencia
emissziés maximumok, amelyeket az alkaloidok
kimutatdsdra, azonositdsara haszndlhatunk, nagy-
mértékben fliggenek az oldészer mindségétdl.

Munkédnkban az alkaloidoknak nativ mintdk-
ban torténd kimutatdsat tiiztiik ki célul. UV lam-
paval felszerelt géldokumentaciés rendszer, fluo-
reszcencia mikroszkép és spektrofluorométer fel-
haszndldsdval egész novényt, levéldarabot, ter-
mést valamint szdr és gyokér hosszmetszetét vizs-
gdltuk. A novénydarabokrél mért fluoreszcencia
spektrumokat Gsszehasonlitottuk feliiletre felvitt
és metanolban oldott tejnedv spektrumaival.

Kisérleti rész

A vérehull6 fecskeft (Chelidonium majus L.) nové-
nyek gytjtését mdrcius elejétdl jalius végéig végez-
tiik, drnyékos helyrdl, és fénynek jobban kitett nyilt
mezGrdl is begydjtottiink kiilonboz6 kort egyede-
ket. A novényeket Budakeszin, a Vadaspark kor-
nyékén gydjtottiik. A fluoreszcencia spekt-
roszkopiai méréseket (ldsd aldbb) majusban, drnyé-
kos teriiletrdl begyfijtott, fiatal névényen végeztiik.

Egész novények vizsgélatdt, fekete-fehér képet
ad6 CCD kamerédval felszerelt BIO RAD tipust

géldokumentdciés rendszerrel végeztiink. A ké-
sziilékben a novényeket UV ldmpadval alulrdl vilé-
gitottuk meg. A CCD kamera a képet szdmitégé-
pen rogzitette.

A fluoreszcencia mikroszképos vizsgdlatokat
100 W-os Hg-g6z lampaval felszerelt Olympus
BH2-RFCA tipusti mikroszképpal végeztiik; a
megvildgitashoz gydri kék szlir6t haszndltunk.
Levéldarabokat mikroszképi targylemezre helyez-
tiink és lefedés nélkiil vizsgéltunk.

A fluoreszcencia spektroszképiai méréseket Jo-
bin Yvon Fluoromax 3 spektrofluorométerrel vé-
geztiik. A mintdkat szildrd mintatartéban rogzitet-
tiik, és 45 fokos szogben mértiik szobah&mérsék-
leten. Emisszids spektrumokat mértiink 360 nm-es
gerjeszt6fénnyel 400 és 600 nm-es spektrumtarto-
manyban, és gerjesztési spektrumokat regisztral-
tunk az emissziés monokromatort a minta 469 és
580 nm kozétti tartomadnyban levé emisszidés ma-
ximumadra allitva a 340 és 480 nm kozotti tarto-
manyban. A gerjesztési és emisszids rések 2 és
5 nm voltak, a spektrumokat 0,5 nm-es adatgya-
korisdggal regisztraltuk 0,1 s integraciés iddvel.
A miiszer minden minta esetében automatikusan
2 spektrumot regisztralt, amelyek atlagét irta ki.
Az emissziés spektrumokat korrigdltuk a mtszer
hulldmhosszt6l fligg6é érzékenység-valtozdsdra.
A gerjesztési spektrumokat ,ratio mode”-ban
mértiik, amely automatikus korrekciét végez a
gerjeszt6 xenon ldmpa spektrumdra. A spektru-
mokat ASCII formdtumban exportéltuk, és az
SPSERV-V3.41 szoftverrel (copyright: Cs. Bagyinka,
MTA SzBK, Biofizikai Intézet) dolgoztuk fel:
5 pontos linedris simitdst és alapvonal-korrekciét
végeztiink, valamint egyes esetekben a spektru-
mok 0Osszehasonlitdsdhoz a spektrumokat maxi-
mumukra normaltuk.

Eredmények

A vérehull6 fecskefti virdgz6 példdnyait a klimati-
kus viszonyoktol fliggéen dprilis végétsl kezdve
folyamatosan lelhetjiik fel (1. dbra, hdttérkép). Ha a
novény levelét eltépjiik, a sériilési feliileten a
levélerek felett pdr masodperc milva megjelennek
a tejnedv cseppjei (1. dbra, 1. részlet). Hasonl6an, a
tejnedv kiprésel6dését figyelhetjiik meg idds (1.
dbra, 2. részlet) és fiatal (1. dbra, 3. részlet) szar elmet-
szésekor. A jelentSs mennyiségben felhalmoz6dé
alkaloidoknak koszonheten a novény gyoktorzse
és részben a gyokerei is pirosas szintek (1. dbra, 4.
részlet). A gyoktorzs keresztmetszetén a metszési
feliileten kiprésel6dik a tejnedv (1. dbra, 5. részlet).
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1. dbra: A vérehulld fecskefii (Chelidonium majus L.)
habitusképe a virdgzds dllapotdban. Besziirt képek:
1: Egy fiatal levél elszakitott feliiletén megjelend tejnedv
cseppek; 2: Egy idds novény szdrdnak keresztmetszeti
feliiletén kiprésel6dott tejnedv; 3: EQy fiatal novény szdrdnak
habitusképe és keresztmetszeti feliiletén kipréselddott
tejnedv; 4: A gyoktorzs pirosas elszinezdédése;
5: Az elmetszett Qyoktorzs feliiletén kipréselddott tejnedv.
(Foto: Dr. Boddi Béla)

A tejedények nativ fluoreszcencidjanak megfi-
gyelése érdekében, egy kb. 20 cm-es terméses haj-
tast helyeztiink egy géldokumentdciés rendszer
mintatart6 részébe. A levelek szini és fondki olda-
lat is megvizsgaltuk. Az UV-lampdk a novényt
alulrél vilagitottdk meg. A fluoreszcencia képet
UV sztirén keresztiil regisztraltuk a késziilékhez
kapcsolt CCD-kamerdval. A fényképen jol ldtha-
tok a tejedények: valamennyi szerv esetében a
szdllitényaldbok koriil helyezkednek el. A klorofil-
lok autofluoreszcencidja csak kismértékben I4t-
szik, a fehér sdvok az alkaloidok intenziv fluoresz-
cencigjét jelolik. Erdemes megjegyezni, hogy ezt
az intenziv jelet a névény valamennyi részében
meg tudtuk figyelni. A kép ko6zéps6 részén, a le-
véllemezen egy sériilés nyomai latszanak; az itt
megjelend jel arra utal, hogy a levél belsejében a
tejnedv ebben a pontban Gsszegytilt (2. dbra). A tej-
edények lokalizaci6jarol részletesebb informaciét
kaptunk a levéllemezek fluoreszcencia mikroszké-
pos vizsgdlataval. A gerjeszt6fény a fokuszban né-
hany mésodperc alatt kiégette a klorofillokat, emi-
att elttint azok vords autofluoreszcencidja. Az
emittalt voros fény csak a kép széli részein maradt
meg, ahol a gerjesztdfény intenzitdsa kicsi. A klo-
rofillok autofluoreszcencidjanak elttinése utdn a
kép kozepén erdteljes zold autofluoreszcencidt ad-
tak a tejnedv alkaloidjai (2. dbra, részlet).

Feltting volt, hogy a kiilonb6z6 kord névények
eltérd szerveibdl sériilés utdn kiprésel6ds tejnedv

2. dbra: A tejedények lokalizdcidja a hajtdsban. A
felvétel Géldokumentidciés kamerdban késziilt alsé UV
meguildgitdssal. Besziirt kép: EQy levéldarab fluoreszcencia
mikroszkdpos képe kék fénnyel tortént gerjesztéssel. A
kép kozepén a klorofillok piros autofluoreszcencidja az
erds gerjesztlfény hatdsdra eltiint, a megmaradt zold
fluoreszcencia a tejedények elhelyezkedését mutatja.

szine eltérd volt: a fiatal levelek és szdrak sériilési
feliiletén vildgossarga, id6sebb szdrak és a gyoke-
rek sériilési feliiletén viszont narancssdrga vagy
egészen voroses tejnedv jelent meg. Felvet6dott a
kérdés, hogy fluoreszcencia spektroszképiai mod-
szerekkel lehet-e kiilonbséget tenni a kiilonb6z6
szervekben taldlhat6 tejnedvek kozott. A mintdkat
360 nm-es fénnyel gerjesztve regisztrdltuk az
emisszids spektrumokat. A szildrd mintatartéban,
szobahOmérsékleten mért emisszids spektrumok-
ban valamennyi szerv esetében éles, intenziv sav
jelent meg 400 nm koriil. A gerjeszt6fény néhdny
nm-es eltoldsdval ez a sdv pontosan ugyanannyi
nm-rel tolédott el, mint amennyit a gerjeszts-
fényen valtoztattunk. A sdvnak ez a ,vdndorldsa”
egyértelmiien bizonyitotta, hogy megjelenésének
fizikai okai vannak; ez a sidv nem rendelhets a
kelidonin alkaloidokhoz, hanem a viz Raman sév-
ja [12]. A tovdbbiakban ezért csak a 450 nm feletti
spektrumtartomdnyt vizsgaltuk, ahol karakterisz-
tikus emisszids sdvok jelentek meg. Fiatal levél
esetében keskeny és kevéssé intenziv sdv jelent
meg 469 nm-nél, a 6 sdvok 500 és 590 nm kozott
voltak. Lokdlis maximum jelentkezett 531 nm-nél,
és széles elnyuld emisszids jel jelent meg 553 és
575 nm-nél (3. dbra, ,A” spektrum). 1dGsebb szar
spektrumdban a f6 maximum 560 nm kornyékére



98 Acta Pharmaceutica Hungarica

2010/3.

Fluor.int. (rel.)

450 500 550 600
Hullamhossz (nm)

3. dbra: Szildrd mintatartéba helyezett kiilonbozd
szervek (A-D), beszdritott tejnedv (E) és kiivettdban
mért, metanolban oldott tejnedv fluoreszcencia emisszios
spektrumai. A: levél; B: szdr; C: gyokér; D: termés; E:
levélfeliiletre szdritott tejnedv; F: metanolos oldat. A
gerjesztési maximum valamennyi esetben 360 nm volt.

T T T T | T T T T
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4. dbra: A 3. dbrdn bemutatott A-D spektrumok
2. derivdltjai. A jobb szemléltethetdség kedvéért az eldjelet
az dbrdn feltiintetett modon megudltoztattuk.

Fluor.int. (rel.)

Hullamhossz (nm)

5. dbra: Szildrd mintatartéba helyezett kiilonbozd szervek
(A-D), beszdritott tejnedv (E) és kiivettdban mért,
metanolban oldott tejnedv fluoreszcencia gerjesztési
spektrumai. A: levél; B: szdr; C: gyokér; D: termés;

E: levélfeliiletre szdritott tejnedv; F: metanolos oldat.
A gerjesztési spektrumok méréséhez az emisszios
monokromdtort valamennyi esetben 535 nm-re dllitottuk.

tolodott el (3. dbra, ,B” spektrum), gyokerek spekt-
rumdban viszont 590 nm kérnyékén volt az emisz-
szi6s maximum (3. dbra, ,C” spektrum). Intenziv
emisszids cstcs jelent meg intakt termések spekt-
rumdban is, ahol a maximum 553 nm-nél volt (3.
dbra, ,D” spektrum).

A fluoreszcencia emissziés spektrumok Ossze-
tettségét és finomszerkezetét mutattdk az emisszi-
6s spektrumok 2. derivdltjai (4. dbra). A jobb szem-
léltethetGség kedvéért a spektrumok reciprokjait
mutatjuk, tehdt az dbran jelzett médon a negativ
csucsok felfelé mutatnak; ezek feleltethet6k meg a
3. dbrdn bemutatott emissziés sdvoknak. A spekt-
rumokat maximumukra normaltuk, ezért a savin-
tenzitdsoknak nincs jelentésiik. A levél spektruma-
ban jol elkiilonithetd az 530 nm-es sdv, emellett
553, és 570 nm-nél jelent meg jol elkiilonithets sav
(4. dbra, A spektrum). A szar spektrumanak 2. deri-
valtjdban jelent&sen dtfed6 sdvok vannak; csak 564
és 592 nm-nél vannak tisztdn azonosithat6 savok
(4. dbra, B spektrum). A gyokér 2. derivélt spektru-
méban 551, 565, 573 és 592 nm-nél kiilonilt el
emisszids sav (4. dbra, C spektrum). JelentGsen 6sz-
szetett volt a termés emissziés spektrumdnak 2.
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derivdltja is: 530, 553, 564, 572

nm-nél volt jol kivehets sdav
(4. abra, D spektrum).

Annak érdekében, hogy
meggy6zédjink az 530-590
nm kozotti emisszids sdvok
specifikussagdrol, megmértiik
a fenti mintdk fluoreszcencia
gerjesztési spektrumait a 340-
500 nm kozotti spektrumtar-
tomdnyban az emissziés mo-
nokromdtort 575 nm-re he-
lyezve. Valamennyi szerv ese-
tében 365-368 nm koriil jelleg-
zetes gerjesztési maximumot -
kaptunk (5. dbra, ,A-D” spekt-
rumok).

2.0

1.5

1.0

0.5

Fluor. int. *10% (cps)

-
(o2
w0

B

Hasonl6  spektroszképiai
vizsgalatokat végeztiink egy
atmetszett szar sériilési feliile-

500
Hullamhossz (nm)

térél  begyfijtott tejnedvvel.
Az egyik mérési sorozatban a
tejnedvet szilard feliiletre

6. dbra: Fiatal levél kiilonboz6 hulldmhossziisdgii gerjesztésekkel mért fluoreszcencia
emisszios spektrumai: A: 350; B: 360; C: 370; D: 380 nm-es gerjesztés.

kentiik fel, és a szilard minta-

tarté haszndlatdval hasonlé

méréseket végeztiink, mint a
novényi szervekkel. A tejnedv
emissziés (3. dbra, ,E” spekt-
rum) és gerjesztési (5. dbra,
,E” spektrum) spektruma ha-
sonlitott a szdr illetve a gyo-
kér hasonlé spektrumaihoz:
469 és 575 nm-nél taldltunk
lokélis emissziés maximumo-
kat illetve 365 nm-nél jelent
meg gerjesztési maximum.

A tejnedvet a kovetkezok-
ben metanollal elegyitettiik. 1
Az elegyet kvarckiivettdba
helyeztiik, és megmértiik

Fluor. int.*10% (cps)

N
o_
o

o g fem e

emisszids és gerjesztési spekt-
rumait. A metanolos oldat 550
nm-nél adott széles emisszids

380 400 440

Hullamhossz (nm)

savot (3. dbra, ,F” spektrum) és
350 nm koriil gerjesztési ma-
ximumot (5. dbra, ,F” spekt-
rum).

7. dbra: Fiatal levél kiilonbozd hulldmhossziisdgokon mért fluoreszcencia gerjesztési
spektrumai: A: 470; B: 531; C: 553; D: 575 nm-en mért spektrum.

A nativ fluoreszcencia jelek specifitdsat és az al-
kaloidok szelektiv gerjeszthetGsége révén egymds
melletti kimutathatésdgat bizonyitotta a kovetke-
z6 mérés is, amelyben egy frissen begytijtott egész
levelet helyeztiink a szildrd mintatartéba, és kii-
16nb6z8 hulldmhossza (350, 360, 370 és 380 nm-es)

gerjesztéseket haszndlva regisztraltunk ugyanar-
r6l a mintdr6l emisszios spektrumokat (6. dbra).
A gerjesztési hulldmhossz vdltozdsa kovetkezté-
ben megvaltozott az emissziés spektrumok alakja.
Hasonl6képpen megvaltozott a gerjesztési spekt-
rumok alakja is, ha az emissziés monokromdtort
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kiilonb6z6 hulldmhosszokra (470, 531, 553, 575
nm-re) allitva mértiink gerjesztési spektrumokat
(7. dbra).

Az eredmények értékelése és kovetkeztetések

Jelen munka céljdul thztiik ki, hogy a Chelidonium
tejnedvének autofluoreszcencids tulajdonségait ki-
haszndlva kiilondsebb analitikai vizsgalatok nél-
kiil, kozvetleniil a friss noévényi mintat vizsgdlva
informdciét nyerhessiink a begyfjtott novényi
anyag hat6anyagtartalmdrdl. A fluoreszcencia le-
képezéses modszerekkel (a géldokumentdcids
rendszer és a fluoreszcencia mikroszkdpia) kapott
eredmények egyértelmtien bizonyitottdk, hogy a
tejedények a szallitonyaldbok kozvetlen kérnyeze-
tében taldlhatdk, azzal parhuzamos lefutdsuak, és
a nativ mintdrdl intenziv z6ld fény emittdlodik (2.
dbra részlete), ami a tovdbbi fluoreszcencia spektro-
szkdpiai mérésekre adott lehetGséget.

A fluoreszcencia spektroszképiai vizsgalatok
értékes informdciét szolgaltattak. Igaz ugyan,
hogy a szévetdarabok kozvetlen mérésével kapott
spektrumok alapjdn csak nagyon koriilményesen
lehet kovetkeztetni az adott szervekben taldlhaté
hatéanyag mennyiségére, de a jelintenzitdsok
alapjdn egyszertien lehet szortirozni a begydijtott
névényi nyersanyagot; meg lehet allapitani, hogy
megfelel6-e tovdbbi feldolgozdsra, hatéanyagok
kinyerésére.

A fluoreszcencia emissziés spektrumok vala-
mennyi esetben Osszetett jeleket adtak. A szakiro-
dalomban kordbban k&zolt 400 nm koriili éles sa-
vot [11] mi is megfigyeltiikk valamennyi mintdnk-
ban. Ezt a sdvot azonban figyelmen kiviil kell
hagyni, hiszen ez a viz Raman szérdsi sdvja [12],
amit desztilldlt vizet mérve a spektrofluorométerek
kalibrdldsdra hasznalhatunk [13]. Az alkaloidok
specifikus emisszios jelei ldthatok a spektrumban
469 nm-nél és a zold tartomanyban 530 és 590 nm
kozotti széles sdvrendszerben. A sdvrendszer
aszimmetridja tobb emisszids sdv atfedésére utal.
Az egyes OsszetevOk intenzitdsa a gerjesztési hul-
lamhossz véltozdsdval kiilonbozSképpen vdlto-
zott (6. dbra), mivel az egyes alkaloidok abszorpci-
6s (és gerjesztési) maximuma kilonb6z6 (7. dbra).
Ezek a mérések jol bizonyitjdk a tobbféle alkaloid
egyiittes jelenlétét a nativ mintdk mérésével is. Ez
jo Osszhangban van a kordbbi analitikai eredmé-
nyekkel [10]. A szervek spektrumainak Osszeha-
sonlitdsa azt mutatja, hogy az egyes komponensek

megoszldsa eltérs a kiilonbozd szervekben [10]. A
levelekben és a fiatal szdrban a rovidebb hulldm-
hosszndl emittdlé komponensek, az id&sebb sza-
rakban és a gyokérben a hosszabb hulldmhossznal
emittdlé komponensek vannak nagyobb ardny-
ban. Ezek kozotti érdekes dtmenetet adott a ter-
més: ennek szimmetrikus emisszids sdvja az egyes
komponensek tobbé-kevésbé azonos ardnydra
utal. A nativ mintdk mérésével kozvetleniil kimu-
tathatok tehdt az alkaloid Osszetétel valtozdsai,
amelyek a novény élettani allapotatol és a kornye-
zeti hatdsoktdl jelentGsen fiiggenek. Alkaloid
sztenderdek spektrumaival torténé 6sszehasonli-
tdssal a nativ mintdk spektrumai komponensekre
bonthatdk, illetve matematikai mddszerek alkal-
mazdsdval a komponensek ardnyai kiszdmithatdk.
Munkdinkat ezen a téren folytatjuk.

Koszonet

A munka el6készitésében 2006-ban és 2007-ben
részt vett Péter (Németh) Gyongyi a Semmelweis
Egyetem rezidens hallgatdjaként, akinek eziton
mondunk koszonetet.
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Summary

Németh, G., Varga, Z., Greff, Z., Kéri, Gy., (”)rfi, L.:
Synthesis of 4-Chloro-6-(substituted-phenyl)-pyrimidines

4-Phenylamino-6-phenyl-pyrimidine is a common core structure
of several, important enzyme inhibitors. The common key
intermediate of these compounds, 4-chloro-6-substituted phenyl
pyrimidine, was synthesised by conventional methods without
the application of special catalysts in contrary to the published
methods. Here we present two different synthetic procedures
for the preparation of the title compound. The results of these
processes depend on the substituent of the 6-phenyl ring as it
is demonstrated on the presented examples. The reactions can
be performed via traditional heating either with microwave
assistance.

Keywords: intermediate synthesis, 6-phenyl-pyrimidine, hetero-
cycle, enzyme inhibitor, microwave.

Osszefoglalds

A 4-fenilamino-6-fenil-pirimidin szamos, fontos enzim inhibitor
kozos alapvaza. Ezen vegyiileteknek kozos intermedierjét, a 4-klor-
(6-szubsztitudlt-fenil)-pirimidint az eddig ismert modszerekkel
ellentétben, hagyomanyos koriilmények kozott, specialis kata-
lizatorok nélkiil allitottuk elé. Kozleményiinkben kettd kiilonbozd
eljarast ismertetiink a cimvegyiiletek eléallitisara. A reakciok
eredményessége fiigg a 6-fenil gyiirii szubsztituensétdl, amit
példakon mutatunk be. A bemutatott reakciok elvégezheték mind
mikrohullamu reaktorban, mind hagyomanyos melegitéssel.

Kulcsszavak: intermedier szintézis, 6-fenil-pirimidin, hetero-
ciklus, enzim inhibitor, mikrohullam.

Bevezetés

Az ezredfordul6 6ta t6bb szdz olyan enzim inhibi-
tor szerkezete valt publikussd, amelyek a 4-amino-
6-fenil-pirimidin alapvazra épiilnek. Ezen vegyii-
letek szerkezete, az alapvaztdl eltekintve nagyon
kilénb6z6 és bioldgiai hatdsuk is nagyon szerte-
dgazé: van kozottiik vanilloid receptor 1 inhibitor
[1], a koleszterin felszivoddsat médosit6 vegytiletek
[2], dipeptidil peptiddz IV inhibitorok [3], szdmos
kindz inhibitor pl., efrin receptor tirozin kindz és
HIF-1 [4], CDK 9 [5] és CHK1 [6] inhibitorok.

Az alapvazak szerkezeti hasonlésdgabdl eredd-
en ezen vegyiiletek szintézise is rokon, szdmos
esetben azonos. A diszubsztitudlt pirimidinek el6-
allitasakor 4ltalanosan alkalmazott szintetikus
modszerek a 4,6-diklérpirimidinbdl és a megfeleld
boronsavbdl illetve anilinb8l indulnak ki (1. dbra).
Hatrdnya ezeknek a reakci6knak, hogy a boron-
savak meglehetésen drdgdk, illetve szdmos szar-
mazék nem kaphato a kereskedelemben, ugyanak-

kor elééllitdsuk viszonylag bonyolult. A Suzuki
reakcié oxigénmentes koriilményeket igényel a
pallddium(0) katalizdtor miatt. Nemrég jelent meg
egy tanulmdny egy 1j szintetikus moddszerrdl,
melynek a szerz6i szintén a Suzuki reakciét alkal-
maztdk, mikrohulldmu reaktorban. Ebben a tanul-
manyban nem optimalizaltdk a reakciékoriilmé-
nyeket és nem vizsgaltdk a reakcié méretnovelhe-
téségét sem [7].

Eredmények

Kidolgoztunk két olyan, egymastdl fiiggetlen elja-
rast, amelyekkel elGéllithat6 egy kozos intermedi-
er struktara (2. dbra), a 4-klor-6-(szubsztitudlt-fe-
nil)-pirimidin (6). Igy a 4-fenilamino-6-fenil piri-
midinek elGéllithatéak szubsztitudlt acetofeno-
nokbdl (1), 3-(szubsztitudlt-fenil)-3-oxo-propionsav
etil észtereken keresztiil (2) (3. dbra). E két reakcio-
at kidolgozasdra azért volt sziikség, mert a 6-fenil
csoport szubsztituense erésen befolydsolja a gyt-
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1. dbra: Ismert szintézis stratégidk a 4,6-diszubsztitudlt
pirimidinek elddllitdsdhoz

rlizdrdsi reakciot. A kidolgozott reakcidk nem ér-
zékenyek az oxigénre vagy a nedvességre, tovab-
ba nem igényelnek semmilyen specidlis reagenst
vagy katalizatort. Az egyetlen hatrdnyuk a Suzuki
reakciéval szemben az, hogy a kiinduldsi vegyti-
let meghatdrozza a 6-fenil gytirt szubsztituensét,
valamint hogy a C-C és a C-N kotések kialakitdsa-
nak sorrendje szintén meghatarozott.

A leglényegesebb kiilonbség a mi mddszeriink
és a Suzuki reakcié kozott az, hogy a pirimidin
gytr(t a szintézis sordn alakitjuk ki. A kidolgozott
modszereink azonos kiinduldsi vegytileteket igé-
nyelnek: szubsztitudlt 3-fenil-3-oxo-propionsav
észtereket (2). Kereskedelmi forgalomban nagy
szamud P-keto észter (2) kaphato, illetve kénnyen
elallithatéak acetofenonokbdl (1) Claisen tipust
kondenzdcids reakcidval (3. dbra) [8]. A kereskede-
lemben elérhetd acetofenonok és B-keto észterek
szama lényegesen nagyobb, az druk elfogadha-
tébb, mint a boronsavaké.

Az egyik kifejlesztett eljards rogton a gyftirtiza-
rassal kezdd&dik (2. dbra). A B-keto észtereket (2)
tiokarbamiddal reagdltattuk etanolban forralva
négy-ot napig, natrium-etilat jelenlétében [9]. Ez a
kondenzdacié mikrohulldmu reaktorban 6 6ra alatt
lejatszédik. Sajnos a mikrohulldmu reakcié terme-
lése &ltalaban elmaradt a konvenciondlis médon
végzett reakciok hozamdtél, ugyanakkor a reak-

0 0
I N O/\\
R_I 2
=
b
a 96 %
0
| /J'i NHy O
‘ ~ N S X RS o’/\\
R_\ H R_I
|
= 3 = 4
c d
0,
50 % 30-40 %
X
R—1
= 5

2. dbra: Két kiilonbozd pirimidin szintézis; a = tiokarbamid,
EtOH; b = NH,OAc, EtOH; c = Raney-Nikkel,
2 M NaOH; d = formamidin acetdt, formamid; e = SOCI,
vagy POCIL,, DMAP, toluol.

ci6id6 egy nagysdgrenddel rovidebb. A kovetkezs
lépésben a tioxo csoportot el kellett tdvolitani.
Ugy taldltuk, hogy erre a legmegfelel6bb eljdrds a
Raney-Nikkellel torténd redukcié 2M-os vizes nat-
rium-hidroxid oldatban.

A masik médszer els6 1épése az, hogy a B-keto
csoportot amindljuk ammoénium-acetattal, etanol-
ban (2. dbra) [10]. E reakcidban a tiszta amino-
akrilat (4) keletkezik, kvantitativ termeléssel. A
gytlr(izdrdst formamidin-acetdttal formamidinben
végeztiik, magas hémérsékleten [11]. Ez a reakcid,
hasonléan az el6z8 gyftirtizardsi mdédszerhez, elvé-
gezhetd mikrohulldmud reaktorban is. Ebben az
esetben a kitermelés mind a hagyomanyos, olaj-
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3. dbra: B-keto észterek szintézise
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5. dbra: A 3-nitro-fenil szdrmazék szintézise

fiirdés, mind a mikrohulldimd médszerrel azonos
tartomanyba estek (30-40%), ugyanakkor a reak-
ci6id6 a mikrohulldm alkalmazdsakor kicsit rovi-
debb volt.

Mindkét gyfirtizardsi médszerrel a 6-fenilpirimi-
din-4-ol-t (5) allitottuk eld, a B-keto észterre (2) néz-
ve kozel egyforma termeléssel (30—40%). A 'TH-NMR
vizsgdlatok alapjan a vegyiilet enol formadjat prepa-
raltuk, ahogyan a 2. dbrdn lathaté. Ezutdn a hidroxi
csoportot imidoil kloriddd alakitottuk tionil- vagy
foszfor-oxikloriddal (7. dbra). A keletkezd Kklor-
pirimidin (6) a fent emlitett kulcs intermedier,
amely akdr savas, akdr badzikus koriilmények kozt
kapcsolhat6 kiilonb6z6 anilinekkel [7].

Kisérleteink sordn ugy taldltuk, hogy a két gy-
rlizdrdsi modszer alkalmazhat6sdga nagyban fiigg

6. dbra: A 3-nitro csoport dtalakitdsa védett anilinné

a fenil gytird szubsztituensétsl (R-csoport; 2. dbra).
Ha az R-csoport 2-metoxi csoport volt, akkor a
tiokarbamiddal végzett kondenzdacié volt hatéko-
nyabb. A 3-nitro funkcié esetén, a formamidinnel
torténd gytiriizaras volt megfelelSbb.

A 2-metoxi-fenil szdrmazék szintéziséhez (4.
dbra) a 3-(2-metoxi-fenil)-3-oxo-propionsav etilész-
ter (2a) nem volt kereskedelmi forgalomban elér-
het8, ezért magunk dllitottuk el 2-metoxi-aceto-
fenonbdl (1a). A (2a) B-keto-észtert nem izolaltuk,
hanem egy egyszerii vizes mosds utdn etanolban
kondenzéltuk a tiokarbamiddal nétrium-etilat je-
lenlétében. A reakcidelegyet négy nap forralds
utdn feldolgoztuk. A kondenzdciét mikrohulldmu
reaktorban, 150 °C-on végezve, mind0ssze négy
6ra sziikséges a gytrtizdrashoz. E két 1épés egyiit-
tes kitermelése kb. 30% volt. A tioxo csoportot
Raney-Nikkel Kkatalizdtorral végzett redukciéval
tavolitottuk el a molekuldrdl. A reakcié 6-7 orat
vesz igénybe, mialatt a katalizdtort kis adagokban
adjuk a reakciGelegyhez mindaddig, amig a kiin-
duldsi vegyiilet el nem tiinik. Ekkor az elegyet
sztrtiik, majd a sziirletbdl savanyitds hatdsara ki-
vélt a vdrt pirimidinol (5a), melyet sz(irés utdn
50%-o0s termeléssel izoldltunk.

A 3-nitro-fenil szdrmazék szintézise esetén (5.
dbra) a kiinduldsi vegytilet a 3-(3-nitro-fenil)-3-
oxo-propionsav etilészter (2b) volt. A B-keto funk-
ci6t ammonium-acetattal amindltuk etanolban. A
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7. dbra: A kulcs intermedier szintézisének utolsé [épése
a klérozds; R = 2-metoxi (5-6a), 3-nitro (5-6b) ill.
3-ftdlimid (5-6d).

(4) E és Z izomer keveréket reagdltattuk formami-
din acetéttal formamidban 180 °C-on. Ez a gyfrd-
zards olajfiirdében néhdny 6rét vesz igénybe, mig
mikrohulldmd reaktorban egy o6ra alatt lejdtszo-
dik, szintén 180 °C-on. A nyers termékbdl atkristd-
lyositds utdn kaptuk a kivant (5b) pirimidinolt.

Ha az anilinnel kapcsolt molekula 6-fenil gyd-
rjén 3-amino csoportot szeretnénk a 3-nitro he-
lyett kialakitani, akkor célszerti ezt az atalakitast,
illetve az anilin védését pirimidinol fokon elvé-
gezni. Katalitikus hidrogénezést alkalmaztunk a
nitro funkcié redukdldsdhoz. Tapasztalataink sze-
rint az amin csoport védésére jelen esetben a ftalil
védbesoport a legalkalmasabb (6. dbra), miutdn az
Osszes tovabbi kémiai modositdsnak ellenall, illet-
ve eltdvolitdsa is problémamentes hidrazinoli-
zissel.

Az utolsé 1épés a klér-pirimidin (6) kulcs inter-
medier eldallitdsdhoz a klérozds (7. dbra). Ez a re-
akci6 az R csoport mindségétdl fiiggetlentil, tobb
klérozé agenssel is kivdléan mtkodik. A gyakor-
latban két moédszert alkalmaztunk rutinszerten:
szamitott mennyiségli foszfor-oxikloriddal és
N,N-dimetil-4-aminopiridinnel, illetve nagy feles-
legti tionil-kloriddal. Ez ut6bbi esetben katalitikus
mennyiségli N,N-dimetilformamid alkalmazdasa
gyorsitja a reakciét, de alkalmazdsa nem esszenci-
alis. Mindkét médszer j6 termeléssel adja a kivant
kl6r-pirimidint (6).

Osszefoglalas

A (6) klor-pirimidinek kapcsolhaték barmilyen
anilinnel, igy egyszertien eljutunk a bevezetSben
emlitett, bioldgiailag aktiv vegytiletek k6zos alap-
vdzdhoz, a 4-fenilamino-6-fenil pirimidinhez. A
klor-pirimidinek természetesen szubsztitudlhatok
mds alifds- vagy cikloalkil primer aminokkal, he-
terociklusos primer aminokkal, valamint szekun-
der aminokkal is. Ezek a szubsztitticios reakciok
elvégezhetSk mind bazikus, mind savas koriilmé-
nyek kozott [7].

Osszefoglalva a fentieket elmondhatjuk, hogy ki-
dolgoztunk két fiiggetlen eljardst a 4-klor-6-
(szubsztitudlt-fenil)-pirimidinek el6dllitdsdra. A
két médszert bemutattuk két kiemelt példan ke-
resztiil, melyek azonban mds B-keto észterekkel
(2) is elvégezhetek. Egyik eljdrds sem igényel spe-
cidlis reagenst vagy kiilonleges koriilményeket.
Megmutattuk, hogy mindkét gytrtizdrdsi 1épés
rovidebb id6 alatt elvégezheté mikrohulldmu re-
aktorban, mint hagyomdnyos médszerrel. Bar kii-
16n nem vizsgdltuk a reakcidk méretnovelhetGsé-
gét feltételezziik, hogy egyszertiségiikbdl fakado-
an kevesebb problémat rejtenek, mint egy Suzuki-
reakcié méretndvelése.

Kisérleti rész
Altaldnos megjegyzésck

Az Osszes reagenst és oldoszert a Sigma-Aldrich
Kft.-t6]l vdsaroltuk és tovabbi tisztitds és kezelés
nélkiil haszndltuk fel. Az olvaddspontokat egy
BUCHI B-540 késziiléken hatdroztuk meg. Az ada-
tok nem korrigéltak. A retencids faktorok Silica gel
60 F254 TLC vékonyréteg lapon kertiltek meghatd-
rozdsra (Merck). Az NMR spektrumokat BRUKER
AC 300 ('H frekvencia 300,13 MHz) spektrométe-
ren vettiik fel. A kémiai eltoléddsokat parts per
million-ban (§) adtuk meg a TMS-hez (6 = 0,00
ppm) viszonyitva. A pirimidin gytird 'H eltol6dé-
sait minden esetben arab szdmokkal, a fenil gytrt
protonjainak eltoléddsait pedig vesszével megkii-
I6nboztetett arab szdmokkal jeloltiik. A szdmozds
megegyezik a nevezéktan szerinti szdmozdssal. Az
electronspray ionizdciés tomeg spektrumok egy
Waters 2795 HPLC és Waters 996 fotodiédasoros
detektorral kapcsolt Micromass ZMD 2000 LC-MS
rendszeren késziiltek, amelyet a vegyiiletek tiszta-
sdgdnak meghatdrozdsdra is haszndltunk. A reten-
ciés id6k egy Supelco Discovery C18,5 cm x 4,6
mm, 5 ym oszlopra vonatkoznak. Az eluens viz /
005% HCOOH, illetve MeCN / 0,05 % HCOOH
volt gradiensben. Az alkalmazott térfogatdaram 2
ml / perc volt. Minden minta esetében a beadagolt
mennyiség 3 ug volt. Az elemi analizis egy
Elementar - Vario EL III CHNS késziiléken késziilt.
Mikrohulldmu reaktorok: a 0,220 ml tartomdny-
ban egy Personal Chemistry, Emrys™ Creator re-
aktort, mig a 30-1000 ml tartomdnyban egy
Milestone Inc., Ethos MicroSYNTH Labstation re-
aktort alkalmaztunk. A sorszamozott vegyiiletek
elnevezése a IUPAC szabdlyai szerint tortént,
ACD?9 szoftver segitségével.
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6-(2-Metoxifenil)-2-tioxo-2,3-dihidropirimidin-
4(1H)-on (3)

A nétrium-hidridet (60% d&svanyolajban; 15,60 g,
390,0 mmol) apranként bemértiik széraz toluolba
(300 ml), majd reflux hémérsékletre fiitottiik az
elegyet és belecsepegtettiik a dietil-karbondtot
(43,6 ml, 360,0 mmol) 30 perc alatt. 20 perc reflux
utdn egy 6ra alatt belecsepegtettiik a szdraz toluol-
ban (90 ml) oldott 1-(2-metoxi-fenil)-etanon-t 1
(41,3 ml, 300,0 mmol) a tovébbra is refluxalé reak-
cielegybe. Tovdbbi egy ora reflux utdn lehtitottiik
szobahdmérsékletre. Ovatosan vizet adtunk hozz4
(100 ml), majd 5 M-os vizes sésav oldattal semlege-
sitettiik az elegyet. A két fazist elvdlasztottuk, és a
vizes frakciét toluollal extrahdltuk (2 x 150 ml).
Az egyesitett szerves fazisokat MgSO,-on szdritot-
tuk és a bepdrlds utdn kapott sdrga folyadékot
azonnal tovabb alakitottuk. A nyers (2a)-t feloldot-
tuk 96%-o0s EtOH-ban (450 ml) és hozzdadtuk a
tiokarbamidot (4894 g, 644,0 mmol) és a ndtrium-
etildtot (38,08 g, 560,0 mmol). A reakcidelegyet
négy napig refluxdltattuk, vagy mikrohulldmd re-
aktorban 4 6rdn keresztiil 150 °C-on kevertettiik
zart edényben. A reakci6 végeztével az elegyet be-
paroltuk. A bepdrldsi maradékot szuszpendaltuk
vizben (100 ml) majd pH = 3-ig savanyitottunk 5
M-os vizes sésav oldattal. A kivalt csapadékot
szlrtik, dietiléterrel mostuk. A terméket vakuum
exikkdtorban szaritottuk P,O, felett. 20,25 g fehér
port preparaltunk, ami 29%-os kitermelésnek felel
meg az 1-(2-metoxi-fenil)-etanonra (1) szdmitva.

Op 209 °C (bomlik) (dietiléter).
R,=0,76 (CHCI3 :MeOH =10: 1).

TH NMR (300 MHz, DMSO-d6, 25 °C): & = 12.35
(széles s, 1 H, NH), 12.2 (széles s, 1 H, NH), 7.45-
755 (m, 1 H, 4-H), 7.37 (d, 3]H/H: 72 Hz, 1 H, 6-H),
713 (d, 3]H,H: 8.4 Hz, 1 H, 3-H), 700-7.05 (m, 1 H,
5-H), 5.84 (s, 1 H, 5-H), 3.82 (s, 3 H, CH,) ppm.

LC-MS: R, = 3,11 perg;
(ES): m/z (%) = 335 (100) [M + HJ; 333 (100) [M -
HJ.
Elemanalizis: Szamitott: C H, N,0,S (234.28): C,
56.40; H, 4.30; N 11.96; S, 13.69. Talalt: C, 56.32; H,
4.14; N, 11.99; S, 13.60.

6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ol (5a)

A tioxo-pirimidont (3) (20,25 g, 86,4 mmol) felol-

dottuk 2 M-os NaOH vizes oldatban (220 ml) és
hozzdadtuk a Raney-nikkelt (vizes szuszpenzid,
kb. 10 ml). A reakcidelegyet 60 °C-on kevertettiik.
Azonos mennyiségli Raney-nikkelt adtunk még
hozzd egymds utdn 4-5 alkalommal, minden addi-
ciét egy ora kevertetés kovetett. Amikor a tioxo
vegyiilet (3) elttint (VRK-n kévetve, CHCL, : MeOH
=10 : 1) a katalizatort kisztrtiik, majd 2 M vizes
NaOH oldattal (20 ml) és vizzel (20 ml) mostuk. A
sztirletet tomény sésavval savanyitottuk (pH = 2).
A kivalé csapadékot kisziirtiik, ami a kivant ve-
gytilet 8,67 g (50 %) fehér por formdjdban.

Op 190-191 °C (viz).
R, = 0,9 (CHCL, : MeOH = 10 : 1),

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 = 12.3 (széles s, 1
H, OH), 8.23 (s, 1 H, 2-H), 79 (d, ] , ,= 76 Hz, 1 H,
6-H), 740-747 (m, 1 H, 4-H), 7.15 (d, Jun=83Hz 1
H, 3-H), 7.01-7.09 (m, 1 H, 5-H), 6.88 (s, 1 H, 5-H),
3.87 (s, 3 H, CH,) ppm.

LC-MS: R,=0,6 és 2,31 perc;
(ESI): m/z (%) = 203 (100) [M + HJ*; 201 (100) [M -
HJ.

Elemanalizis: Szdmitott: C ,H, N,O, (202.21): C,
65.34; H, 4.98; N 13.85. Talalt: C, 65.41; H, 5.04; N,
13.97.

3-Amino-3-(3-nitro-fenil)-akrilsav etilészter (4)

Etil-3-(3-nitrofenil)-3-oxopropanodtot (2) (25,00 g,
106,0 mmol) és ammonium-acetdtot (24,40 g, 3170
mmol) feloldottunk 96 %-os EtOH-ban (250 ml). A
reakcidelegyet hdrom o6rdn keresztiil refluxdltat-
tuk, majd szdrazra pdroltuk. A nyers terméket
EtOAc (200 ml) és telitett, vizes Na,CO, (30 ml) ol-
dat elegyében felvettiik. A szerves fazist még két-
szer mostuk tel. Na,CO, (2 x 30 ml) oldattal, majd
az egyesitett vizes fazisokat extrahdltuk EtOAc-tal
(30 ml). Az egyesitett szerves fazisokat MgSO,-on
szaritottuk, végiil szdrazra pdroltuk. 23,86 g (96%)
sdrga port kaptunk. A terméket tovdbbi tisztitds
nélkiil hasznéltuk fel.

Op 74-75 °C (EtOAc), Irodalom.:. Op 68-69 °C
(CH,CL, hexan) [12].
R, = négy folt, a f6 folt 0,63 (Toluol : MeOH = 8 : 2).

TH-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 = 8.38 (s, 1 H, 2"
H), 8.32 (dd, 7,,,,= 89 Hz, *],,,,= 1.6 Hz, 1 H, 4-H),
8.06 (d, ¥,,,,= 7.8 Hz, 1 H, 6-H), 771778 (m, 1 H, 5-
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H), 7.74 (széles s, 2 H, NH,, D,O-val lecserél), 4.88
(s, 1 H, CH), 408 (q, ¥,,,,= 7.1 Hz, 2 H, O-CH),),
121 (¢, ,,,,= 71 Hz, 3 H, CH,), ppm.

LC-MS: R, = 3,93 perc;
(ES): m/z (%) = 191 (100), 237 (80) [M + HJ".

Elemanalizis: Szamitott: C H, N.O, (236.23): C, 55.93;

117 710

H, 512; N 11.86. Talalt: C, 56.02; H, 5.14; N, 11.99.
6-(3-Nitrofenil)pirimidin-4-ol (5b)

Az akrildtot (4) (10,00 g, 42,4 mmol) és formamidin-
acetatot (8,81 g, 84,8 mmol) szuszpenddltuk for-
mamidban (100 ml). Ezt a szuszpenziét 180 °C-on ke-
vertettiik két 6rdn keresztiil, majd még egy mol-
ekvivalens formamidin-acetdtot 441 g, 42,4 mmol)
adtunk hozzd. Ismét két érdn keresztiil kevertettiik.
Ezt a periodikus folyamatot addig ismételtiik, amig
az akrildt (4) el nem fogyott. Ez a reakcid, 4ltaldban,
minddsszesen 6t moélekvivalens formamidin acetatot
igényel. Mikrohulldmu reaktorban végezve a reakci-
6t, az el6zbekkel megegyezd médon jartunk el. A kii-
16nbség annyi, hogy a két addicié kozstt 10 perc a re-
akci6ids. Amikor az addici6 teljes, akkor a reakcié-
elegyet jég (70 g) és 5 M vizes NaOH oldat (30 ml)
elegyére ontottiik, majd az oldatot aktiv szénnel deri-
tettiik. Sz{irés utdn az oldatot pH = 3-4-ig savanyitot-
tuk tomény sésavval. A terméket EtOAc és THF 2:1
ardnyd keverékével (5 x 200 ml) extrahdltuk. Az
egyesitett szerves fazisokat MgSO,-on szaritottuk,
majd bepdroltuk. A nyers terméket acetonitrilb6l &t-
kristalyositottuk. 3,00-4,00 g (30-40%) sarga por.

Op 74-75 °C (MeCN).
R,= 0,4 (Toluol : MeOH = 8 : 2).

TH-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 = 12.6 (széles s, 1
H, OH), 8.84 (s, 1 H, 2’-H), 8.48 (d, 3]H’H =79Hz 1
H, 4-H), 8.35 (s, 1 H, 2-H), 8.32 (dd, 3]H,H = 8.3 Hz,
4]H/H: 1.7 Hz, 1H, ¢-H), 7.74-7.81 (m, 1 H, 5-H), 7.1
(s, 1H, 5-H) ppm.

LC-MS: R, = 2,62 perc;
(ES): m/z (%) = 218 (100) [M + HJ*; 216 (100) [M — HJ~.

Elemanalizis: Szamitott: C, HN,O, (21719): C,
55.30; H, 3.25; N 19.53. Talalt: C, 55.20; H, 3.14; N,
19.49.

6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ol (5c)

Az (5b)-t (3,66 g, 16,9 mmol) feloldottuk MeOH és
CH,CI, 1:1 elegyében (200 ml), majd hozzaadtunk

10 m % Pd/C (0,37 g) katalizétort. Az elegyet 1ég-
kori nyomdson, szobah&mérsékleten hidrogénez-
tiik. Miutdn a szdmitott mennyiségti H, elfogyott,
a katalizatort lesztrtiik és MeOH-lal mostuk. A
sztirletet beparolva kaptuk a kivant terméket bar-
na por formdjéban (3,16 g; 99%).

Op 198 °C; atkristalyosodik: 278 °C (MeOH).
R, = 0,25 (Toluol : MeOH = 8 : 2), 0,5 (Toluol :
MeOH =5:2).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dé6): § = 822 (s, 1 H,
2-H), 7.26 (s, 1 H, 2"-H), 7.05-717 (m, 2 H, 4-H és 5-
H), 6.65-6.68 (m, 2 H, 2-H és 6-H ), 5.2 (széles s, 2
H, NH,) ppm.

LC-MS: R, = 1,11 perc;
(ES): m/z (%) = 188 (100) [M + H]".

Elemanalizis: Szdmitott: C, H,N,O (187.20): C, 64.16;
H, 4.85; N 22.45. Talalt: C, 64.12; H, 4.94; N, 22.49.

2-[3-(6-Hidroxipirimidin-4-il)fenil]-1H-izoindol-
1,3(2H)-dion (5d)

Az (5¢)-t (1,20 g, 6,4 mmol), ftalsavanhidridet (1,00
g, 6,7 mmol) és vizmentes paratoluol-szulfonsavat
(0,01 g, 0,06 mmol) feloldottunk szdraz DMF-ben
(80 ml). A reakcidelegyet 24 6rdn keresztiil kever-
tettiik 150 °C-os olajfiird6ben. A reakcidelegyet
ezutdn bepdroltuk, majd 5% vizes NaHCO, oldat-
ban (50 ml) szuszpendaltuk. Hozzdadtunk 1 ml
EtOAc-ot és 20 percig kevertettiik 0 °C-on. Végiil
a csapadékot szfirtiik, dietiléterrel mostuk és va-
kuum exikkétorban szdritottuk P,O; felett. A sza-
raz termék 1,49 g (73%) sarga por.

Op 246-251 °C;, atkristdlyosodik: 275-283 °C
(dietiléter).
R, = 0,6 (Toluol : MeOH =5: 2).

TH-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 = 12.58 (széles s,
1 H, OH), 8.29 (s, 1 H, 2-H), 8.17 (s, 1 H, 2-H), 8.11
d, Tun= 74 Hz, 1 H, 6-H), 7.8-8.05 (m, 4 H,
izoindol-aromaés), 7.55-7.71 (m, 2 H, 4-H, 5-H), 6.91
(s, 1 H, 5-H), ppm.

LC-MS: R, = 2,92 perc;
(ES): m/z (%) = 318 (100) [M + HJ*; 316 (100) [M — HJ~.

Elemanalizis: Szamitott: C H N,O, (317.31): C,

187711

68.14; H, 3.49; N 13.24. Talalt: C, 68.22; H, 3.41; N,
13.29.
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Altaldnos receptek a klérozdsi reakciékhoz (6)

Az itt lefrt mennyiségek a 100 mmol-os nagysdg-
rendig érvényesek.

1. modszer:

Az 5a, 5b vagy 5d vegyiilet (1,0 mmol) és egy csepp
szaraz DMF-et SOCl-ban (3 ml, kb. 40 mmol)
refluxdltattunk két érdn keresztiil. Jégre (20 g) 6ntot-
tiik és szilard Na, CO,-tal ldgositottuk (pH = 8). A
terméket EtOAc-tal (3 x 20 ml) extrahéltuk. Az egye-
sitett szerves fazisokat telitett sds vizzel (20 ml) mos-
tuk és MgSO,-on szdritottuk. Az oldészer beparlasa
utdn a tiszta terméket kaptuk. A kitermeléseket és a
termékek jellemzését 1asd a vegyiileteknél.

2. modszer:

Az 5a, 5b vagy 5d vegyiiletet (1,0 mmol) és N,N-
dimetilpiridin-4-amint (0,12 g, 1,0 mmol,) feloldot-
tunk szdraz toluolban (15 ml). Hozzdadtunk
POCL-t (0,28 ml, 3,0 mmol) és 1,5 6rat refluxaltattuk.
A reakcidelegyet jégre (10 g) ontottiik, majd a vizes
fazist EtOAc-tal (2 x 10 ml) extrahdltuk. Az egyesi-
tett szerves fazisokat MgSO,-on széritottuk, végiil
szdrazra paroltuk a terméket. A kitermeléseket és a
termékek jellemzését 1asd a vegyiileteknél.

4-Klor-6-(2-metoxifenil)pirimidin (6a)

1. médszer, halvdnysdrga por, kitermelés = 0,14 g

(61%).
Op 94-95 °C (EtOAQ).

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 8 = 91 (s, 1 H,
2-H), 812 (s, 1 H, 5-H), 799 (d, °],,,,= 77 Hz, 1 H, 6™
H), 7.52-758 (m, 1 H, 4-H), 7.23 (d, Tun=84Hz 1
H, 3-H), 710-716 (m, 1 H, 5-H), 392 (s, 3 H, CH3)
ppmy; j6 egyezés az irodalmi adatokkal [7].

LC-MS: R, = 3,82 perg;
(ES): m/z (%) = 221 (100) [M + HJ".

Elemanalizis: Szamitott: C H,CIN,O (220.66): C,

59.88; H, 4.11; Cl, 16.07; N 12.70. Talalt: C, 59.72; H,

414; Cl, 16.11; N, 12.99.
4-Klor-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b)

2. modszer, sdrga por, termelés = 0,22 g (92%).

Op 147 °C (EtOAC).
R, = 0,8 (Toluol : MeOH = 8 : 2).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 8 = 9.18 (d, °J,,,,=
09 Hz, 1 H, 2-H), 9.01-9.04 (m, 1 H, 2-H), 8.69 (d,
T...,= 79 Hz, 1 H, 6-H), 8.55 (d, 7J,,,,= 09 Hz, 1 H,
5-H), 843 (dd, 7T, ,= 82 Hz, ¥, ,,= 2.0 Hz, 1 H, 4-
H), 7.87 (m, 1 H, 5-H) ppm.

LC-MS: R, = 4,18 perg;
(ES): m/z (%) = 236 (100) [M + HJ".

Elemanalizis: Szamitott: C, H,CIN,O, (235.63): C,
50.97; H, 2.57; Cl, 15.05; N 17.83. Talalt: C, 51.02; H,
2.60; Cl, 15.11; N, 17.99.

2-[3-(6-Klérpirimidin-4-il)fenil Jciklopenta[c]pirrol-
1,3(2H,3aH)-dion (6d)

2. médszer, acetonitrilbdl dtkristélyositva, halvany-
sdrga por, termelés = 0,30 g (90%).

Op 250-252 °C (MeCN).
R, = 0,85 (Toluol-MeOH, 8:2).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dé6): 8 = 91 (s, 1 H,
2-H), 8.36 (s, 1 H, 2-H), 829 (d, ’J, ,= 69 Hz, 1 H,
4-H), 8.23 (s, 1 H, 5-H), 79-8.03 (m, 4 H, izoindol-
aromds), 7.71-777 (m, 1 H, 5-H), 772 (d, 7], ;= 7.2
Hz, 1 H, 6-H) ppm.

LC-MS: R, = 4,01 perg;
(ES): m/z (%) = 336 (100) [M + HJ".

Elemanalizis: Szamitott: C, ,;H, CIN,O, (335.75): C,

64.39; H, 3.00; Cl, 10.56; N 12.52. Talalt: C, 64.52; H,
3.11; Cl, 10.63; N, 12.61.
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Nifedipin miometrium relaxal6é hatasanak vizsgalata terbutalin
és K*-csatorna gatlok jelenlétében in vitro
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Summary

Hajagos-Té6th, J., Kormdnyos, Zs., Falkay,
G., Pal, A., Gédspédr, R.: Investigation of uterus-
relaxing effects of nifedipine in the presence of terbutaline
and K*-channel blockers

Tocolysis is one of the greatest challenges in obstetrical practice.
It is known that the calcium channel antagonists abolish the in-
tracellular calcium ion transients and myometrial contraction.
However there is a growing interest in experimental studies to
use different tocolytic combination.

The aims of the study were to investigate the effects of nifedi-
pine on potassium chloride (KCI)-evoked rat uterine contractions
on the last day of pregnancy (22) in vitro, and the alterations in
the effects of nifedipine on combination with BK . -channel block-
ers paxillin and tetraethyl ammonium chloride in late pregnancy
in vitro. An other aim was to investigate the modification of the
effect of nifedipine by terbutaline on the contraction of isolated rat
and human myometrium. For human myometrial rings rhythmic
contractions were evoked with oxytocin in an isolated organ bath.

KCl-stimulated uterine contractions were inhibited concen-
tration-dependently by nifedipine. In the presence of the potas-
sium channel blockers, the action of nifedipine was not modified.
Synergism was observed in the uterus-relaxing effect of nifedipine
and terbutaline, though the extent of potentiation depended on
the sequence of the administration of the two compounds. When
terbutaline was added first in a single dose, the maximal inhibi-
tory effect of nifedipine was lower. This decrease in the inhibition
was suspended by a Ca**-poor buffer, indicating the role of Ca**
channel activating effect of terbutaline. However, in the isolated
organ bath studies the BK ., channel had no effect on the uterus
relaxing effect of nifedipine in spite of literature [1].

Conclusion: It is concluded that the combination of nifedipine
and B,-agonists should be considered for clinical use. However,
the administration of terbutaline can not precede the administra-
tion of nifedipine.

Keywords: nifedipine, pregnancy, B,-mimetics, B, channel
blockers

Osszefoglalds

A sziilészet legnagyobb kihivdsai kozé tartozik a korasziilés gdt-
ldsa. Ismert, hogy a kalcium-csatorna gdtlé szerek csokkentik a
simaizmok kontraktilitdsdt. Ugyanakkor a tokolitikus terdpidban
egyre inkdbb el6térbe keriilnek a gyogyszeres kombindciok.

Jelen vizsgdlataink célja a miometrium kontrakciok befolyd-
solhatésdgdnak vizsgdlata volt nifedipin jelenlétében a terhesség
utolsé napjdn (22) in vitro, a nifedipin miometrium kontrakciok-
ra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata BK ., csatornablokkolok jelen-
létében, valamint in vitro terbutalin hozzdaddsdval vizsgdltuk a
nifedipin méhkontrakciokra kifejtett gdtlé hatdsdnak befolydsolha-
tosdgdt izoldlt szervi rendszerben patkdny és csdszdrmetszésbol
szdrmazé humdn uteruson terminusban. A vizsgdlatok sordn az
uterus gyiiriik kontrakciéit KCI-dal és oxytocinnal fokoztuk

Izoldlt szerven a nifedipin dozisfiiggden gdtolta a 25 mM KCl-
dal kivdltott méhkontrakciokat. A BK_ -csatorna gdtlo paxillin és
tetraetil ammonium nem befolydsolta a nifedipin uterus kontrak-
ciékra gyakorolt hatdsdt. Ugyanakkor a nifedipin egyiittes alkal-
mazdsa terbutalinnal kifejezett szinergizmust mutatott, habdr a
potencidlé hatds mértéke a két hatéanyag adagoldsdnak sorrend-
jétol fiiggott. Az dllando terbutalin dozis mellett adott nifedipin
maximdlis gdtlé hatdsa csokkent, melyet az alacsony kalciumion
tartalmii puffer helyredllitott.

Eredményeink tiikrében elmondhatjuk, hogy a nifedipin uterus
relaxdlo hatdsdt a B-agonistdkkal valé kombindcidja nagymeérték-
ben felerdsiti, melynek terdpids jelentdsége lehet.

A terbutalin addsa azonban nem elézheti meg a nifedipint,
mert aktivdlja a kalcium-csatorndkat. Ugyanakkor az dltalunk
mért izoldlt szervi rendszerben a BK ., csatorndk nem befolyd-
soltdk a nifedipin uterus relaxdlé hatdsdt ellentétben az irodalmi
adatokkal [1].

Kulcsszavak: nifedipin, terhesség, B,-mimetikumok, BK_, csa-
tornablokkolok
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Bevezetés

A sziilészet legnagyobb kihivdsai kozé tartozik a
korasziilés gatldsa. A statisztikdk szerint a fejlett
orszdgokban a korasziilések szdma tovdbbra is
szamottevl. A korasziilés oka nagyrészt ismeret-
len, 30%-a id6 el6tti burokrepedés, 15-20%-a pedig
gyogyszer mellékhatds kovetkezménye.

Szdmos vegyiilet rendelkezik korai fdjdstevé-
kenységet gdtld, un. tokolitikus hatdssal. A leg-
tobb klinikai tapasztalat a tokolitikus terdpidban a
B,-agonistdkkal all rendelkezésiinkre. Ezeket a ve-
gytlileteket széles korben alkalmazzdk, habér jol
ismertek az alkalmazhatésdgukat korldtozé mel-
lékhatdsaik. Mivel az alkalmazott gy6gyszeres te-
répia ellenére az epidemioldgiai paraméterek nem
javulnak, ezért az eddiginél hatdsosabb gyogysze-
rek kifejlesztése mindenképpen sziikséges, ami a
reprodukciés farmakolégiai kutatdsok egyik fon-
tos tertiletét képezi [2, 3, 4, 5].

A simaizmok miikédésében kulcsfontossagu
szerepiik van a Ca*-ionoknak, mivel a kontrakci-
6k sordn a simaizom-sejtek az extracelluldris Ca**-
ionokat haszndljak. Az L-tipust csatorna felelGs a
kontrakciés folyamatok beinditdsdért, a spontdn
depolarizdciéért és a simaizmok mtikodéséért. A
Ca**-antagonistdk az L-tipusti Ca*'-csatornan ke-
resztiil szelektiven gétoljdk a Ca**-ionok sejtekbe
val6é bedramldsat. Mindazok a gyégyszerek, ame-
lyek a szabad Ca**-ion szintet csokkentik, megaka-
délyozzdk az aktin- és miozin-filamentumok in-
terakcigjat és megsziintetik a méhizom kontrakci-
6jat. Ezzel a mechanizmussal a Ca?*-csatorna gét-
16k alkalmazhatéak a korasziilés terdpidjdban [6,
7]. A Ca?*-antagonistdk koziil a legtobb klinikai ta-
pasztalat a nifedipinnel &ll rendelkezésre, azonban
ennek hatékonysdga sem teljesen kielégits, vér-
nyomadscsokkent6 hatdsa révén a magzatban ke-
ringési elégtelenséget okozhat [8]. Ugyanakkor, ha
a nifedipint sikeresen tudndnk kombindlni mds
szerekkel, melyek er&sitik a kivant hatdst és csok-
kentik mellékhatdsdt, akkor annak komoly terdpi-
as jelentGsége lehet. A B -receptor agonistak Ca*'-
csatorna gétlokra gyakorolt hatdsdt mar kordbban
is vizsgaltak izoldlt trachedn [9, 10]. A kisérletek
azt mutattdk, hogy mind az isradipin, mind a
nifedipin fokozta a terbutalin és szalmeterol sima-
izom relaxal6 hatésat [11].

A sejt membréanpotencidljdnak szabdlyozasaban
az L-tipust Ca*"-csatorndkon kiviil a K*-csatorndk
is fontos szerepet jdtszanak. A nagy konduktancia-
ju Ca*"-aktivélta K*-csatorndk (BK_, csatorna) nyi-
tdsi valdszintisége n6 az intracelluldris Ca**-szint

emelkedésével, ami a sejtmembran hiperpolariza-
ciéjdhoz vezet. A BK , csatorndk egy csatornakép-
z0 alegységbdl dllnak és meghatdrozoi a simaizom
sejt kontrakci6 reguldcidjanak [12, 13]. A BK_, csa-
torna antagonista iberiotoxin és tetraetil ammoni-
um (TEA) nifedipinre gyakorolt hatdsdt mar ko-
rdbban is vizsgdltdk izoldlt humdn myometriumon
[1]. A kisérletek azt mutattdk, hogy a BK_, csator-
na blokkolék antagonizdltdk a nifedipin uterus
relaxdl6 hatdsat.

Kisérleteink sordn célul tiiztiik ki a miometrium
kontrakciék befolydsolhatésdgdnak vizsgdlatdt
nifedipin jelenlétében a terhesség utols6 napjin
(22) patkanyban in vitro. A BK_, csatorna gatlék
nifedipinre gyakorolt hatdsét szelektiv (paxillin)
és nem szelektiv (TEA) blokkoldkkal vizsgaltuk.
Valamint in vitro terbutalin hozzdaddsdval vizs-
gdltuk a nifedipin méhkontrakcidkra kifejtett gat-
16 hatdsdnak befolydsolhatésdgat izolalt szervi
rendszerben patkdny és csdszdrmetszésbdl szdr-
maz6 humédn miometriumon.

Anyagok és médszerek

Az allatkisérleteket a Szegedi Tudomdnyegyetem
Munkahelyi Allatetikai Bizottsadganak és a Csong-
rdd Megyei Mezbgazdasagi, Szakigazgatdsi Hiva-
tal Elelmiszerlanc Biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatdsdg engedélyével végeztiik (engedély-
szdm: IV./01758-21/10082).

Allatkisérletek

Az dllatok pdroztatdsa

Ivarérett ngstény (180-200 g) és him (240-260 g)
Sprague-Dawley patkdnyokat pdroztattunk. A pé-
roztatds kezdetétdl szamitott 4-5 6rdn beliil a n6s-
tény &llatoktdl hiivelykenetet vettiink és mikro-
szkOp alatt himivarsejteket kerestiink. Amennyi-
ben a keresés pozitiv eredménnyel zarult, akkor
az éllatot elkiilonitettiik, mint az 1. napos vemhes
néstényt.

Uterus prepardldsa, nifedipin hatdsdinak vizsgdlata
patkdny miometrium kontrakciokra

Kisérleteink sordn 22 napos terhes patkdny
uterusokat haszndltunk. Az dllatok ledlése utdn
az uterusbol 5mm hossztsagu gytrtiket metszet-
tiink. A prepardtumokat karbogénnel dtaramolta-
tott de Jongh oldatot tartalmazé, 37 °C-os szerv-
fiirddbe helyeztiik (de Jongh oldat Osszetétele
mM-ban: 137 NaCl, 3 KCl, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 12
NaHCO,, 4 NaH,PO,, 6 gliikéz, pH: 74). A human
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terhes méh kontrakciéihoz hasonléan ritmikus
osszehtzdoddsokat valtottunk ki 25 mM KCl-dal,
majd mindegyik kisérletben nifedipin (10-10° M)
jelenlétében nem-kumulativ dézis-hatds gorbéket
vettiink fel. A nifedipin (Sigma-Aldrich, Budapest,
Hungary) gatlé hatdsat a KCI 4ltal kivaltott ritmi-
kus kontrakci6khoz viszonyitottuk és a kontrakei-
6s gorbék alatti tertiletet értékeltiik a kontroll
AUC-hez viszonyitva. A gorbék regisztraldsdt, az
adatok rogzitését és feldolgozasat ISOSYS Da-
taAcquisition System (Experimenta Kft, Magyar-
orszdg) segitségével végeztiik. Az eredmények
statisztikai elemzését a Prism 4.0 (GraphPad Soft-
ware, USA) segitségével ANOVA Newman-Keuls
teszttel végeztiik.

BK_., csatorna blokkolok vizsgdlata patkdny
miometrium kontrakciokra

Kisérleteink sordn 22 napos terhes 4llatokat hasz-
néltunk. Az uterus gyfrtiket a fent leirt médon
izoladlt szervfiirdSbe helyeztik, és 10° M
oxytocinnal ritmikus kontrakciékat valtottunk ki.
Mindegyik kisérletben paxillin (Sigma-Aldrich,
Budapest, Hungary) (5 uM) vagy TEA (Sigma-
Aldrich, Budapest, Hungary) (10 M) jelenlétében
kumulativ médon nifedipin (10" — 10-° M) dézis-
hatds gorbéket vettiink fel. A nifedipin gatlé hata-
sat az oxytocin altal kivéltott ritmikus kontrakci-
6khoz viszonyitottuk és a kontrakciés gorbék alat-
ti tertiletet értékeltiik a kontroll AUC-hez viszo-
nyitva. A gorbék regisztrdldsat, az adatok rogzité-
sét és feldolgozdsat ISOSYS DataAcquisition
System (Experimenta Kft., Magyarorszag) segitsé-
gével végeztiik. Az eredmények statisztikai elem-
zését a Prism 4.0 (GraphPad Software, USA) segit-
ségével ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.

Nifedipin és terbutalin hatdsdnak vizsgdlata patkdny
miometrium kontrakciokra

Kisérleteink sordn 22 napos terhes éllatokat hasz-
néltunk. Az uterus gyftrtket a fent lefrt médon
izolalt szervfiirdSbe helyeztiik, és 25 mM KCl-dal
ritmikus Osszehtazéddsokat viltottunk ki. Mind-
egyik kisérletben nifedipin (10M-10° M) és
terbutalin (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary)
(107 M) vagy terbutalin (10" — 10 M) és nifedipin
(107 M) jelenlétében nem-kumulativ dézis-hatds
gorbéket vettiink fel. A nifedipin—terbutalin kom-
bindcié hatdsét alacsony kalcium tartalmd puffer-
ben is megvizsgaltuk. 0,5 mM kalcium taralmu de
Jongh puffert hasznédltunk az alacsony kalcium
tartalmad kornyezet kivédltdsdra. Az inkubdlds utdn
a normal kalcium tartalmi de Joung puffert lecse-

réltiik az alacsony kalcium tartalmd de Joung puf-
ferre. A kombindci6 hatdsdra a gorbe alatti tertilet
(AUC) valtozasabdl kovetkeztettiink a kontroll
AUC-hez viszonyitva. Az eredmények statisztikai
elemzését parositatlan t-teszttel végeztiik.

Humdn szovetmintdk

A humdn mintdk olyan péciensekt6l szdrmaztak
(14), akik kiilonb6z6 okokbdl, — pl. magzati nove-
kedés elmaraddsa, kordbbi csdszarmetszés, farfek-
vés, vagy varhat6 fej-medence ardnytalansdg —
csdszdrmetszésen estek 4t, és beleegyeztek az elté-
volitott szovet tudomdnyos céla felhasznaldsédba.
A Kkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem
(SZTE) Altaldnos Orvostudoményi Kar (AOK)
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Koézpont Bizottsa-
gdnak engedélyével végeztikk (engedélyszam:
114/2009).

A csdszarmetszés a terhesség utolsé trimeszteré-
ben, a 34-40. gesztdciés héten tortént az SZTE
AOK Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont Szii-
lészeti és N6gyogydszati Klinikdjan. A ndk atlag-
életkora 26 és 37 év kozott volt, a sziilések szama
0-3 kozé tehetd. A vdrandés anydk nem részesiil-
tek tokolitikus terdpidban. A szovetmintdkat csd-
szdrmetszést kovetSen azonnal Krebs-Henseleit
(oldat Osszetétele mM-ban: 118 NaCl, 5 KCl, 2
CaCl,, 0,5 MgSO,, 1 K H,PO,, 25 NaHCO,, 10 glii-
kéz; pH 7,4). pufferbe helyezték, a széllitds 4°C-on
tortént. A mintdk feldolgozdsa a csdszarmetszéstdl
szdmitott 12 6rdn beliil tortént az SZTE Gydgysze-
résztudomdnyi Kar Gydgyszerhatdstani és Bio-
farméciai Intézetben. A prepardtumokat karbo-
génnel dtdaramoltatott Krebs-Henseleit oldatot tar-
talmazd, 37 °C-os szervfiird6be helyeztiik. 2 6rds
inkubdlds utdan 10° M oxytocinnal kontrakcidkat
valtottunk ki, és mindegyik kisérletben nifedipin
(10"-10°M) és terbutalin (107 M) vagy terbutalin
(101-10° M) és nifedipin (107 M) jelenlétében
nem-kumulativ dézis-hatds gorbéket vettiink fel.
A nifedipin és terbutalin hatdsara a gorbe alatti te-
riilet (AUC) valtozasabdl kovetkeztettiink a kont-
roll AUC-hez viszonyitva. Az eredmények statisz-
tikai elemzését parositatlan t-teszttel végeztiik.

Eredmények
A patkdnykisérletek eredményei
Izolélt szerven a nifedipin (10"-10° M) dézisfiig-
glen gétolta a 25 mM KCl-dal kivaltott méh kont-

rakcidkat (1. dbra).
A BK_ -csatorna gétl6 paxillin és TEA nem befo-
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1. dbra: A nifedipin 25 mM KCI stimuldlta patkdny uterus
kontrakcidkra gyakorolt hatdsa a terhesség utolsé napjin
(22) in vitro
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2. dbra: A nifedipin-TEA és nifedipin—paxillin kombindcio
hatdsa az oxytocin stimuldlta patkdny uterus kontrakciokra
a terhesség 22. napjdn in vitro (O: TEA (107 M); e: paxillin
(5uM); A: nifedipin (10 —-10° M))

lydsolta a nifedipin maximadlis gatlé hatdsdt és
nem modositotta az EC, értékeket sem, habér a
nifedipin dézis hatds gorbéje paxillin jelenlétében
nem szignifikdnsan balra tolédott (2. dbra).

Az 4lland6 koncentrdcidban adott terbutalin (107
M) a nifedipin doézis-hatds gorbéjét balra tolta
(p<0,05), ugyanakkor csokkentette a nifedipin maxi-
malis gétl6 hatésat. A felére csokkentett, 0,5 mM Ca*'-
tartalmd pufferben azonban a terbutalin nem befo-
lyésolta a nifedipin maximalis g&tl6 hatdsét (3. dbra).

Az allandé koncentrdciéban adott nifedipin
(107 M) szintén balra tolta a terbutalin dézis-hatds
gorbéjét, ugyanakkor ez a balratolédds nagyobb
mértéki volt (p<0,01), mint a nifedipin dézis-ha-
tas gorbéje esetében. Emellett a nifedipin fokozta a
terbutalin maximadlis gatlé hatdsat (4. dbra). Az ala-
csony Ca*-ion tartalmd pufferben a nifedipin
csokkentette a terbutalin EC, értékét, de nem be-
folydsolta a terbutalin maximdlis gétl6 hatdsat (4.
dbra).

A human miometriumon végzett kisérletek ered-
ményei

A nifedipin (10°-10" M) és terbutalin (10°-10™"
M) koncentréciéfiiggben gétolta a 10° M oxytocin
altal kivaltott human miometrium kontrakcidkat.
Az §lland6 koncentracidban adott terbutalin (107
M) nem befolydsolta a nifedipin maximadlis gétl6
hatését, de az EC,, értékét 1,8 x 10® M-r6l 1,5 x 10
M-ra (p<0.05) cs6kkentette. Az dllandé koncentré-
ciéban adott nifedipin (107 M) fokozta a terbutalin
maximdlis gatlé hatdsat, az E,__ érték 60,8%-rol
76,8 %-ra novekedett (p<0.01), de nem befolydsolta
a terbutalin EC, -értékét (5.a,b dbra).

Az eredmények értékelése, kovetkeztetések

A terhesség sordn végbemen6 folyamatok eredmé-
nyeként az uterus struktirdja dramai valtozdson
megy keresztiil. A terhesség végén a fdjdstevé-
kenység beinduldsdig a miometrium kontrakti-
litdsa enyhén fokozédik, majd sziiléskor ugrassze-
rlien megnG. Patkdnyban a vemhesség 22 napos,
igy terminusban, vagyis a vemhesség utols6 nap-
jan végeztikk a kisérleteket. A humdn terhes
méhkontrakciékhoz hasonléan ritmikus 6sszehu-
zédésokat véltottunk ki. fgy kisérleti 6sszeallita-
sunkban in vitro kériilmények kozott modelleztiik
a sztilés sordn fellépd kontrakcidkat.

A BK_ -csatorna gtl6 paxillin és TEA hatdsédnak
vizsgdlatdra az uterus kontrakcidkat oxytocinnal
valtottuk ki, ugyanis ebben az esetben a KCl nem
alkalmas a kontrakciok kivéltdsdra. Az eredmé-
nyek azt mutatjdk, hogy ellentétben a humdn
miometriummal [13], sem a BK_-csatorna, sem
mds K*-csatorndk nem befolydsoljdk a nifedipin
uterus kontrakcidkra gyakorolt hatdsat.

A nifedipin egyiittes alkalmazdsa terbutalinnal
izoldlt szervi rendszeren ugyanakkor kifejezett
szinergizmust mutatott, habdr a potencidl6 hatds
mértéke a két hatéanyag adagoldsdanak sorrend;jé-
tol fliggott. Az allandoé terbutalin dézis mellett
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3. dbra: A nifedipin—terbutalin kombindcié hatdsa a 25 mM
KClI stimuldlta patkdny uterus kontrakcidkra a terhesség 22.
napjdn in vitro 1 mM és 0,5 mM Ca*'- koncentrdcid esetén
o nifedipin 0,5 mM Ca®*- koncentrdcio esetén; o nifedipin
és terbutalin (107 M) 0,5 mM Ca**- koncentrdcié esetén; e
nifedipin 1 mM Ca*'- koncentrdcié esetén A nifedipin és
terbutalin (107 M) 1 mM Ca**- koncentrdcio esetén

4. dbra: A nifedipin—terbutalin kombindcié hatdsa a 25 mM
KClI stimuldlta patkdny uterus kontrakciékra a terhesség 22.
napjdn in vitro 1 mM és 0,5 mM Ca**- koncentrdcio esetén
o terbutalin 0,5 mM Ca?*- koncentrdcié esetén; o terbutalin
és nifedipin (107 M) 0,5 mM Ca?**- koncentrdcid esetén; e
terbutalin 1 mM Ca**- koncentrdcié esetén A terbutalin és
nifedipin (107 M) 1 mM Ca* - koncentrdcié esetén.

adott nifedipin maximadlis gdtlé hatdsa csokkent.
A terbutalin addsa azonban nem el6zheti meg a
nifedipint, mert aktivdlja a Ca*-csatorndkat. Is-
mert, hogy a p,-adrenerg receptorok izgatdsa akti-
vélja a G-proteineket, mely az intracelluldris
cAMP szint emelkedéséhez vezet. A cAMP akti-
vélja a protein kindz A-t, ezaltal nyitja az L-tipust
kalcium-csatorndkat. A kalcium ionok belépése a
sejtbe a fesziiltségfiiggd kalcium-csatorndn ke-
resztiil kontrakci6hoz vezet. Ez a mechanizmus a
szivizomban jol ismert, és valészintileg hasonléan

zajlik a terhes miometriumban is [14]. A terbutalin
aktivdlhatja az L-tipusti Ca*'-csatorndkat mely a
nifedipin maximadlis hatdsanak csokkenéséhez ve-
zethet. Azonban ha a kis dézist nifedipin addsa
megel6zi a terbutalint, a terbutalin mér kisebb va-
l6szintiséggel aktivdlja a csatorndt a nifedipin
okozta gatlds miatt.

A mechanizmus bizonyitdsdra a kombindci6 ha-
tdsat Ca®"-szegény kornyezetben is megvizsgdl-
tuk. A csokkent Ca®* szint csokkenti a terbutalin
kivaltotta Ca*-dramot, és ez befolydsolhatja a
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5. dbra: A nifedipin—terbutalin kombindcié hatdsa az oxytocinnal kivdltott human miometrium kontrakciokra in vitro
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szinergizmus mértékét. A kis dézisd nifedipin
addsa fokozta a terbutalin hatdsat csokkent Ca**
jelenlétében is, még a kis dézisd terbutalin mar
nem novelte tovdbb a nifedipin gatlé hatdsat. Ezen
eredmények alapjdn arra a kovetkeztetésre jutot-
tunk, hogy csokkent Ca*-ion jelenlétében a
terbutalin nem fokozta a nifedipin maximalis gét-
16 hatdsat, mely bizonyitja a Ca**-dram szerepét a
terbutalin hatds kialakuldsakor.

A nifedipin—terbutalin kombindci6é hatdsat hu-
man miometriumbdl nyert szoveten is megvizs-
gdltuk. Az 4llatkisérletekhez hasonléan mind a
nifedipin, mind a terbutalin dézisfiiggéen gatolta
az oxytocinnal kivéltott miometrium kontrakcié-
kat. Az dlland6 koncentraciéban adott terbutalin
rontotta a nifedipin EC, -értékét (a nifedipin do-
zis-hatds gorbe jobbra tolédott), habar a nifedipin
maximadlis gdtlé hatdsdt nem befolydsolta. Ellen-
kez6 esetben, amikor a nifedipin addsa megel6zte
a terbutalin adésat, fokozta a terbutalin maximaélis
gatl6 hatdsét, de az EC, értékekben nem volt vél-
tozds. Mindezen eredmények alapjan elmondhat-
juk, hogy a patkdny miometriumban lezajl6 valto-
zasok hasonléan mennek végbe a humdn
miometriumban is.

Eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy sem
a BK_ -csatorna, sem mas K*-csatorndk nem befo-
lyasoljak a nifedipin uterus kontrakcidkra gyako-
rolt hatdsét. A nifedipin és a ,-agonistdk kombi-
ndcidja terdpids jelentségti lehet, a terbutalin adé-
sa azonban nem el6zheti meg a nifedipint, mert
aktivdlja a Ca*"-csatorndkat. A kombindcié humdn

kiprébdlasat elGsegitheti az a tény, hogy mind a
nifedipin, mind a terbutalin farmakodindmids,
farmakokinetikai és toxikoldgiai paraméterei is-
mertek, tehdt kombindcidjuk terdpids kockdzata
igen alacsony.
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Az acetilkolinészteraz molekula formai I. rész: A Globular G, monomer
forma egyediili jelenlétének kutatasa patkany kisagyban

LEHOTAI LAJOS

Szegedi Tudomdanyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Kozponti Kutaté Laboratérium
6725 Szeged, Semmelweis utca 6.
Levelezési cim: Dr. Lehotai L., 6725 Szeged, Farago u. 23.

Summary

Lehotai, L.: The Forms of Acetyl-cholinesterase Molecule.
Part I: The Research of Sole Presence of Globular G1 Mono-
mer in Rat Cerebellum

The sole presence - without the rest of molecule forms - of G1
monomer form was sought in the homogenate of rat cerebellum
with vertical slab technique with the help of polyacrylamid gel
electrophoresis. As a result we got the monomer form in the case
of 7 day rat, without the presence of the rest of the forms. In case
of older and adult rats the rest of the forms have already evolved,
so the dimer and tetramer forms are also present.

Keywords: acetylcholinesterase, cerebellum, monomer, dimer,
tetramer forms.

Osszefoglalds

Patkany kisagy (cerebellum) homogenatjaiban kerestiik az
acetilkolineszteraz monomer Gl formajanak — a tébbi moleku-
laforma nélkiili — egyediili jelenlétét verticalis laptechnikdval
(slab technikaval), poliakrilamid gél elektroforézis segitségével.
Eredményiil a 7-napos patkanynal megkaptuk a monomer formdt
egyediil, a tobbi forma jelenléte nélkiil. Idésebb patkanyokndl, ill.
felnétt patkanynal mar kialakulnak a tobbi alakok is, és ennek
folytan ott mar jelen van a dimer és tetramer forma is.

Kulcsszavak: acetilkolineszterdz, patkany kisagy (cerebellum),
monomer, dimer, tetramer forma.

Bevezetés

Poliakrilamid gél elektroforézis segitségével, verti-
kalis laptechnikdval vizsgdlva, kerestiik az
acetilkolineszterdz EC.3.1.1.7. AChE monomer for-
méjanak egyediili jelenlétét, abban az 4dllapotban,
amikor a tobbi alak nincs jelen. Vizsgalatainkat
patkdny kisagy (cerebellum) homogenatjaira alkal-
maztuk, 7-napos patkdnynal és feln6tt patkdnynal.

A kapott sdvok szamat illetéen az AChE mole-
kula formdindl a Globular forma alapjén a G,, G,,
G, alakokat és ezek sdvjait tekintettiik irdnyado-
nak. Azonban a sdvok szdma és azok jelolése te-
kintetében az eddigi vizsgalati eredmények nem
egységesek. Leginkdbb elterjedt a Globular-széria
és ezek jeldléseinek a G, G, , G, haszndlata [12].
Azonban ezeken tdlmenden szerepeltetik még az
Aszimmetrikus formdkat: A, A, A , valamint a
G, amfifil Globular tetramer format. Magat a G,
alakot is az Aszimmetrikus-sorozat alap-épit6 ele-
mének, subunitnak, A -nek is szerepeltetik.

Azonban ezeken tdlmengen haszndljdk még az
L, L, M, H, H, alakokat [31, 4], és megadjdk,
hogy az L, L, M alakoknak a G,, G,, G, Globular
formdk felelnek meg. Ezenkiviil azt is megadjdk,
hogy a H,, H, alakoknak az Aszimmetrikus A, A,
formdk fogadhatdk el. Ezektdl igen eltérSen van,
aki [38] két izoenzimet ad meg, ill. mds [9] patkdny
retina extractumabdl 6t sdvot kapott.

Kisérleti rész
Késziilékek

Elektroforézis késziilék: Sajat tervezésii késziiléket
haszndltunk és ezdltal elértiik, hogy a késziilék az
el6irt héfokra termosztalhat6 legyen.

A haszndlhaté denzitométerek: Chromoscan Joyce,
Loeb and Co., Ltd., Great Britain és Kipp and
Zonen densitometer DD 2 Hollandia.

Inhibitorok: A felsoroldsban szerepl$ inhibitorokat
alkalmaztuk a preinkubalé-oldatban, inkubald-
oldatban, illetve a minta lecentrifugdlt szuperna-
tdnsdban a megadott koncentréci6é szerint: Diizo-
propilfluorfoszfat (DFP) 10 (Sigma), BW 284 C 51
dibromide (MR 63), 10* M, (Anti-cholin esterase),
Wellcome, London (England), Ethopropazinhyd-
rochloride, 10 M.

Szervek feldolgozdsa

A mintdk elkészitéséhez a felhaszndldsra kertils
CFY-patkdnyokat csoportokba rendeztiik: 17-20
darab 7 napos patkdnyt az elsd csoportba és né-
hany feln6tt patkdnyt a masodik csoportba. A cso-
portok patkdnyaibdl egyenként kivettiik a kis-
agyakat (cerebellum) és ezeket a csoportok szerint
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Osszegyjtottiik, majd igy egytitt csoportosan dol-
goztuk fel.

A szerveket az éllatokbdl — elvéreztetés és fizio-
l6gids konyhasé-oldattal torténd perfusié utdn —
gyorsan kiszedtiik, fiziol6gids konyhasé-oldattal
mostuk és mérés utdn azonnal homogenizaltuk
Elvehjem-Potter tipusu tiveg késziilékkel. A ho-
mogenizal6 oldat: 0,2 M Tris-s6sav, pH = 8,3 és 0,5
% (v/v) Triton X — 100 elegye volt. Magdnak a
homogendtnak nedves szovetre vonatkozé kon-
centricidja 50 mg/ml — 100 mg/ml kozott volt. A
higitdst 6vatosan addig végeztiikk, amig az
elektroforetikus sdvok mar nem lesznek duzzad-
tak, ill. j6l kiélesednek. Ebben segitséget nytjthat
a homogendtnak az aktivitdsra vonatkoz6 analizi-
se. A homogendt aktivitdsanak novelése céljabol
ultrahangos szolubilizédldst végeztiink 5 percig, a
késztilék MSE ultrasonic Med.4. élldsdban. Végiil
a homogendtot centrifugdltuk 100.000 g-vel 120
masodpercig.

Gélek elkészitése

Poliakrilamid gélre vonatkozéan kidolgoztunk a
koncentracié valtoztatdsdval egy vertikdlis lap-
technikat [23], melynél figyelembe vettiik a kovet-
kez6 munkadkat: [8, 33, 2, 31, 21]. A gél lapokat
Cyanogum 31-bdl (Serva) dllitottuk els, 8,9 pH-ja
tris-sésav  pufferrel, ~dimetilaminopropionitril
(Serva) és ammonium-perszulfét (Serva) kataliza-
torokkal. A gél lapok elkészitése tiveglapok ko-
z0tt, szobah6mérsékleten tortént, vastagsaguk 3
mm volt. Feliil 5%-o0s gytjtogélt, alatta 5%-o0s
elGelvélasztogélt és alul 7%-os elvédlasztogélt hasz-
néaltunk.

A Triton X-100 (Serva) koncentrdcié a gydiij-
t6gélben és az elGelvalaszté gélben 0,082% (v/v),
mig az alsé elvalaszt6 gélben 0,276% (v/v) volt,
amellyel sikertilt elérni, hogy a kiil6nb6z6 alakok-
nak megfelel6 sdvok a szepardciés gélben jol
denzitometralhat6an és megfelel élességgel kiilo-
niiljenek el, annak dacdra, hogy mintagélt nem al-
kalmaztunk.

Mintak felvitele

A mintdk felvitele el6tt elvégeztiik a homogenat
protein meghatdrozdsat [27], illetve az aktivitds
meghatdrozdsdt [11]. A mintdkat a kapott adatok
alapjdn szdmitott mennyiségben vittiik fel a 3x6
mm-es ablakfeliiletre, ill. ha sziikséges volt, a
homogendtot az adatok alapjan higitottuk. A
homogenét higitdsa megval6sithaté még tapaszta-

lati dton, mindaddig, mig t6bbszori higitds utdn a
lefuttatott mintdk savjai a kivant élességet elérik.

Elektroforézis

Az elektroforézist Juul [17] médszerének tovabb-
fejlesztésével valositottuk meg. Ennek alapja a
Koelle és Friedenwald [20] médszere volt. Ezen ki-
viil felhaszndltuk még sajit gél laptechnikdnk ki-
alakitdsdra Lim, Davis és Agranoff [26] mddszerét,
mely Koelle [19] histokémiai eljdrdsdra éptlt. A
haszndlt katédpuffer 0,2 M/1 glicin (Serva) oldat,
melynek pH-jat tris-sel 83-re dllitottuk be.
Anddpuffer: katédpuffer megfelelen higitott ol-
data. Jelz6festék: bromfenolkék.

Eredmények

A koncentrdcié valtoztatdsdval kialakitott gél
elektroforézis laptechnika (slab techn.) segitségé-
vel vizsgéltuk patkdny kisagy Triton X-100-as
extractum homogendtjaiban az AChE formadit 7
napos és feln6tt patkdnyndl. Eredményiil kaptuk,
hogy a 7 napos patkdnyndl a G, G, és G, alaknak
megfelel 3 savbdl csak a keresett G, sdvnak meg-
felel6 monomer alak van jelen (melynek mobilitd-
sa a legnagyobb), a mdsik két alak: a dimer G, és a
G, alaknak, a tetramernek megfelel6 sav hidnyzik.
A G, és G, alaknak megfelel§ sdvok hidnyat j6l
mutatjdk a denzitometrids gérbék. Osszehasonli-
tdsul megadjuk a feln6tt patkdny denzitometrids
gorbéjét, ahol (2. dbra) jelen van mindhdrom alak-
nak megfelel hdrom sav.

Ezzel szemben a 7 napos patkdnynadl a kisagyban
(1. dbra) csak egy sdv — a monomer alaknak megfele-
16 G, sav — taldlhat6. A masik két alaknak, a G, és G-
nek a sdvja hidnyzik, ezzel jelezve, hogy ezek az ala-
kok a 7 napos patkédny kisagydban nincsenek jelen.

A monomer alak savjat ez ideig csak a tobbi
alak sdvjaival egyiitt sikeriilt megkapni, egyetlen
savként nem. Ennek az egyedi sdvnak kisérleti fel-
tételeit kerestiik, olyan patkdnyt, amelynél csak ez
az egy sdv taldlhat6 és csak ennek a sdvnak meg-
felels alak van jelen. Ennek a sdvnak megtaldldsa
és a vegylilet azonositdsa lehetSséget jelentett
arra, hogy a tobbi alak szdrmazdsdra informdciét
kapjunk, vagyis kisérletileg igazolhatévd vdljon
azon feltételezés, hogy a tobbi alak a monomer
alakbdl szdrmazik. Ez azt is jelenti, hogy a mono-
mer alak nemcsak elméletileg tekinthet alap-épi-
téelemnek , subunit’-nak, hanem szdrmazds te-
kintetében is. Ez azt is jelentené, hogy a t6bbi alak
a monomer alakbél szdrmazik.
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2. dbra: A felndtt patkdny
kisagy (cerebellum) AChE
sdvjdnak denzitometrids
gorbéje. A sdvok szdmozdsa
balrél kezdddik és jobbra nd,
az elektroforetikus vindorlds
jobbrdl balra irdnyul

1. dbra: A 7 napos pat-
kdny kisagy (cere-
bellum) AChE sdvjdnak
denzitometrids gorbé-
je. Az elektroforetikus
vdndorlds irdnya jobbrol
balra.

A denzitometrids gorbék alapjdn az eddigiek-
ben csak hdrom sdvra: G, G, és G, sdvokra vol-
tunk tekintettel. Azonban a koncentrdcié véltoz-
tatdsdval kifinomitott szepardciés technikdnk [23]
segitségével azt kaptuk, hogy mindhdrom sév ket-
t6s. Ezek a kettGs sdvok jol lathatéak, azonban a
denzitometrids gorbék sdvjai Osszeolvadnak, en-
nek folytan szétvdlasztdsukra a szeparacié tovabbi
finomitasa sziikséges.

Megbeszélés

A poliakrilamid gél elektroforézis segitségével
vizsgalt és denzitometrids gorbék alapjan kapott
harom sdv, az AChE hédrom jol észlelhetd alakjdra
enged kovetkeztetni, illet6leg végiil is ezt latszik
igazolni. A hdrom alak koziil a legnagyobb mobi-
litdstt monomer alak &ltalunk kimutatott egyediili
jelenléte lehetGséget nyujt az AChE tSbbi molekula

formdinak keletkezésére, felépitésére, szerkezetére
vonatkozé elgondoldsok, elméletek kialakitdsdra,
illetSleg ezek igazoldsdra. Ezen lehetSség alapjan
ugyanis kisérletileg igazolhatévd vélik azon — ez
ideig csak feltételezett — elképzelés, hogy a mono-
mer alakot az AChE molekula alapépit6-elemének,
subunitjdnak lehet tekinteni. Ezek szerint a dimer
alak, két monomer alak — mint alapépits-elem —
Osszekapcsoldddsa dltal keletkezik. Hidnyzik vi-
szont a hdrom monomer alak Gsszekapcsoldddsa
4ltal keletkezd trimer forma, ami feltételezhetSen
egy dimer és egy monomer alak 6sszekapcsol6da-
saval épiilhetne fel. Ez az alak viszont nem mutat-
hato ki.

A kovetkezs alak tehdt nem a trimer, hanem a
tetramer alak, ami nem a trimer alak + monomer
alak Osszekapcsoldoddsa dltal keletkezik, hanem
két dimer alak 6sszekot6désével jon létre. A mono-
mer alak megtalalt egyediili jelenléte, vagyis az,
hogy minden alak alap-épitGeleme, subunitja a
monomer alak, azt jelenti, hogy e nélkiil a forma
nélkiil egyetlen tovédbbi alak sem épiilhetne fel. Ez
csak akkor lenne lehetséges, ha nem lenne kimu-
tathat6 a monomer alak egyediili jelenléte, hanem
mar a keletkezéskor is minden alak egyforman
képzbdne, vagyis minden alak mér a keletkezés-
kor kialakulna; illetSleg médr a keletkezés elején ki-
mutathatéan jelen lenne minden alak.

Ezzel tehdt — vagyis a monomer alak egyediili
jelenléte alapjan — kisérletileg igazoltnak fogadha-
t6 el, hogy a monomer alak, az AChE molekula
formadinak felépitésében alap-épitGelemnek tekint-
hetd.

Az AChE molekula formai

Altaldnossdgban és leginkabb a Globular formak
szerepelnek [30, 4]. Azonban ezeken tdlmenden
mds alakokat is megadnak: L, L, M, H jelolésti
alakokat [3, 28], valamint L, L,, M, H,, H, alakokat.
A tovébbiakban hat mol. forma is szerepel: L,L,
L, M, H,,, H; [29]. Azt is pontosan megadjdk,
hogy a szerepeltetett Globular alakoknak, a G, G,
G,nek megfelelnek az L, L, és M jel6lések, vala-
mint az Aszimmetrikus A, A, formdknak a H,
H, jelolések [4]. A nativ formak megegyeznek és a
jelolések a G szisztéma 6ta két csalddot tartalmaz-
nak. Az ismert formdk: L, L, M, M, H,_és H, .

Az M_alakot nem mindentitt észlelik (pl. csirké-
ben nem), azonban beleérti a kisebb alakokat vala-
milyen mds széridban. Ezeken tilmenden hasonlé
alakokat ad meg mads szerzd is [28] L, L, M, H,,
H,, valamint ettdl fiiggetlentil [3] L, L, M és H
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AChE tovabbi molekula for-
A B -5 mainak kialakitdsdban. A mo-

-

&\:8
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nomer alak egyediili jelenlété-
nek kimutatdsa azonban iga-
zolta, hogy alap-épitG-elem-
nek, subunitnak lehet tekinte-
ni.

A monomer alak egyediili
jelenlétének kisérleti kimuta-
tdsdval azonban nemcsak azt
igazoltuk, hogy az AChE mo-
lekula formdinak kialakitasa-
ban a monomer alak subunit,
hanem azzal, hogy a tobbi
molekulaforma a kialakulds
kezdetén nincs jelen, kizdrtuk
annak a lehet&ségét is, hogy a
tobbi molekulaforma kialaku-
lasakor ne a monomer alakbdl
képzbédjenek a tovabbi ala-

3A dbra: az AChE dimer formdja

3C dbra: az AChE tetramer formdja

3. dbra: Az AChE kiilonbozd molekula formdi vdzlatosan

3B dbra: az AChE aszimmetrikus formdja

kok. Ugyanis, ha a tobbi mo-
lekulaforma a monomer alak
nélkiil keletkezne, akkor ezek
az alakok lennének kimutat-
hatoéak a kialakulds kezdetén.

alakokat. Ujabb alakok bevezetésével lettek fino-
mitva tovdbb a megadott mol. formdk [29]: L, L,
L, M, H , és H* .. Mds szerz6 [25] a G, , G,,, G,
jelolést adja meg.

A tovédbbiakban az AChE glikozildci6jandl [6] a
GA,, G, és a tetramer G*, Globular formak lettek
megadva specidlis jelolésekkel. Ezzel egyez&en
mads [40] is az AChE nativ molekula formdinak ne-
gyedleges szerkezetével és hidroféb karakterével
foglalkozik.

Az egyes Globular formak szerkezetét dbrakkal
illusztrdlja [32]. A dimer forma két glikoinozitol
foszfolipid végz6désti monomer alak Osszekap-
csolddésa — diszulfidkotéssel — révén keletkezik (3.
A. dbra) a tetramer formdk pedig két dimer forma
Osszekapcsoléddsaval — szintén diszulfidkotéssel —
jonnek létre (3. C. dbra). Az Aszimmetrikus formak
pedig harom tetramer alak — diszulfidhidas — 6sz-
szekotddésével alakulnak ki (3. B. dbra).

1y —ar

A Globular formdk subunitja
G, monomer subunit

A monomer alak, mint subunit feltételezésével és
azzal, hogy ezek 6sszekapcsoloddsdval keletkezik
a tobbi alak, sokan foglalkoztak, de ezt kisérletileg
nem igazoltdk. Ez ideig csak elméletileg tekintet-
ték kezd6 alapformdnak a monomer alakot az

A monomer subunit elméleti feltételezése igen
elterjedt. Ezt tételezi fel [25], amikor subunit asz-
szocidciérél ir és a G, jelolést haszndlja a
monomeric Globular subunitra. Mds szerzénél
[34] két subunit szerepel. [41] az AChE polimer
formdindl katalitikus alegységeket — katalitikus
subunits — tételez fel. [35] a subunit molekulasi-
lyaként 78,000 értéket ad meg. [7] reprezentdlja a
kombindciés differencidt a katalitikus subunit és
az inaktiv végz6désii (-tail) példanyok kozott [5] a
katalitikus subunit két tipusat jel6li meg, melyek
HésT.

Aszimmetrikus formdk subunitja
G, tetramer subunit

Nemcsak a monomer alak szerepel subunitként,
hanem az aszimmetrikus formdkndl a G, tetramer
alak is annak tekinthets. [24] munkdjdban a G,-
ben hidroféb-tailed végzédésnél és az A -ben
kollagén-tailed (végz6dés)-nél szerepel a kataliti-
kus subunit. [14] szerint a subunitok kapcsol6da-
sdra vdzlatos térhdlé6 adhat6 meg. Magdt a
tetramer molekulaformat, katalitikus subunit-ot
szerepelteti, ennek folytdn ez multimer komplex
esetén egyldncd tetramer molekula formaként
szerepel, mint subunit. [39] munkdjdban az aszim-
metrikus molekuldkra az A, katalitikus tetramer
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alakndl egy, az A, -ndl kett6, az A -nél harom
subunit szerepel.

Szedimentacios analizis

Az AChE molekula formdinak felkutatdsdban és
azonositdsaban fontos szerepet jatszik a szedimen-
tdcioés analizis. A kapott szedimentdciés koeffici-
ensek azonositjak az egyes alakokat. A szedimen-
tdcios koefficiensek értékei az egyes alakokra a
szerz8k szerint nem azonosak, eltéréek lehetnek.
Az egyes molekulaformdk értékei leggyakrabban
a kovetkezd intervallumban taldlhaték: monomer
alakndl 3 S —4,5S (ritkdn 5,0 S-ig), a dimer alakok-
nal 55 - 6,5 S és a tetramer alakoknal 10 - 11,5 S
értékek kozotti szérdsban taldlhatok. Ezenkiviil
mas alakokra is adottak a szedimentéciés koeffici-
ensek: L, M, H alakokra, valamint az aszimmetri-
kus mololekulaformékra is.

A [4] szedimentdcids analizisével kapott szedi-
mentdcids koefficiensek értékei: L, =4,0S, L, = 6,1
S, M=10,5 S, H = 16,4 S. Ezeken tulmenfen az
aszimmetrikus formdkra [1] adatai szerint a szedi-
mentdcids koefficiensek értékei: az A4 single tet-
ramer: 10 -11,5S, az A, double tetramer: 13 S és az
A12 triple tetramer: 17 S. Ezekbdl az értékekbdl jol
lathato, hogy az L, érték a Globular monomer adat
értékeivel és az L, érték a Globular dimer adat in-
tervallumdval egyezik, amibdl kovetkezik, hogy
az L, azonosithat6 jel6lés a G, monomer alakkal és
az L, jelolés a dimer alakkal.

A szedimentdacids koefficiens értékeire tovabbi
adatok taldlhatdk, a [25] szerint a monomer alakra
(G,re) 32 S, a G2 dimer alakra 57 S és a G,
tetramer alakra 10,3 - 9,7 S, kés6bbi munkdjdban a
[24] katalitikus G, monomer alakra 3,4 S (60%), a
G, tetramer formara 10,3 S (40%) értékek szerepel-
nek. Az A, esetén kollagén végzddés, a G,-nél hid-
roféb végzddés van megadva.

A [42] munkdban a hidrofil forméra (enzimfor-
madra) 11 S, az amfifil forméra 5,6 S és az aszim-
metrikus alakokra 17 S + 13 S adatok taldlhatok.
Mids munkdban [10] a strukturélis differencidkra
5,6 S értékii szedimentdcids koefficiens szerepel.
[5] szerint a szedimentdcids koefficiens értékei az
amfifil dimernél 5,5 S és a hidrofil dimernél 6,5 S.
[30] és [4] dltal megadott szedimentdcids koeffici-
ensek: G, =45,G,=6,55,G,=105,ill. A, =166S.
[13] adatai monomerre 5,0 S, tetramerre 11,0 S. [22]
szerint a dimer forma alapjdn — 2, 4, 6 aktiv hely fi-
gyelembevételével — az értékek: 4,8 S, 10,5 S, 16 S
és 20 S. [15] adatai a 6 molekulaformdra: G, =3,6 S,
G,=555, G, =10,6 S, Globular formakra, vala-

mint az Aszimmetrikus formédkra A, = 82 S, A,
12,75, A, =16,2S. [16] szerzd két osztélyt szere-
peltet, mely szerint: ,class A”: IA=5,25, 11 = 11,3
S,IV=13,0Sés ,classB”:IB=49S,1I =6,7S. [38]
szerz$ altal megadott szedimentdciés koefficien-
sek:6,5S,75,8S5,10S,12S,16S, 18 S, 19 S. [43]
munkdban a szerz6 4 jelent6sebb format karakteri-
zal: 65,11 5,13 S, 17 S. [18] munkdjadban 4 S, 10 S,
16 S értékek talalhatok. [36] értékei: 5,7 S, 8,6 S,
17,55 és 18 S.

Molekula radiusz

Az AChE molekula formdira tovabbi informd&ciot
szolgdltatnak a kiilonb6zé molekulastlyd alakok-
ra vonatkozé molekula radiuszok. [36] adatai sze-
rint

- a 108,000 mol. sulyu alak radiusza 40,15 A,

—a 117,000 mol. sulyu alak radiusza 43,4 A,

- a 319,000 mol. salyu alak radiusza 78,4 A,

—a 326,000 mol. sulyu alak radiusza 80,25 A.
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Summary

Szakonyi, G., Zelké, R.: Pharmaceutical advice
concerning different pharmaceutical dosage forms

The present paper summarizes the commonly applied types of
drug uptake and the pharmacists’ advice concerning a certain
dosage form. The manuscript also deals with the modified release
dosage forms and their abbreviations in the name of the marketing
authorized products.

Keywords: peroral, intraoral, transdermal, inhalation drug up-
take, modified release dosage forms

Osszefoglalds

Akozlemény rovid dttekintést nyiijt a leggyakoribb gyégyszerbevi-
teli modokrol, valamint az egyes gyégyszerformdkhoz kapcsolodo,
a Qyogyszerész dltal a betegnek nyiijtandé alkalmazdsi tandcsok-
rol. A kézirat kitér a médosttott hatéanyag-leaddsii gyogyszerek,
és azok jelolésére alkalmazott roviditések magyardzatdra is.

Kulcsszavak: perordlis, intraordlis, transzdermdlis, inhaldcios
gyogyszerbevitel, médositott hatéanyag-leaddsii gyogyszerek

Bevezetés

Az Gj gyogyszerek kifejlesztése toretleniil halad
el6re, de ez nemcsak 1j hatéanyagok megjelenését
jelenti, hanem a madr meglévé hatéanyagok uj
gyogyszerhordozé-rendszerbe foglaldsét is. Az el-
miult évtizedekben szdmos tj, innovativ gyogy-
szerformat fejlesztettek ki, igy egyre tobb olyan
gyogyszer létezik, amely képes alkalmazkodni a
betegek kiilonféle igényeihez. Azonban ezen uj
gyogyszerformdk megfelels haszndlatdhoz na-
gyobb tdjékozottsdgra és odafigyelésre van sziik-
ség, mint a megszokott gydgyszerek esetében.

Az 1j gyogyszerformak egyrészt 1j alkalmazasi
modokat jelentenek (pl. gydgyszeres tapaszok,
bukkélis filmek, szemészeti gyodgyszeres filmla-
pok), de az olyan hagyomdnyos gyogyszerformdk,
mint pl. a tablettdk, alkalmazdasa is nagyobb odafi-
gyelést igényel, ha a készitmény mddositott haté-
anyag leaddsu.

Felhasznalasi tanacsok kiilonféle
gyogyszerkészitményekhez
Perorilis gyogyszerbevitel

A perordlis (szdjon keresztiili) adagolds a legnép-
szeribb gydgyszerbeviteli mdéd, és a legtobb

gyogyszert tabletta formdjdban hozzdk forgalom-
ba. A két legfontosabb szildrd, perordlis gyogy-
szerforma, melyeknél 4j technoldgiai megoldaso-
kat valdsitottak meg, a tabletta és a kapszula.

Hagyomdnyosan a tablettdknak csak annyi volt
a szerepe, hogy a hatéanyag egységességét és sta-
bilitdsat biztositsdk, és hogy kénnyen alkalmazha-
té6 gyodgyszerforma legyen. A biogyodgyszerészet
fejlédésével azonban az is kideriilt, hogy egy
gyogyszer tulajdonsdgait nemcsak a hatdanyag
farmakokinetikai paraméterei, hanem a gydgy-
szerhordoz6 rendszer jellegzetességei is meghatd-
rozhatjdk. Felismerve, hogy egy gyo6gyszer hata-
sossdga és biztonsdgossdga megfelel6 formuldcio-
val fokozhat6, létrehoztdk az un. moddositott
hat6éanyagleadé rendszereket. Ennek kiilonféle ti-
pusai ismertek [1].

Késleltetett hatéanyagleadds

Késleltetett hatéanyagleadds esetén a gyogyszer
felszabaduldsa nem azonnal, a bevételt kovetéen
torténik, hanem éltaldban a gyomron torténé atha-
ladast kovetSen, vagy még késébb. Ezt dltaldban
azzal érik el, hogy a gyogyszert gyomorsav-rezisz-
tens, a bél ligosabb pH-jan old6dé bevonattal lat-
jak el. Igy a hatéanyag megvédhets a gyomornedv
kérosit6 hatdsaitdl, illetve a hatéanyag nem kéro-
sithatja a gyomornydlkahdrtyat. Ezzel a médszer-
rel késziilhetnek olyan gydgyszerek is, melyekbdl
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a hatéanyag alapvetSen a vastagbélben szabadul
fel, példdul bakteridlis enzimek hatdsdra [2].

Nuyiijtott hatéanyagleadds

Nydjtott hatéanyagleaddsrdl akkor beszélhetiink,
ha a hatéanyag a konvenciondlistdl eltéren, foko-
zatosan szabadul fel a gyégyszerformdbol. A ha-
tds lassabban alakul ki, de lassabban is cseng le, és
nem alakul ki hirtelen plazmakoncentracié-emel-
kedés. Ezeknek a gydgyszerformdknak tobb els-
nytik is van: a hatéanyag plazmaszintje kevésbé
ingadozik, és kisebb valészintiséggel alakul ki to-
xikus plazmaszint; ezzel a megolddssal lehetGvé
vélik az adagoldsi id6kozok novelése (pl. napi 1x-i
tabletta) még rovid felezési idejti hatéanyagok ese-
tén is, igy novelhetd a betegek egytittmiikods-
készsége és a kényelme.

Szakaszos hatéanyagleadds

A szakaszos hatéanyagleaddsu készitményekbdl a
hatéanyag bizonyos idénként, 16késszertien szaba-
dul fel.

Helyspecifikus hatéanyagleadds

Helyspecifikus hatéanyagleadds esetén a haté-
anyag a gasztrointesztindlis rendszer bizonyos
szakaszdan szabadul fel. Gasztroretentiv gydgysze-
rek esetén a hatéanyag felszabaduldsa a gyomor-
ban torténik. Az ilyen készitmények egyik tipusa,
amikor a gyogyszer tszik a gyomornedv tetején,
és igy ordkon &t helyspecifikusan képes leadni a
hatéanyagot (pl. Madopar HBS®). A kolonspeci-
fikus gyogyszerek pedig a vastagbélbe juttatnak el
hatéanyagot, ami példdul elényos gyulladdsos
bélbetegségekben, illetve egyéb esetekben, ami-
kor a bél lokdlis kezelése sziikséges. Ezzel a m6d-
szerrel csokkenthet6k a gydgyszer szisztémds
mellékhatdsai (kisebb mértékii felszivodds).

Ezeken kiviil még sokféle modositott haté-
anyagleaddsa gyogyszert fejlesztettek ki, és ez a
folyamat ma is tart. Vannak olyan rendszerek,
amelyek csak bizonyos pH-n adjdk le a hat6anya-
got, mig mdsok csak bizonyos hémérséklet felett
vagy alatt. A célzott hatéanyagleadds az egyik
fontos gyoégyszerészeti tjitds, ami fontos olyan ké-
szitmények esetében, amelyben a hatéanyag az
emberi szervezetre igen toxikus (pl. daganatelle-
nes gyogyszerek). Célzott hatéanyagleaddsu
gyogyszer példdul a Caelyx, amely lehet6vé teszi,
hogy a hatéanyag csak a daganatos sejteket pusz-
titsa el. A gydgyszer tgynevezett pegildlt lipo-
szémdkba zdrva tartalmazza a citotoxikus hatdst
doxorubicin-hidrokloridot. Ez el&segiti, hogy a
hatéanyag csak a rosszindulata sejtekhez jusson el
és ne az ép szovetekbe.

Modositott hatéanyagleaddst tobbféle gydgy-
szertechnol6giai megolddssal is el lehet érni (be-
vonatos rezervodr rendszerek, ozmotikus rendsze-
rek, multipartikuldris rendszerek stb.). Ezekkel a
megoldadsokkal d&ltaldban mar meglévd gyogy-
szerkészitményeket alakitanak 4t a betegek igé-
nyeihez jobban alkalmazkodé gyogyszerekké. Az
Adalat GITS® tabletta példdul egy membran altal
szabdlyozott, ozmotikus-pumpa elven miikodé
gyogyszerkészitmény, melybdl az antianginds ha-
tdst és vérnyomadscsokkentd nifedipin egyenlete-
sen (nulladrendti kinetikdval), 24 6rdn keresztiil
szabadul fel. A felszivéddst ezért nem befolydsol-
jak a gyomor-bélrendszer pH értékei és a motilitas
(étkezéstdl fliggetlen biohasznosulds) [3].

Ha egy gydgyszer mddositott hatéanyagle-
adasu, akkor azt dltaldban a gydégyszer nevében
jelzik. Néhany rovidités jelentését foglalja Gssze az
1. tdblazat.

Bar a mddositott hatéanyagleaddsu készitmé-
nyek tobbféle elénnyel is rendelkezhetnek a ha-

L tablazat
Modositott hatoanyagleadasu gyogyszerek jelolései [1]
Rovidités Angol kifejezés Hat6anyag leadas Példa Hat6anyag
CR controlled release szabalyozott hatéanyagleadas Sinemet CR levodopa, carbidopa
EC enteric coated enteroszolvens bevonattal Videx EC didanosine
ER extended release nyujtott hatéanyagleadas Efectin ER venlafaxine
GITS gastrointestinal therapeutic gasztrointesztinalis terapis Adalat GITS nifedipine
system rendszer
HBS hydrodynamically balanced hidrodinamikailag Madopar HBS levodopa,
system kiegyensulyozott rendszer benserazide
MR modified release modositott hatdanyagleadas Preductal MR trimetazidine
SR sustained release nyujtott hatdéanyagleadas Flugalin SR flurbiprofen
XL extended release nyujtott hatdéanyagleadas Cardura XL doxazosin
70K zero order kinetics nulladrendii kinetikaja Betaloc ZOK metoprolol
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gyomadnyos gyogyszerekkel szemben, mégis az al-
kalmazasukat illetéen alaposabb koriiltekintésre
van sziikség.

Az egyik legfontosabb kérdés a szildrd, oralis
gyogyszerkészitményekkel kapcsolatban a felezhe-
toség (ldsd 1. dbra, dontési séma). A gyogyszerek fe-
lezésének kiilonféle elényei lehetnek. Sok esetben
egy adott gydgyszer csak néhdny hatdserGsségben
elérhetd. A gydgyszer felezésével egyénre optima-
lizalhat6 a dézis, ami kiilongsen fontos a gyermek-
és az id6skori gydgydszatban. Tovabba nagymére-
tl tablettdk esetén a felezés megkonnyitheti a le-
nyelést. Végiil egy fontos eldny, hogy a tablettdk
felezésével a gyodgyszeres koltségeket csokkenteni
lehet. Sok esetben ugyanis egy adott készitmény-
nél a kétszeres hatdserdsség szer kozel ugyanany-
nyiba keriil, mint a kisebb hatdserdsségti. Igy
egyes esetekben a gyogyszer felezésével a koltsé-
gek akdr 50%-4t is meg lehet takaritani [4, 5].
Azonban a tablettdk daraboldsdnak is megvannak
a maga veszélyei. Sok esetben ugyanis a felezett
tablettdk stabilitdsa veszélybe kertilhet, és a tome-

giikben is jelentds eltérések mutatkozhatnak, bar
ezeknek az eltéréseknek a klinikai jelentSsége (bi-
zonyos gyogyszerek, pl. sztatinok esetén) nem volt
kimutathato [6, 7].

Fontos figyelembe venni, hogy a legtébb médo-
sitott hatéanyagleaddsu gydgyszer, kialakitdsabol
adédoéan nem felezhets és nem rdghaté Gssze [8].
Ugyanis a gyogyszer felezésével megsériil annak
szerkezete, és a hatéanyag vagy egyszerre felsza-
badul, vagy nem jut el a hatds helyére; végs6 soron
a gyobgyszer biztonsdgossdga és hatékonysdga
gyengiil. Nagymennyiségii gydgyszer hirtelen fel-
szabaduldsakor akdr toxikus mellékhatdsok is je-
lentkezhetnek (pl. vérnyomadscsokkentSk esetén).
Néhdny modositott hatéanyagleaddst tabletta
azonban felezhet6 [1]. Ebben az esetben a tablettdk
onallé gyogyszerhordozé rendszereket tartalmaz-
nak (pl. apr6 bevont pelleteket), melyek integrita-
sa a felezéssel nem sériil, azonban szétragni, pori-
tani ezeket a gydgyszereket sem szabad. Ilyen tab-
letta pl. a Betaloc ZOK®, amely felez&vonallal is el
van latva [9].

homngén matrixhdl épitl fel

Nem
Ivddositott hatdanyag-leadasu a tabletta? 2 5
(utalds a készitmény nevéhen, Felezhetd
segédanyagok)
Igen
A tabletta bevonat néllmli A tabletta vagy a benne talalhatd

kisehb egységele
bevonatial rendelkeznek

Felezhetd

Igen

hatdanyag-kioldodasat
dintden befolyasolja?
(a filtnleépzd segédanyagok
pH-filggd, késleltetett,
elnyijtott oldddisa révén)

A hatdanyag oldhatdsaga
a felszividas helyén

agyon alacsony?

Igen

Nem felezhetd

1. dbra: Tablettafelezés dontési sémdja
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Egyéb megfontoldsok: intesztinoszolvens bevo-
nattal elldtott gyégyszert nem szabad szénsavas fo-
lyadékkal egyiitt bevenni, mert az leoldhatja a be-
vonatot; az uszékapszuldkndl cél a gyomorban
val6 tartézkodds, igy ezeket a gyogyszereket folya-
dékkal kell bevenni és utdna nem szabad lefekiidni.

Nem felezhetd készitmények:

- szublingualis és bukkalis tablettak,

-bélben 0lddédé bevonatos tablettdk,

~hosszu ideig hat6 vagy lasst hatéanyagleaddsu
tablettak,

- réteges tablettdk,

- ozmotikus tablettdk.

Esetlegesen felezhetd készitmények:

- gyomornedvben oldéd6 védébevonattal elldtott,
ill. cukorbevonatos tablettdk,

- ragétablettak,

- mukoadheziv készitmények.

Felezhetd, de nem szétrdaghaté vagy porithaté készitmé-

nyek:

- multipartikuldris rendszerek, ha van felezévo-
nal (pl. Betaloc Zok®, Metoprolol Z).

Néhdny példa felezhetd gyogyszerekre:

- Augmentin DUO® (csak kozvetleniil a bevétel
el6tt),

- Betaloc ZOK®,

- Isoptin SR®,

-Sinemet CR®,

- Convulex retard®,

- Theospirex retard®,

- Metoprolol Z,

- Tegretol CR®.

Néhdny példa nem felezhetd gydgyszerekre:
- Adalat SL®,

- Adalat GITS®,

- Cardura XL,

- Contramal retard®,

- Ceclor retard®,

- Corinfar (UNO) retard®,
- Diaprel MR®,

- Feldene®,

- Kaldyum®,

-Klacid UNO®, XL®,

- Losec®,

- Pretanix retard®,

- Trental®,

- Nitromint retard®.

Felnyithato kapszuldk:

- port tartalmaznak - folyadékba keverhetSk
(esetleges inkompatibilitds figyelembe vételé-
vel), ételre rdszorni (pl. ampicillin, doxycyclin,
ozeltamivir).

Nem felnyithatd és nem szétrdghato kapszuldk:

- nyjtott hatéanyag-leaddsu kapszuldk
(pelleteket vagy szemcsés anyagokat tartalmaz-
nak),

— OROS kapszuldk.

Nem szétrdghato kapszuldk:

-modositott hatoanyag-leadast kapszulak,

-bevont kapszulék,

-enteroszolvens bevonattal ellatott pelleteket
tartalmazo kapszulak.

Intraordlis gyogyszeralkalmazds

Az intraordlis adagolds hatdanyag eljuttatdsat je-
lenti a szdjiiregbe helyi vagy tdvolhatds céljabol. A
terdpia céljatdl fliggetlentil, ennek az alkalmazdsi
moddnak a lényege, hogy a hatéanyag a szdjlireg-
ben szabadul fel, és részben vagy egészben onnan
is szivodik fel [1]. A szdjliregen beliil a gyogyszer-
eljuttatdst harom kategéridba lehet sorolni:

- szublingudlis adagolds, melynek sordn sziszté-
madsan juttatunk el gyégyszert a szdj nyelv alatt
fekvé nydlkahdrtydjan keresztiil;

- bukkalis adagolds, melynél a gydgyszer az arcot
bélels nyalkahdrtyan keresztiil szivodik fel;

- lokédlis adagolds, ami gydgyszereljuttatast jelent
a szajiiregbe.

Alokalis, szdjba torténé gydgyszeradagolds szoka-
sos készitményei leginkdbb a cukorkdk, szdjvizek,
ecsetelSk, ordlis gélek, pasztak és szuszpenzidk.

A bukkalis adagoldssal kapcsolatos egyik leg-
f6bb korldtozds, hogy hidnyzik az a gyégyszerfor-
ma, ami megtartja a gyogyszert a felszivodds he-
lyén. Ezért széleskortien alkalmaznak bioadheziv
polimereket bukkdlis gyégyszerhordozé rendsze-
reknél a kiilonb6z6 formdkban (adheziv tapaszok,
adheziv filmek, adheziv tablettdk, bukkalis gélek).
A bukkalis filmek nagymértékben rugalmasak, és
a gélekhez és kenScsokhoz képest pontosabb ada-
golast biztositanak. Tovdbba a bukkalis filmek al-
kalmasak sebes feliiletek megvédésére, igy csok-
kentik a fdjdalmat, és novelik a kezelés hatékony-
sdgdat [10].

Fontos djitdsnak szdmitanak a szdjban gyorsan
oldodg, illetve szétesd tablettdk. Ezek a készitmé-
nyek novelik a betegek egytittm{ikods-készségét,
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mivel a tablettdt nem kell lenyelni és folyadék al-
kalmazdsdra sincs sziikség [1].

Példdk:

- ZYPREXA VELOTAB: olanzapine tartalmd,
gyorsan diszpergdlddo liofilizalt tabletta. Szajba
helyezve a nydlban gyorsan feloldédik, igy kony-
nyen lenyelhet, illetve vizben vagy mds megfe-
lel6 folyadékban is fel lehet oldani. A tabletta t6-
rékeny ezért a csomagolds kinyitdsa utdn azon-
nal fel kell haszndlni.

- FELDENE FLASH: piroxicam tartalmu liofilizalt
nyelv alatti tabletta. A nyelvre téve a nydlban
vagy vizben old6dva is lenyelhetd. A tabletta viz
vagy nydl jelenlétében szinte azonnal feloldédik
a szdjban.

- SUBOXONE: buprenorphine és naloxone tartalmu
nyelv alatti tabletta, melyet felold6dasaig (5-10
perc) a nyelv ald kell helyezni. Lenyelni nem sza-
bad, mert nem lesz megfelel a gyoégyszer haszno-
suldsa a magas first pass metabolizmus miatt.

- UPRIMA: apomorphine tartalmi nyelv alatti
tabletta, mely helyesen alkalmazva gyorsan fel-
szivédik, de lenyelve a nagyfoku first pass meta-
bolizmus miatt szinte teljesen hatdstalan.

-ONSOLIS: Magyarorszagon nem forgalmazott,
fentanyl tartalmu bukkalis film. Haszndlatakor a
gyogyszert vagy a szdjlireget meg kell nedvesite-
ni és a filmet a szdj belsejére felhelyezni. A meg-
felel6 tapadas érdekében 5 mdsodpercig nyomva
kell tartani a feliileten. Folyadékot 5 perc eltelté-
vel lehet fogyasztani. A film az alkalmazdst ko-
vetSen 15-30 perc alatt feloldédik

Transzdermdlis gyogyszeralkalmazds

A transzdermalis gyogyszerek a bdron keresztiil
szivodnak fel és szisztémds hatdst fejtenek ki. A
legelterjedtebb ilyen rendszerek a transzdermadlis
tapaszok, melyeket a bor feliiletére helyezve lehe-
t6ség nyilik a perkutdn hatéanyag-felszivoddsra
[1]. Bar csak kevés hatéanyag alkalmas transz-
dermédlis alkalmazdsra a bér védd funkcidja miatt,
az ilyen gyogyszereknek mégis van néhdny elénye
a perordlis  gyodgyszerbevitellel  szemben.
Transzdermalis tapaszok alkalmazasakor nem for-
dulhat el6, hogy a beteg véletlentil elfelejti beven-
ni a gyogyszerét és a tiladagolds veszélye is csok-
kenthetd, ugyanis a tapaszok eltdvolitdsdval meg-
szlinik a gyogyszer-felszivodas. A gydégyszer ezen
a médon elkeriili a gyomor-bél rendszert és igy
nem képes irritdlni azt, és csokken a hatéanyag in-
aktivdléddsdnak lehetGsége. A gydgyszer szabé-

lyozott felszivoddsa egyenletes, és hosszan tarté
vérszintet biztosit 6rdkon vagy akdr napokon ke-
resztiil. Kézismert példdk a transzdermalis gyogy-
szerek korébdl a nikotin tartalmt tapasz a do-
hdnyzdasrol valé leszokds elGsegitésére, a fiil mogé
helyezhet6 szkopolamin tapasz, ami véd a tengeri
betegséggel szemben, vagy az erds fdjdalomesilla-
pité fentanil tapaszok [11].

A tapaszokat ép borfeliileten kell alkalmazni,
sima, szOrtelen bérfeliileten. Ha sziikséges a sz6rt
olléval le kell vagni, de nem borotvalni, mert a
megsérti a bért és megvaltozik a gyodgyszer felszi-
voddsa. Gyermekeknél a gy6gyszert a hdtra is fel
lehet helyezni, igy elkertilhets, hogy onnan eltdvo-
litsa azt. A borfeliilet tisztitdsdra tiszta vizet hasz-
ndljunk, mivel a vegyszerek (szappan, olaj, test-
apol6 stb.) megvaltoztathatjdk a bér tulajdonsédga-
it, és igy a felszivoddst. A tapasz felhelyezése el6tt
a bér legyen teljesen szdraz. A tapaszt felnyitds
utdn azonnal fel kell helyezni, és rovid ideig cél-
szertien nyomva kell tartani a bérfeliileten. A tapa-
szok alkalmazdsi helyét véltogatni kell, azonos
bérfeliiletre csak néhdny nap elteltével helyezhetd
fel Gjra. Ha sziikséges a tapaszokat éltaldban felez-
ni is lehet, mivel a gy6gyszermennyiség ardnyos a
tapasz feliiletével.

Inhaldcios gyogyszerbevitel

A belégzésre szant gyogyszerek olyan folyékony
vagy szildrd készitmények, melyeket g6z vagy ae-
roszol formdban juttatunk a tiidébe, lokdlis vagy
szisztémds hatds elérése céljdbdl. Az ilyen készit-
mények tervezésekor rendkiviil sokféle fiziologiai
és technoldgiai szempontot kell figyelembe venni.
A készitmények kozos jellemzGje, hogy a haté-
anyagot daltaldban vagy a vivSanyagban oldva,
vagy diszpergdlt dllapotban tartalmazzdk [1]. Az
inhaldciés készitmények miikodése soran kiilon-
b6z6 méretli részecskék keletkeznek. Ezek a ré-
szecskék méretiiktsl fliggden a légutak kiilonboz
részeibe képesek eljutni. Az 5 mikrométernél na-
gyobb részecskék — méretiiktsl fiiggéen —, lecsa-
podnak a garatban és a nagylégutakban. A kisebb
légutakba a 0,5 és 5 mikrométer kozotti részecskék
képesek lejutni, és ott hatdst kifejteni, ezért terdpi-
ds szempontbdl ez az idedlis részecskeméret. A 0,5
mikrométernél kisebb részecskék nem hasznosul-
nak megfelelen, mivel ezek legnagyobb részét ki-
1élegezziik [12].

Aeroszolokat (leveg6ben szuszpenddlt 0,001-
100 mikrométer atmérgjt részecskék) szamos mo-
don eld lehet 4llitani, ezek koziil a klinikumban
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hdrom mddszert haszndlnak. Léteznek hajtégaz-
zal m(ik6d6, adagoldszeleppel ellatott késziilékek,
vannak dgynevezett porinhaldtorok, és végiil 1é-
teznek stritett leveg6vel vagy ultrahanggal md-
kodd gépi porlasztok [12].

Az inhaldci6s terdpia haszndlhat6é mind heveny,
mind idiilt léguti betegségekben. Elénye, hogy bi-
zonyos gyogyszerek a tidd nydlkahdrtydjarol
rendkiviil j6l szivédnak fel, ebben az esetben
gyors szisztémds hatds érhetd el. Viszont a méd-
szer alkalmazdsa a szisztémds mellékhatdsok
csokkentésére is megfelel§, mivel inhaldciékor a
légutakban és a horg6 nyédlkahdrtydjan magas
gyogyszer-koncentrdcié alakul ki, még ha ala-
csony is volt a bevitt d6zis [12].

Az asthma bronchiale, vildgszerte egyre tobb
embert érintd stlyos légtti betegség, gyogyszeres
kezelésének lehetGségei az elmult évtizedekben je-
lentGsen javultak. Ez egyrészt koszonhetd annak,
hogy 1j hatéanyagokat fejlesztettek ki, mdsrészrdl
a gyogyszerek bejuttatdsat végz6 eszkozok jelen-
t6s technolégiai fejlédésen mentek keresztiil [13].
Az inhaldciés technolégidk legnagyobb hdtranya,
hogy a késziilékek haszndlatdt nem minden beteg
tudja megfelelGen elsajatitani, mivel az komoly
koordindciét igényel [12]. Ezért a betegoktatds az
asthma kezelésének egyik alapvets eleme. A terd-
pia latszolagos elégtelenségének egyik leggyako-
ribb oka a betegek nem megfelel$ egytittmiikodé-
se [14].

Az inhaldciés készitmények alkalmazdsakor
tobb dologra is oda kell figyelni. A belégzést min-
dig szajon at kell végezni, ugyanis az orr az 1 mik-
rométernél nagyobb részecskéket jelent6sen meg-
sztiri. Fontos, hogy a kiilonb6z6 késziilékek mds
és mds belégzési médszert kivdnnak meg. Ez f6-
ként akkor neheziti meg a beteg helyzetét, ha
tobbféle késziiléket is haszndl. Ezen kiviil fontos
még az inhaldci6 idGtartama is. A porinhaldtorok
esetén gyors és erGteljes belégzés sziikséges, az
adagoldszelepes inhaldtorokndl a lassi és mély
belégzés a megfelels. A leveg6 visszatartdsaval fo-
kozhaté a tiidében maradé hatéanyag mennyisé-
ge [12].

Késziilékek

Ma madr rendkiviil sokféle belégzésre szant készit-
mény van, kiilonféle adagoldsi megolddsokkal,
ezért csak dltaldnosan lehet a fontosabb késziilé-
keket / készitményeket &ttekinteni. Példdul csak
budesonide tartalmd, de eltér§ adagoldsi mecha-
nizmusu inhaldciés gydgyszerbdl is igen sokféle

van: Aerox, Aerox Jet, Budesonid Easyhaler,
Miflonide, Pulmicort Turbohaler. Részletes infor-
madciokért ezért mindig el kell olvasni az aktudlis
betegtdjékoztatokat, és alkalmazdsi elSirdsokat,
kilonos tekintettel arra, hogy gyakran jelennek
meg Uj technoldgiai megolddsok.

Adagoloszelepes inhalacios késziilékek

Az adagoldszelepes inhaldcids késziilékek a legol-
cs6bb inhaldcids késziilékek. Harom {6 részbdl all-
nak: palack, adagolészelep, szdjrész. Az adagolé-
szelep teszi lehet6vé, hogy a késziilékbsl mindig
ugyanannyi doézis szabaduljon fel. Megfelel6
haszndlat esetén a hatéanyag 10-15%-a jut el a 1ég-
utakba, a tobbi lecsapddik és végsé soron a tap-
csatorndba kertil. Inhaldciés szteroidok haszndlata
utdn fontos az alapos szdjoblités és a gargarizdlds,
mivel ezek a vegyiiletek lokdlisan gombas ferts-
zést okozhatnak. A késziilékek hétrdnya, hogy a
helyes alkalmazds tigyességet igényel, mivel a
gyogyszer felszabaditdsat és a belégzést Ossze kell
hangolni. Roham alatt szintén nehéz alkalmazni
Oket [12]. Az adagoldszelepes aeroszolok hétré-
nyainak kikiiszobolésére fejlesztették ki a kiilonfé-
le toldalékokat. Ezek lényege, hogy a hatéanyag
el6szor a toldalék terébe jut, és innen torténik az
inhalécié. fgy azok is képesek alkalmazni inhal4ci-
0s gyogyszereket, akiknek ez egyébként gondot
okozna (pl. gyerekek, id6sek). Mdsrészrsl ennél a
megoldasndl a nagyobb szemcsék leiilnek a tolda-
lék faldra, a hajtégaz pedig elpdrolog, igy né a te-
rédpia szempontjabol megfelel6 méretti szemcsék
aranya [12].

Porinhaldtorok

A porinhaldtorok az tjabb fejlesztések eredmé-
nyei. Ezeknek a szerkezeteknek az az elénye, hogy
itt a beteg belégzése inditja meg az adagoldst és a
keletkezett leveg6dram ragadja magdval a hat6-
anyagot. Tobbszor haszndlatos késziilékek esetén
az adagolt port dézisonként csomagolva helyezik
a késziuilékekbe, és csak az alkalmazas soran kertil
ki a hatéanyag a csomagoldsabdl. Ezeknek az esz-
kozoknek tobbféle kivitelezése is 1étezik, kiilonfé-
le hatéanyagok juttathaték célba veliik [1]. Elter-
jedt késziiléktipusok: Diskhaler® (pl. zanamivir),
Diskus® (pl. salmeterol), Turbuhaler® (pl. budeso-
nide), Easyhaler® (pl. salbutamol), Handihaler® (pl.
tiotropium bromide), stb. Ezeket a késziilékeket
mindig a rdjuk vonatkozé szabdlyok szerint kell
alkalmazni, melyek (dbrdval egytitt) megtaldlha-
tok a betegtdjékoztatokban.
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Konyvismertetés

J. Buckingham, K. H. Baggerly, A. D. Ro-
berts, L. F. Szabo: Dictionary of Alka-
loids. Second edition, with CD-ROM.
2010, CRC-Press Taylor&Francis Gro-
up, Boca Raton, USA, 2290 lap.

Az alkaloidok -3 oxiddciés allapoti
nitrogén atomot tartalmazo, nagyrészt
gyengén bdzikus tulajdonsdgu és jel-
lemz6 biolégiai hatdssal rendelkezs
vegyiiletek, amelyeket az él6lények
legkiilonb6z8bb csoportjaibdl, de elss-
sorban novényekbdl izoldltak. A kuta-
tdsukban elért szamos 1j eredmény indokolttd tet-
te, hogy az 1980-as években nyomtatott formaban
megjelent Dictionary of Alkaloids médsodik kiaddsa
naprakész formdban és egy CD-ROM adathordo-
zoval egyiitt Gjbol megjelenjék. Ezzel a patinas ki-
ad6 CRC-Press Taylor&Francis Group nagy szolga-
latot tett az alkaloidokkal foglalkozé szakemberek
széles korének.

A nagyalakt, 2290 aprébetiis oldalt tartalmazé
kotet és a CD-ROM adathordozé egyarant tobb mint
40 ezer cimszot tartalmaz, koziiliik tobb mint 26 ezer
az alkaloidokra jellemz& VX.... vegyiilettipus-kéddal
jelolt csoportba tartozik és tobb mint 25 éves gyfijtés
eredménye. A kotet nem tartalmazza a nitrogén tar-
talma szekvencidlis szerves vegyiileteket, tovdbba
néhdny kiilonleges vegytiletcsoportot (porfinoidok,
aminoglikozidok, stb.), ez utébbiak azonban megta-
lalhaték a lényegesen nagyobb méretd (tobb mint
226 ezer cimszét tartalmazo6) Dictionary of Natural
Products anya-adatbédzisban, amelyet ugyancsak a
fentebb emlitett Kiad6 jelentet meg.

A jelen kiadvany szdmdra a primer irodalom
szemlézése lényegében 2008 madsodik félévében
fejez6dott be, és teljességre torekedett, vagyis
igyekezett az Osszes eddig izoldlt alkaloid eddig
publikalt adatait kozolni.

A kiadvéany bevezet6 részében ismerteti az al-
kalmazott nevezéktanok és a szerkesztés elveit. Az
alkaloidokat kémiai szerkezetiik és/vagy biogene-
tikai-bioldgiai tulajdonsagaik alapjan szerkezeti ti-
pusokba (t6bb mint 120 csoport) soroltdk, és eze-
ket egy vagy tobb kédszdammal (TCC) l4ttak el.

Amennyire lehetséges volt, a hasonl6 szerkeze-
td alkaloidokat a szerkesztSk kozel 11 ezer cim-
szoban (entries) gydjtotték Ossze, amelyekben ko-
z0s szerkezeti képletek ald soroltdk a rokon szar-
mazékokat és varidnsokat. A kotet forészét a cim-
szavak abc rendjében felsorolt alkaloidok legfon-
tosabb fizikai, kémiai és biol6giai tulajdonsdgainak

Alkaloids

with CD-ROM

B leirasai teszik ki. A szerkezeti képletek
a sztereokémiai tulajdonsdgokat is
mutatjdk. Minden izoldlt vegyiilet sa-
jat CRC koédszdamot kapott, emellett
azonban a Chemical Abstracts Service
regiszterszamadi is fel vannak tiintetve,
hogy az eredeti irodalom konnyebben
kikereshet6 legyen.

Az adatmezék (a CD-ROM-on 35
adatmezd!) koziil kiilondsen fontos a
szerkezeti tulajdonsdgok mellett az al-
kaloidok biolégiai forrdsanak (species,
sok esetben névénycsaldd is) megaddsa és a biol6gi-
ai/farmakoldgiai hatdsok felsoroldsa. A CD-ROM-
on kiilon lista (,Drugs”) sorolja fel a jelentSs biol6-
giai hatdssal rendelkez vegyiileteket (Gsszesen
tobb mint 800 szerkezet, koziiliik tobb mint 560 al-
kaloid). Végiil mind az egyes szerkezeti tipusokhoz,
mind az egyes alkaloidokhoz nagyszdmu irodalmi
hivatkozds (primer kozlemény és Gsszefoglald) csat-
lakozik. A kotetet betlirendes vegyiiletjegyzék és a
vegyiilettipusok szerint cimszéjegyzék zarja.

Kiilon nagy értéke a kiadvdnynak a mellékelt
CD-ROM, amely tartalmazza a teljes alkaloid-
adatbdzist, és ezzel lehet6vé teszi a sok szempontua
elektronikus keresést. fgy tobbek kozott lehetsvé
valik a kémiai név szerinti keresésen kiviil, a rész-
szerkezetek szerinti, biolégiai forrds szerinti, és
vegylilettipus szerinti keresés is. A CD-ROM-on
Osszesen 35 adatmez$ van, amelyek mindegyike
kereshets egyedi adatra vagy adattartomdnyra, to-
vabbd a keresésnél az adatmezdk és a taldlati listak
a Boole algebra szerint kombindlhatok. Az is fon-
tos, hogy a Kiad6 az adatbézis idénkénti elektroni-
kus megujitasat igéri.

Mindez nemcsak nagymértékben meggyorsitja,
hanem biztonsdgossd, teljessé és szelektivvé is te-
szi a haszndlatot. A kiadvédny 6ridsi mennyiség
ismeretanyagot tartalmaz jol rendszerezett és
konnyen kereshetd formdban. Jelenleg biztosan
leggazdagabb ismeretforrdsa az alkaloidkémia és
-biolégia irdnt érdekléddknek. Haszndlata nagy
mennyiségli irodalmazé munka megtakaritdsat is
jelenti, tehat ,gazdasdgilag is kifizet6d”. Ezért
melegen ajanlhaté nemcsak kémikusoknak, ha-
nem biolégusoknak, taxonémusoknak, gyégysze-
részeknek, gyogyszerkutatoknak, s6t orvosoknak,
vagyis a kémia és a biolégia hatérteriiletein dolgo-
z6 minden elméleti és gyakorlati szakembernek és
kutat6helyek konyvtarainak.
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