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In memoriam Fonyo Zsolt

Fonyé Zsolt
1943 - 2005

Megdobbenve és nagyon szomoruan allok itt most foldi
porhiivelyed szanalmasan kicsiny maradvanya el6tt kedves jo
baratom Zsolt, akit oly sok szempontbdl tiszteltelek. Tiszteltelek
mindenek el6tt mint embert a sz6 nemes értelmében, aki
embertarsaival, kollégaival, munkatarsaival és tanitvanyaival
szemben mindig joszandékrol tett tantsagot, példamutatd
volt szorgalmaval és sohasem hivalkodott képességeivel vagy
eredményeivel. Az életed utolsd honapjaiban radmért nehéz
sorsodat is olyan méltosaggal és szerénységgel viselted, ami
elétt fejet kell hajtanunk. Tiszteltelek tovabba mint azt a kivalo
tehetségli szakembert, aki a természettudomanyok terén talan
legnehezebben megvaldsithatdt testesitette meg szamomra:
ragyogodan egyesitetted a magasan képzett elméleti kutatdt és a
gyakorlati miiszaki érzéket kivano, alkoté mérnokot.

1967-ben szerezted meg vegyészmérnoki diplomadat a
Veszprémi Vegyipari Egyetemen. Veszprémi egyetemi éveid
alatt éppen nem talalkozhattunk, mert az utanatok kovetkezo
évfolyam volt az elsé, akiket oktathattam. fgy sajnos nem
szo6lithatlak Téged tanitvanyomnak, pedig biiszke volnék ra.

Mint fiatal diplomas elébb az Olajtervhez keriiltél, majd
1974-ben a Budapesti Miszaki Egyetemre. Egy évig voltal a
tokioi egyetemen, majd hat éven at a ziirichi ETH-n — Eur6pa
egyik legrangosabb miiszaki egyetemén — vendégprofesszor.
Hazajoveteled utan, 1994-t6l kezdve egész halalodig pedig
mint egyetemi tanar vezetted a Budapesti Miszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem Vegyipari Miiveletek Tanszékét.

Igen gazdag szellemi termést és szamos mérnoki alkotast
hagytal az utokorra.

7 Konyvnek, 7 konyvrészletnek és tobb, mint 300, nemzetkozi
folyoiratokban megjelent tudomanyos kozleménynek voltal

szerzdje vagy tarsszerzdje. Ez utdbbiaknak a tudomany
fejlédésére gyakorolt hatasat mintegy 1300 hivatkozas
jelzi. Egyetemi el6adasaid alapjan 1971 ota hallgatok
ezrei tanultak Toled kiilonb6z6 vegyészmérnoki
alapismereteket ¢és tobb, mint két tucat PhD vagy
kandidatusi kutatomunkat iranyitottal. Konyveid koziil
a nivddijas Rektifikalas, illetve a Vegyipari Miivelettani
Alapismeretek c¢. munkdk a magyar vegyészmérnok-
képzés altalanosan hasznalt tankonyveivé valtak.

Legfontosabb ~ tudomanyos  eredményeidbdl  itt
természetesen csak apré toredékeket tudok megemliteni.
Ilyen pl. a termikus elvalasztasi miiveletek energetikai
javitasanak termodinamikai megalapozasa, a kiilonleges
kémiai komponens-clvalasztasi eljarasok fejlesztése,
az energiaintegracios ¢és hdszivattyus technologiak
szintézisének korlatozasos mddszerei, az ipari hdcseréld
rendszerek szintézisének Uj szikiileti rendezéelve,
vagy a teljes vegyipari folyamatok tervezésének
integralt stratégiaja, kiilonos tekintettel ennek lehetdleg
kornyezetbarat jellegére. Ezeket az Altalad kidolgozott és
publikalt elveket ma vilagszerte felhasznaljak a vegyipari
folyamatok tervezésénél és iranyitasanal.

Témavezetdje, vagy résztvevoje voltdl nagyon sok
— szam szerint 34 - megvalositott vegyipari, kdolajipari
és petrolkémiai lizem tervezésének vagy technologiai
fejlesztésének. E szakmai alkotasok kozé olyan miivek
tartoznak, mint példaul a Dunai Finomit6 3Mt/év
kapacitast desztillaldo lizemének szétvalasztd oszlopai,
szdmos hazai és svajci vegyipari ¢és kdolajipari
iizem intenzifikalasa, miiszaki kémiai eljardsok
kornyezetkozpontu fejlesztése és energetikai javitasa,
szennyvizek  Ujrahasznositasanak  kdrnyezetvédelmi
célu feliilvizsgalata, tovabba petrolkémiai {izemek
rekonstrukcidjahoz kapcsolddd, kapacitast bovitd és
termék mindséget javitd programok megvaldsitasa.

Rendkiviil aktiv voltdl a tudomanyos kozéletben is: 6
nemzetkozi szervezetben képviselted hazankat, igy pl.
titkara voltal az EURECHA - nak, ennek a tobb mint
100 egyetemet tomoritd eurdpai szervezetnek, amely a
szamitastechnikanak a vegyészmérnoki oktatasban vald
felhasznaldsat segiti eld, valamint tagja voltal a CHISA
nemzetkozi tandcsado testiiletének. De természetesen a
hazai tudomanyos kozéletben is kivetted részedet mint
az Akadémia Miuszaki Kémiai Bizottsdganak elndke,
az Akadémia Doktori Tandcsanak tagja, vagy a Magyar
Kémikusok Egyesiilete Miiszaki Kémiai Szakosztalyanak
elnoke.

Szerencsére nem maradt el munkad elismerése sem:
1995-ben az Ev Oktatdja lettél a Miiszaki Egyetemen,
1998-ban a Varga Jozsef érmet nyerted el és a Magyar
Tudomanyos Akadémia pedig 1998-ban levelezd, majd
2004-ben rendes tagjava valasztott.
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Fiatalon tavoztal koziiliink Zsolt, és bar teljes életmiivet
hagytal magad utan, de munkad gylimolcseit learatni korai
elmeneteled miatt sajnos csak részben volt lehetdséged.
Munkadat ezutan mar tanitvanyaid folytatjak, akik gazdagon
merithetnek szakmai 6rokségedbdl, mindabbol, amit alkottal.

En pedig, aki most a Magyar Tudoméanyos Akadémia és
annak Kémiai Tudomanyok Osztalya nevében bucsizom
Téled, igérem, hogy emlékedet szeretettel megérizziik.
Isten veled!

Inczédy Janos
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In memoriam Paulik Ferenc

Paulik Ferenc
1922 - 2005

A Miiegyetem Altalanos és Analitikai Kémia Tanszéke,
a Magyar Tudomanyos Akadémia Miiszaki Analitikai
Kutatocsoportja, a Nemzetkézi Termoanalitikai ¢€s
Kalorimetrias Szovetség, a tanitvanyok, kollégak és baratok
nevében bucsizom Dr. Paulik Ferenctdl. Fajdalommal
allunk itt, és nehezen vessziik tudomasul, hogy Feri baratunk
nincs mar kozottiink életerejével és optimizmusaval.

Paulik Ferenc a XX. szazadi magyar tudomany egyik
kiemelkedé egyénisége volt, aki munkatarsaival egylitt
lendiiletet és Uj iranyt adott a termikus analizisnek, a kémiai
anyagvizsgalati modszerek egy fontos csaladjanak. Az 50-es
évek elején, amikor Erdey Lészl6 professzorral és dcesével,
Paulik Jendvel egyiitt az analitikai csapadékokat vizsgaltak,
a fejlodés f6 akadalya az volt, hogy az egyes termoanalitikai
modszerek eredményei Osszehasonlithatatlanok voltak.
A nagy felismerések utdlag mar egyszeriinek tlinnek.
gy volt ez harméjuk esetében is: a méréseket egyszerre,
egyazon mintan kell elvégezni, és 1étre kell hozni egy olyan

berendezést, amely erre megbizhatoan képes. Igy sziiletett
meg a vilag elsd, kereskedelemben kaphatd szimultan
termoanalitikai miszere, a Derivatograph, melynek
kiilonbozo, ¢és egyre fejlettebb valtozatait a Magyar Optikai
Mivek gyartotta és exportalta a vildg minden tdjara. Ez lett
minden idok legsikeresebb termoanalitikai berendezése,
melynek szamos megoldasat a tobbi miiszergyarto is atvette.
Az alkotas jelentdségét jol érzékelteti, hogy sokan — és nem
csak a magyar nyelvteriileten — ,,derivatografidnak’ nevezik
a termikus analizis egészét.

A vezetd szerephez Tjabb ¢és ujabb tudomanyos
felismerésekre és miszaki alkotasokra, konyvekre,

cikkekre és szabadalmakra, az alkalmazasi lehetGségek
allando bovitésére volt sziikség. Mikdzben a tanitvanyok,
egyiittmiikodo kutatok és a késziilékek az 6sszes kontinensen
jelen voltak, a fejleszté munka kozéppontjaban évtizedeken
at a Paulik Ferenc vezette laboratorium allt, egy kis csapat,
melynek magjat Feri, koran elhunyt 6ccse, Jend, és néhai
Arnold Miklos kollégank alkotta. A nagyszerii alkotd mellett
— Feri esetében is —nagyszer( tars all. Amikor most Ferinek
megkoszonjik életmivét, e koszonet egy része Erzsébet
asszonyt illeti.

Paulik Ferenc nem csak tudosként és mérnoként, hanem
emberként is kivételes egyéniség volt. Azza tette széleskor
érdeklddése, humora, nyilt, indulatoktdl sem mentes stilusa,
melyen mindig atsiitott a jo szandék és segitékészség. Sok
elismerésben volt része kiilfoldon és itthon, talan még
tobbre is mélto lett volna. Meggy6z6désem azonban, hogy
szamara tobbet jelentett a sok barat és tanitvany tisztelete
és szeretete. Tobbszor elmondta, legutobb tavaly, mikor
egy tudomanyos iilésen a Derivatograph megalkotasanak
otvenedik évforduldjarol emlékeztiink meg: ,,Szerencsés
ember vagyok, mert azt csinalhattam, amit szeretek.”

Kedves Feri! Koszonjiik a tanitast, a segitséget, a baratsagot.
Emléked megdérizziik, munkadat igyeksziink tovabb vinni.
Nyugodj békében.

2005. oktober 27. Pokol Gyodrgy
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Tisztelt Olvaso !

A Magyar Kémiai Folyoirat jelen szdmaban a gyogyszerkutatas forrongo6 teriileteir6l olvashatok
Osszefoglalok. Ezek sorrendben a kovetkezd témakkal foglalkoznak: A genom alapu kutatas egyik
nélkiilozhetetlen eszkdze a polimerdz lancreakcio, amelynek gyogyszerkutatasi alkalmazasat foglaljak
Ossze a szerzok. A korai felfedezd szakasz meghatarozd tevékenysége a megfeleld kis molekulak
csaladjanak, csaladjainak kivalasztasa, amelyet nagymértékben felgyorsithat a virtudlis sziirévizsgalatok
helyes alkalmazasa. Napjaink gyogyszerjeloltjeinek egyik hatranyos tulajdonsiaga a kedvezdtlen
vizoldékonysag. A vezérmolekuldk ¢és gyogyszerjeloltek ,,gyogyszerszeriiségének™ (drugability)
biztositasara fiziko-kémiai tulajdonsagaik szisztematikus vizsgalata mind korabbi kutatasi szakaszban
keriil elétérbe. A vizsgaland6 vegyiiletek, a gydgyszerjeldltek szintéziseinél egyre nagyobb teret nyer a
fémorganikus kémia alkalmazasa, amely teriilet fontossagat 2005 évben kémiai Nobel dijjal ismerték el.
A vizsgalatra keriilé vegyiiletek eldallitasat forradalmasité kombinatorikus kémia egyik ujabb valtozatat
ismerteti at a dinamikus kombinatorikus keémiardl irt Osszefoglald. A sorozatot a Gyodgyszerkutatd
Intézetben az AMPA antagonista hatasu 2,3-benzodiazepinek teriiletén végzett évtizedes kutatasokrol
késziilt attekintés zarja.

Bizom abban, hogy a fenti 0sszefoglalok szélesithetik az olvasok gyogyszerkutatassal kapcsolatos
ismereteit.

2005. december

Hermecz Istvan
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A polimeraz lancreakcio (PCR) és gyogyszerkutatasi
alkalmazasai

DEZSO Péter és NAGY Jozsef
Richter Gedeon Rt., Gyomrdéi ut 19-21., 1103 Budapest, Magyarorszag

1. A PCR sikertorténete

A tudomanytorténet Ggy tartja, hogy a polimeraz lancreakcio
(PCR: Polymerase Chain Reaction) elve 1983 aprilisaban,
egy holdvilagos ¢jszakan sziiletett meg egy észak-kaliforniai
orszaguton Kary Banks Mullis elméjében. A modszer elvét,
egy gyakorlati eredmény bemutatasan keresztiil, 1985-
ben kozolte le a Science magazinban.! Ettl az idéponttol
a PCR altal, egy egyszeri elven alapuld, de zsenialis
technikdval boviilt a molekularis biologia eszkoztara.
Ez a ciklikus, in vitro, enzimkatalizalt, DNS-szintetizalo
eljaras lehetdséget teremtett arra, hogy kimutathat6 szintre
noveljék a vizsgalni kivant DNS-szakaszt, lényegében
megsziintetve igy a DNS vizsgalatok mennyiségi korlatait.
Az 1j modszer alkalmazasanak kdvetkeztében a publikaciok
szdma e témaban exponencidlisan novekedett. 1989-ben
a PCR ,motorja”, a Taq DNS-polimerdz enzim, elnyerte
a Science magazin ,,Ev molekuldja” cimét. E modszer
kiemelkedd jelentéségének koszonhetden, Mullis 1993-
ban kémiai Nobel Dijat kapott. Jelenleg az élettudomanyok
szinte minden agaban, tobb, mint kétszdzezer tudomanyos
koézleményben alkalmaztdk az alapeljarasnak mintegy
szazféle specialis valtozataként ezt a technikat. A PCR-rel
kapcsolatos termékek, reagensek és késziilékek hatalmas
tarhaza all ma mar rendelkezésiinkre; igy kijelenthetd, hogy
ma mar egy PCR késziilék éppugy alapfelszereltsége egy
molekularis biologiai laboratoriumnak, mint mondjuk egy
hiitészekrény.

2. A polimeraz lancreakci6 elve

Ez a forradalmian 10j technika tehat egy olyan in vitro (egyes
specialis alkalmazasokban in sifi) modszer, amelynek soran
meghatarozott DNS szakaszokat lehet enzimatikus médon
megsokszorozni (amplifikalas) két, az amplifikdlando
szakaszt kozrefogo, specifikus szekvenciaju oligonukleotid
(primer) segitségével. A PCR elve a DNS fiiggé DNS
polimerazok aktivitdsan alapul. Ezek az enzimek egy
inditd6 oligonukleotid, a primer segitségével képesek
lemésolni, és igy megkettézni az eredeti DNS szalat.
Ismételt mikodésiik sordn az eredeti DNS molekula, a
templat hatvanyozottan felsokszorozodik. Emiatt kapta ez a
modszer a polimeraz lancreakcio elnevezést. Akar 10000bp
(bazisparban hatarozzdk meg a DNS hosszat) DNS-szakasz
is felsokszorosithatd ezzel a mddszerrel. A PCR technika
1étrejottét egy termostabil DNS-polimeraz, a Taq-polimeraz
felfedezése és az automatizalt fiitéblokkok (PCR késziilék,
thermocycler) kialakitasa tette lehet6vé, mivel a reakcio
altalaban 50-95°C-os hoémérsékleti tartomanyban zajlo
ciklikusan ismétlodoé lépésekbol all. Az exponencialisan
felsokszorozott DNS agaréz vagy poliakrilamid-gélen
mutathat6 ki, interkalalodd DNS festék (etidium-bromid)
segitségével.

“Tel.: (1)4315535; fax: (1)2605000; e-mail: p.dezso@richter.hu

2.1. A PCR reakcio menete

Az amplifikacié soran a DNS-szintézis, majd a képzddott
termék denaturacidjanak ismétlédé ciklusai (2540
ciklus) zajlanak. A PCR reakcio rendkiviil érzékeny,
elméletileg alkalmas arra, hogy akar egyetlen DNS
molekulat is felszaporitson és ezaltal vizsgalhatdva tegyen.
A sokszorositani kivant DNS-szakasz bazissorrendjét,
szekvenciajat nem feltétleniil sziikséges teljes egészében
ismerniink (egyes specidlis esetektdl eltekintve), csupan
a két végén elhelyezkedd 15-30 nukleiotid sorrendjét kell
tudnunk, ahova a primerek hibridizalnak. A primerek jeldlik
ki az amplifikdlni kivant DNS-szakaszt. A kettdsszala
DNS szétvalasa, denaturicidja utan torténik a primerek
hibridizacidja (annealés). A primerek a denaturalt, egyszalu
templdt DNS lanchoz H-hidak altal kapcsolodnak a
bazisparosodas elve szerint, azaz kizardlag adenin-timin
(A-T), citozin-guanin (C-G) kapcsolatok jonnek Iétre.
A primer utolsé nukleotidjaban szerepld dezoxiriboz
3’ helyén egy szabad OH csoport talalhatd, amelyhez a
DNS fiiggd DNS-polimeraz kapcsolja a soron kovetkezd
komplementer nukleotod 5’ foszfat csoportjat. Ha csak
egy primert hasznalunk, a polimerizacid a primer 3’ végén
kezddédik és addig tart, amig véget nem ér a templat, vagy
amig a DNS polimerdz le nem valik a megszintetizalt
kettésszala DNS darabrol. Adott hosszusagh DNS-
szakaszok  amplifikaciojahoz legalabb  két  primert
haszndlunk a PCR reakcidban, az egyik meghatdrozza a
kier6sitend6 szekvencia elejét (forward primer), amely az
ugynevezett sense DNS-szalhoz hibridizal, a masik pedig
a végét (reverse primer), amely az antisense DNS-szalhoz
kotédik a reakcid soran. Igy a reakcié végén csak a kivant
DNS-régid lesz jelen. Mivel a primerek sokkal nagyobb
szamban vannak jelen a reakcidelegybe, az eredeti parens
DNS-lancok hibridizacidja nem jon l1étre. Mivel az annealas
soran a primerek az eredeti DNS lancokhoz is folyamatosan
kapcsolddnak, nem csak az exponencialisan (idealis esetben
2" ,n” a ciklusszam) sokszorozodd PCR-termékekhez,
masodlagos és harmadlagos termékek is képzddnek, de ezek
mennyisége csak linedrisan ndvekszik.

A PCR reakcio egy ciklusa tehat az alabbi harom 1épésbol
all (1. abra):

1. A DNS lancok szétvalasztasa 15-60 masodpercig tartd
94-97°C-ra torténd felmelegitéssel (hddenaturacio).

2. A primerek hibridizalasa (annealas), az elegy 50-70°C-ra
vald lehitésével (30-60 sec). Az annealasi homérséklet
els6sorban a primerek olvadasi hdmérsékletétdl fligg,
de a modszer bedllitasanal ezt minden esetben optimalni
kell.

111 évfolyam, 4. szam, 2005. december
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3. A DNS szal szintézise (extenzid). A reakcid elegyben
talalhaté dezoxiribonukleozid trifoszfatok (dNTP)
polimerizacidja elsdsorban akkor torténik, amikor a
minta hémérsékletét 72°C-ra, azaz a Taq-polimeraz
optimalis muikdodési homérsékletére allitjuk be.
A primerek elongéacidja 5’3’ iranyban folyik
meghatarozott ideig, a PCR-termék méretétdl fiiggden
1-3 percig.

Hoddenaturacio
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1. Abra. A PCR reakcié 1épései

2.2. A PCR komponensei

Az altaldban 20-100pl végtérfogati reakcidelegybe az
alabbi Osszetevoket kell bemérni, miel6tt a PCR-késziilékbe
helyezziik a rendszerint 200ul-es mlianyag reakcidedényt, a
PCR-csovet:

o Templat-DNS: bioldgiai mintabol izolalt DNS, amely
lehet genomialis- vagy extrakromoszomalis DNS (plazmid)
vagy RNS-r6l reverz transzkripcidoval atirt ugynevezett
cDNS;

e Primerpar: a 15-30 bazis hosszisagu egyszalu forward és
a reverse primer ekvimolaris mennyiségben;

o dNTP-keverék: egyenld mennyiségben tartalmazza a
DNS lanc épitékoveit (dACTP, dATP, dGTP, dTTP);

e Tag-polimeraz: DNS fiiggd DNS-polimeraz, optimalis
miikddési homérséklete 72 °C, jol toleralja a 95 °C-on
torténé DNS denaturaciés homérsékletet, aktivitasa kb. 30-
40 amplifikécios ciklust is elbir;

o Puffer: a Taq polimerdz megfelelé mikodéséhez biztositja
az idedlis PH-t, ionerdsséget ¢és sokoncentraciot;

e MgCl: a Taq polimerdz miikddéséhez nélkiilozhetetlen
kofaktor.

2.3. Primertervezés

A primertervezés, azaz a primerek nukleotid sorrendjének
meghatarozasa soran informaciora van sziikségiink a
vizsgalni kivant DNS szekvencidjat illetden. Jelenleg
mar hatalmas mennyiségli genetikai informacio all
rendelkezésiinkre, melynek nagy részeletolthetd az Interneten
nyilvanosan elérheté adatbazisokbol. A megfeleld primerek
kivalasztasa, megtervezése a sikeres PCR legfontosabb
elofeltétele. Kereskedelmi forgalomban kaphaté primer-
tervez0 szoftverek nagyban megkonnyitik ezt a feladatot.
Ezek a programok a betoltdtt DNS-szekvencia birtokaban
megadjak az adott kisérlet elvégzés¢hez legalkalmasabb
primerpar bazissorrendjét. Az oligonukleotidok szintézisére
specializalodott cégek ma mar akar néhany napon beliil a
rendelkezésiinkre tudjak bocsatani a kivant primereket.A
primerek hossza (15-30 nukleotid) és GC-tartalmuk, ami
altalaban 40-60% ko6zott van, kdzel megegyezd kell, hogy
legyen. A primerpar hosszbeli és GC-aranybeli egyezésének
a kovetkezménye, hogy az olvadaspontjuk (Tm — az adott
DNS szakaszra jellemz6 hémérséklet, ahol 50-50%-ban van
jelen az kettds szali és az egyszalu lanc) is kozel azonos.
Ez biztositja, hogy az annealasi hdmérsékleten — amit elsd
Iépésben 5°C-kal az olvadaspont alatt érdemes beallitani
— mindkét primer megfelelé hatékonysaggal képes legyen
hibridizalni a templat DNS-hez. Fontos tovabba, hogy a
primer ne alakitson ki masodlagos-, hajtli-szeri strukturat és
keriilendd a primerek kozti intermolekularis kolcsonhatas is,
igy megakadalyozhat6 a nemkivanatos melléktermékek — pl.
primer-dimerek — képzddése.

2.4. Enzimek

Az amerikai Yellow Stone Nemzeti Park hdforrasaiban
¢l6 mikroorganizmusok kiilonds jelentdségre tettek
szert a PCR technika elterjedésével. A PCR sordn, a
hoédenaturacios lépésben alkalmazott magas homérséklet
miatt a kezdetekben hasznalt DNS polimerazok elveszitették
aktivitasukat, igy azokat minden ciklusban potolni kellett.
Egy termofil archaebaktérium, a gejzirforrasokban honos
Thermus aquaticus DNS fiiggé DNS polimerdza (Taq
polimerdz) viszont magas homérsékleten sem denaturalddik,
ezért ezt az enzimet kezdték széles korben alkalmazni a PCR
technologiaban. Ma mar a termostabil DNS-polimerazok
széles kore all rendelkezésre, kezdve a klasszikus Taqg DNS-
polimeraztol a reverz transzkriptaz aktivitassal is rendelkezd,
a Termus thermophilus-bol szarmaz6 Tth DNS-polimerazig.
Ezzel az enzimmel egy reakcidedényben elvégezhetd az
mRNS-r6l DNS-re torténd atiras, azaz a reverz transzkripciod
¢és ezutan az igy létrehozott DNS-amplifikacioja is.

Egyes specialis eljarasoknal sziikség van arra, hogy a PCR-
termék teljes mértékben megdrizze az amplifikdlandé DNS-
szakasz genetikai informaciotartalmat (pl. cDNS klonozésa
plazmidba). Ebben az esetben példaul a Pyrococcus woesei
baktériumbol szarmazo Pwo DNS-polimerazt hasznalhatjuk,
amellyel a DNS szintézis nagy foku pontossagat lehet
elérni. Ez az enzim rogton képes kivagni az esetlegesen
hibasan beépitett nukleotidot, tehat javito mechanizmussal
— proof-reading aktivitdssal — is rendelkezik. A Pwo
DNS-polimeraznak [étezik egy rekombinans technikéval
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kialakitott j, még hatékonyabb valtozata is, a Tgo DNS-
polimeraz, ami kivaléan alkalmas hossza DNS szakaszok
pontos reprodukcidjara.

Elterjedten alkalmazott enzimek a mesterségesen modositott
Fast Start vagy Hot Start Taq DNS-polimerazok. Ezek az
enzimek azért hasznosak, mert hasznalatukkal rendkiviili
mértékben lecsokkenthetd az aspecifikus melléktermékek
képzddése. Mivel ezek a melléktermékek leginkabb
a reakcioelegy Osszemérése, vagyis a PCR reakcio
elinditasa el6tt képzddnek, ezeket az enzimeket specifikus
monoklonalis ellenanyagokkal deaktivaljak. A PCR ciklusok
megkezdésekor ezek az enzimek egy egyszeri kb. tiz percig
tartd 95°C-os hokezeléssel aktivalhatoak, igy elkeriilhetd,
hogy mar a PCR megkezdése el6tt DNS szintézis torténjen.

2.5. Gélelektroforézis

A PCR-reakcidoban alkalmazott primerparok bazisparra
pontosan megszabjak a PCR-termék méretét. Ezért ha
a reakcio végeztével meghatarozzuk a felsokszorozott
DNS-fragmentum hosszat, akkor megbizonyosodhatunk a
vizsgélni kivant DNS-szakasz jelenlétérdl. Erre e feladatra
alkalmazhato6 az agardz- és a poliakrilamid gélelektroforézis.
Ezek olyan elektromigracios modszerek, melyek alkalmasak
kiilonbdz6 méreti DNS-fragmentumok elvalasztasara. Itt a
negativ toltésii DNS-molekuldk egyenaramu elektromos
térerd hatasara a pozitiv pdlus, az andd felé vandorolnak
az elektrolit oldatba helyezett térhdlos gélfazisban ami
biztositja méretiikk szerinti elvalasztasukat. Egy DNS
paraméter hatdrozza meg: a DNS-molekula mérete, tdltése,
konformacidja, a gél koncentracidja és az alkalmazott
elektromos térer6. A DNS-fragmentumok gélben torténd
detektalasara legelterjedtebben alkalmazott vegyiilet az
etidium-bromid, amely a DNS-molekulaba interkalalodik €s
UV fény hatasara narancssargan fluoreszkal.

A gélelektroforézis eredményeinek kiértékeléséhez a
kereskedelemben forgalmazott molekulatomeg markerek
nyujtanak segitséget. A DNS-fragmentumok elektroforetikus
mobilitasa aranyos azok bazisparban kifejezett méretének
logaritmusaval. A molekulatomeg markerek ismert méretii
DNS-fragmentumokat tartalmaznak, ezért kalibracios
gorbe szerkeszthetd (Igbp vs. mobilitdsfmm]) az azonos
gélben futtatott ismeretlen méreti fragmensek méretének
meghatarozasahoz.

Génexpresszids vizsgalatoknal elterjedten alkalmazott
szemi-kvantitativ eljaras a target mRNS-bol RT-PCR-rel
(Reverse Transcripcion - Polymerase Chain Reaction)
felsokszorozott termék elektroforetikus képének
denzitometridas modszerekkel torténd elemzése. Ennél a
modszernél egy végponton ledllitott PCR reakcio utan
torténik az analizis. Mivel ekkor a DNS-amplifikéciot leird
PCR-kinetikai gdrbe mar plato fazisban van, — ahol a reakcio
mar kimeriilt — nem lehet egyértelmiien kovetkeztetni a
mintaban 1év6 kiindulasi nukleinsav mennyiségre. Manapsag
az RNS-szintli génexpresszié mennyiségi meghatarozasahoz
ugynevezett kvantitativ- (QPCR) vagy real-time RT-PCR
technikat hasznalnak.

3. PCR-késziilékek
3.1. Hagyomanyos berendezések

A PCR-reakcid hoémérséklet-profiljanak kivitelezéséhez
automatizalt flitdblokkok (thermocyclerek), azaz PCR-
késziilékek hasznalatosak. Ezek olyan Peltier-elemes
flités-hiités rendszerrel rendelkezd, mikroprocesszor altal
vezérelt, programozhaté berendezések, melyek nagy
pontossaggal képesek egyenletes homérsékletli kornyezetet
(< £ 0,1 °C) biztositani a reakcidhoz. A kiilonb6z6 méreti
PCR-csovek elhelyezésére jo hdvezetd-képességli fémbol
(pl.: aluminium) késziilé fiitéblokkok hasznalatosak. A
programozhaté hémérséklet tartomany altalaban +4-t61 +99
°C-ig terjed és a maximalis fitési-h{itési sebesség 2-3 °C/sec.
Manapsag mar a fémblokkok flithetd tetdvel fedhetoek le,
melynek hdmérsékletét 105 °C-ra allitva, megakadalyozhato
areakcioelegy elparolgésa. Ennek kikiiszobolésére korabban
olajos fedoréteget vittek fel a reakcioelegy felszinére. Az
ugynevezett gradiens PCR-¢ek, programozhaté hémérséklet-
gradiens kialakitasara is képesek a fiitdblokkon beliil. Ennek
a segitségével rovidebb ido alatt optimalizalhatd az annealasi
homérséklet, valamint tobb, eltéré annealasi hOmérsékletli
PCR-reakci0 is futtathaté egy idében.

3.2. Real-time PCR-ek

A valds idejli, real-time PCR-késziilekek kifejlesztésével
lehetéség nyilt az amplifikacios gorbék, az ugynevezett
PCR-kinetikai  gorbék felvételére.> E  berendezések
segitségével ciklusrél ciklusra nyomon kovethetd a
végtermék felsokszorozodasa.

A wvalés idejii detektdlds fluorimetrids uton torténik.
Ennek el6feltétele valamely arra alkalmas fluoreszencias
jelzési technika hasznalata. A SYBR Green I fluoreszcens
DNS-festék (Molecular Probes) példaul a kettdsszala
DNS-molekuldkba épiil be, lehetdvé téve ezzel annak
fluorimetrias detektaldsat. Specialis fluoreszcens probakkal
- példaul hibridizaciés probdkkal vagy Ugynevezett
fluorogén 5’ nukledz-, mas néven TagMan probakkal
(Applied Biosystems) - a PCR-termék szekvenciaspecifikus
kimutatasa is megvaldsithatd. A hibridizacios probapar két
kiilonbozé fluoreszcens festékkel jeldlt oligonukleotid,
amely egymastol 1-3 nukleotid tdvolsagban hibridizal a
PCR-termékre. A gerjesztett donor festék fluoreszcens
rezonancia energia transzfer révén gerjeszti az acceptor
festéket, melynek fényemisszidja detektalhato. A TagMan
proba pedig egy olyan oligonukleotid, amely egy reporter
¢és egy quencher festékkel van jelolve. A reporter festék
emisszidja csak akkor detektalhatd, amikor a DNS-
polimerdz lehasitja azt az extenzids lépésben. A real-time
PCR-ek kiilonbozé hullamhossza gerjesztési fényforrast
(LED vagy lézer) tartalmaznak és kiilonboz6 hullamhosszu
fluoreszkalo jelet képesek detektalni egyes esetekben nagy
¢érzékenységli  PMT-detektorral (fotoelektron-sokszorozo)
vagy digitalis CCD kameraval. A hagyomanyos fémblokkal
rendelkezé berendezéseken kiviil manapsag mar léteznek
ultragyors késziilékek is. Ezek 1égbeftjasos technoldgiaval
rendelkeznek, melynek segitségével akar 20 °C/sec fiitési-
hiitési sebesség is megvalosithatdo (LightCycler, Roche).
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Manapsag mdar valamennyi real-time PCR-késziilék
rendelkezik olvadaspont analizis funkcioval. Ez lehetdséget
ad a reakci6 elegyben 1évo kett6sszali DNS-fragmentumok
olvadasi gorbéjének felvételére. Megfelelé pozitiv kontroll
jelenlétében azonosithaté a kivant PCR-termék, tehat nem
sziikséges gélelektroforézissel leellendrizni azt.

A real-time PCR-késziilékek megjelenésével tehat nemcsak
kvalitativ, hanem kvantitativ informaciéhoz is juthatunk
a vizsgalni kivant nukleinsavat illetéen. Az adott mérési
rendszeren belill ezt az informaciot az Ggynevezett attorési
pont (C)) adja meg. A C, azt a ciklusszamot jelenti,
ahol a minden egyes ciklusban detektalt fluoreszcens
jel exponencialisan novekedni kezd. Egy standard sor
segitségével, amely a az amplifikdlandé nukleinsavat ismert
koncentraciokban tartalmazza, felveheté a kalibracios
gorbe, azaz az attorési ciklusszdmok a koncentraciok
logaritmusanak fiiggvényében. fgy azismeretlen mennyiségii
cél nukleinsavat tartalmaz6 mintara jellemzd attdrési pont
megmérésével meghatarozhatd annak koncentracidja.
Kalibracios gorbe hianyaban alkalmazhatunk komperativ
C, metodikat, amely az attorési ciklusszamok kozvetlen
Osszehasonlitasat teszi lehet6ve.

4. A PCR alkalmazasi lehetéségei a gyogyszerkutatasban

A gyogyszerkutatas teriiletén is szamos lehetdség kinalkozik
a polimeraz lancreakci6 alkalmazasara; olyan molekularis
biologiai kérdésfelvetések megvalaszolasara, ahol sziikség
van egy adott nukleinsav — DNS vagy akar mRNS — mindségi
vagy mennyiségi kimutatdsa. A PCR kivaloan alkalmas
példaul transzgén allatmodellek ellendrzésére, ahol a bevitt
gén jelenlétét és annak kifejez6dését kell visszaigazolni.?
Hatasmechanizmus felderités esetén vagy toxikologiai
vizsgalatoknal  alkalmazott  microarray  (DNS-chip)
kisérletek talalatainak validalasara szinte kizarélag real-
time PCR-t alkalmaznak.* Hatéanyag hatasara bekovetkezo
génexpresszid valtozas nyomon kovetésére vagy target-
validalasra is hasznalhato ez a technika.’ qPCR-rel lehet
ellendrizni pl. az RNS-interferenciaval gatolt génmitkodést
az egyes betegségmodellekben.® Egy adott indikacio
szempontjabdl relevans génmutaciok vagy SNP-k (Single
Nucleotide Polymorphisms) azonositdsa, genotipizalasa is
megvaldsithatd a PCR-rel.” Szamos molekularis biologiai
eljaras van, ahol a PCR-rel felsokszorozott termék tovabbi
felhasznalasa valosul meg (pl.: ¢cDNS klonozas, in situ
hibridizacio).®

Real-time PCR-rel vizsgalhato egy adott sejtvonalba
mesterségesen bevitt gyogyszer célpontot kodold gén
kifejez6dése.”!? Ezaltal kivalaszthatdo a legmagasabb
expresszios szinttel rendelkezé rekombindns sejtvonal,
amely a tovabbiakban alkalmas a hatdéanyagok funkcionalis
tesztelésére. Ezt az utobbi alkalmazasi lehetdséget az alabbi
konkrét gyakorlati példa szemlélteti.

4.1. NR2B N-metil-D-aszpartat receptor alegység
expressziojanak kvantitativ vizsgalata

4.1.1. Bevezeto

Az NMDA receptorok a glutaminsav receptorok csaladjaba
tartozo, legalabb egy NR1 és valamelyik NR2 alegységekbdl

felépiild heterooligomer fehérjék. Az NR2 alegységeket négy
(NR2A-D), az NR1-et egyetlen gén kodolja, ami azonban
8 féle mRNS-s¢ irodhat at (splice variansok)." Ujabban
felfedeztek NR3-nak elnevezett alegységeket is, melyeknek
modulalo szerepet tulajdonitanak. Mivel a természetben
az NMDA receptorok kevert alegység-Osszetételiiek
— feltehetden tobbféle NR2 alegység fordulhat el akar egy
receptoron beliil is —, az NR2B szelektiv NMDA antagonistak
kutatasa soran, az alegység-szelektivitas vizsgalata céljabol,
sziikség van olyan in vitro rendszerckre, amelyekben
biztositott az azonos alegység-Osszetétel.'”” E célbol olyan
sejtvonalakat hoztunk létre, amelyek a kivalasztott receptor
alegységeket (ugyanazt az NR1 ill. valamelyik NR2 altipust)
stabilan expresszaljak ¢és mikodOképes receptorokat
képeznek. E sejtvonalak felhasznalasaval lehet6ség nyilik
az egyes vegyiiletek funkcionalis tesztelésére, alegység-
szelektivitasuk ellendrzésére.

Az NR2B N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor alegység
génexpressziojat human embrionalis vese (HEK293)
sejtekbdl kialakitott, patkany rekombinans NR2B alegységet
stabilan expresszalo sejtvonalakon vizsgaltuk. A méréseket
LightCycler (Roche) real-time PCR berendezéssel végeztiik,
A kalibralashoz a tisztan patkdny NR2B mRNS-t tartalmazo
standard mintakat in vitro transzkripciéval hoztuk Iétre, és a
pontos RNS koncentraciojukat fluorometriasan hataroztunk
meg. Egy er6sen illetve egy gyengén expresszalo,
valamint negativ kontrollként a nem transzfektalt eredeti
sejtvonal vizsgalatat, a vektorkonstrukci6 altal hordozott
indukcids rendszernek az altalunk bevitt patkdiny NR2B
gén expresszidjara gyakorolt hatdsat mutatjuk be. Mig
a nem transzfektalt sejtekben nem talaltunk NR2B
expressziot, a két 1étrehozott sejtvonal esetében az NR2B
mRNS-ek mennyisége az indukald agens (muristeroneA)

ey

Az igy kidolgozott mérési modszer birtokaban lehetdség
van a patkdny NR2B gén expresszidjanak abszolut
kvantifikdlasara. A mérésekre alkalmas sejtvonalak
kivalasztdsa sordn a nyilvanvalé kvalitativ szempontok
mellett, azaz, hogy az adott receptor alegységeket
expresszaljak-e egyaltalan a sejtek, figyelembe kell venni
a mennyiségi, kvantitativ szempontokat is. Osszehasonlito
mérések esetén sziikség van a mintdk normalizalasara,
amely egy ugynevezett housekeeping gén expressziodjanak
meghatarozasaval lehetséges. Mivel a housekeeping gének
allandd expresszios szinttel rendelkeznek, felhasznalhatoak
az egyes vizsgalati mintdk  anyagmennyiségének
meghatarozasihoz. Az NR2B mRNS mennyiségét az
egyes mintdk human porfobilinogén-dezamindz mRNS
tartalmara vonatkoztattuk. E génekrdl atirodd6 mRNS-ek
mennyiségének meghatarozasa alapjan ki lehet kiiszobdlni
az egyes mintak kozott eléforduld bemérési, vagy egyéb
okokbol szarmazo eltéréseket.

4.1.2. Anyagok és modszerek

RNS izolalashoz High Pure RNA Isolation Kit-et (Roche)
hasznaltuk, melynek segitségével a rekombinans patkany
NRI1 ¢és NR2B receptor alegységeket stabilan expresszalo,
illetve a kontroll HEK?293 sejtvonalakbol totdl RNS-t
nyertiink. Egy reakcié edényben (LightCycler esetén
egy kapillarisban) elvégezheté RT-PCR-t alkalmaztunk,
amelyet LightCycler (Roche) real-time PCR berendezésben
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végeztiink el. LightCycler - RNA Master Hybridization
Probes (Roche) kitet hasznaltunk, melyben Tth DNS
polimeraz enzim végzi el mind a két 1épést RNS fliggd
reverz transzkriptaz és DNS fiiggd DNS polimeraz
aktivitdsa révén. Az reakcié optimalizalasa soran 3 mM
Mn(OAc), (a Tth enzim miikddése Mn** fliggé), 0,5
pM primer és 0,2 pM hibridizacids proba koncentraciok
bizonyultak megfelelonek 20 pl végtérfogatra szamolva. Az
igy 1étrehozott reakcidelegyhez 2 pul RNS mintat adtunk.

Az RT-PCR soran a kovetkezd paramétereket alkalmaztuk:
reverz transzkripcios Iépésnél: 61 °C 20 percig., 95
°C 2 percig, PCR-nél: 95 °C 2 masodpercig, 54 °C 5
masodpercig, 72 °C 10 masodpercig 40 cikluson keresztiil.
A fluoreszcencia mérés az 54 °C-os annealas végén tortént.
A patkdny NR2B kimutatasdhoz alkalmazott primerek
és probak megtervezéséhez az LC Probe Design (Roche)
szoftvert hasznaltuk és az Ul11419-es hivatkozasi szamu
(NCBI GenBank) nukleotid szekvenciat wvettiik alapul.
Az alkalmazott oligonukleotidok kovetkezok voltak:
forward  primer:  5’-ATGGAATTGCCATCATCAC-3’
(1234-1262), reverse primer: 5’-CCATTTCCCCACCCTC-

3> (1472-1487), fluoreszceinnel jelolt hibridizacios
proba:  5’-CCGAACACAGTTTCATCCCT-3*  (1276-
1295), LC640-nel jelolt hibridizaciés proba: 5°-

GCCCAAGAGCAGTTGCTACA-3>  (1298-1317). A
PCR-termékeket 1,5%-o0s agardzgélen elektroforetizaltuk és
etidium-bromiddal festettiik (2. abra).

1
4
8
§
§
i
"

|

I

|

:

e

 LHBER AR

2. Abra. PCR-termékek elektroforetikus képe, 1.: DNS-molekulatomeg
marker (Sigma); 2.: In vitro transzkripcioval atirt NR2B standard, 3-6.:
A10/C6 jelt sejtvonal 0; 0,1; 0,3; 1,0 uM MuA indukci6 esetén; 7-10.: G1
jeli sejtvonal 0; 0,1; 0,3; 1,0 pM MuA indukcio esetén; 11-14.: ECR jelii
sejtvonal 0; 0,1; 0,3; 1,0 uM MuA indukcid esetén; 15.: Templat nélkiili
negativ kontrol; 16.: DNS-molekulatomeg marker (Sigma)

Housekeeping  gén  expresszid  meghatarozasahoz
LightCycler - h-PBGD Housekeeping Gene Set-et (Roche)
hasznaltuk kovetve a gyart6 altal leirt utasitdsokat. A
porfobilinogén-dezaminaz (PBGD) a harmadik enzim a
tetrapirolok bioszintetikus wtjaban. igy képzédik pl. a hem
makrociklusos prosztetikus csoport. A tisztan patkany
NR2B mRNS-t tartalmazd standard kialakitdsahoz egy
Kpnl restrikciés endonukledzzal linearizalt, patkany
NR2B c¢DNS inzertet tartalmazé pGEM-4 plazmidot
alkalmaztunk, amely SP6 promoterrel rendelkezik. Az in
vitro transzkripciét UniScript SP6 Transcription Kit-tel
(Sigma) végeztiik el kdvetve a gyarto altal leirt utasitasokat.
Az RNS koncentracid6 meghatarozasara RiboGreen RNA
Quantitation Kit-et (Molecular Probes) hasznaltunk.

4.1.3. Eredmények

Altalunk kialakitott A10/C6 és Gl jelii, rekombinans
patkdny NR1 és NR2B receptor alegységeket stabilan
expresszalo sejtvonalak ill. egy nem transzfektalt kontroll

Fluorescence (F2)

157

HEK293 sejtvonal esetében vizsgaltuk a muristeroneA
(MuA) induktor anyag NR2B transzkripciora gyakorolt
hatasat. Mértiik a kiilonb6z6 koncentraciokban (0; 0,1;
0,3; 1 uM) alkalmazott 24 6ras MuA eclékezelés hatasara
bekdvetkez6 mRNS koncentracid-valtozasokat. Minden
egyes mintaban meghataroztuk az NR2B ¢és a housekeeping
gén expresszidjara jellemzdé 4ttorési pontokat, majd

mindkét gén esetében, a megfeleld kalibraciok segitségével
az

intrapolacioval  kiszamitottuk abszolut mRNS

koncentraciokat (3. abra).

33 4 8 6 7 F 8 0 112 B M s B TR0 M Do w oW

Cycle Number
3. Abra. In vitro transzkripcioval atirt NR2B standardsor amplifikécios
g0rbéi, fekete folytonos vonal: 2,8%10° kopia, fekete szaggatott vonal:
3,3*10° kopia, sziirke folytonos vonal: 2,9%107 kopia, sziirke szaggatott
vonal: 2,3*10°¢ kopia

Az NR2B mRNS koncentracidkat a housekeeping mRNS
koncentraciokra vonatkoztattuk, igy a nyert adatok
egymassal 0sszevethetokké valtak.

A mérési adatokbol megallapithatd volt, hogy a nem
transzfektalt HEK293 sejtvonalban nincs NR2B expresszio.
Ugyancsak nem tudtunk NR2B expressziot kimutatni a
bemutatott két sejtvonalban (A10/C6 ¢és G1) abban az
esetben, ha azokat nem kezeltiik az induktor agenssel. Ezzel
szemben MuA hatasara, az alkalmazott koncentracidval
folyamatosan emelkedd NR2B expressziot detektaltunk ez
utébbi sejtekben (4. abra).
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4. Abra. A vizsgalt sejtvonalak NR2B expressziojanak 6sszehasonlitésa,
ahol sziirke oszlop: A10/C6-; fehér oszlop: G1-; fekete oszlop: ECR jelii
sejtvonalak

A két sejtvonalat Osszehasonlitva, 0,1 pM MuA
koncentracional 2-szeres, 0,3 uM-nal 2,6-szoros és 1 uM
MuA jelenléte esetén pedig 5-sz6ros NR2B mRNS szintbeli
kiilonbség figyelheté meg az A10/C6 jelii sejtvonal javara.
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Hasonlé eredményeket kaptunk mind a fehérjeszintl
expresszids (immuncitokémia), mind pedig a funkcionalis
(elektrofiziologiai ill. citoplazmatikus kalcium koncentraciod
meghatarozason alapul6) vizsgalataink soran.’ Ezek alapjan
ezt a sejtvonalat valasztottuk ki az NMDA receptoron haté
vegyiiletek in vitro teszteléséhez.
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Polymerase Chain Reaction (PCR) and its applications
in drug discovery

The principle of the polymerase chain reaction (PCR) is the
repeated copying of a chosen segment of DNA using specific sense
and anti-sense primers, usually separated by 200-400 nucleotides on
the genome or nucleic acid of interest. Sequence-specific primers
are required, and that means that the DNA sequence of the region
flanking the amplified DNA must be known. With the availability
of thermostable DNA polymerases derived from thermophilic
bacteria this repetitive copying of the DNA can be done in a single
tube by repeatedly heating the DNA to high temperature (94°C)
to dissociate the DNA duplex, cooling to allow annealing of the
primers to the template (37-60°C, depending on the primers used)
and finally heating to the optimum temperature (72°C) for the
polymerase to copy the template to produce a new DNA strand. The
cycles are repeated 25-35 times (25 cycles theoretically increases
the concentration of starting template DNA 107 times) to produce a
DNA product which can be directly visualised by ethidium bromide
staining on an agarose gel. The size of the DNA product is exactly
defined by the location of the two primers. Messenger RNA cannot
be reproduced directly by PCR but must first be copied into DNA,
by reverse transcription, and then amplified in a two-step reaction
known as Reverse Transcription — Polymarase Chain reaction (RT-
PCR).

Higuchi et al. pioneered the analysis of PCR kinetics by constructing
a system that detects PCR products as they accumulate. This
“real-time” system includes fluorogenic dye or sequence specific
fluorogenic probes in each amplification reaction, an adapted
thermal cycler to irradiate the samples laser or LED, and detection
of the resulting fluorescence with a computer-controlled cooled
CCD camera or PMT-detector. Amplification produces increasing
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amounts of double-stranded DNA, resulting in an increase in
fluorescence. By plotting the increase in fluorescence versus cycle
number, the system produces amplification plots that provide a
more complete picture of the PCR process than assaying product
accumulation after a fixed number of cycles. The ability to monitor
the real-time progress of the PCR completely revolutionized the
way one approaches PCR-based quantitation of DNA and RNA.

One example for using quantitative PCR technique in drug
discovery is also described. To find new drugs acting on a defined
molecular target, the generation of stable cell lines expressing the
target protein is essential. These cell lines or the isolated and purified
target proteins produced by them can be used for the purposes of
screening chemicals and for the guarantee of selectivity. Here we
showed how a real-time quantitative RT-PCR method was used in
the development and selection of cell lines expressing recombinant
N-methyl-d-aspartate (NMDA) receptors. Online monitoring the
amount of the PCR reaction products was based on fluorescence
measurement with a LightCycler (Hoffmann-La Roche, Basel,
Switzerland). Using this method a cell line expressing the highest
level of subunits could be chosen. Furthermore, it was confirmed
that an ecdyson-inducible mammalian expression system can
be used properly for controlling the expression of the NR1a and
NR2B subunits in human embryonic kidney (HEK) 293 cells. In
order to examine the inducibility, we compared the expression
of the NR2B subunit in cells treated with the inducing agent
muristeroneA (MuA) with that in untreated control cells. As it is
shown in Fig. 1, whereas no apparent expression was detected in
cells untreated with the inducing agent, the NR2B mRNA level
was increased concentration-dependently in the presence of MuA.
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Szerkezet alapu virtualis sziirovizsgalatok a felfedez6 kutatasban

KESERU Gyérgy Miklés*
CADD&HTS, Richter Gedeon Rt., Gyémrdi ut 19-21, H-1103 Budapest

1. Bevezetés

A mechanizmus alapu gyogyszerkutatas kémiai szempontbol
egyik legnagyobb kihivasa a kutatasi program alapjaul
szolgald vezérmolekula azonositasa. A gyogyszerkutatas
héskoraban a vezérmolekula azonositasat jorészt in vivo
kisérletek segitségével végezték, amelyek altalaban
megfeleld hatékonysagl és elfogadhaté farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezd vegyiileteket eredményeztek.
Ez a megkdzelités jollehet meglehetésen lassunak és
kiszamithatatlannak bizonyult jelentds teret engedve a
véletlen, sokszor mégis jelentds felfedezéseknek. Napjaink
orvosi kihivasai, az emberi ¢életmindség javitasanak
programja, valamint a gydgyszeripari  befektetok
hozamelvarasai ugyanakkor nem tamogatjak egy ilyen,
nehezen tervezhetd stratégia alkalmazasat. Ez a felismerés
vezetett a modern gyogyszerkutatds egyik legfontosabb
felismeréséhez, a molekularis célpontokon alapuld kutatasi
stratégia kidolgozasdhoz. A megfeleld allatmodellek
hianya, valamint a  hatasmechanizmus  ut6lagos
felderitésének nehézségei nagyban hozzajarultak ehhez a
paradigmavaltashoz, amelynek eredményeképpen az addigi
in vivo modellek helyett in vitro eljarasok kertiltek a kutatasi
programok elsé vonaldba. Az in vitro tesztek elterjedése
jotékony hatdssal volt a raciondlis megkozelitések
elterjedésére is, ezek a modszerek voltak eldszor képesek
megfeleld mindségli adatokat szolgaltatni a szerkezet-
hatas Osszefiiggések szamitogéppel segitett vizsgalatahoz,
elésegitve ezzel a molekulatervezési (CADD) moddszerek
elterjedését. Napjainkban az in vitro moddszerek altal
szolgaltatott adatok, mint a gyogyszerkémiai eréfeszitések
indikatorai, alapvetd szerepet jatszanak a vezérmolekula
azonositdas és optimalas szakaszaban. A molekularis
biologia, a biofizika, valamint az informacids technologiak
¢és a robotika teriiletén bekovetkezett dramai valtozasok a
90-es évek kozepén ijabb valtozast hoztak a vezérmolekula
azonositds gyakorlatdban, a nagy ateresztOképességii
tesztelés (High Throughput Screening, HTS) a korai fazist
gyogyszerkutatas meghatarozé6 modszerévé valt. A HTS
korai alkalmazasai egyértelmiien a tomegmeéreti, tobbmillios
kampanyok iranyaba mutattak, jollehet mara vilagossa
valt, hogy a vezérmolekula azonositds hatékonysaga nem
novelhetd egyszeriien csak a vizsgalt vegytiletek, illetve a
megvalositott kampanyok szamanak novelésével. Egyfeldl
konnyen belathatd, hogy még a manapsag elérhetévé
valt ateresztOképesség (> 10° vegyiilet/nap) mellett sem
lehetséges a gyogyszerszerli vegyiileteket magaba foglalo
kémiai tér (nagysagrendileg kb. 10*° molekula) teljes
feltérképezése. Masfel6l viszont, az ateresztoképesség
novelésének  ellenére, a  célfehérje  farmakologia
validalasanak nehézségei, a HTS-re alkalmas biologiai
tesztek kidolgozasanak problémai, valamint a tesztelésre
keriilé vegyiiletek kezelésének és mindségbiztositasanak

" Tel.: +36-1-4314605 ; fax: +36-1-4326002 ; e-mail: gy.keseru@richter.hu

kérdései a megkozelités jelenlegi hatarait egyértelmien
megmutatjak. Tekintetbe véve a korabban altalanosan
alkalmazott tesztelési stratégia korlatait, a véletlen tesztelést
olyan eljarasokkal kell felvaltani, amelyek egyesitik a
HTS ateresztoképességét a CADD modszerek racionalis
megkozelitéseinek eldnyeivel. A virtudlis sziirdvizsgalatok
(virtual screening, VS) éppen ezt a koncepciot testesitik
meg, amikor nagy ateresztOképességli molekulatervezési
modszereket hasznalunk fel nagy vegyiiletadatbazisok ido-
¢és koltségtakarékos vizsgalatara.

A HTS eljarasok kidolgozasa soran elséként a célfehérjét
valasztjuk ki, ezt kdveti a vegyliletek vizsgalatara alkalmas
teszt kifejlesztése €s a vizsgalando vegyliletek tesztelésre
alkalmas formatumanak kialakitasa. A HTS kampanyokat
tipikusan automatizalt kornyezetben valdsitjuk meg,
amelynek soran a nagy szamu vegyliletnek kdszonhetéen
nagy mennyiségli mérési adat keletkezik. A kampany kisérleti
részének befejezését koveti az adatok feldolgozédsanak,
értelmezésének és kiértékelésének fazisa, amely jelentds
szamitogépes kapacitast és felkésziiltséget igényel.

A HTS és a virtualis sziirés kozti rokonsagot a megvaldsitas
fobb Iépéseinek hasonlosaga is jelzi (1. abra). A célfehérje
azonositasat kdvetden ebben az esetben is az els6 feladat az
aktivitas eldrejelzésére szolgdld algoritmus kifejlesztése és
optimalasa, ezt tekinthetjiik a HTS-ben alkalmazott in vitro
teszt in silico megfeleldjének. A virtualis szlirdvizsgalatok
végrehajtasa elofeltételezi a vizsgalando vegyiileteket
tartalmaz6 adatbazis megfeleld elokészitését. Maga a
ennélfogva nagymértékben automatizalt ¢és a HTS-hez
hasonléan nagy mennyiségli adatot szolgaltat, amelyet
tarolni, elemezni és értékelni sziikséges.

A technikai megvalositas mellett a HTS és VS modszerek
koncepcidjukban is szamos hasonldésagot mutatnak. Mindkét
eljaras nagy szamu vegyiilet gyors, korlatozott pontossagu
vizsgalatara alkalmas, ebben az értelemben tehat inkabb
klasszifikaciora mintsem a bioldgiai aktivitas kvantitativ
meghatarozasaraszolgalnak. Ebbol kovetkezden e modszerek
valdjaban nem megerésitett talalatokat, hanem jelolteket
azonositanak, amelyek tovabbi, immar hagyomanyos, jol
reprodukalhaté modszerekkel torténd vizsgalata vezet a
valodi talalatokhoz. A nagy ateresztoképességii modszerek,
jellegiiknél fogva - a megvizsgalt vegyiiletek szamahoz
képest csak kis mértékben - hamis eredményeket is
szolgaltathatnak. Lesznek olyan vegyiiletek, amelyeket ezek
a vizsgalatok aktivnak jeleznek, de a validalo vizsgalatokban
ezt az aktivitast nem tudjuk megerdsiteni, ezek a hamis
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1. Abra. A virtualis illetve valos sziirévizsgalatok legfontosabb Iépései

pozitivok. Ugyanakkor bizton szamithatunk olyan
vegyliletekre is, amelyeket tényleges aktivitasuk ellenére
a nagy ateresztOképességli moddszerekkel nem tudunk
azonositani, ezek a hamis negativok. Bar a hamis eredmények
elkeriilése érdekében, mind a HTS, mind a VS vizsgalatok
soran a vizsgalati teszt gondos optimalasaval mindent el
kell kovetni, ezek valojaban e modszerek kozos miikddési
filozofiajat és alkalmazasat nem befolyasoljak. Mindaddig,
amig az eljarasok képesek az adott kutatasi program kémiai
kiindulopontjaul szolgalo szerkezeti kor azonositasara, a
hamis pozitiv és hamis negativ talalatokat mint zajt kezeljiik
¢és szamukat minimalisra szoritva jelenlétiiket elfogadjuk.

A HTS ¢és VS modszerek kozti leglényegesebb kiilonbség
az alkalmazott kisérleti illetve elméleti megkdzelitésben
van. A VS elméleti megkdzelitéseinek koszonhetden 1)
hatékonyabb koltség-, 1d6-, ¢és erdforras-gazdalkodast
eredményez; 2) a gyogyszerszerli vegyliletek szélesebb
— akdr eddig el6 nem allitott - korének vizsgalatara
alkalmas; 3) a random tesztelésnél nagyobb talalati aranyt
eredményez. A kozelmult &sszehasonlitd —vizsgalatai
ugyanakkor nyilvanvalova tették, hogy a virtualis sziirés
nem helyettesiti a HTS vizsgalatokat, ezek a modszerek
valdjaban kiegészitik egymast'?. A HTS megkozelités a
rendelkezésre allo vegyiiletek gyors vizsgalatara szolgal,
mig a VS legf6bb alkalmazasi teriilete az adott célfehérjére
vagy célfehérje csaladra fokuszalt vegylilettarak eldallitasa
¢és a kereskedelmi forgalomban beszerezheté vegytileteket
tartalmazo adatbazisok sziirése.

AVS modszerek, nagy ateresztoképességlimolekulatervezési
modszerek 1évén, a CADD eljardasokhoz hasonléan
ligandum-, illetve szerkezet alapt megkozelités alapjan
dolgoznak. A ligandum-alapi moddszerek a kismolekulas
kémiai térben azonositott aktiv illetve inaktiv molekuldk

alapjan kisérelnek meg 1) aktiv vegyiileteket azonositani.
A szerkezet alapt eljarasok ezzel szemben a célfehérje 3D
szerkezetének felhasznaldsaval vizsgaljdk a potencialis
ligandum és az aktiv helyet alkotd aminosavak kozott
kialakulo kolcsonhatasokat. Ebben az értelemben tehat a
HTS modszerek in silico analdgjai a szerkezet alapu VS
eljarasok, ezekkel foglalkozunk a tovabbiakban.

2. Szerkezet alapu virtualis sziirdvizsgalatok

Erlich szerint a gyogyszerhatdas a gyogyszer ¢&s
makromolekularis célfehérjéje kozott kialakuldo molekularis
felismerési folyamat eredménye. A racionalis megkozelités
ennek megfeleléen igényli e folyamat szerkezet alapu
kvalitativ és kvantitativ energetikai leirasat®. A szerkezet
alapti modszerek e kolcsonhatasok vizsgalatat tizik ki célul.
A molekulatervezésben mar régota alkalmazott modszerek
teljesitoképességét a korlatozott szamitasi teljesitmény
mellett a jobbara csak alacsony felbontasban rendelkezésre
allo fehérjeszerkezetek korlatoztak. Mara mindkét teriileten
jelentds eldrelépés tortént. A szamitdgépklaszterek és a
Linux operacios rendszer olcsd szamitasi kapacitast kinal,
mig a szerkezeti biologia a széles korben hozzaférhetd
szinkrotron forrasokkal a jobb mindségl szerkezeteket
eredményez. Ebben a megvaltozott kdrnyezetben a szerkezet
alapt szlir6vizsgalati modszerek gyogyszerszerti molekulak
tomegét dokkoljak a fehérje aktiv helyére ahol a kotémod
predikciojat kovetden sor keriil a térbeli, elektrosztatikus
és hidrofob illeszkedés eértékeld-fiiggvényeken alapulo
kvantitativ vizsgalatara >23°. Az igy kapott pontszamok
alkalmasak a vizsgalt vegyiiletek affinitds alapt
rangsorolasara, amely alapjat képezi a legkedvezébb
pontszamu  vegyiiletek tovabbi, els6ésorban  kisérleti
vizsgalatara. A szerkezet alapu virtualis sziirdvizsgalatok
folyamatabrajat a 2. abra mutatja.
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Tesztelendd adatbazis
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2. Abra. A szerkezet alapu sziir@vizsgalatok legfontosabb 1épései.

2.1. A célfehérje szerkezeti el6készitése

A szerkezet alapt szlirGvizsgalatok elsé 1épése a célfehérje
szerkezetének eldallitasa. A nagy ateresztOképességii
vizsgalatok altalaban nagy felbontasu szerkezetet igényelnek,
amelynek leginkabb a rontgendiffrakcidval, illetve NMR-rel
meghatarozott szerkezetek felelnek meg leginkabb. Szamos
esetben azonban, amikor a célfehérje nem, vagy csak
nehezen kristalyosithato, illetve mérete kiviil esik az NMR
méréstartomanyon, homologiamodellek hasznalatara is sor
kertilhet®. Bar jelenleg az ismert fehérjék kozel 56%-rol
tudunk ilyen moédon szerkezeti informacidt szerezni, ezek a
modellek korlatozott felbontasuk miatt altalaban csak durva
sziirésként alkalmazhatok. A kozelmultban, elsGsorban
GPCR  fehérjékre’”  bevezetett, ligandum-tamogatott
homologiamodellezés a modellek aktiv helye kdrnyezetében
elért mindségjavulas kovetkeztében reményeink szerint
javithat ezen a helyzeten 8.

A nagy ateresztoképességli modszerek nem képesek a
fehérje felszinének teljes feltérképezésére, igy kezdeti
feltételként igénylik az aktiv hely meghatarozasat. Ezt a
feladatot a szokasos kisérleti modszerek mellett (egykristaly
diffrakcio, NMR, irdnyitott mutacidk) elméleti szinten
leginkabb a fehérjefelszin iiregeit érzékeld algoritmusok
alkalmazasaval oldhatjuk meg®!'°, de azonositasuk fizikai-
kémiai vagy geometriai leirok segitségével is lehetséges'!.
Az azonositott aktiv hely el6készitése alapvetden az
alkalmazott dokkolo algoritmustoél fiigg, altalaban magaba
foglalja a sziikséges hidrogén atomok poétlasat, a titralhatd
aminosavak protonalodasi allapotanak meghatarozasat, a
megfeleld tautomer forma, valamint a koétésben szerepet
jatszo szerkezeti vizmolekulak azonositasat. Bar a nagy
ateresztoképesség biztositasa érdekében a legtobb dokkold
algoritmus az aktiv helyet merev testként kezeli és a dokkolas
soran csak a ligandumok flexibilitdsaval szamol, az aktiv hely
aminosav oldallancainak flexibilitdsa a kotékolcsonhatasok
kialakulasaban lényeges szerepet jatszik. A napjainkban
hasznalatos modszerek a fehérje flexibilitasat csak korlatok
kozott képesek kezelni. Ennek kovetkeztében a megfeleld

N\/\

nem illeszkedd szerkezetek

;

| ]
N.//
Dokkoléas

Inkrementalis ligandum épités
Geometriai komplementaritas

Utdlagos feldolgozs
Vegylletek kivalasztasa
az analizishez

célfehérje szerkezet kivalasztasa els6dleges fontossagu,
amennyiben a célfehérjérdl tobb szerkezet is rendelkezésre
all, a kivalasztott szerkezetnek reprezentativnak kell lennie.
Tobb konformacios csalad esetén csaladonként egy szerkezet
figyelembevétele indokolt.

2.2. Dokkol6 algoritmusok

A leggyakrabban alkalmazott dokkolo algoritmusokat az
1. tablazat foglalja Ossze. Bar a dokkolds soran csak a
célfehérje aktiv helyét vessziik figyelembe, az ezt kialakito
aminosavak leirasa az eredmény szempontjabol egyaltalan
nem kozombds. Az erre a célra altaldnosan alkalmazott
térgeometriai deszkriptorok magukban'? vagy fizikai-kémiai
jellemzékkel kombinalva®’2, illetve kolcsonhatasi pontok
vagy felszinek®. A korai algoritmusok a ligandumokat
is merev testként kezelték, manapsag azonban a dokkold
programok tobbsége képes a potencidlis ligandumok
flexibilitdsdnak figyelembevételére.

Erreacélraalapvetden kétmegkdzelitésthasznalnak, ismertek
a flexibilitast a teljes molekulan illetve annak fragmensein
értelmezd  eljarasok. A korai merev test dokkolasok
egyik tipikus kiterjesztése lehetévé teszi a konformacios
flexibilitds figyelembevételét. A DOCK programban
megvaldsitott merev test dokkolds soran geometriai illesztési
kritériumok segitségével illesztették a ligandumot az aktiv
hely ,,negativjara”. Ezt a megoldast a kés6bbiek folyaman
erdtér alapu értékeld-fliggvénnyel, optimalo algoritmussal
egészitették ki. Az ilyen modon tovabbfejlesztett modszer
képes kis energidjii kotdkonforméciok azonositdsara oly
moédon, hogy a ligandumok elére elkészitett konformereit
tartalmaz6 multi-konformer alkonyvtarakat dokkolnak az
aktiv helyre. Bar a multi-konformer dokkolas mar képes a
ligandumok flexibilitasanak részleges figyelembevételére,
ez a stratégia a ligandumok konformdaciés szabadsagi
fokainak novekedésével egyre koriilményesebbé valik. Ezt a
problémat kezelik hatékonyan a fragmens alapti modszerek,
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amelyek a ligandumbdl képzett fragmenseket elkiiloniilten
vagy inkrementalisan helyezik a fehérje aktiv helyére.

Program Modszer Ref.

DOCK C.}eomeEtr'la,l illesztés, inkrementalis 12
ligandépités

FlexX C.ieome,tr}a} illesztés, inkrementalis 13.14
ligandépités

SLIDE C'ieometrla{.llleszltes, multikonformer 15
ligandumkonyvtar

AutoDock Er'lerglz? ala?u/szt(fchasztlkus Monte Carlo 16
szimulalt hékezelés
Monte Carlo minimalas, Pszeudo-Brown

ICM . , . e e g 17
mintavételezés és lokalis minimalas

QXP Monte Carlo minimalas 18

MDD Molekuladinamika 19

Glide Szisztematikus keresés 20

GOLD Genetikus algoritmus 21

PRO_LEADS Tabu keresés 22

MOE-Dock Tabu keresés vagy szimulalt megeresztés 23

FRED S.leztematikus kf:reses, multikonformer 2425
ligandumkonyvtarak

FLOG Szisztematikus keresés 26

1. Tablazat. A legismertebb dokkol6 algoritmusok

A szerkezet alapt virtudlis szlrdvizsgalatok egyik
legnagyobb kihivasa a fehérje flexibilitasanak kezelése,
amelyet tobb Osszefoglald munka is targyal’®!. A
flexibilitas figyelembevétele a kiilonb6z6 megoldasokban
igen valtozatos mértékben valosul meg. A jelenleg
rendelkezésre all6 modszerek a merev fehérjeszerkezet
kismértékti  valtoztatasan, az aktiv  hely fehérje
oldallancainak mozgatasan, illetve tobb fehérjeszerkezet
egyidejii figyelembevételén alapulnak. A kovetkezokben
roviden ismertetjiikk a ligandum, illetve fehérje flexibilitas
figyelembevételére alkalmas algoritmusokat.

2.2.1. Szisztematikus modszerek

Ezek a moddszerck a ténylegesen meglévé konformacids
szabadsagi fokok teljes feltérképezését tizik ki célul,
azonban a szabadsagi fokok szamanak ndvekedésével
teljesitOképességiik erésen korlatozotta valik:

N ingemenuun 3 6()

Nkonﬁ)rmer = H e—

=l = ij
ahol sz az i-ik kotéshez tartozd j forgasi inkrementum,
N a forgathatdé kotések szdma. E probléma elkeriilésére
vezették be a ligandumok aktiv helyen torténd inkrementalis
felépitésének modszerét, amelyet a FlexX algoritmusban
implementaltak. A FlexX algoritmus alapjat az a felismerés
képezi, amely szerint a ligandum fizikai-kémiai tulajdonsagai
alapvetden meghatarozzak majdani elhelyezkedését a fehérje
aktiv helyén. Az eljards a ligandum alapfragmensének

crer

a teljes ligandum inkrementalis felépitésével folytatodik.
Az ikrementalis épitkezés alapjat a grafelmélet fakeresd
algoritmusa szolgaltatja. Természetesen a fa kiterjedésének
ndvekedésével a teljes keresés nem ésszerli, ezért az egyes
csomopontokban a kotddési szabadentalpia értékeld-
fiiggvényekkel torténd becslése alapjan irdnyitott keresést
valdsitunk meg.

A DOCK algoritmusban a ligandumokat egy merev
alapfragmensre ¢és flexibilis oldallancokra bontjak. A
dokkolas soran a sztérikus komplementaritas optimalasaval
kapunk alacsony energiaju kotékonformaciokat.

A ligandumok eldre elkészitett konformacidinak merev
dokkolasa szintén a szisztematikus modszerek kozé
sorolhatd, ez valosul meg a FLOG programban®. Jollehet
ebben az esetben a ligandumok konformacios terének
feltérképezése valojaban nem az aktiv helyen torténik, igy a
generalt konformaciok relevanciaja kérdéses lehet.

2.2.2. Sztochasztikus modszerek

A legismertebb sztochasztikus modszerek altalaban Monte
Carlo keresést, genetikus algoritmusok alkalmazasat vagy
a ,tabu search” eljarast hasznaljak fel. A Monte Carlo
algoritmusok véletlenszerii kezddkonformaciokat allitanak
el a ligandumokra a fehérje aktiv helyén, majd a kialakult
kolcsonhatasok pontozasaval meghatdrozzak az adott
konformacio josagat. Ezt kovetéen a konformergeneraldsi
és pontozasi 1épésekbdl allo ciklusok altal eldallitott
konfiguracidkat a Metropolis kritérium alapjan osztalyozzak.
Ennek megfelelden egy konfiguraciot Gjnak fogadunk el,
ha a hozzé tartoz6 pontérték kedvezdbb, mint a korabbi
konfiguraciora kapott érték. Amennyiben az 4j konfiguracio
ezt a feltételt nem teljesiti, gy az ) konfiguraciot csak abban
az esetben tartjuk meg, ha a konfiguracié megtartasanak
valdsziniisége (P) az alabbi egyenletben leirt Boltzmann-
eloszlast koveti:

B (Eu'j B Erégi

P=exp T

ahol P az 1j konfiguraci6 elfogadasanak valosziniisége.

Ezt a koncepciot hasznalja az ICM algoritmus'’, amely
egy globalis Monte-Carlo minimalason alapulé dokkolast
valosit meg. Az algoritmus tovabbi gyorsitasa érdekében
a kolcsonhatasi energidkat egy elére szamitott racs
segitségével hatarozzak meg.

A genetikus algoritmusok (GA-k) az evolucids verseny és
a populacids dinamika alapelveit alkalmazzak szamitasi
problémak megoldasara. A GA-k valdjaban sztohasztikus
optimalasi modszerekahol az optimalasi probléma
altalanossagban genetikai leirasban keriil targyalasra.
A kezdeti allapotban az algoritmusok egy véletlenszerli
populaciot allitanak elé, amely az adott probléma
lehetséges megoldasait reprezentalja. A populécid tagjait
kromoszomak irjak leahol a gének az optimalasi probléma
valtozoinak felelnek meg. Egy dokkolasi feladat esetében a
gének kodoljak a molekula kiilsd (transzlacios és rotacios),
valamint belsd konformacids szabadsagi fokait (torzidk).
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A keresztezés és mutaciok alapjan kialakulé 1j populécio
egyedeit ezt kovetden dekodoljuk és szamitjuk az adott
konformaciora a kotédési szabadentalpiat. Ezt a folyamatot
addig folytatjuk, amig egy eldre rogzitett generaciészamot
elériink. A GA alapu virtualis szlrés legjellemzdbb példaja
a GOLD algoritmusahol a kiilonb6z6, hidrogénkotésben
résztvevd szerkezeti részleteket a génekben direkt médon
kodoljak. A szintén népszeri AUTODOCK programban
alkalmazott GA az energiaminimalast lokalis kereséssel
oldja meg.

A Monte Carlo és GA eljarasok mellett a PRO LEADS
programban egy tovabbi heurisztikus algoritmust, a
tabu search modszert talaljuk. Ebben az eljarasban a
véletlenszerlien generalt orientacidkat egy tabu lista
alapjan vizsgaljak. Ez a lista eldre elkészitett megoldasokat
tartalmaz és peremfeltételeket szolgaltat a keresés szamara.
Példaul a ligandum véletlenszerti elmozdulasa akkor tiltott,
ha ez olyan megoldéashoz vezet, amely magasabb energidju
és nem kiilonbozik szamottevéen a korabban kapott, mar
tarolt megoldasoktol.

2.3. Ertékel6-fiiggvények

A ligandum ¢és a fehérje aktiv helye kozott kialakulo
kolcsonhatasok a  virtudlis  szlrdvizsgalatok — soran
reverzibilis egyensulyt eredményeznek, amelyet kvantitativ
moédon a kotddési szabadentalpia szamitasaval irhatunk le.
Sajnalatos mdodon a kotddési szabadentalpia még jelentds
szamitasi kapacitast igényl6 modszerek alkalmazasaval
is csak korlatozott pontossadggal szadmithatd. A virtualis
sziirOvizsgalatok soran a vizsgalt ligandumok nagy
tomegeére szamitando kotddési szabadentalpia racionalis idd
alatt csak becsléssel hatarozhatd meg, ezt a célt szolgaljak a
kiilonbozo értékeld-fiiggvények. A leggyakrabban hasznalt
értékelo-fiiggvényeket a 2. tablazatban foglaltuk Ossze.
Valamennyi fliggvény kozos jellegzetessége, hogy a kotodési
szabadentalpia becsléséhez azt a kozelitést hasznaljak fel,
amely szerint a teljes entalpia kiilonbdz6 entalpiajarulékok
Osszegeként irhatdo fel. Fontos megjegyezniink, hogy a
kotodési szabadentalpia allapotfiiggvény és mint ilyenre az
additivitas szigort értelemben nem teljesiil.

A kotédési szabadentalpia becslésére szolgald kiilonbozo
értékelo-fiiggvényeket  harom  csoportra  oszthatjuk,
megkiilonboztetiink erétér alapu, empirikus, és tudasbazis
alapu fiiggvényeket.

Valamennyi ma ismert értékeld-fiiggvény alkalmas a kotddési
szabadentalpia becslésére, ugyanakkor mindegyikiik szdmos
korlattal bir. A pontatlansagok jorésze abbol szarmazik, hogy
minden értékeld-fiiggvényt kisérleti adatokhoz illesztettek,
ezért értelemszerlien magukban foglaljak a mérési hibat.
Mivel az illesztésbe bevont kisérleti adatok mennyisége
mindenképpen véges, elmondhatjuk, hogy univerzalisan
alkalmazhato értékeld-fiiggvény nem all rendelkezésre.
Ugyanakkor az illesztésbe bevont rontgenszerkezetek
csak  kisérletileg mért kedvezd  kolcsonhatasokat
tartalmaznak és nem hordoznak informaciot a kedvezétlen
kolcsonhatasokrol, ami a értékeld-fiiggvények hasznalati
értékét tovabb korlatozza. Hasonld korlatokat tdmaszt a
bizonytalan protonalddasi allapot, valamint a szerkezeti
vizek altal kozvetitett kolesonhatasok figyelembevétele is.

2. Tablazat. A leggyakrabban hasznalt értékel6-fliggvények

Tipus Fiiggvény Ref.

CHARMM
AMBER
LIE
Erdtér-alapu OWFEG 36, 37
MM PB/SA
GOLD/Gold(G)

DOCK/Dock(D)

PLP

FlexX
Empirikus ChemScore 14,38,39
ScreenScore

HINT

DrugScore
Tudasbazis-alapt PMF 40,41,42

BLEEP

A fliggvények altal szolgaltatott, a kotddési szabadentalpiaval
aranyos pontszdmok gyakran mutatnak Osszefiiggést a
molekulamérettel, jollehet ezt a jellegzetességet a bioldgiai
vizsgalatok nem erdsitik meg. Mindezen hianyossagok
részben csokkentheték a kiilonbozo értékeld-fliggvények
kombinacidjanak alkalmazasaval. A konszenzus
pontozasnak nevezett megoldas egyesiti a komponensként
alkalmazott  fliggvények egyes  kdlcsonhatédstipusok
leirasaban mutatkozd elény0s sajatsagait és igy altalaban
jobb eredményt szolgaltat mint amilyen a komponensek
egyedi alkalmazasaval elérhetd.

2.3.1. Erdtér-alapu értékels-fiiggvények

Az er6térre alapuld fiiggvények a rendszer energidjat a
molekulamechanikabol ismert energiatagokkal fejezik
ki, ilyen példdul a DOCK ¢és a GOLD pontozas. A
fehérje-ligandum kolcsonhatas kvantitativ - jellemzésére
a  molekulamechanikaban  hasznalatos  energiatagok
kozil els6ként a nemkoté kolcsongatasok leirasara
alkalmas tagokat hasznaltdk fel. A ligandum ¢és kotohelye
kozott fellépd kotési kolesonhatasi energia szamitasat
leggyakrabban az elektrosztatikus és van der Waals tagok
Osszegzésével becslik. Az ilyen elven miikodo erdtér alapt
pontozasi modszerek legnagyobb hidnyossiaga, hogy a
fehérje-ligandum kolcsonhatasokat eredetileg gazfazisu
szamitasokra kifejlesztett 6sszefiiggésekkel irjak le, amelyek
elhanyagoljak a biologiai rendszerekben meghatarozo
jelentéségli szolvatacids- és entropia-effektusokat. Szintén
gyakori hiba a dokkolés soran kialakul6 sztérikus iitkdzések
kezelése. Az erdtér alapu értékel6-fiiggvények a van der
Waals kolcsonhatasok szamitasara altalanosan alkalmazott
Lennard-Jones 12-6 potencial kis tavolsagoknal jelentkezd
nagy meredeksége miatt a kozeli kolcsonhatasokra jelentds
taszitassal valaszolnak (pl. DOCK pontozas). Az ilyen
félrevezetd effektusok csokkentése érdekében a Lennard-
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Jones tagot a korszeriibb értékeld-fliggvényekben skalazzak
(pl. GOLD pontozas).

A GOLD értékelo-fiiggvény kiilonlegessége a H-hidas
kélcsénhatésok szdmitasa. A pontozés figyelembe veszi
diszperzids tag felelés a hidrofob kolcsonhatasok leirasaért,
mig hagyomanyos molekulamechanika energiatagok
szolgalnak a ligandum bels6 energidjanak meghatarozasara.
Ennek kovetkeztében ez a értékelé-fliggvény elsésorban
azokban az esetekben ad megbizhaté eredménytahol a
ligandum ¢és az aktiv hely kolcsonhatdsdban a polaris
kolesonhatasok meghatarozoak.

A GOLD értékeld-fliggvény* a  ligandum-fehérje
ko6lcsonhatasra:
EvdW 11 bond = Z z |:[_ - _] + (E + Ewu )_ (Edw + an ):|
protein ligand i y‘ j

a ligandum bels6 energiaja pedig:

E

)
vdW +Etorsi0n = Z [d—llz_d_J"'/ ) ) V|:1+—COSQ}1|(D):|
ij igan

ligand ij

ahol A, B Cj és Dj az i és j atomok van der Waals
parameterel d, azi ésj atom tavolsaga.

A DOCK fiiggvény mind elektrosztatikus, mind pedig
hidrofob kolcsonhatasi  tagot tartalmaz, azonban az
entropia-effektusokat nem veszi figyelembe®’. A polaris
koolesonhatasokat  tavolsagfiiggd dielektromos 4allando
segitségével vissza lehet skalazni.

q.49;
- +332— 4
";’“’” ”g"z”“’ Kdlz d, j & (dii ﬁif ]

ahol 8(dij) a tavolsagfiiggd dielektromos allando.

E, +E

electrostatic

2.3.2. Empirikus értékelo-fiiggvények

Az empirikus értékel6-fiiggvények a kotddési szabadentalpia
becslését a fehérje-ligandum kolcsonhatasban résztvevo
explicit hidrogénkotések és hidrofob kontaktok sulyozott
Osszegzésével valositjdk meg, ilyen fliggvény példaul
a LUDI, a FlexX ¢és a ChemScore. A kiilonb6zé
megoldasok nemcsak az adott kolcsdnhatasok szamitasara
hasznalt formalizmusban térnek el, hanem a kiilonféle
értékeld-fiiggvényekben  szamos  tovabbi  kiegészitd
tag bukkanhat fel. Igy egyes fiiggvények a hidrogén
kotések leirasara tavolsagfiiggvényt hasznalnak, amely
az idedlis geometriatol valod eltérést biinteti, mig mas
esetekben ezeket a kolcsonhatasokat szogfiiggoként irjak
le. A kotodési szabadentalpia szamitasahoz feltessziik,
hogy AG, =2 AGfahol AG, a megfelel6 sulyfaktor, f;
pedig az i-ik kolesonhatéshoz tartozd kolesdnhatési tag.
A sulyfaktorokat kisérletileg meghatarozott kotodési
szabadentalpia értékek és 3D szerkezeti informaciok alapjan
regresszios analizissel allitjak el6.

Az empirikus értékeld-fliggvények kétségteleniil legnagyobb
elénye, hogy gyors és hatékony lehetéséget teremtenck
a kotodési szabadentalpia becslésére. Ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy ezek a értékeld-fiiggvények az erdtér
alapu fliggvényekhez hasonld elhanyagolasokkal élnek,
igy a gyakorlati alkalmazas korlatai is hasonléak. Az
empirikus fliggvények teljesitoképessége természetesen
fiigg a sulyfaktorok meghatarozasara felhasznalt kisérleti
adatkészlettol.

Az empirikus értékel6-fiiggvényeket az entropia-effektus
becslése érdekében forgasi taggal is kiegészithetik, de
a leggyakrabban hasznalt fiiggvények a szolvatacids
effektusokat tovabbra is csak részben képesek kezelni.

A LUDI pontozas a hidrogénkotd kolcsonhatasokat
semleges és ionos jellegli kdlcsonhatasokra bontja, mig a
hidrofob kolcsonhatasokat a molekulafelszin szdmitasaval
veszi figyelembe®.

AGy, =AGy 4y 3 f(AR,AW)+AG,,,, 3 f(AR A AGis D | Apies]|

H—kit ionos hidroféb

+AG,,, Ny +AG,

ahol 4

widrorish & molekula hidrofob felszine.
hidroféb

A széles korben alkalmazott FlexX pontozas az
idealistol eltéré hidrogén-hidas, ionos, aromas és egyéb
kolcsonhatasokat ~ geometria  valtozokat  tartalmazo
biintetdpotencialokkal irja le'.

AG,;, =AGy s Z/(AR Aa )+ AG, ”Zf(AR A0 )+AG,, Zf(AR Aa)

aaaaaa

+ AGAumakr Z f (AR’ Aa )+ AGmmr Nmu;r AGO

kontakt

A ChemScore tanité adatkészlete Osszesen 82 kiilonbozd
tipusa  fehérje-ligandum komplexet tartalmazott®. A
figgvény a hidrogénkoté ¢és hidrofob kdlcsonhatdsok
mellett a fehérjékben gyakorta eléforduldo fémekkel
kialakulo  kolcsonhatasokat, valamint a  ligandum
flexibilitascsokkenése kovetkeztében fellépd entropia-
effektust is figyelembe veszi.

AGy, =AG, Zf(AR’Aa )+ AGfeme(ARsAO‘ )+ AGItpuzf(AR)

H-kot fém lipo

+AG,, Z 1,2, ) AG,

2.3.3. Tudasbazis-alapu értékelé-fiiggvények

A tudésbazis-alapu értékeld-fiiggvények a fehérje-ligandum
komplexekben implicit moédon kodolt tudas hasznositasara
jottek 1étre. Az ilyen tipust fliggvények a Boltzmann térvény
inverz megfogalmazasara épiilnek, amely szerint:

E,; =—kTIn(p,,)—kTIn(Z)

ahol E, az atlagos potencial, Py @ valdszinliségi stiriiség, Z
az allapotosszeg

Ezt a megkozelitést arra lehet felhasznalni, hogy
fehérjeszerkezeteket tartalmazé adatbazisok
felhaszndlasdval olyan  értékeld-fiiggvényt  allitsunk
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elo, amely a fehérjeszerkezetek kvantitativ elemzését a
szerkezetpredikciok aspektusabol valositja meg. Ennek
érdekében az i, j, és k valtozokat a fehérje és ligandum
atomtipusainak illetve a koztik 1évé tavolsagoknak
feleltetik meg. Az igy definialt kolcsonhatasok eldfordulasi
gyakorisaga pedig meghatarozza az adott kolcsonhatés
hozzajarulasanak mértékét a kotddési szabadentalpidhoz.
A széles korben hasznalt DrugScore és a PMF (Potential
of Mean Force) értékeld-fiiggvények ezt a koncepcidt
valositjak meg:

DrugScore:

WESDY ZAW,»,»(V)+(1—Y){Z AW,(54S,54S, )+ 3 AW, (548, 54S,)

fehérje ligand ligand fehérje

ahol SAS az oldodszer altal elérhetd molekulafelszin, WU, a
tavolsagfiiggd parpotencial. '

PMF:  PMF =Y 3 4,d,)

fehérje ligand

: G
Aij (czij ): _kBT IHI: t;rfbgatkorr (r)+()}

y
p tomb

ahol k, a Boltzmann allando.
2.4. Utoélagos feldolgozas

A jelenleg elterjedt értékeld-fiiggvények az elézdekben
ismertetett korlatok miatt nem alkalmasak a kotodési
szabadentalpia megbizhatd, pontos szamitasara. Ezt a
hianyossagot tovabbi, utdlagos szamitasokkal kisérelhetjiik
meg csokkenteni. E megkdzelités szerint az egyszerd és
gyors értékelo-fiiggvények segitségével a részletesebb
vizsgélatok szdmara egy raciondlis modon szikitett, a
rendelkezésre all6 szamitasi kapacitassal feldolgozhato
dimenzioju problémat allitunk eld. Ezekben a szamitasokban
mar lehetség nyilik a szolvatacios- és entropia-effektusok
megfeleld szintli figyelembevételére is. A szlirt ligandumokra
elvégzett szabadenergia-perturbacids szamitasok, illetve a
manapsag népszertl linearis valasz-elmélet alkalmazaséaval
a kotédési szabadentalpiat szerencsés esetben 1-2 kcal/mol
pontossaggal becsiilhetjiik.

Az utolagos vizsgalatok egyik leggyakrabban alkalmazott
modszere az ujrapontozas, illetve a konszenzus pontozas®.
Az T1jrapontozas soran annak lehetdségét vizsgaljuk
meg, hogy az elsddleges értékeld-fliggvény segitségével
kivalasztott kotékonformaciokat egy, vagy tobb tovabbi
figgvénnyel pontozva javitani tudjuk —e a kotodési
szabadentalpia becslését. A konszenzus pontozas soran
olyan kd&tokonformacidkat valasztunk ki, amelyek nem
egyetlen értékeld-fiiggvénnyel mutatkoznak optimalisnak,
hanem olyan konformaciokat keresiink, amelyeket tobb
kiilonbozé értékeld-fliggvény is kedvezonek itél. Ebben
a megoldasban a kiilonbozo  értékeld-fiiggvényeket
sulyfaktoruk fliggvényében azonos, illetve kiilonbozo
sullyal vehetjiik figyelembe. A konszenzus pontozast kiilon
is alkalmazhatjuk a kotékonforméacio kivalasztasara, illetve
a ligandumok affinitas szerinti sorrendjének kialakitasara is.

Az utolagos vizsgalatok egy specidlis tipusat az aktivnak
josolt vegyiiletek mesterséges dusulasanak elkeriilésére

iranyuld kisérletek. Ezek sordn a értékeld-fiiggvények
azon hianyossagat probaljuk meg javitani, hogy altalaban
a nagyobb méretl molekulak tényleges aktivitasuktol
fliggetleniil is kedvezé pontszamot kaphatnak. Szokasos
eljarasként a vizsgalando ligandumok fizikai kémiai
paraméterek alapjan torténd szlirés jon szdoba, gyakori
azonban a pontszdmok molekulatomeggel, illetve
lipofilicitasi paraméterekkel torténd skalazasa is*.

Az utélagos vizsgalatok koziil nem hagyhatjuk
ki a leghatékonyabbnak becsiilt ligandumok
kotdkonformacidinak vizualis vizsgalatat sem. Ez a nehezen
automatizalhatd 1épés jelentés mértékben hozzajarul az
eredmények értelmezéséhez, az esetleges szisztematikus
hibak felismeréséhez és ahhoz, hogy a vezérmolekulakeresés
fazisat kovetden értékes szerkezeti informaciokkal segitsiik
az optimalast.

2.5. Sikeres alkalmazasok

A dokkol6 algoritmusok és értékeld-fliggvények folyamatos
fejlédése eredményeképpen mara szamos a szerkezet
alapti  virtualis szlrévizsgalatoknak szamos sikeres
alkalmazasa ismert (lasd még ref. 45-49). A 3. tablazatban
ezeket igyekeztiink Osszegylijteni megadva célfehérjét,
az alkalmazott mddszert, a tesztelt ligandumok forrasat,
valamint a szlirés hatékonysagara jellemz6 dusitasi faktorok
(EF) idealis és ténylegesen elért mértékét. A dusitasi
faktorokat a sziirt, rangsorolt adatbazis adott szazalékanak
megfeleld vegyiiletre szamitjak, ezt az adott faktorok mellett
minden esetben megadjuk.

3. Kovetkeztetések

Napjainkra a szerkezet alaptl virtudlis szlirés a nagy
ateresztOképességli sziirdvizsgalatok csaladjanak sikeres
tagjava valt. Ezek a mddszerek az irodalom és sajat
tapasztalataink alapjan (3, 54-57) a vezérmolekula
azonositasanak stadiumaban jol kiegészitik a kisérleti
megkdzelitéseket, kiilonosen pedig a HTS vizsgalatokat.
Ezek a tapasztalatok arra utalnak, hogy a virtudlis sziirés,
a rendelkezésre all6 vegyiilettaron alkalmazva, az adott
célfehérjére fokuszalt alkonyvtarak kialakitasaval jelentds
mértékben javithatja a HTS hatékonysagat. Masfeldl a
virtualis szlrés alkalmas az adott kutatohelyen meg nem
talalhato, de kereskedelmi forrasbol beszerezhetd vegytiletek
vizsgalatara is. Ez utobbi alkalmazas lehetévé teszi, hogy
a vezérmolekula keresés ne csupan a rendelkezésre allo
vegyiiletek altal lefedett kémiai térre korlatozodjon.

Bar a sikeres alkalmazasok a metodika hasznossagat
egyértelmien jelzik, a modszer korlatairol is fontos
megemlékezniink. A jelenleg rendelkezésre  allo
dokkol6 algoritmusok legnagyobb hianyossaga a fehérje
flexibilitdsanak hidnyos kezelése. A értékeld-fliggvények
teljesitoképessége a kivanalmaktol elmarad, a szolvatacios-
és entropia-effektusok figyelembevétele, valamint a
mért kotédési affinitasértékkel vald korrelacio javitasa
valtozatlanul a kutatdsok kozéppontjaban all. Végezetiil
nem elhanyagolhat6, hogy a szerkezet alapu virtualis
szirévizsgalatok tovabbra is jelentds szamitasi kapacitést,
szoftver és hardver oldalrol jelentds raforditast igényelnek.
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3. Tablazat. A szerkezet alapu virtualis szlir6vizsgalatok sikeres alkalmazéasa (A: az aktiv vegyiiletek szama, EF: a dusitasi faktor)

Jellemzok
Célfehérje Program - — Ref.
Sziirt adatbazis A EF Idealis EF | EF/Idealis EF
DOCK 7(10) 10 0.7
Timidine kiniz FlexX ACD: 990; (sziirdk: | 8(10) 10 0.8
GOLD M_, reagensek, 10(10) 10 )
DOCK inorganic), Véle.tlen 7(10) 0 0.7 50
valogatas, Gasteiger-
Estrogen receptor alfa FlexX Marsili t5]tések 10 8(10) 10 0.8
GOLD 10(10) 10 1
Dock ACD: 179805; 719) 10 0.7
Protein Tirozin Foszfatéz-1B FlexX (sziirdk: fémek, 1327 9(10) 10 0.9
Glide izotopok, clogP), 9(10) 10 0.9 5]
DOCK véletlen vélogatas, 0.1(10) 10 0.01
Protein Kinaz B FlexX Gasteiger-Marsili 266 1(10) 10 0.1
Glide toltések, ionizalt 5(10) 10 0.5
FRED 5(10) 10 0.5
Ciklooxigendz-2 FlexX 128 6.2(10) 10 0.62
Glide 6.3(10) 10 0.63
FRED 7.9(10) 10 0.79
Estrogen Receptor béta FlexX 55 5.8(10) 10 0.58
Glide 7.5(10) 10 0.75
FRED 1.9(10) 10 0.19
p38 MAP kinaz FlexX 72 7.9(10) 10 0.79
Glide 4.1(10) 10 0.41
FRED 4.1(10) 10 0.41
Giraz B FlexX 36 7(10) 10 0.7 52
Glide WDI: 7528; (sziirék: 5.8(10) 10 0.58
FRED M_, hasonlésag, 7.9(10) 10 0.79
Trombin FlexX forgathat6 kotések, 67 8.1(10) 10 0.81
Glide makrociklus és 8.3(10) 10 0.83
FRED szteroid kizarasa, 4.1(10) 10 041
farmakofor pontok,
Gelatindz A FlexX o 43 6.3(10) 10 0.63
ionizalt pH 7)
Glide 6.1(10) 10 0.61
FRED 8.3(10) 10 0.83
Neuraminidaz FlexX 51 6.2(10) 10 0.62
Glide 9.8(10) 10 0.98
Ciklooxigenaz-2 FlexX 128 20(1) 68 0.29
Estrogen Receptor beta FlexX 55 39(1) 100 0.39
p38 MAP kinaz FlexX 72 18(1) 100 0.18
Girdz B FlexX 36 21(1) 100 0.21 53
Trombin FlexX 67 25(1) 100 0.25
Gelatinaz A FlexX 43 16(1) 100 0.16
Neuraminidaz FlexX 51 22(1) 100 0.22
Neuraminidaz 15 43(1) 100 0.43
PTF-1B 25 20(1) 100 0.2
CDK-2 kindz M, <250 41 10(1) 100 0.1
CDK-2 kinaz M >250 GOLD ATLiAS (véllala?i ' 23 23(1) 100 0.23 4
Estrogen Receptor béta adatbazis): ~3.1 millio
(agonistik) 20 60(1) 100 0.6
Estrogen Receptor béta
(antagonistak)? 17 58(1) 100 0.58
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Mindezek alapjan megéllapithatjuk, hogy a szerkezet
alapu virtualis sziirés a vezérmolekula azonositasanak
kétségkiviil hasznos, de tavolrél sem kivaltsagos modszere.
Meggy6zodésiink, hogy legnagyobb hatékonysagat a mar
alkalmazasban 1évé metodikakkal, a HTS-sel, a kémiai
analog kutatéssal €és a de novo tervezéssel kombinalva érheti
el.
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Structure-based virtual screening

Recent improvements in genomics yielded a substantial increase of
potential, novel targets for drug discovery. Whereas combinatorial
chemistry and high-throughput screening were supposed to produce
a vast number of new drugs, neither of them has met fully the
expectations. Virtual screening applies rule-based, property-based,
pattern recognition and docking methods to screen large databases
of virtual compounds. Hereby the number of compounds to be

assayed is drastically decreased and virtual screening can speed
up the lead discovery process. This review summarizes the recent
developments in structure-based virtual screening focusing the
problems of docking algorithms and scoring functions. A collection
of success stories is enclosed for supporting further applications in
the lead discovery field.
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A fizikai-kémiai jellemzés helye és modszerei a
gyogyszerkutatasban

TAKACSNE NOVAK Krisztina* és VOLGYI Gergely

Semmelweis Egyetem, Gyogyszerészi Kémiai Intézet, Hogyes E. u.9. 1092 Budapest

Bevezetés

A szerkezet-hatds Osszefiiggések elsé felismerései oOta
a gyogyszerkémikusok szamara az Ujonnan szintetizalt
vegyliletek fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzése
mindig is hasznos informacioval szolgalt a varhato biologiai
hatds ¢és farmakokinetikai paraméterek elore jelzésére.
Meégis a gyogyszerkutatdsban a 90-es években bekovetkezett
stratégiavaltas teljesen Uj alapokra helyezte a fizikai-kémiai
jellemzés (physico-chemical profiling) kérdését'.

fizikai-kémiai tulajdonsdgok

P
K

aktivitas

1. Abra. Az aktivitas és a farmakokinetikai tulajdonsagok parhuzamos
feljesztése a gyogyszerkutatas sikerességének uj lehetdsége

Az 1j technolégiak, mint a kombinatorikus kémia, a
nagy ateresztoképességii (bioldgiai aktivitast jelzd) szlrd
modszerek (high throughput screening, HTS), az 1j
gyogyszer-tamadaspontokat (target) feltar6 genomika és
proteomika térnyerésével az aktiv vegyiiletek megtalalasanak
(hit) lehet6sége ugrasszeriien megnovekedett. Ezzel szinte
egyidoben megfogalmazodott az igény a gyogyszerré
fejleszthetdség egy minél korabbi fazisban valdo megitélésére.
A felmérések alapjan ismertté valt ugyanis, hogy a
gyogyszerkutatas késobbi fazisaiban kihullé molekulakat kb.
40%-ban a nem megfeleld farmakokinetikai tulajdonsagok
miatt veszitik el. A fejlesztésre valo kivalasztas eszkdzeként
a biohasznosit-hatdsagot, a varhat6 ADME (abszorpcio,
disztriblcid, metabolizmus és exkrécid) tulajdonsagokat
meghatarozo6 fizikai-kémiai paraméterek latszottak a legjobb
lehetéségnek. Az 0j gyogyszerkutatasi —stratégia  tehat
egyforma hangsulyt fektet a bioldgiai aktivitas megtalalasara
¢és optimalizalasara, valamint a gyogyszer-szer(i (drug-like)
tulajdonsagok fejlesztésére. A kett6t nem egymast kdvetden,
hanem parhuzamosan kell miivelni (1. &bra).

A fenti célra leggyakrabban hasznalt fizikai-kémiai
paraméterek az oldhatosdg, az ionizdcio, a lipofilitas és a
permeabilitas (ezek tartoznak a physico-chemical profiling
témakorébe), de az utdbbi idében a szélesebb értelemben
vett u.n. gyogyszerészeti-jellemzésbe (pharmaceutical
profiling) mar a vegyiiletek azonossaganak ¢és tisztasaganak

*Tel.:215 5241; fax: 2170891; e-mail: NOVKRI@HOGYES.SOTE.HU

(integrity), valamint a metabolikus és kémiai stabilitasanak
a jellemzését, a gyogyszer-interakciokra utald CYP450
enzimgatlas vizsgalatat is beleértik? (2. abra).

Lpharmaceutical-profiling”

integritds stabilitas
(azonossag,

tisztasdg)

ionizdcié

CYP-450
gatlas

permeabilitis

.physico-chemical profiling”

2. Abra. A fizikai-kémiai jellemzés és a gyogyszerészeti-jellemzés
viszonya

A gyogyszerkutatas korai fazisaban igen nagyszamu (tobb
szazezer, esetleg néhany millio) vegylilet fizikai-kémiai
szempontbol torténd vizsgalata 11j igényeket fogalmazott
meg az alkalmazhatd modszerekkel szemben is. Eldtérbe
kertiltek a nagy ateresztéképességii (HT), gyors, nagyon
kis anyagigényli, automatizalt technikédk. Az angol nyelvii
irodalomban a fizikai-kémiai jellemzés korszeri HT
modszereirdl szamos kivalo attekintés jelent meg az elmult
néhany évben*!!. Ez a béséges irodalom feleslegessé tenné
egy magyar nyelvlli 0sszefoglalds készitését, ha annak mas
célja nem lenne.

Jelen munka olyan attekintést kivan adni a fizikai-kémiai
jellemzés 1j lehetdségeirdl, mely figyelembe veszi a
hazai sajatossagokat. Nevezetesen azt, hogy gyogyszer-
gyarainkban folyd originalis kutatasoknal inkabb jol
szelektalt, célzott, kdzepes méretli (medium) molekula-
konyvtarakkal dolgoznak'?, igy a vegyiiletek fizikai-kémiai
jellemzésénél nem annyira a HT jelleg, mint inkabb a
megbizhatdsag és a pontossag dominal.

Ezért az oldhatésdg, az ionizaciod, a lipofilitas ¢és a
permeabilitds meghatarozasara alkalmazott modszereknél, a
HT eljarasok vazlatos, tablazatokban dsszefoglalt bemutatasa
mellett, azokra az eljarasokra helyezziik a hangsulyt, melyek
validaltak, pontos fizikai-kémiai allandot szolgaltatnak és
alkalmasak egyfel6l a gyogyszerkutatas korai fazisaban
a fejlesztésre valod kivalasztasnal a dontést eldsegiteni,
masrészt a késobbi fejlesztési munka soran értékes
informaciot jelentenek a gyogyszerforma kialakitasanal,
vagy a farmakokinetikai adatok értelmezésénél.
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E mellett, kiilon specifikumként, jelen munka kitér a vizben
rosszul 0ldodo vegyiiletek problémajara is, hiszen kzismert,
hogy az elmult 10 évben a kutatasba keriilt vegyiiletek egyre
lipofilebbekké, vizben egyre rosszabbul oldédokka valtak,
ami Ujabb kihivast jelentett a modszerfejlesztok szamara.
Sajat kutatasbol vett példakon szemléltetjiik, milyen
megoldasi lehetdségek koziil valaszthatunk, ha a minta
vizben nem vagy nagyon rosszul oldodik.

Oldhat6séag

Biohasznosithatosag szempontjabol a gydgyszerjeldlt
vegyliletek talan legfontosabb tulajdonsaga az oldhatosag.
Az oralis alkalmazhatosag feltétele ugyanis a hatéanyag
kiold6dasa (felszabaduldsa) a szilard gyogyszerformabol
és felszivodasa a gasztro-intesztinalis traktusbol, mely
folyamatokat a molekula vizben vald oldhatosaga
nagymeértékben meghataroz. Az oldhatoésag ismerete fontos
abbol a szempontbol is, hogy a biologiai vizsgalatoknal, a
minta oldatban kell, legyen, egyébként hamis informacio-
hoz vezet az eredmény. A mai gyogyszerkutatasi gyakorlat
szerint ugyanis a szintetizalt vegyiileteket tipikusan DMSO-
ban oldjak, ebbdl késziil a vizes higitads, ami a bioldgiai
tesztelésre kertil. Mivel az anyag a szerves oldoszerben mar
oldott allapotba jutott, a vizzel higitott oldat koncentracidja
nagyobb lehet, mint a termodinamikai oldhatésag altal
megszabott.

A termodinamikai oldhatésag meghatarozasa soran a
szilard anyagot a vizes kozegben, anyagfelesleg biztositasa
mellett, adott hémérsékleten 24-48 oraig kevertetik, majd
iilepitik (esetleg sziirik vagy centrifugaljak) és a telitett oldat
kinetikai oldhatosdgot viszont Ggy vizsgaljak, hogy a mintat
elébb kb. 10-20 pg/ml koncentracioban DMSO-ban oldjak,
majd ennek kis térfogatait adjak a vizes tompitd oldathoz.
Az anyagkivalas els6 pillanataban az oldatlan anyagrészt
eltavolitjdk és az ilyen koriilmények kozott képzddott
kiilonbség abbdl ered, hogy ez utdbbinal a DMSO-ban
tortént eldzetes oldas miatt nincs sziikség a kristalyracs-
energia legy6zésére a vizmolekuldk altal, valamint nincs
biztositva az oldédas termodinamikai egyensulyanak
elérése. A kinetikai oldhatdsag mérése elegendd a kémiai
felfedez0 kutatds (discovery) stadiuma-ban a gyors
szlirésre, a vegyliletek rangsorolasara, de a termodinamikai
(egyenstlyi) oldhatosdg meghatarozasa mindenképp
sziikséges a fejlesztésre kivalasztott molekulak esetében.

Szamos modszert fejlesztettek ki mindkeét tipusu oldhatosag
meghatarozasara. Az 1. tdblazat nyujt attekintést a leggyak-
rabban hasznalt eljarasokrol, feltiintetve a modszerek
teljesitoképességét, HT ill. nem-HT jellegét, anyag és
iddigényét, valamint a kereskedelemben kaphato célké-
sziilékek nevét és gyartojat.

Altalaban az 50 vegyiilet/nap teljesitménynél nagyobb
kapacitasi modszereket tekintik HT-nak. A Lipinski és
mtsai'® altal bevezetett turbidimetrids eljarasnal, a fent mar
torzsoldatbol percenként 0,5 pl-es részleteket adnak egy 2,5
ml térfogata pH 7-es foszfat tompitd oldathoz, mindaddig,
amig az UV detektor 620-820 nm tartomanyban, a mar

nem oldodott részecskék miatti zavarossagbol eredd fény-
szorddast nem jelez. A nefelometridas™, direkt UV' és az
ultrafiltracios'® modszerek esetén pedig a szilard részecskék
eltavolitasat kdvetden kiilonb6zé modon (Iézer nefelométer,
UV detektor, LC/MS) hatdrozzdk meg a telitett oldat
vagy nagyobb méréhelyes mikrotalcak nyujtotta, kapacitast
megsokszorozd lehetdséget. A modszerek  kinetikai
oldhatésagi adatot (logS*™?) szolgaltatnak és a pontossaguk is
csak korlatozott, mivel igen kis térfogatadagolasok sorozatat
kell elvégezni, altalaban egy mérés torténik, egy adott pH-n,
valamint a kristalyformak, polimorfok kozotti kiillonbségek
elvesznek a DMSO-ban val6 oldas miatt. A termodinamikai
(egyensulyi) oldhatosag (logS) meghatarozasara szolgald
standard eljaras a telitéses razotéleséres modszer. Ennek
igen nagy idéigénye és meglehetdsen nagy anyagigénye
(10-50 mg) nem teszi alkalmassa a felfedezd gyogyszer-
kutatasban vald széleskorti felhasznalasra, de tudni kell,
hogy mint referencia modszer ez a tdrzskonyvezd hatdsagok
(pl. FDA) altal elfogadott eljaras. Az igen régota vald
alkalmazas ellenére atfogd validalasi tanulmany nem
késziilt az eljarasrol. Yalkowsky munkaiban'”!® viszont
részletesen kitér a legfontosabb hibaforrasokra, igy a
termosztalas fontossagara, a mintavétel problémajara, az
atkristadlyosodas lehetOségére, aggregatumok, micelldk ill.
kolloid oldat képzOdésére, stb. Sajat méréseink szerint’' a
legpontosabb analitikai munka mellett is, a modszer hibaja
3-10 % kozott mozog, de eléfordulhat akar 30 %-os hiba is a
vizsgalt minta egyedi tulajdonsagaitdl fiiggden. Torekvések
torténtek ennek a modszernek az automatizaldsara és a
hasznalt oldoszertérfogat miniatiiriza-lasara, azonban eddig
még nem sok sikerrel.

Sokkal igéretesebbek a mas elven — a potenciometrids
titralassal — mikodé modszerek, melyekkel ionizalodo
vegyiiletek mérhetok. Két 0j eljarast irtak le és
mindkettéhdz a kereskedelemben célkésziilék kaphato.
A DTT-modszer' (dissolution template titration) esetén
input adatként betaplalt pK, és logP  értékekbdl a szoftver
egy elméleti titralasi gorbét szimulal, ez szolgdl mintaként
a mérési protokollnal. Novekvd anyagkoncentracioknal
potenciometrias titralasokat végzink pH 1-12 tarto-
manyban az ionizalt format biztositd6 pH iranyabol
kiindulva. A pH valtozasra bekovetkezd deprotonalodas
(bazisok) és protonalddas (savak) miatt fellépd anyagkivalas
torzulast okoz a titraldsi gdérbén, melybdl az egyensulyi
oldhatosag alkalmas szoftver segitségével kiszamithato. A
modszer hatranya, hogy egy-egy titralas ideje az oldhatosagi
egyensuly beallasa érdekében 3-10 o6ra. Ezt kiiszoboli ki a
legijabb modszer, az u.n. ,,chasing equilibrium method™,
mely szintén potenciometrids titralas elvén mitkodik. Egy
normal titralast kovetden, olyan anyagkoncentracional is
elvégezziik a titralast, ahol a minta nemionizalt forméja (B
vagy HA) kivalik. A kivalast a cellaba vezetett optikai kabel
segitségével UV detektor érzékeli, mely azonnal a titralas
leallitasat vonja maga utan. Ezutan sav ill. bazis térfogatok
adagolasaval, igen kis pH valtozasokat idéziink elo,
melynek kovetkeztében a minta hol oldatba megy, hol ujra
kivalik. Vizsgalatok szerint nyolc ilyen pont meghatarozasa
elegend6 az egyensuly beallasahoz. Az egyensuly
“kergetése” (chasing), pontosabban kikényszeritése utan, az
ahhoz a ponthoz tartozo titralasi adatbol a termodinamikai
oldhatésag szamithaté. Egy mérés ideje 60-90 percre
rovidill. A modszer validalasaban munkacsoportunk is részt
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1. Tablazat.Az oldhatdsag meghatarozasara hasznalt modszerek

Oldhatosag Sebesség® Kapacitas®
Modszer Méréshatar Késziilék/gyartd
tipusa (perc/vegyiilet) (vegyiilet/nap)
. . 4 dic
Turbidimetrids’® kinetikai 5 pg/ml 15 45 Nincs (robot mintaadagol6 + diddasoros
spektrofotométer)
Nepheloskan Ascent (ThermoLabSystem)
Nefelometrias' kinetikai 5 pg/ml 4 300 Nephelostar (BMG)
Solubility Scanner (BD Gentest)
Direkt UV'S kinetikai 0,1 pg/ml 4 300 uSOL (pION)
Ultrafiltracios'® kinetikai 0,1 pg/ml 6 200 Nincs (96 lyuku ultrafiltracios talca, LC/MS)
Telitési razotoleséres'” egyensilyi 1 pg/ml 75 ora <1 Nincs (nem automatizalhato)
Nincs (kolonndban, iiveggydngyon rogzitett
Generator column'® egyensilyi 0,1 pg/ml 60-180 6-12 mintan vizet pumpalnak at, az elualodo
mintat HPLC-vel mérik)
P i i .
‘]’;?ch,‘ff‘emas egyensilyi 5 ng/ml 180-600 26 pSOL (pION)
Potenciometrids = o vonsilyi 0,1 pg/ml 60-90 10-15 GLpKa (Sirius)

,.chasing equilibrium

2 becsiilt idé/minta a hivatkozott irodalom szerint.

® becsiilt mérhet6 mintaszam/nap, 24 6ras, feliigyelet nélkiili folyamatos miikodést véve alapul

8
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3. Abra. A két potenciometrias oldhatosag meghatarozo modszer
validalasa'®2!.

vett’’. A hagyomanyos modszerrel valé Osszehasonlitas
mindkét potenciometrias eljarast megbizhatonak és igen
pontosnak talalta (3. abra).

A vizben nagyon kevéssé (gyakorlatilag nem) oldodo
anyagok esetén leirtak modszereket olddszerelegyben
torténd meghatarozasra, azonban ezeknek tal sok
1étjogosultsaguk, az elméleti hattér teljes tisztdzatlansdga
miatt, ma még nincs.

lonizacio

Az ionizaciora képes vegyiileteknél a pK  érték (ionizacios

inercept=0.16
slope =085
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iog ( 1/S) Shake-fiask method

konstans; savi disszocidcidés allandd) meghatdrozasa a
gyogyszerkutatasban alapvetd, mivel ez a fizikai-kémiai
paraméter hatdrozza meg, hogy a molekula milyen
ionizaltsagi allapotban van kiilonb6z6 pH értékeknél.

Ennek pedig dontd fontossaga van a gyogyszer szervezetbeni
sorsat illetden. A nemionizalt (t6ltést nem hordozo6) forma
az u.n. ,transzport-forma”, mely (inkabb) képes a lipid
barriereken atjutni, mig az ionos forma, az u.n. ,receptor-
forma” az, amely (inkabb) kotédik a célmolekulahoz, ill.
transzport fehérjekhez. Példaul egy 7,4 pK, értékii vegyiilet,
szoveti pH-n (7,4) 50 %-ban van ionizalt ill. nemionizalt
formaban. A pK  erték ismerete nélkiilozhetetlen a logP
meghatarozashoz és minden egyéb pH-fiiggé molekularis
tulajdonsagot is befolyasol.
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2. Tablazat. A pK meghatarozis modszerei

Anyagigény Szitkséges Sebesség® Kapacitas®
Modszer oldhatosag Késziilék/gyartd
(mg) M) (perc/vegylilet) (vegyiilet/nap)
potenciometria® 3-5 5x 10 20-40 30-40 GLpKa (Sirius)
UV/pH titralas®
e hagyomanyos modon 1-2 10 6-8 ora 1 Nincs (pH mér6 + UV spektrofotométer)
® automatizalt modon 1-2 107 30 30-40 GLpKa + DPAS (Sirius)
e HT modon (SGA)* 1-2 10% 4 200 ProfilerSGA (Sirius)
(DMSO)
CE
® normal mod'"! 0,01 10°-10° 30 20 CE késziilék (barmely gyarto)
e multiplexed’
0,01 10°-10° 30 100 CePro 9600 (CombiSep)

(96 kapillaris)

2 becsiilt id6/minta a hivatkozott irodalom szerint.

b becsiilt mérhetd mintaszam/nap, 24 6ras, feliigyelet nélkiili folyamatos miikodést véve alapul

A 2. tablazat foglalja 0ssze a pK, meghatarozasra hasznalt
modszereket. A potenciometria® vizes kOzegben a
leggyakoribb eljaras, ennek feltétele, hogy a vizsgalando
anyag legalabb 0,5 mM koncentracioban oldodjék vizben a
titralas teljes tartomanyaban. Alternativ lehetéség az UV/pH
titralas®, amennyiben a molekula UV spektruma pH-fliggé.
Ilyen esetekben a (fajlagos abszorpcios koefficienstdl
fliggéen) akar  két  nagysagrenddel  alacsonyabb
koncentracioban is mérhetiink. Ujabb lehetéség a kapilldris
elektroforézis™ (CE) modszer hasznalata, melynek
alapja, hogy az elektroforetikus mobilitas fiigg a minta
ionizaltsagi allapotatél. Ennek eldnyeként a szelektivitast
¢és a kis anyagigényt emlithetjiik. Tovabbi alternativa lehet
az NMR/pH titrdlas® ill. a CD/pH titralas*, azonban ezek a
modszerek nem tekinthetdk rutin eljarasoknak, inkabb egy-
egy specialis probléma esetén - mas modon nem mérhetd
vegyiiletnél - indokolt a hasznalatuk.

Az automatizalt potenciometrias (GLpKa) és az UV/pH
titralas (GLpKa + DPAS) koézepes kapacitasu, nagy
pontossagu modszerek (SD: + 0,01). Igazan HT jellegfi pK,
meghatarozo eljarasnak a spectral gradient analysis (SGA)
¢és a multiplex CE technika tekinthet6. E16bbi soran alkalmas
savas ¢s bazikus puffer oldatok elegyitésével iddben linedris
pH-gradienst allitanak el6, majd a mintat injektaljak.
Diodasoros UV detektorral regisztraljak a pH valtozasra
bekovetkezd spektrum-valtozast. Egyetlen pontbdl, 4 perc
alatt kielégité megbizhatosaggal nyerhet6 a pK  adat.

A vizben nem oldodo vegyiiletek pK =~ ért€kének
meghatarozasara legelfogadottabb az oldoszerelegyben
valdé mérés (co-solvent method), ami mind potenciometrias,
mind spektrofotometrias eljaras esetén hasznalhato. Szerves
oldoszer-viz elegyekben meghatarozzuk az ott érvényes
u.n. latszélagos ionizdacios dllandét (p K, érteket), majd
extrapolalunk a nulla szerves oldoészertartalomra, azaz
a vizes kozegre. A gyakorlatban leginkabb a MeOH/viz
rendszer ¢és a Yasuda-Shedlovsky extrapolaci6 terjedt el. E
szerint p K, + log[H,0] = a/e + b, ahol € az oldoszerelegy
relativ  permittivitdsa, [H,O] az elegy viztartalmanak
mol koncentracidja. A kozelmultban végzett validalasi

vizsgalataink szerint”, megfelel6 kivitelezés esetén (helyes
elektrod-kalibracio; minimum 3 kiillonb6z6 MeOH %-nal
végezve a mérést; a lehetd legalacsonyabb szervesolddszer
koncentraciot hasznalva) az eljaras pontossaga SD: + 0,05.
Tavoli extrapolacido (40-60 % MeOH tartalom) esetén a
hiba megnd. Példaként a deramciklan pK meghatarozasat
mutatjuk be, amely vegyiiletnek vizben valé oldhatosaga
0,5 mM-nal kisebb, nincs pH-fiiggd UV spektruma, viszont
idealis az olddszerelegyben valé mérésre. Ot kiilonbozo
szerves oldoszer aranynal, 30-55 % MeOH tartomanyban
3-3 parhuzamos titralast végeztiink. A Yasuda-Shedlovsky
extrapolacioval (4. abra) nyert vizes pK, értek: 9,61 +
0,03%.

Tiration claves

mil ol tirant

4. Abra. Titralasi gorbék és a Yasuda-Shedlovsky osszefliggés a
deramciklan latszolagos pK értekei és a MeOH/viz olddszerelegy relativ
permittivitasa kozott
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Még rosszabbul oldodd anyagok esetén tovabbi lehetdség
az egyetlen pontbol vald extrapolacid (single point
extrapolation), altalanos Osszefiiggés segitségével. Erre a
célra Fini és mtsai*’ a 80% DMSO-t talaltak alkalmasnak.
Karbonsav-tipusu vegyiiletekre meghataroztak az altalanos
érvényll Osszefiiggést: pK, = -0,80 + 0,67 pK, (n=33,
=0,992, s=0,08), ennek segitségével egyetlen titralasbol
a vizes pK_ kiszdmithat6. Sajnos bézisokra jelenleg nem
ismert hasonlo altalanos érvényii kalibracids egyenlet.

minta

0,5 mMoldhatisig |

vizhen |

s
yoEM

piLfieed |
UV spektrum I
L NEM

v
[ 0.5 mM oldhatisie
MeOH viz elegyben

15wyl oldhatosag
MeCOHvizeleavhen

NEM &:cm'

v | 0.3 mbd oldhatosag
80%% DMSO-ban

| Co-solvent method”

UV/pH titrilas
GLpKa + D-PAS

5. Abra. A pK, meghatdrozas modszerének kivalasztisa

A pK, meghatarozashoz valasztand6 modszert mindig az
adott minta tulajdonsagai kell, hogy megszabjak. Egy - a
kutatocsoportunkban hasznalt - lehetséges dontési sémat
mutat be az 5. abra.

Lipofi litas

A lipofilitas a legrégebben hasznalt fizikai-kémiai paraméter
a gyogyszerkutatasban. Sokaig a jellemzésére szolgald
logP (megoszlasi hanyados logaritmusa) adat volt az
egyetlen molekularis jellemzé a QSAR vizsgalatokban. A
gyogyszerkémikusok — talan talzé mértékben is — kiemelt
jelentdséget tulajdonitottak e mérészamnak. Mdara, amint ezt
ez a kozlemény is bemutatni igyekszik, elmozdulés tortént
az u.n. komplex fizikai-kémiai jellemzés iranyaba, de az
egyértelmiien kijelenthetd, hogy ebben a folyamatban a logP
meghatarozasa ma is nélkiilozhetetlen.

Mi az oka, ennek a kivételes szerepnek? Roviden ugy
adhatd6 meg a valasz, hogy a lipofilitds az a molekularis
tulajdonsag, mely leginkdbb megszabja egy molekula
sorsat a szervezetben, mind a farmakokinetikai mind a
farmakodinamias (a receptorral valo kolcsonhatas) fazisban.
Ez az adat, informaciotartalmat tekintve sokkal tobb,
mint egy puszta szam, mivel kialakitdsdban ugyanazok a
kolcsonhatasok jatszanak szerepet, mint amelyek 1étrejonnek
a molekula és a biologiai kornyezete kozott.

Kétféle megoszlasi hanyadost kiilonboztetiink meg, a nernsti
definicid szerinti u.n. valodi megoszlasi hanyadost (logP),
amely azonos molekularis allapotban 1évé részecskére,
azaz a nemionizalt, semleges formara vonatkozik, mig
a latszolagos megoszlasi hanyados, vagy disztribiicios
koefficiens (logPapp; 10gDpH), amely az adott pH-ju vizes
fazisban aktualisan jelenlévé valamennyi részecskét

figyelembe veszi. A kisérletileg meghatarozott latszolagos
megoszlasi hanyadosbol a valédi megoszlasi hanyados,
a pK, érték ismeretében kiszamithaté®. Gyogyszerkémiai
szempontbol, azaz a varhatd transzport tulajdonsagok
megitélése szempontjabol, mindig a valodi logP a Iényeges,
mivel — a pH-megoszlas hipotézis szerint — passziv
diffuziéval a lipofil membranokon csak a nemionizalt, lipofil
forma tud athatolni.

A megoszlasi hanyadost korabban szinte kizarolagosan
oktanol/viz rendszerben hataroztadk meg, C. Hansch uttdrdé
munkassaga nyoman®. Késébb kideriilt, a membranok
sokfélesége miatt egyetlen olddszerrendszer nem lehet
alkalmas a biologiai megoszlas modellezésére, ezért javaslat
tortént egyéb oldoszerrendszerek, pl. a ,.kritikus kvartett”
(oktanol/viz, kloroform/viz, alkan/viz ¢és PGDP/viz)
hasznalatara. Ma egyre nagyobb szerep jut a nemizotrop
rendszereknek, igy a liposzoma/viz megoszlasnak is.

A logP meghatarozas elméleti és gyakorlati vonatkozasairdl
konyvek!3¢ és Gsszefoglaldo munkék sorozata*®!* jelent
meg, kiilon kiemeljik azokat, amelyek a GLP szerinti
kisérleti protokollt targyaljak®3'. A 3. tablazat mutatja
be a legfontosabb kisérleti modszereket, jelezve a mérési
tartomanyt, anyagigényt és kapacitast.

A direkt eljarasok koziil a razotdlcséres modszert tekintjiik a
referencia eljarasnak, de ismert korlatai miatt (nagy idéigény,
a termosztalas nehezen megoldhato, lipofil molekuldk nem
mérhetdk, stb.), ma mar a pH-metris eljarast nevezik az
irodalomban a ,,gold standard” modszernek'>°. A modszer
elve, hogy azonos koriilmények kozott két potenciometrias
titralast végziink. Az elsét vizes kozegben, a masodikat
pedig a megosztd szerves fazis (pl. oktanol) jelenlétében.
Az anyag megoszlasa esetén a két gorbe nem esik egybe,
a kiilonbségbdl a megoszlasi hanyados szamithatd. Ez az
eljaras megbizhatd, pontos, de nem nagy kapacitasu.

A hagyomanyos razotdlcséres eljaras HT modszerré
alakitasaval tobben probalkoztak és kifejlesztettek egy
célkésziileket is, melynél 96 mérdhelyes mikrotalcan
torténik a fazisok érintkeztetése a megoszlasi egyensuly
eléréséig, majd robotizalt mintavételt kdvetden, diddasoros
UV  detektorral ill. kemilumineszcencias  nitrogén
detektorral mérik a koncentraciot. A modszer pontossagrol
és megbizhat6sagrol még nincs elegendd informacio®>,

Az indirekt vagy u.n alternativ méréstechnikak (forditott
fazisi kromatografids modszerek) sordn a lipofilitastol
fliggé kromatografias (logk’ ill. R ,) paramétert hatdrozunk
meg, majd kalibracios egyenes felhasznalasaval logP értéket
szamolunk. Valké és mtsai®* altal bevezetett kromatogrdfids
hidrofobicitasi index - CHI érték - donmaga is alkalmas
jellemzdje a vegyliletek lipofilitdsdnak és meghatarozasa
a gradiens elucio és a rovid (5 cm) kolonna haszndlata
miatt gyors, igy megfelel a felfedezd gyodgyszerkutatas
igényeinek. Tovabbi HT lehetdség a mikroemulzios
elektrokinetikus kromatografia (MEEKC) alkalmazasa®. A
vizsgalt anyag lipofilitasatol fliggéen megoszlik a natrium-
dodecilszulfatbol képzett micellak és a tompito oldat kdzott,
¢és ez befolyasolja a migracios idejét. A CE kapacitasi faktor
szoros korrelaciot mutat a logP értékkel. Legujabb lehet6ség
a logP automatizalt meghatarozasara a folyadék-folyadék
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3. Tablazat. A logP meghatarozas modszerei

Mérési

, Anyagigény Sebesség® Kapacitas®
Moédszer tartomany Késziilék/gyarto
(logP) (mg) (perc/vegyiilet) (vegyiilet/nap)
Direkt
® razotoleséres?! ; AThatd rézdeén - ; +
63 10-50 180-360 2 Nincs (tkerm;)sztal},lato razogép + centrifuga
(shake-flask) UV spektrofotométer)
o HT modon®
24 1-5 10 100 AlogPW (Analiza)
(96 lyuka mikrolemez)
® potenciometrias® 206 5-10 60 20 GLpKa (Sirius)
Indirekt
e RP-TLC* 05 1-3 120 50 Nincs (Camag autolayer + UV lampa)
e RP-HPLC
e normal modon* -1-6 1 10 120 HPLC késziilék (barmely gyarto)
o HT modon® -leo6 0,01 15 100 Profiler LDA (Sirius)
e CE (MEEKC)* -1+6 1 10 120 CE késziilék (barmely gyarto)

2 becsiilt id6/minta a hivatkozott irodalom szerint.

® becsiilt mérhet mintaszam/nap, 24 6ras, feliigyelet nélkiili folyamatos mitkodést véve alapul

megoszlason alapulé kromatografids modszer, ahol a kolonna
oktanollal boritott és a polaris mozg6fazissal elualodd mintat
diodasoros UV detektorral érzékelik (ProfilerLDA)®.

Az alternativ  eljarasok  alkalmazasanak a nagy
teljesitoképesség mellett tovabbi okai is lehetnek. Sajat
gyakorlatunk alapjan az RP-TLC modszer eldnyeit
kivanjuk kiemelni. A vékonyréteg-kromatografia — validalt
médon — alkalmas lipofil, UV inaktiv ¢és ionizacids
csoportot nem tartalmazd, esetleg szennyezett mintdk
esetén is a megbizhatd logP meghatarozasra®>. Lényeges
azonban, hogy a kromatografids rendszer optimalizalt
legyen, a kalibraciohoz hasznalt vegyiiletek szerkezete és
tulajdonsagai kozel alljanak a vizsgalt vegyiiletekéhez. A
kisérleti koriilmények gondos betartasdval elérhetd a logP
érték + 0,05 pontossdgu meghatarozasa.

] pll-melria
[ ionizalhats ]j.—.'““ aldhatossp I }——l'“” ~ GLpKa J
NEM }-—J\K)l

[ bromofort | goes  vahato logP 1GEN | '1
i tartalmaz ] [ T ] Riazotileséres
]'.E.\I MW
NEM
VRK

HPLC

predikeio
6. Abra. A logP meghatirozas modszereinek kivélasztasa

A fentiekbdl nyilvanvald, hogy nincs egyetlen kizarolagos
modszer a logP meghatarozasara. A bemutatott eljarasok
mindegyikének megvannak az elényei és alkalmazasuk
korlatai. Ezért a legalkalmasabb moddszer kivalasztasa
kelld mérlegelést igényel, és mindig a vizsgalt vegyiilet

tulajdonsagaibol kell, hogy kiinduljon. Ehhez kivan
segitséget nyujtani a 6. abra.

Permeabilitas

A fizikai-kémiai jellemzés legfiatalabb ¢és egyre fontosabba
vald paramétere a permeabilitds. A molekula membranon
keresztiil vald athatoloképességét fejezi ki. Novekvd
jelentéségét az magyarazza, hogy jelenleg a legjobb
prediktora a gyomor-bél traktusbol valé felszivodasnak,
ezaltal az oralis biohasznosithatosagnak. Ha tekintetbe
vesszilkk, hogy az Osszes gyogyszer 84%-a ordlis
alkalmazasu, érthetd e paraméter minél korabbi fazisban valo
meghatarozasanak igénye és alkalmazasa a legigéretesebb
gyogyszerjeldlt vegyiiletek kivalasztasara.

Az eléz6 paraméterekhez viszonyitva, a permedbilitasnak
szentelt atfogod irodalmi munkdk szdma sokkal szerényebb.
Ki kell emeljiik 4. Avdeef e teriileten végzett, mind elméleti,
mind gyakorlati szempontbdl uttéré munkassagat®!>1%¥7, és
az idézett irodalmakat ajanljuk a téma irant részletesebben
érdeklddd olvasok szdmara. E helyt csak annyit jegyziink
meg, hogy a permeabilitds kinetikai paraméter, jeldlésére
(elég szerencsétlen modon) P (intrinsic, azaz a semleges
részecskére vonatkozo) ill. P_ (effektiv, azaz az ionizalt
részecskére vonatkozo) hasznalatos, mértékegysége cm/sec.

A permeabilitds mérésére az in vivo vizsgalat lenne a
legjobb, de erre a korai fazisban nincs lehetéség. igy in vitro
modszereket fejlesztettek ki, koziilik tobb HT modon is
megvalodsithato.

Kétféle in vitro mérési eljarast ismeriink. A PAMPA
(parallel artificial membrane permeability assay) technika
mesterséges membranokat (foszfolipideket) hasznal a
permeacié vizsgalatdra, mig a masik sejtes modelleket
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alkalmaz (Caco-2, MDCK). A PAMPA moddszernél egy
,,szendvics” kamra also (donor) és felsé (akceptor) fazisat
96 lyuku mikrotiter talcak képezik, a kett6t pedig 125 pm
vastagsagu mesterséges membran valasztja el (7. abra). Az
alkalmazott membranok tipusa kiilonboz6é lehet, példaul
DOPC (dioleilfoszfatidilkolin) vagy PE (foszfatidiletanol-
amin) stb. dodekdnos oldata, melyet mikrofilter lemezen
rogzitenek. A donor fazisba jutott anyagot vagy UV
plate-reader vagy LC/MS modszerrel mérik. Az igy
nyert permeabilitasi adat csak a passziv diffuzion alapulo
transzportra ad informaciot.

A sejtes modellek bonyolultabbak, dragabbak, hosszabb id6t
vesznek igénybe, de az altaluk szolgaltatott informacio is
gazdagabb. A Caco-2 modell, human colon adenocarcinoma
sejteket tartalmaz, melyben szamos transzporter is
expresszalodik, igy Pgp (P-glikoprotein) és PEPT1 (dipeptid
transzporter), tehat a rajta mért permeabilitasi adat, a passziv
diffuzi6 mellett, mar aktiv transzport mechanizmusokat
is figyelembe vesz. A masik gyakran hasznalt sejtes
egyréteg modell az MDCK (Madin-Darny canine kidney)
sejtvonal, melyben ugyan kevesebb transzporter van, igy
inkabb a passziv diffuziot modellezi, azonban morfologiai
¢és funkcionalis szempontb6l mégis nagyobb a biologiai
relevancidja, mint a mesterséges membranoknak. A sejtes
modelleknek is kidolgoztak mar a nagykapacitisu mérési
lehetdségét (7. abra).

PAMPA

Akceptor:
[ 946 hyula szardtalca

impragniill szard,
| Donor:
B hywilh talca

Sejtes modell
(Caco-2, MDCK)

apikalis tér

saf
egyréted

——— bazolateralis tér

7. Abra. A permeabilités in vitro modszereinek sematikus vazlata

Osszegzés

A gyogyszerkutatas uj igényeinek megfeleléen az elmult
évtizedben a fiziko-kémiai jellemzés modszereiben
jelentds fejlodés tortént. Az irdny kétség kiviil a minél
nagyobb teljesitmény, rovid idé alatt igen nagyszamu
vegyiilet mérésének biztositasa (HT technikak), kielégitd
pontossagli adatok szolgaltatasa volt. Elmozdulas tortént
ugyanakkor az egy-egy kiemelt, korabban kizarolagosan
hasznalt fiziko-kémiai paraméter meghatarozasa helyett
a komplex jellemzés felé. Ezen informaciok holisztikus
kezelésével jo eszkoz kerill a gyogyszerkutatds korai
staddiumaban a dontéshozok kezébe. A megbizhatd
oldhatosagi, lipofilitasi, ionizacids, permeabilitdsi adatok
birtokaban lehetdvé valik a hatékonynak talalt vegytiletek
kozil a gyogyszerré fejleszthet6k korai kivalasztasa. Ezzel
az Uj szemlélettel, vagyis a hatds és a gyogyszer-szerii
tulajdonsagok parhuzamos fejlesztésével csokkenthetd a

késoébb kiesd vegytiletek szama, ezaltal a fejlesztés koltsége,
¢és novelhetd a gyogyszerkutatas eredményessége, tobb 1ij
gyogyszermolekula sikeres bevezetésével.
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Physico-chemical profiling in drug research

The new paradigm in drug research introduced in the early 90-ies
has increased the rate of finding of biologically active molecules.
The high throughput screening technologies have been proved to
be effective in lead discovery. However the bottleneck of drug
research has shifted from hit and lead discovery to lead optimization
and even more to the selection of potentially drug-like molecules.
This required the physico-chemical profiling in early stage of drug
development. New, high capacity methods have been developed.

This review is focused on the experimental methods used to
determine the four key physico-chemical properties: solubility,
ionization, lipophilicity and permeability. The methods are
summarized in tables (Table 1-4) and their scope and limits are
highlighted. The paper devotes more attention to the methods with
high accuracy and precision than to high capacity, HT techniques.
Based on own experimental practice, methods are useful for the
characterization of poorly soluble compounds are also presented.

Both kinetic and thermodynamic (equilibrium) solubility methods
are surveyed. The new potentiometric methods, the “dissolution
template titration” (DTT) and the “chasing equilibrium” approach
are presented.

Remarkable development was achieved in the field of pK,
determination, some new and effective methods are discussed.
Flow-chart figure (Figure 5) shows a possible way for the selection

36. Sangster, J. Octanol-water Partition Coefficients:
Fundamentals and Physical Chemistry; Wiley & Sons: New
York, 1997,

37. Avdeef, A. In Drug Bioavailability. Estimation of Solubility,
Permeability, Absorption and Bioavailability; van de
Waterbeemd, H.; Lennernas, H.; Artursson, P. Eds.; Wiley-
VCH: Weinheim, 2004 pp 46-71.

of the most appropriate method.

The classical logP determination method is the shake-flask
technique but the “gold standard” is the dual phase pH-metry using
automated instrument (GLpKa). This method provides fast, reliable
and precise logP value within the range from -2 to 6, for ionizable
molecules. Alternative techniques (RP-TLC, RP-HPLC, CE) have
advantages in high capacity and in the case of poorly soluble
(lipophilic) molecules, or samples containing some impurities.
Figure 6 helps to select the best method based on the chemical
properties of the compound examined.

Two in vitro methods are discussed for the measurements of
permeability, a physico-chemical property useful for the prediction
of oral bioavailability. PAMPA (parallel artificial membrane
permeability assay) applies phospholipids to study the permeation
from a donor to an acceptor phase. A commercial instrument
provides HT permeability measurements using 96-well microtiter
plates and UV-plate reader. The cell monolayer models (Caco-2,
MDCK) are more complicated and expensive however they are
more “biological” systems.

The review concludes that the complex physico-chemical profiling
in early stage of discovery is an essential tool to make good
decisions in the selection of drugable compounds for further
development.
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Keresztkapcsolasi reakciok gyogyszerkémiai alkalmazasai

TIMARI Géza
Chinoin Rt. 1045 Budapest, Té u. 1-5

Bevezetés

Uj szén-szén kotés kialakitasa minden idSben a szintetikus
szerves kémia meghatdrozé atalakitasai kozé tartozott. A
klasszikus C-C kotést 1étrehozé modszerek (pl. Grignard-
reakcid, Wittig-reakcid, cikloaddicié stb.) mellett az elmult
30 évben az atmenetifémek (Pd, Ni, Cu) altal katalizalt
keresztkapcsolasi  (cross-coupling) reakciok! jelentOsen
kiterjesztették a szintetikus lehetéségeket. Ezek a kapcsolasi
reakciok a kezdeti egyetemi ¢€s akadémiai kutatohelyekrol
kikeriilve nagyon hamar ipari alkalmazast nyertek. Az 1.
abran lathaté ma mar névvel jeldlt reakciok tobbségénél
a katalizatorok és reagensek kereskedelmi forgalomban
kaphatok. A keresztkapcsolasi reakciok aktiv katalizatorai
alacsony oxidacios allapott palladium-, és nikkelvegytiletek,
melyekhez legtdbbszor valamilyen ligandum is kapcsolodik
ezaltal stabilizalva a komplexet és lehetdvé téve, hogy a
reakcié homogén fazisban jatszodjon le. Szamos esetben
a katalitikusan aktiv 0-oxidacios allapoti fémet in situ
generaljak a fémsobol (pl. Pd(OAc),, Ni(acac),).

ML,
RX + R-M ————— > RR + M-X
idativ
reduktiv OXi
eI|m|naC|0\>/’ \< addicio
R—ML

/éanszmetalalas

X: 1, Br, Cl, OTf, OSO,R, SOR, SR, -N,*,

izomerizacio 5\

ML, : Pd(0), Ni(0)

M' B Suzuki-Miyaura kapcsolas
Mg Kharasch kapcsolas
Cu Sonogashira kapcsolas

Sn Stille kapcsolas
Zn Negishi kapcsolas
Si Hiyama kapcsolas

1.Abra.

A folyamat nyitd 1épése ebben az esetben az atmenectifém
redukcidja valamely jelenlévé redukaldszer (foszfan,
fémorganikus reagens, trietilamin) hatasara. A katalitikus
folyamat elsé [épése egy szerves (halogén) vegyiilet
oxidativ addicioja a 0 oxidacios allapotii atmenetifémre,
melynek soran fém-szén kotés alakul ki és az atmetifém
oxidacios allapota +2-re nd. A kapcsolni kivant masik
szerves molekularészlet (R’M’) transzmetalalassal keriil
az atmenetifémre ezzel kialakitva a transzdiaril-fém
komplexet. Ezt kovetden a transzszerkezetli komplex
cisz-szarmazékka izomerizalodik at. Ily modon térbelileg
lehetévé valik, hogy a reduktiv eliminaciés reakcio
végbemenjen, amely a végtermék képzddéséhez, illetve az

aktiv katalizator regenerdlodasahoz vezet. A kovetkezdkben
attekintjiik a keresztkapcsolasi reakciok legelterjedtebb
valtozatait, amely rendszerezés egyuttal bemutatja a modszer
fejlodésének folyamatat is. A megadott példakon keresztiil
ismertetjik a modszer gyogyszerkémiai (gyogyszeripari)
alkalmazasait.

A. Kharash-reakcio

Torténetileg a Kharash-reakcio volt az els6 eljaras (1941),
amely biarilok hatékony szintézisét tette lehetové. Ebben
a reakcidban arilmagnézium-halogenideket reagaltattak
arilhalogenidekkel megfeleld katalizator jelenlétében.
A Grignard reakcid6 mar komoly nagylizemi multtal
rendelkezett, igy nem véletlen, hogy a Kharash-reakcio volt
az els6 kapcsolasi reakcio, amely ipari alkalmazast nyert. A
Hokko Chemical Industry kutatoi beszamoltak® (2. abra) a
gybgyszeripari alapanyagnak szamito 4-fluor-4'-terc-butoxi-
bifenil (3) 200t/év volument szintézisérol.

Pdc'z(dppp)

e Ak

2. Abra.

SO
3

A Grignard reagens nukleofil jellegéb6l adéodoéan azonban
ez a kapcsolas az alkalmazhatd szubsztratok viszonylag
szilk korére korlatozodik, mivel aldehid, keton, észter
és nitro funkcidscsoportokkal nem rendelkezhetnek a

reakciopartnerek.
HO
]Q\A Iy
o NJV\Q
OH

Dobutamin (4)

< : [ MMQB' Li,CuCl, BnO

62%
1. hangyasav
2. NaHSO,
BnO

SO;Na
HO

3. Abra.

fgy ezt a reakciot a polifunkcios gyogyszermolekulak
szintézisében a kevés funkcidscsoportot tartalmazd
intermedierek eldallitasanal alkalmazzak. Ennek egy
példaja a dobutamin szintéziséhez hasznalt y-arilbutanolok
ipari szintézise (3. abra). A reakcio soran® a 4-benziloxi-
benzilkloridot (5) rézkatalizator jelenlétében a C3 egységet
tartamazo 6 Grignard reagenssel kapcsoljak és 62%-os
hozammal izolaljak az aldehidet biszulfit-addukt formaban.
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B. Negishi-reakcio

A keresztkapcsolasi reakciok kovetkezd valtozata a
Negishi  kapcsolas, amely kiindulasi fémorganikus
vegyiiletei  leggyakrabban arilcink-szarmazékok. Az
arilcink vegyiileteket legtobbszor a megfeleld arilhalogenid
litidlasaval eldallitott littumorganikus vegytilet cinkkloriddal
torténd kezelésével in situ allitjak el6. A cinkorganikus
vegyiilet csokkent nukleofilitasa, Osszehasonlitva a
Grignard reagenssel, lehetdvé teszi aldehidek, ketonok és
észter funkcidscsoportokat tartalmazo reagensek hasznalatat
is. Ily modon lehet6ség van arra, hogy reaktiv csoportokat
tartalmaz6 11 biarilvegyiilet a megfeleld 9 cinkorganikus
szarmazék és 4-brombenzonitril kapcsolasi reakcidjaban Pd-
katalizator jelenlétében jo hozammal keletkezzen* (4. abra).

CN
Me0OC ZnBr O O
* o U
Br 82%
9 10

1

4. Abra.

A Pfizer kutatéi egy iparilag is alkalmazhato -eljarast
kozoltek® az oxazol és a tiazol cinkszarmazékainak
eléallitasarol és kapcsolasi reakcioikrol. Eljarasukban nem
a korabban alkalmazott 2-haloazolokat litialtak, hanem
az azolok kozvetlen litidlasaval nyert litiumorganikus
vegyiileteket cinkkloriddal kezelve kaptak a kapcsolashoz
sziikséges reagenst. A kapcsolasi reakciot Pd(0)-katalizator
jelenlétében THF-ban 60°C-on elvégezve szamos oxazol-, és
tiazolgyriit tartalmazo intermediert allitottak el6 (5 abra).

/—\j 1. nBulLi /’:\ N/\\\O
> | N Pd(0)
N§/° N0 — >
2. ZnCl, (szilard) Y X
ZnCl t R
5. Abra.

A foszfordiészteraz enzim gatld hatasi PDE472 jelzésti
Novartisnal fejlesztett vegyiilet szintézise® soran sikerrel
alkalmaztak a Negishi kapcsolast (6. abra).

Z N

| 7N
X
1. Hexil-Li N Pd(0)
—_— > Me
MeO 2.ZnCl,  meo —>
Br Zne
12 13 14

6. Abra.

A 12 biarilvegytiletet, amit korabban Kharash reakcidoban
allitotak eld, hexillittummal litidltdk, majd szilard
cinkkloriddal kezelve, az in situképzédott 13 cinkorganikus
vegyliletet 5-brombenzoxazadiazollal reagaltatva nyerték a
végterméket. A szerzok felhivjak a figyelmet arra, hogy ebben
az esetben a termék joval kevesebb palladiumszennyezddést
tartalmazott, mint amikor ezt a reakciot a Suzuki-kapcsolas
kortilményei kozott hajtottak végre. A tumorellenes hatasu
Tamoxifen (18) kulcs intermedierjének a 17tetraszubsztitualt
etilénnek az eldallitasa (7. abra) a megfeleld 16 vinilbromid-
szarmazékbol szintén a Negishi-reakcioval oldhaté meg.

A tobbi kapcsolasi reakcid nem volt regioszelektiv €s az
inaktiv cisz-izomer is képzOdott’.

o o
ox _\—C| \—Nmez
o o D S
Pd(0) Pn HNMe, Ph
Ph + —> — e —
: O O
16 17 18 (Tamoxifen)

7. Abra.

Angol kutatok az (-)epibatidin (19) és (+)anatoxin (20)
alkaloidok szerkezeti elemeit tartalmazé 21 jelzésti vegyiilet
racém szintézisénél® alkalmaztak a Negishi-kapcsolast. A
korabbi reakcioktdl eltéréen itt példat talalhatunk a megfeleld
karbonil vegyiiletekbdl eldallithato trifluormetanszulfonatok
(triflatok) hasznalatara is (8. abra).

H\N

21

8. Abra.

C. Suzuki-kapcsolas

A Suzuki-reakcidé talan a keresztkapcsoldsi reakciok
legsokoldalubb  fajtdja. A felhasznalt boérorganikus
vegytiletek  szintén csokkent nukleofil  karakterrel
rendelkeznek, ezért szamos funkcidscsoport jelenlétét
toleraljak, valamint oxigénnel és nedvességgel szemben
stabilak. A modszer tovabbi értékes tulajdonsaga, hogy a
kiindulasi boronsavak és szarmazékaik nem toxikusak, a
reakcid vizes kdzegben is elvégezhetd és a képzddd borsav
nem zavarja a tisztitasi eljarasokat. Sziikséges megemliteni,
hogy a sikeres kapcsolas kivitelezéséhez elengedhetetlentil
szlikséges valamilyen bazis (pl. NaHCO,) jelenléte, mivel
csak annak hatdsara lesz elegendden nukleofil karakterti a
fémorganikus partner. A Suzuki-reakci6 elso gyogyszeripari
megvalositdsait a magas vérnyomas kezelésére hasznalt
Lozartan-kalium (22) szintézisénél a Merck kutatoi
végezték el (9. abra). A korabbi soklépéses eljaras jelentdsen
rovidiilt a kapcsolasi reakcio alkalmazasaval, amely soran
a tetrazolgyuriit tartalmaz¢é bifenil részt a kereskedelmi
forgalomban kaphato feniltetrazolbol Aallitottak eld. A
feniltetrazolt tritilcsoporttal vald védés utan az un. iranyitott
orto-metalalasi reakcioban (angol rovidités szerint, directed
ortho metallation, DoM) litidltdk majd tributilborattal
valo kezelést kovetd vizes feldolgozas utan nyerték a
boronsavat (24). A kapcsolasi reakcid vizes kozegben Pd-
katalizator jelenlétében 4-bromtoluollal kivald termeléssel
adta a 25 biaril terméket, melybdl bromozasal kaptak a 26
benzilbromid szdrmazékot. A triszubsztitudlt 27 imidazol
reakcidja a biarilvegyiilettel bazis jelenlétében mar a védett
végterméket szolgaltatta’.
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9. Abra.

A kapcsolasi reakcio lehetéséget ad a funkcidscsoportok
felcserélésére és az optimalasi folyamat kiterjesztésére.
A végterméket abban az esetben is megkaptak,'® ha
elészor a 27 imidazol szarmazékot benzilezték 4-brom-
benzilbromiddal, majd ezt kovetéen hajtottak végre a
kapcsolasi reakciot a 24 boronsavval. Az OSU 6162 (29)
jelzésti kozponti idegrendszerre hatd optikailag aktiv 3-
arilpiperidin-szarmazék 200 kg-os szintézisénél a Pharmacia
kutat6i sikeresen alkalmaztak a Suzuki reakciot.!! Ebben
az eljarasban (10. abra) a boronsav helyett a dietil-3-
piridilborant (30) kapcsoltak Pd jelenlétében toluol-viz
heterogén rendszerben. A kisérletek azt mutattdk, hogy
fazistranszfer-katalizator ~ (tetrabutilammonium  bromid,
TBAB) alkalmazasa nagymértékben (96%) novelte a
termelést.

BEt, SO,CH,
é @\ Pd(0)
‘ _N * TBAB, NaHCO3
Br toluol-viz
30 31 32

29 (OSU 6162)

10. Abra.

Japan kutatok a D /SHT, receptor antagonista E 2040 (33)
jelzést vegyiilet kémiai fejlesztése soran tapasztaltak, hogy
a korabban kozepes (50-60%) termelés a méretnovelés
soran'?a kapcsolasi reakcioban 1%-ra csokkent. A jelenséget
az O-ciano-fenilboronsav (35) termikus instabilitasaval
és a cianocsoport részleges hidrolizisével magyaraztak. A
boronsavak stabilitdsa az észterképzéssel nagymértékben
novelhetd. A boronsavat 1,3-propandiollal veszteség nélkiil
észterré alakitottak, melybdl a kapcsolast a szubsztitualt 34
fenilpiperazinnal mar 92%-0s hozammal tudtak elvégezni
(11. abra).

A termék tisztasagat vizsgalva megallapitottak, hogy a
palladium tartalom 2000 ppm volt, ami nagyon magas, mivel
a végtermékben csupan 10 ppm mennyiség a megengedett.
Egy altalanosithato eljarast ko6zolnek a termék Pd
tartalmanak csokkentésére, amely a tobbi kapcsolasi
reakcioban is alkalmazhat6. Polimerhez kotott etiléndiamin

F.

O CcN bN\/\OH

33 (E2040)
@ e
BOH), 7 .
N
CN N“
Pd(0) 37

Cl

100%
OH

CN
+
L0 92%
OJ 33
36

11. Abra.

nagymértékben megkdti a Pd(0)-t és a Pd(I) sokat is,
igy a minta korabbi 2000-3000 pmm palladium tartalmat
90%-kal tudtdk csokkenteni. A Suzuki-reakciot nagyon
gyakran hasznaljak polikondenzalt heteroaromas alkaloidok
és mas természetes anyagok szintézisére is. Nemrégiben
szamoltunk be!* a Criptolepis sanguinolentinévény egyik
minor alkaloidja a cryptosanginolentin (38) szintézisérol.
A szintézis soran 3-bromkinolint kapcsoltunk a védett 39
anilino-boronsavval és a kapott 40 biarilvegyiiletet ismert
reakciokkal a megfeleld 41 azidda alakitottuk (12. abra).
Az azid termikus bomlédsakor képz6dé nitrén intermedier
gylriizarasa erdeményezte a vart heterociklust, melynek
regioszelektiv metilezésével kaptuk a végterméket.

NHPiv PivNH
Br
N B(OH)
2 pd(0) X
_ + —_—
N NaHCO, N
o
30 92% a0

1. H,SO,
2. H*/NaNO,
3. NaN,

1.180°C

2. Me,SO,

4
12. Abra.

Hasonléan az el6bbiekhez egy sikeres Suzuki-reakcid volt
a kulcslépés a furostifolin (42) nevii furo-karbazol alkaloid
eléallitasanal (13. abra). A 43 benzofuril-boronsav 2-brém-
nitrobenzollal torténd kapcsolasa a 44 biaril vegyiiletet
adta, melynek nitrocsoportjabdl trietilfoszfittal generaltuk a
gyliriizarddashoz sziikséges nitrén intermediert'®.

J@Q o
(HO),B Pd(0), 72% Q
NO,

13. Abra.
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D. Stille-kapcsolas

Széles korben alkalmazhatd kapcsolasi reakcio a
fémorganikus reagensként szerves onvegyiileteket hasznalo
Stille-reakcio. A  kordbban ismertetett fémorganikus
reagensekkel Osszehasonlitva az oOnorganikus reagensek
elénye a nagyfoku stabilitds, valamint az hogy oxigénre és
nedvességre nem érzékenyek. A Stille-kapcsolas hatranya
viszont az onvegyiiletek kozismert toxikus hatdsa és a
reakcioban keletkez6 trialkilon-halogenidek eltavolitasanak
problémaja a terméktdl. Japan kutatok a neutron befogasos
terapidban (NCT) hasznalatos boratomot tartalmazo
nukleozidok szintézisénél sikeresen alkalmaztak a Stille-
reakciot.'® A 45 5-brémuridin szarmazékot Pd(0) katalizator
jelenlétében a boronsav és trialkilont funkciot is tartalmazo
46 reagenssel reagaltattak. Mivel mindkét funkcidscsoport
alkalmas a kapcsolasi reakciora, a szelektivitast tigy érték el,
hogy bazist nem alkalmaztak, igy ekkor csak a Stille-reakcio
ment végbe, mig a bazissal aktivalhatd Suzuki-kapcsolas

nem (14. abra).
0
-

o o
Br
fj/ HN |
0" 'N Pd(0) 0 ™N
RO o > RO o
ro 0y
Buﬁng@*& j 79%
OR OR o OR OR
45 46 47

14. Abra.

Az anti HIV-1 és HIV-2 hatasti 48 jodtimin szarmazék
funkcionalizalasa soran spanyol kutatok azt talaltak,'” hogy
kizarolag Stille-reakciot alkalmazva sikeriilt a kivant 49
szarmazékokat eldallitani, mig mas (Heck, Sonogashira)
kortilmények kozott csak dehalogénezddés tortént (15.
abra).

(o]
o
NH
Ot X,
N o
Y N So My
Si. fo) Bu,SnR / O
. _ HN
2 Pd,(db;
/ | ,(dba), R //0 O*éi‘é
1 L0 O-Si 50-82% S\ |
s | %
N o o
o
48 49
15. Abra.
A heteroaromas Onvegyliletek nagyfoku stabilitasat

kihasznalva a Pfizer kutat6i'® a VEGFR kinaz inhibitor
hatassal rendelkez6 50 tienopiridin-szarmazék szintézisénél
alkalmaztdk a Stille-reakciot. Tobb kapcsolési reakcidt is
kiprobaltak, végiil az 5-tributilsztannil-1-metilimidazol (52)
Pd(0) altal katalizalt Stille-kapcsoldsa 51 jod-tienopiridinnel
tette lehetévé a 53 kulcsintermedier nagy mennyiségi
eléallitasat (16. abra).

A gyogyszerkutatas késOi fazisaban jelent6s szerepet
kap az aktiv molekula és a receptor vagy enzim kozotti
kolcsonhatas vizsgalata. Ezeket a vizsgalatokat sok esetben
sugarzoizotoppal jelzett vegyliletekkel végzik el. A jod
125-6s izotdpjat gyakran hasznaljak ilyen vizsgalatokhoz.

cl N cl HN
s N e N s K m
L ﬂN'r ) — N'r Van B P
N Pd(0), 63% N N
51 53 50
16. Abra.

A jelzett molekula kialakitdsa a nemsugarzd jod- vagy
bromvegyiiletb6l rendkiviil egyszertien megoldhaté a Stille
reakcié korliilményei kozott. Amerikai kutatok a 17. dbran
lathato 54 brém-benztiazol szdrmazék halogénatomjat
hexabutil-disztannannal Pd(0) katalizator jelenlétében
tributilsztannil csoportra cserélték ki. Az 55 onvegyiiletbol
radioaktiv jodforrdsként Na'*I/H,O, rendszert alkalmazva
nyerték az izotoppal jelzett vegyiiletet. Az enyhe
reakciokdriilmények lehetdvé teszik ennek a modszernek a

sz¢leskort alkalmazhatosagat.
N
W OO
56

J@E Wy J@E —~) e
Pd(0), 34% gy sn

17. Abra.

E. Sonogashira-kapcsolas

A rézorganikus reagensek alkalmazasa a szerves
szintézisekben hosszi multra tekint vissza. Az elsd
kapcsolasi reakciot még preparalt, sokszor robbanékony
alkinilréz vegyiiletekkel hajtottak végre (Stephens-Castro
reakcid). Sonogashira nevéhez flizédik az a felismerés, hogy
in situel6allitott alkinilréz reagensek palladium jelenlétében
kapcsolhatok aril és alkenil-halogenidekkel. A folyamat rézre
(legtobbszor Cul) nézve is katalitikussa tehetd ekvivalens
mennyiségli bazis (altalaban dietilamin) alkalmazasaval. Az
eniluracil (59) egy hatdsos dihidropirimidin dehidrogenaz
enzim gatlo, amely az enzim gatlasan keresztiil
nagymértékben fokozza az ismert tumorellenes S-fluorurecil
(5-Fu) hatasat. A Pfizer kutatdi sikeresen alkalmaztak®
a Sonogashira-kapcsolast az eniluracil (59) nagy méretii
(>60kg) eloallitasara. A folyamatban 5-joduracilt (57)
reagaltattak trimetilszilil-acetilénnel 1.2 mol% PdCL,(PPh,),
és 10 mol% Cul valamint trietilamin jelenlétében és
a 58 kapcsolt vegyiiletet 95%-o0s termeléssel izolaltak.
Csontszenes tisztitast alkalmazva sikeriilt a fémtartalmat (Pd
¢és Cu) 2 ppm ala csokkenteni. A véddcsoportot vizes NaOH
oldattal torténd kezeléssel tavolitottdk el majd a termék
dinatriumsdjanak vizes oldatat sziirés utdn ecetsavval
semlegesitve kaptak 99.9%-os tisztasdggal 1 ppm-nél kisebb
fémtartalommal az eniluracilt (18. abra).

o SiMe, [o] H
S Me.
I e =
HN | 1.NaOH N |

O)\N PdCIZ(PPh3)2 2 AcOH N

H Et;N, Cul H

57 93% 58 59
18. Abra.

A Sonogashira-reakciéban  savkloridokat alkalmazva
ketonok képzédnek. A kovetkezd példaban?' (19. abra) az
antimitotikus hatasu 63 kalkonok szintézisénél hasznaltak
ezt a reakciot a 62 ketonrészlet kialakitasara. A harmaskdotés
szelektiv hidrogénezése utan tisztan kaptak a transz
izomert.
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19. Abra.

A tumorellenes FR 900482 jelzésii antibiotikumnak (67) tobb
totalszintézise is ismert. Egy nemrég megjelent eljaras® els
lépése az optikailag aktiv 65 acetilénszarmazékkal elvégzett
Sonogashira-kapcsolas. A példaban (20. abra) jol lathato,
hogy a kapcsolasi reakcio koriilményei és a reagensek
lehet6vé teszik reaktiv csoportokat tartalmazé (észter, nitro)
reaktansok (64) alkalmazasat is.

o,

o

OBn OBn P
oTf o Z
. Pd(OAc)
. H 2. OTBS
o
MeOOC NO ° 75% meooc NO,
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64 65 / / 66

OHC N
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20. Abra.

A Novartis gombaellenes terméke a Terbinafin (70) egyik
nagyipari eléallitisi modja?® a 68 klorallil szarmazék
Sonogashira-kapcsolasa terc-butil-acetilénnel (69). Ez az
eljaras (21. abra) felvaltotta a korabbi sok halogénezett
reagenst (HBr, PBr,) alkalmazo szintéziseket. Az orto-
halogén-fenolok és anilinszdrmazékok  Sonogashira-
reakcidjaval  kapott  intermedierek  intramolekularis
gylrtizarédasa benzofuran- ¢és indolvazas vegyliletek
képzédéséhez vezet (22. abra). Ezzel az egyszeri eljarassal
szamos benzofuran és indol tartalmu természetes anyag ¢€s
bioaktiv molekula szintézisét oldottak meg.

PdCIL,(PPh;),
—_—
Cul, n-BuNH, OO

62%

Me

r“\/\/cI
N

68 69 70 (Terbinafin)
21. Abra.
X
@EX Sonogashira bazis @i?
=5 EEEE— E—— /
Hig A
R R
X =OH, NH, Y =0, NH

22. Abra.

Nemrégiben leirtuk egy a csicseriborsobol izolalt
hidroxibenzofuran-szarmazék (75) totalszintézisét*. 71
bromrezorcin szarmazékot els§ Iépésben trimetilszilil-
acetilénnel palladium jelenlétében reagaltattuk, majd a
véddcsoport eltavolitasaval nyertiik a masodik Sonogashira-
kapcsolashoz  sziikséges 72 szubsztitualt acetilént.
Sesamolbol két Iépésben eldallitott 73 bromtartalmu
vegyiiletet sikeresen kapcsoltuk a rezorcin szarmazékkal
és a kapott 74 intermediertbél a véddécsoport eltavolitasat
kovetd gytirtizarassal kaptuk a cicerfurant (75) 62%-o0s
hozammal (23. abra). Az eljarast sikeresen kiterjesztettiik
egyéb természetes eredeti benzofuran szarmazékok
eldallitasara is*.

AcO OA
© ¢ 1. Pd(PPh,)Cl, CulAcO OAc
y —TMS —— >
Br 2. TBAF
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7 72

o) OMe
Pd(OAc), <
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-

o o
o/ o—/

23. Abra.

F. Heck-reakci6

Az arilhalogenidek és alkének Pd-katalizalta, diszubsztitualt-
alkéneket eredményezd reakcidja, amelyet felfedez6jérol
Heck-reakcionak neveznek, a keresztkapcsolasi reakciok
mellett szintén nagy jelentdségre tett szert a C-C kotés
kialakitasa teriiletén. A 24. abran lathato katalitikus ciklus
els6 1épése ebben az esetben is a aril-halogenid és a palladium
kozott lejatszodd oxidativ addicid. A kialakult o-kotési
palladiumorganikus vegyiilethez koordinalodik az alkén,
majd karbopalladalast (be¢kelddést) kovetden olyan alkil-
palladium-komplexhez jutunk, melybdl rotaciot kovetden
kialakul az eliminaciohoz sziikséges syn-periplanarisPd-
C-C-H elrendezddés, igy lehetdség nyilik a B-eliminacion
keresztiil megvalosuld stabilizaciora, eredményezve az
alkén terméket. Az eliminacié utan keletkezd palladium(I1)-
komplex reduktiv eliminacidval a katalitikus ciklust kezdd
aktiv palladium(0) formava alakul. A melléktermékként
keletkezé sav (HX) megkotésérél a Heck-reakcioban a
hozzaadott bazis gondoskodik.

Olyan Heck-reakciokban amikor a -eliminacio soran nem a
kiindulési alkénkotést kapjuk vissza, a reakcioban altaldban
uj kiralitdscentrum alakul ki. Ilyen esetekben kiralis
ligandumokat alkalmazva lehetéség van enantioszelektiv
atalakitasokra. Ennek a megkozelitésnek egy alkalmazasat
hasznaltak® amerikai kutatok a 77 spiro-oxiindol szarmazék
enatioszelektiv eléallitasara (25. abra). Az intramolekularis
Heck-reakcioban kiralis foszfin ligandum mellett 71%-o0s
enentiomer felesleggel rendelkez6 spiro-terméket nyertek.

Az antiviralis hatasu C-nukleozidek nagyobb kémiai
és metabolitikus  stabilitisa az  N-nukleozidekkel
Osszehasonlitva eredményezte e vegyiiletcsalad iranti
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fokozott érdeklddést. Amerikai kutatok nemrégiben
alkalmaztak?® a Heck-reakciot 81 C-nuklozidok

PdL
RX + ZR'" —— > R g1+ HX
H—X
reductiv
eliminacio oxidativ
H— pd —X addicio
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R\/\R1 n
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24. Abra.
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25. Abra.
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26. Abra.

kulcsvegyiiletének tekinthetd 80 dihidrofuran tartalmu
vegyiilet  szintézisére. A diklor-imidazopiridinbdl
(78) eldallitott 79 3-j6d szarmazékot Pd jelenlétében
dihidrofurdnnal reagaltatva a 80 racém terméket nyerték.
A kettéskotés cisz-dihidroxilalasat katalitikus mennyiségu
ozmiumtetroxid jelenlétében N-metilmorfolin-N-oxiddal
elvégezve kaptak az epimer diolokat, melyeket kiralis
folyadékkromatografiaval valasztottak szét enantiomerjeikre
(26. abra). A Pfizer kutatdoi a tumorellenes hatéssal
rendelkezé CP-724,714 (83) vegyiilet tizemi mérett (50
kg) szintézisénél a kiilonbozd kapcsolasi reakcidkat ill.
a Heck-reakciot Osszehasonlitva?’ az utdbbit talaltdk a
legbiztonsagosabb, kdornyezetkimélé eljarasnak. A 82
jodkinazolin szarmazékot a végtermékben is megtalalhato
allilaminnal sikeriilt kapcsolni és megfeleld hozammal és
tisztasaggal izolalni a 83 célvegytiletet (27. abra).

A kapcsolasi reakciok elsé 1épésében a palladium-komplex
kialakulasat eredményezd oxidativ addici6 altaldban
gyorsabb a szén-jod kotést tartalmazo, mint szén-brom

o S HNJK/OMe Meo\/l( l \O\
=
HN Me ﬁ
1 Sn _—
B Pd,(dba),, Et;N /)
N 56% N

83 (CP-724,714)

27. Abra.

kotésti vegytileteknél. Ezt a kiilonbséget kihasznalva tobb
kapcsolhatd centrumot tartalmazd vegyiiletnél lehetség
van az egymast kovetd (tandem) reakcidok elvégzésére.
Kiilonb6z6 kondenzalt indolokat®® (86) két egymast kovetd
Heck-reacioval sikeriilt ily modon eldallitani (28. abra). A
kiindulasi 84 N-vinil-orto-jod-benzamid-szarmazékokbdl Pd
katalizator jelenlétében eldszor az dttagu heterociklus alakul
ki a C-I kotés részvételével. Az exociklusos kettskotést
tartalmazé 85 intermedier kovetkez6 Heck-reakcidja a
C-Br kotésli résszel eredményezte a végtermékeket jo
termeléssel.

</ Pd(OAc)2
N (cH, ) KO, N~ (CH

1 o
84 85

Pd
40-87%
o 1)

N
™ (CH,),
o
86,n=0,1,2

28. Abra.

E. Buchwald-Hartwig reakcio

A C-C kotés kialakitasara bemutatott reakciok mellett
legujabban a  szén-heteroatom  kotés  kialakitasara
alkalmazhaté  keresztkapcsoldsi  reakciok  jelentOsen
kiterjesztették az aromas nukleofil szubsztitucids reakciok
alkalmazhatdsagat. A Buchwald és Hartwig altal kifejlesztett
katalitikus folyamat kezdeti 1épése ebben az esetben is az
oxidativ addicié (29. abra). Eltéréen a korabbi kapcsolasi
reakcioktol, a transzmetaldlasi 1épés helyett a primer
vagy szekunde amin nukleofil szubsztitucidja jatszodik le
a palladiumon. A folyamatban keletkez6 komplex bazis
hatasara bekovetkezé dehidrohalogénezddése utan nyerjiik
a két kapcsolo agenst tartalmazé Pd(Il)-komplexet, melybdl
reduktiv eliminacioval kapjuk a terméket és a katalizatort
eredeti aktiv forméaban. A reakcidban aromas halogenidek
mellett triflat és tozilat (!) is hasznalhat6. A palladium mellett
ligandumként altalaban BINAP-ot, vagy ferrocénvazon
alapulé kétfogi ligandumokat (pl. dppf) alkalmaznak.
A folyamatban ekvivalens erds bazisként natrium-terc-
butoxidot vagy céziumkarbonatot hasznalnak.

A folyamat ammoniaval nem jatszodik le, de a
benzofenon-imin, készségesen kapcsolhato az alkalmazott
koriilmények kozott, majd a keletkez6 triariliminbdl
konnyen eltavolithatd a benzofenon rész €s nyerjiik az
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PdL
RIRINH + A=X ———> RIR2NAr + HX

PdL, Ar—X
oxidativ
addicid

reduktiv
eliminacio

RTR2NAr.

Ar Ar—Pd—X
/PdLn L,
RRN
R'R2NH
bazis +HX
Ar X
Pd
/ N
RRN+ Ln
bazis \
H

29. Abra.

anilinvegyiiletet. Az Eli Lilly kutatoi alkalmaztak® ezt a
technikat az aminocsoport kialakitasara a 5-HT , recptor
agonista hatast 89 furopiridin eldallitasanal (30. abra).

Ph
cl
Ph
SN
HN
| P NMe, %Ph
//
o Pd,(dba),
Me BINAP, NaOtBu
87 88%
o
cl
F | SN £l SN
_ NMe, «———— P> NMe,
g O / o/
Me Me
30. Abra.

Hasonlodan sikeres®® volt a Banyu és a Merck munkatarsainak
kg-os méretli szintézise a muszkarin receptor antagonista
vegyliletek eldallitasanal, ahol a célmolekula egy
aminopiridin szarmazék (92) volt. A benzofenonimint
toluolos oldatban palladiumacetat, ferrocéntartalmu
foszfin és natrium-terc-butilat jelenlétében kapcsoltak a
brompiridinnel (90), majd a terméket egyszerli citromsavas
vizes extrakcioval nyerték ki a reakcidelegybdl (31. abra).

Az antihisztamin hatasi Norastemizol (95) szintézisénél
a Septacor kutatdéi Osszehasonlitottak®' a termikus és a
palladiummal katalizalt aminalasi folyamat szelektivitasat
(32. 4bra). Aszubsztitualt 2-klérbenzimidazol (93) kloratomja
elegendéen reaktiv ahhoz, hogy magas homérsékleten
(145°C) lejatszodjon aminokkal az aromas nukleofil
szubsztitucio. Nem meglepé modon a 4-aminopiperidin
(94) nukleofilabb karakter(i gytirinitrogénjével ment végbe
a termikus aminalas, ami nem a célvegyiiletet eredményezte.
Ezzel szemben a Buchwald-Hartwig kapcsolas nagyon jo

szelektivitassal adta a végteméket.

Ph__Ph
|

N.__Br Pd(OAc),, dppf Ny N
EEse—
= —
BocNH Z NaOtBu  gocnm

Ph

920 91

N___NH,
e
=
BocNH

92
31. Abra.
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\©\ K,CO,, 140°C

96 F 93

32. Abra.

Pd2(dba)3, BINAP

F 95 F

A kapcsolasi reakcioé intramolekularisan is lejatszodhat, igy
lehetdség van gytirtizarassal N-heterociklusok szintézisére. A
mitomicin nevi antibiotikum gytriivazat alkoté pirroloindol
vaz (98) kialakitasanal alkalmaztak ezt a technikat?. A
reakcioban palladiumacetat és céziumkarbonat jelenlétében
alakitottak ki a C-N kotést a molekulaban 1évé pirrolidin
részlet és triflatcsoport részvételével (33. abra). Egy
nemrégiben megjelent kdzlemény** hivja fel a figyelmet a
modszer ipari alkalmazhatosagara.

0siMe, H_oSiMe,

Pd(OAc),

Cs,CO, 44%

97 OTf o8

33. Abra.

Osszefoglalas.

Anévvel jelolt keresztkapcesolasi reakciok (Kharash, Negishi,
Suzuki, Stille, Sonogashira, Heck és Buchwald-Hartwig)
jelentésen kibdvitették a szén-szén és szén-nitrogén kotés
kialakitasara alkalmas reakciok korét. Az 0Osszefoglald
az egyes reakciotipusok bemutatdsa mellett kitér ezek
gyogyszerkémiai (gyogyszeripari) felhasznalasainak
bemutatasara is.
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natural products, building blocks for supramolecular chemistry
and self-assembly, organic materials and polymers, and lead
compounds in medicinal chemistry from simpler entities. In this
paper we gave an overview of the most commonly used (Kharash,
Negishi, Suzuki, Stille, Sonogashira, Heck and Buchwald-
Hartwig) cross-coupling reactions. Carefully selected examples
and references demonstrate the significant research effort in the last
decades in medicinal chemistry laboratories.
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Dinamikus kombinatorikus kémia

HERMECZ Istvan, TOROK Zoltan
Chinoin Rt. (H-1045 Budapest, To utca 1-5., Magyarorszag)

1. Bevezetés

A nagyateresztd képességli biokémiai vizsgalatok (HTS,
PHTS) molekulaéhségének kielégitésére, a nyolcvanas
¢é-vek elején megfogalmazott gondolat 6ta [1], a kombina-
torikus kémia tobbféle valtozata alakult ki (1. abra) [2-4].

KOMBINATORIKUS KEMIA

KEMIAI BIOKEMIAI

Statikus Dinamikus Vegyiiletek Kombinatorikus
inetil (t i i random enzimatikus  bioszintézis
atalakitasa

kontrollalt) kontrollalt)

Szilard Folyadék Oldat
fazis(i  fazisa fazisa

aris  Szupr ilaris

Elegyek Egyedi molekulak
(pérhuzamos szintézisek)

1. Abra. A kombinatorikus kémia valtozatainak szemléltetése

A hagyomanyos statikus megkozelités soran a reaktansok
kombinatorikus  varidcidja $zamos valtozatat
alkalmazzak [5]. Az oldatban vagy hordozon (folyadék
vagy szilard fazisban) megvaldsitott szintézisek soran
vegyiilethalmazokat, vagy parhuzamos utakon egyedi
molekuldkat allitanak elé. Ezek kozos jellemzdje, hogy
az eclballitott nagyszamt vegyiilet kozil csak néhany
bizonyul aktivnak a biokémiai vizsgalatok soran. A
lépésrdl-lépésre épitkezd, tobb-kevesebb kémiai Iépésben
eléallitott vegyiiletek szerkezetét és tisztasagat iddigényes,
részben nagyateresztd képességli kombinalt technikak
alkalmazéséaval hatarozzak meg.

A jelz6 molekula kivalasztasanak/megtalalasanak ideje
és koltségei nagymértékben csokkentheték lennének, ha
a bioldgiai célpontot kdzvetleniil bevonhatnank a fenti
eljarasokba, a legjobban kot6do ligandjanak kivalasztasara.
Elényos lenne, ha a kémiai konyvtar Osszetétele valtozna
az aktiv molekula kivalasztasa sordn, azaz ha a biokémiai
screen elésegitené a kedvezd ligand képzodését, és
detektalasat. Tovabbi elény lenne, ha a kotddo aktiv
vegyiiletet kdzvetleniil elemezhetnénk.

A fenti célokat valdsitja meg a kilencvenes évek masodik
felében kialakul6 0j diszciplina, a dinamikus kombinatorikus
kémia [6,7].

A dinamikus kombinatorikus kémia a biologiai vagy egyéb
célmolekula tulajdonsagait figyelembe véve, megndveli a
kialakitott vegyiilettdrban a j6 mindségtli, erdsebben kdtddo
molekulak szamat a nem vagy gyenge valasz kivaltasara
képes molekulakhoz képest. A dinamikus kombinatorikus
kémia, ellentétben a hagyomanyos statikus kombinatorikus
kémiaval, a vegyiilettarakat Onszervez6do eljarasokkal
allitta eld. A dinamikus kombinatorikus kémiaban
alkalmazott eljarasok lehetdvé teszik a kialakult konyvtar
tagjai kozott a folyamatos atalakulast, interkonverziot.
Az épitéelemek Onmaguktdol megvalosuld kapcsoldodasa

reverzibilis reakciokon keresztlil virtudlisan az Osszes
lehetséges kombinaciot magaban foglalja, és lehetévé teszi
az alkalmazkodast egy jelenlévd templat molekuldhoz
(biolégiai vagy egyéb célponthoz), igy a legjobban,
legszorosabban kotédd tagok dusulasat a vegyiilettar tagjai
kozotti fennallé dinamikus csere kovetkeztében (2. abra).

i & O

< ()
5

templat

r—

Dinamikus elegy

3l 092 X
> DO\

Statikus elegy

2. Abra. A dinamikus kombinatorikus kémia (a) és a hagyomanyos,
statikus kombinatorikus kémia (b) sematikus 6sszehasonlitasa

A dinamikus kombinatorikus konyvtar, az alkot6 elemektdl
fliggben, nyitott vagy zart rendszert képezhet (3. abra). A
kialakulo konyvtart a nyitott rendszerben elvben végtelen
szamu, mig a zart rendszerben véges szamu konyvtartag
alkothatja [8].

a)

A— B— AB . oooenen Ale

Ay B — AB coen... AB,
. X . —_—

A";' B—= AHBl ......... AB

= -—AiAj—- + .—AiAiAk—.Jr ._AiAjAkAl—.+ .......

._A_." n? dimers n® trimers n' tetramers
3. Abra. A nyitott (b), elvben végtelen sz4mu és a zart (a), meghatarozott
szamu elemet tartalmaz dinamikus kémiai konyvtar sematikus

abrazolasa.

Az alapvetd kiilonbség a dinamikus kombinatorikus kémia és
a hagyomanyos statikus kombinatorikus kémia kozott, hogy
a dinamikus kombinatorikus kémia reverzibilis reakciokat,
kolcsonhatasokat, mig a hagyomanyos kombinatorikus
kémia irreverzibilis reakciokat alkalmaz az épitéelemek
kapcsolasanal. A dinamikus kémiai konyvtar tagjainak
épitékovei kozott folyamatos cserélddés torténik, azaz a
dinamikus kombinatorikus kémiai konyvtar Osszetétele
termodinamikailag, és nem kinetikailag kontrollalt, mint
a hagyomanyos statikus kombinatorikus kémiai konyvtar.
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Ennek kovetkeztében a dinamikus kombinatorikus kémia
konyvtar képes kiilsd hatasokra reagalni. Pontosabban, a
molekula felismerési folyamatok, amelyek szelektivek a
dinamikus kombinatorikus kémia konyvtar egy tagjara, e
tagot stabilizaljak, azaz a dinamikus rendszer Osszetételét
a stabilizalt molekula irdnyaba eltoljak a kolcsonhatasokra
nem, vagy csak a gyenge kdlcsonhatasok kialakitasara képes
molekulakkal szemben. Ez a legnagyobb eldénye a dinamikus
kombinatorikus kémianak a hagyomanyos kombinatorikus
kémiaval szemben.

A célmolekula lehet pl. egy receptor a legjobban ktddo
szubsztratok kivalasztasara (e folyamat “szubsztrat 6nt6”,
angolul ,substrate casting” folyamat), vagy egy ligand
a legelénydsebb szintetikus receptor kivalasztasara
(“receptor formazo6”, angolul ,,receptor moulding” eljaras).
Elobbi kozelebb all a gyodgyszerkémiai alkalmazashoz.
Ekkor a dinamikus kombinatorikus konyvtar dinamikus
egyensulyban 1év0 szubsztratok elegyébdl, mig a masik
esetben, egyensulyban 1évé mesterséges receptorok
elegyébdl all (4. abra).

P

4. Abra :A szubsztrat 6nt8” (substrate casting) (a), és szintetikus
receptor formazo” (receptor moulding) (b) eljarasok sematikus
abrazolasa a megfelelé dinamikus kombinatorikus konyvtarbol.

2. Dinamikus kémiai konyvtar kialakitasa

Egy dinamikus konyvtar [étrehozasanal harom 1épést
kiilonboztetiink meg: a reverzibilis kapcsolatok kialakitasara
képes épitdelemek kivalasztasa, a konyvtar képzddéséhez
sziikséges koriilmények megvalasztasa, amely koriilmények
kozott a képzodott molekulak interkonverzidja biztositott,
¢és végil a kivalasztas feltételeinek biztositasa, példaul egy
biomolekula jelenléte, amelynek receptorahoz valamely
konyvtartag hatékonyan kotodik [6].

Az ¢épitéelemeknek néhany fontos tulajdonsaggal kell
rendelkeznie. ElGszor, reverzibilis kapcsolodasra képes
funkcios csoportokat kell tartalmazniuk. Masodszor, a
potencialis célmolekulak geometriai és funkcionalis terét a
lehetd legnagyobb mértékben le kell fedniiik, kiilondsen a
cél-molekuldhoz kapcsolodo felismerd csoportokat illetéen.
Hasonlban a statikus kombinatorikus konyvtar tervezéséhez,
a kotédésben szerepet jatszo kolcsonhatd csoportok
megvalasztasa elsdsorban a korabbi tapasztalatokon,
vagy a célmolekulak (kristaly) szerkezetének gondos
tanulmanyozasan alapul. Harmadszor, a felismerd
egységek optimalis kotédéshez megfeleld geometriat kell

biztositanunk, amelyet a szervezdegységek (scaffold)
megvalasztasaval érhetiink el (5. abra). A szervezéegységek
lehetnek a felismerd csoportok részei, vagy elénydsebben
ezektdl el is kiiloniilhetnek. Esetenként kapesold egységeket
¢s a szervezoegységeket kiilon kapcsold egységek kothetik
0ssze. Ezek dinamikus kolesonhatasokat alakitanak ki
egymassal.

Linearis vaz

Gémbszerii vaz

\]\N\/ . szerverd egysegel (vaz)
D kapesold elem

? g O felismerd egységek

5. Abra. A dinamikus kémiai kényvtar kialakitasahoz alkalmazott
kiilonboz6 alkoto részek

A szervezdegységek biztositjak a dinamikus kombinatorikus
konyvtar alkotoinal az alapgeometriat és a reverzibilis
kapcsolatok 1étrehozasara alkalmas helyek szamat (topicity).
A kiilon szervezdegységek, kapcsoloelemek és kolcsonhato
felismerd egységek alkalmazasa lehet6vé teszi, hogy
ugyanazon elemeket alkalmazzuk eltéré célmolekulaknal
is. Tovabba ilyenkor a geometria és a topicitdas kdnnyen
varialhato, és a hatékony molekula erételjesebb dusuldsa
érheté el. Az alap egységhez kapcsolt jelzé elemekkel
(tag/reporter group) a konyvtar konnyebb ellendrzése is
elérhetd.

s

lehet arra, hogy a j6 hozammal, elegendé6 mennyiségben
izolaljak a vegyiiletet a konyvtarbol, ami tovabbi fontos
elény. Kedvezo esetben a vegyiilet konyvtar eldallitasat és
screening-jét egy lépésben lehet elvégezni. Azonban néha
szilikség lehet tovabbi kisérletre, amelyben csak a kivalasztott
vegyiilet alkotdelemeit reagaltatjadk  sztochiometrikus
mennyiségben, nagyobb mennyiség eléallitasa céljabol.

Az egyszertibb ¢épitdelemek esetén a dinamikus és a
hagyomanyos statikus kombinatorikus kémia hasonlé
szerkezetii vegyltileteket general. Példaul specifikus
kolcsonhatasok jelenléte nélkiil az egy funkcios épitdelemek
dimer konyvtarai hasonld Osszetételliek, fliggetleniil attol,
hogy vajon azok kinetikusan vagy termodinamikailag
kontrollalt folyamatok eredményei (6a. abra). Ha az ¢épitd
elemek vegyértékét, funkcids csoportjainak szamat noveljiik,
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termodinamikai koriilmények kozott, reverzibilis kotések
kialakitasaval komplexebb szerkezetli vegyiiletek kialakulasa
érheté el (6b-d. abrak). A komplexebb szerkezeteknél a
kinetikus koriilmények nagy valoszinliséggel polimerek
képzddéséhez vezetnek. Ugyanakkor a kis koncentracioban
elvégzett az entropia vezérelt, azaz termo-dinamikailag
kontrollalt konyvtar els6sorban a kis-molekulastlyt zart
szerkezetekbdl all. Ezen sszetettebb szerkezetek mas iton
sokkal nehezebben hozzaférhetdek.

6. Abra. Kiilonboz6 topicitasi épitéelembd] dinamikus koriilmények
kozott képzodé molekulak tipusanak sematikus abrazolasa: a) a
monofunkcios épitéelemek dimereket, b) a bifunkcids épitdelemek
makrociklusokat, c) a trifunkcios épitéelemek kapszula-szer(i molekulakat,
d) a vegyes funkcios épitdéelemek komplex dsszetételit konyvtarakat
szolgaltathatnak

A dinamikus kombinatorikus kémianak nemcsak a fentiekben
emlitett eldnyei, de hatranyai is vannak (7. abra). Ezek koziil
talan a legfontosabb, hogy egy dinamikus kombinatorikus
kémiai konyvtar minden tagjanak elegendden oldhatonak
kell lennie. Gyakran a kivalt termék ujra-oldédasa olyan
lassu, hogy a terméket alkotd épitd elemek egyensulya
kinetikusan eltolodik a kivalt termék iranyaba. Tovabba az
épitéelemek reverzibilis kapcsolata szigor kovetelményeket
tamaszt a dinamikus kombinatorikus kémia konyvtar
felépitésénél alkalmazhaté reakciokkal szemben. Ez
nagymértékben csokkenti az alkalmazhat6 reakcidok szamat.
Végezetil a hagyomanyos kombinatorikus kémidban a
reakciok ellendrzésének lehetdsége feliilmulja a dinamikus
kombinatorikus kémiaban alkalmazhatokét, ahol a kialakult
kotések csak a cserélodés leallitasa, befagyasztasa utan
rogzitettek. A hagyomanyos kombinatorikus kémidban
minden létrejott kotés végleges és a késdbbi reakciok
altalaban mar nem befolydsoljak ezeket. Ebbdl kovetkezik,
hogy a hagyomanyos kombinatorikus kémiaban kifejlesztett
eljarasok tobbsége (pl. a ,split-and-mix” eljaras) nem
alkalmazhat6 a dinamikus kombinatorikus kémiaban.

Dinamikus kombinatorikus konyvtar kialakitasakor a
megfelelden megvalasztott reverzibilis kapcsolodasra
képes  alkotdelemeket  olyan  reakcidkoriilmények
kozott reagaltatjak, amelyek biztositjak a dinamikus

egyensuly fennallasat a képzodott konyvtartagok kozott.
A dinamikus kombinatorikus konyvtart kapcsolatba
hozva egy célmolekulaval, az egyensuly megbomlik a
célmolekulaval legkedvezébb kolesonhatast — kialakitd
konyvtartag eltavolitasaval. Ezt kdvetéen az atmenetileg
megbomlott egyensuly helyre all az eltavolitott konyvtartag
ujraképzddése kozben. Minden épitdelem reverzibilis
kapcsolat kialakitasara képes a kombinatorikus elegy
egy vagy tobb tagjaval, amely lehetové teszi egyszer(ibb,

Hagyomanyos kombinatorikus kémia

- A felismerési folyamat nem befolydsolja
a koncentraciot

- A kivalasztott vegyiileteket ujra kell
szintetizalni.

- Komplex szerkezetek elérése nehéz

- Szamos irreverzibilis reakcié alkalmazhaté
- Az oldhatatlan kdnyvtartagok nem okoznak problémat
- Az egyes reakciok 1épésenként ellendrizhetdk.

Dinamikus kombinatorikus kémia

- A felismerési folyamat dusithatja a hatékony
vegyiilet(ek)et.

- A kivalasztott vegyiiletek a konyvtarbol izolalhatok.
- A komplex szerkezetli vegyiiletek elérése konnyebb

- Az alkalmazhato reverzibilis reakciok
szdma korldtozott.

- Az 6sszes konyvtartagnak oldhatonak kell
lennie.

- Reverzibilis reakciok ellendrzésére
kevesebb lehetdség van

7. Abra. A kombinatorikus kémia elényei és hatranyai (elényoket normal
betiikkel szedett, hatranyokat dolt bettivel szedettek mondatok jelzik).

vagy Osszetettebb konyvtartagok kialakuldsat. fgy valodi
dinamikus kombinatorikus konyvtarak alakulnak ki, és
minden konyvtartag az épitdéelemek kombinacidja, ¢€s
minden konyvtartag mas lehetséges alkotd elemekkel is
folyamatosan kolesonds atalakuldsban van.

3. A dinamikus kombinatorikus kényvtar tipusai

A dinamikus kombinatorikus konyvtar kialakitdsara harom
valtozat alakult ki, amelyek azonos moédon alakitjak ki a
konyvtar tagjainak dinamikus egyensulyat, de eltérnek a
screenelési/szelektalasi fazisban.

3.1. Adaptiv (alkalmazkodo) dinamikus
kombinatorikus konyvtar (adaptive dynamic
combinatorial library)

A dinamikus kombinatorikus konyvtar kialakitasat az
alkot6 elemekbdl a célmolekula jelenlétében végzik. A
célmolekulaval a legjobb koélesonhatast mutatd konyvtartag
feldusulasat eredményezi a dinamikus reverzibilis reakcid
kovetkeztében a célmolekulat nem tartalmazo dinamikus
kombinatorikus konyvtarhoz képest. A screen parhuzamosan
torténik a konyvtar kialakuldsaval, ugyanabban az
elegyben.
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A legjobb kolcsonhatast mutatdé konyvtartag kolesonhatas
kovetkeztében kikeriil a dinamikus kombinatorikus
konyvtarbol. A dinamikus kombinatorikus konyvtar a
reverzibilis reakciok kovetkeztében minden fizikai (pH,
hémérséklet, elektromos potencialvaltozas, stb.), vagy
kémiai (a rendszerhez 4j elemek hozzdadasa, vagy kivonasa)
valtozasra reagal, a megvaltozott feltételeknek megfeleld
egyensuly kialakitasaval. Ha tehat a célmolekulanak

legelénydsebb  kdlesonhatast mutatd  konyvtartag a
kolcsonhatas  kovetkeztében  kikeriil a  rendszerbdl,
a dinamikus egyensuly kdovetkeztében potlodik, igy

mennyisége feldusul. A dusulas mértéke néhany tényezotol
fligg, kiilondsképpen a kolcsonhatas (kotddés) erdsségétol,
és a konyvtar kialakitas modjatol.

3.2. Eléegyensilyi dinamikus kombinatorikus
konyvtarak (pre-equilibrated dynamic combinatorial
libraries)

A konyvtar kialakitasa dinamikus kortilmények kozott
torténik, majd a reverzibilis atalakuladsokat befagyasztjak
a koriilmények megvaltoztatasaval, igy az azonositas/
screenelés statikus koriilmények kozott torténik. Ebben
az esetben nem torténik dusulds. Ennek ellenére ez a
megkdzelités hasznos lehet, amikor érzékeny, kényes
bioldgiai célpontot alkalmaznak, amely nagy mennyiségben
nem hozzaférhet6. A screen fazist a klasszikus statikus
kombinatorikus kémia modszerei szerint végzik. Az
aktiv komponens azonositasat kiilonboz6 visszafejtési
(dekonvolucid) technikaval végzik.

Ugyanezt a technikat alkalmazzak, ha a bioldgiai célpont
nem kompatibilis a dinamikus kombinatorikus konyvtar
kialakitasi kortiilményeivel.

3.3. [Iterativ (ismétl6d6) dinamikus kombinatorikus
konyvtarak (iterativ dynamic combinatorial
libraries)

A harmadik megkdzelités az iterativ el6egyensulyi eljaras.
A dinamikus kombinatorikus konyvtar kialakitdsa utan
az elegyet ugyanabban az edényben vagy elkiilonitve
hozzak kapcsolatba az immobilizalt vagy csapdaba ejtett
molekulaval. A megkdtott konyvtartagokat elvalasztjak
a nem kotott tagoktdl. A kombinatorikus elegyet
visszahelyezve a reakcidedénybe hagyjak az egyensulyt
ujra kialakulni. Ezutdn megint kolcsonhatasba hozzak a
célmolekulaval. A fenti miveletek néhanyszori ismétlése
utan, az 0sszegylij-tott aktiv vegyiileteket elemzik.

4.  Molekularis/szupramolekularis  kolcsonhatasok
dinamikus kombinatorikus konyvtarak kialakitasara

Dinamikus kombinatorikus elegyeket reverzibilis fizikai
vagy kémiai folyamatok alkalmazasaval hozhatunk létre,
amelyekben az egymasba atalakuld allapotok megfelelden
kontrollalhatok, ¢és a végtermékek azonosithatok.
Szamos kovalens ¢és nem-kovalens reverzibilis kapcsolat
(molekularis/szupramolekularis) alkalmazhaté dinamikus
konyvtar 1étrehozasara (1-3. tablazatok).

4.1. Molekularis alapu, reverzibilis kovalens
kotéseket alkalmazé dinamikus kombinatorikus
konyvtar

A dinamikus kombinatorikus konyvtarak kialakitasaban
a stabil reverzibilis kotés kialakitasara képes funkcids
csoportok fontos szerepet toltenck be [9]. Néhanyat a 1.
tablazatban foglaltunk 06ssze. Mindegyiknek jellegzetes
elényds és hatranyos tulajdonsagai vannak.

1. Tablazat. Dinamikus konyvtar képzésére alkalmas reverzibilis,
kovalens kotést eredményez6 reakciok

Karbonilcsoport reakcio6i

=0 HN-R = %N\R
OH
Hemiketal képzodés =0 HO-R == >
O-R
. Q 0
Atacilezés /U\ YR —= )J\ XR!
XR! YR?

OH O

0 0
Aldol képzodés )J\ )k~—_‘ M
H
o) X o
Michael reakeié /Af HX = V\f

Diszulfid képzodés gy HS< = Sg—g

Diels-Alder reaction ~ || —
XN

R R ]
Metatézis reakeié | | = /N, R R
' , R R
R R

Imin képzodés

~

t/

Rl

HO._ _R! o
Boérsav észter p_ B(OH) —_— /
képzodés 2 R=B_ R?
HO™ "R’

o

Fontos szerepet toltenek be a karbonilcsoport addicios-
elimindcios reakcidi, elsésorban az imin, kisebb mértékben
a (hemi)acetal, aminal képzés és az aldol kondenzacio.
Finom szabalyozas érhetd el a karbonilcsoport és a nukleofil
elektromos tulajdonsadgainak  valtoztatasan keresztiil.
Ugyan a primer aminok gyors reverzibilis reakcioban
képeznek aldehidekkel imineket, de ebben az esetben vizes
kozegben az egyensuly erdsen a kiindulasi vegyiiletek
felé van eltolodva ezért ezek kevésbé alkalmazhatok
dinamikus kombinatorikus  konyvtarak  1étrehozasara.
Hidroxilaminokkal és hidrazinokkal forditott a helyzet: a
reakci6 kinetikdja lasstibb, de a kialakult iminek (oximok és
hidrazonok) kell stabilitasuak.

Reverzibilis  korilmények kozott atacilezési reakciok
(észterek ¢és alkoholok, illetve savamidok és aminok)
atészterezési reakciok szintén alkalmasak dinamikus
kombinato-rikus  kdnyvtarak  létrehozasara.  Tovabbi
lehetéség az a,B-telitetlen ketonok, nukleofilek Michael
reakcioja, és a periciklusos reakciok (Diels-Alder reakcid)
alkalmazisa Az alkének katalitikus metatézise, kiilondsen
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vizes oldatban, vonzo lehetéség. Nem-szénatom centrumon
torténd cserélddési reakciok szintén lehetdséget nyujtanak
dinamikus ~ kombinatorikus  konyvtar  kialakitasara.
Kiilondsen a tiol — diszulfid interkonverzid, alkohol — borat,
¢és bizonyos mértékig az alkohol — vanadat rendszerek.

4.2. Szupramolekularis alapu dinamikus
kombinatorikus konyvtar

Atmeneti fémek koordinacioja hasznos, és jo1 kontrollalhato
reverzibilis folyamat, amelyeket gyakran alkalmaznak
dinamikus kombinatorikus konyvtarak 1étrehozasara (2.
tablazat). A létrejové komplex stabilitdsa és geometridja
modosithatd a megvalasztott fémion ¢és ligandumok
tipusaval. A kialakult komplexek versengd elemekkel
gyorsan ¢és konnyen megbonthatok. E megkozelités 6
hatranya lehet a koordinacios centrum mérete, amelynek
ligandumok megkotésére alkalmasnak kell lennie.

Elektrosztatikus kolcsonhatasok, hidrogénhidak kialakulasa
is l1étrehozhat dinamikus rendszereket, melyeket 6sszetételét
szerencsés esetben kovalens kotések kialakitasaval rogziteni
lehet. Hatrany, hogy vizes kdzegben nagyon nehéz ilyen
rendszereket kialakitani.

2. Tablazat. Dinamikus konyvtar képzésére alkalmas szupramolekularis
kolesonhatasok

Fém koordinAcié M nL (ML, )"

+
Elektrosztatikus kolcsonhatds R—COO" H3N+—R1.——‘ R—COO*+H,N—R

v v
Hidrogénhid kialakuldsa >=o HAN = S=0-H-N o

/\:

Donor-akceptor kilcsonhatas D A

(D,A)

4.3. Reverzibilis intramolekularis folyamatokon
alapul6 dinamikus kombinatorikus konyvtar

A molekuldk konfiguracios és konformacios mobilitasa,
valtozésa inherensen dinamikus folyamatok, amelyek
elvben alkalmasak dinamikus kombinatorikus konyvtarak
létrehozasara (3. tablazat). Kiilonosen azokban az
esetekben, amelyeknél az egyes konfiguracids/konformacios
valtozasok dnmagukban komplexként, vagy egy liganddal/
receptorral kolesonhatasban kell6 stabilitasuak ahhoz, hogy
tanulmanyozhatok legyenek.

Ilyen folyamat lehet egy kett6skotés E-Z izomerizacioja,
gyurti inverzi6 ¢és kotés korili rotacid. Kiilonosen
a fotokémiailag vagy termikusan mobil kettdskotés
izomerizacidja eredményezhet kelléen stabil dinamikus
kombinatorikus konyvtarat. A gyorsan valtozo folyamatok
nehezen izolalhato eredményei (pl. rotamerek) néha in situ
oldatban tanulmanyozhatoak.

Folyamatosan valtoz6 (fluxionalis) rendszerek szerkezeti
valtozasai [mint pl. a tautoméria és az intamolekularis
atrendez6dések (ilyen a bullvalin  folytonos Cope-
atrendezddése)], ,intrinsic” dinamikus karaktere
potencialisan ~ hasznos  dinamikus  kombinatorikus
konyvtarak eloéallitasara. Ezeket ez ideig azonban nem
alkalmaztak, részben az altaluk reprezentalt korlatozott

virtudlis konyvtartér, masrészt a folyamatok limitalt
kontrollalhatdsaga és befagyaszthatdsaga kovetkeztében.

3. Tablazat. Dinamikus konyvtar képzésére alkalmas reverzibilis
intramolekularis folyamatok

Konfiguracios

Z - E izomerizacio

Konformacios

Belsa rotacio

A > A B
Y \B \\‘/
' A%
Gydar{ inverzié B B
N ——
- <
Szerkezeti
Tautoméria ~ /g - /J\
N ° SN on
O, 2 OH
e O —CL
1 R?
N R
N
H -
Fluxionalis { ...... B — _}l(
Ahhoz, hogy a fenti molekularis/szupramolekularis

rendszerek  eldonyosen  alkalmazhatok  legyenek a
dinamikus kombinatorikus kémiaban, fontos, hogy a
kialakult dinamikus kombinatorikus konyvtar Osszetétele
rogzithetd legyen, azaz a reverzibilis dinamikus folyamatok
befagyaszthatok legyenek. Példaul kiils6 paraméterek (pH,
hémérséklet, oldoszer elegy Osszetétel) valtoztatasaval, vagy
adott reagens (oxidalo/redukaléd reagens) hozzaadasaval. Ily
modon kdnnyebb a rogzitett konyvtar analizisét elvégezni €s
a legelény6sebb konyvtartagot azonositani.

Egy dinamikus kombinatorikus konyvtar létrehozasanal
egyidejlileg  nem  csak  egytipusi  kdlcsonhatast
alkalmazhatunk. Két vagy tobb reakcio, kolcsonhatas
alkalmazasa nagymértékben megndvelheti a vegyiilettar
diverzitasat. Az egyensulyok eltérd irdnyokban miikddhetnek
igen komplex sokdimenzids dinamikus kombinatorikus
konyvtar kialakulasat eredményezve, amely ezaltal sokkal
hatékonyabban fedi le a farmako-kémiai teret.

Az alkalmazott kémiai/fizikai rendszereket eldnydsen
egymast kiegészitd moddon valasztjdk meg, hogy ezek
kiilén-kiilon kontrollalhatoak legyenek. Ilyen rendszer
lehet példaul a fémkoordinacié és imin csere folyamatanak
kombinacioja.

A megnovelt diverzitds kevesebb épitdelem alkalmazasat
teszi lehet6vé, ezzel egy kisebb, aranyosabb, jobban
ellendrizhetd vegyiilettar hozhato Iétre.
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5. Alkalmazasi példak

Az imin-képz6dés és -csere (transziminalas) az egyik vonzd
reakcié dinamikus kombinatorikus konyvtar kialakitasara,
mert vizes kdzegben is megvalodsithato, és gyors cserélddés
mellett gyorsan vezet egyensulyra.

1
o RGN R
B el ll
karboanhidraz
R H R R
NH,
COH o
A o
HN HN” o NH
o1 2 NH, 3 g
NH, NH,
7 SO,NH, SO,NH,

8. Abra. Vizelethajto, karboanhidraz gatlo vegyiileteket tartalmazé kémiai
konyvtar eldallitasa

Huc és Lehn a 8. abran lathatd 1-4 aminokat és 5-7
aldehideket karboanhidraz enzim jelenlétében reagaltattak
kozel fiziologias koriilmények kozott vizben (25 °C, pH
= 6) [10]. A reagald partnerek megvalasztasanal ismert
inhibitorok szerkezetét vették figyelembe. A megvalasztott
komponensek kozott volt olyan, amely az enzim Zn** iont
tartalmazo kotohelyével kolcsonhatas kialakitasara képes
szulfonamidcsoportot tartalmazott, tovabba voltak olyanok,
amelyek az enzim szomszédos hidrofob feliiletével léphettek
kolcsonhatasba lipofil karakteriik kovetkeztében. Az
aminokat feleslegben alkalmaztak, hogy az enzim feliiletén
talalhatd aminocsoportok reakcidjat visszaszoritsak. A
cserélédési reakciokat a kialakult imincsoportok NaBH,CN-
del végzett redukciojaval sziintették be. Az egyensulyi
elegyek kialakitasat enzim jelenléte nélkiil és jelenlétében
is elvégezték. Utobbi esetben a legerdsebben kdtodd 8
szulfonsavamid mennyisége megduplazodott a tobbiek
rovasara.

COOH COOH
+ R
HNY “/NH, N “NH,
9 NHAc 10 NHAc
1C5y= 1,64+ 0,17 uM
H,0/DMSO " S "
2800, plicrg | MEUrAmidis
COOH COOH COOH COOH
i /NH,R XN i /NHZR i i

NHAc
Bu4NBl[3(,N

COOH COOH COOH COOH
[ ],NHZR [ j N R RN [ j,NHZR [ j N R
NHAC N

9. Abra. Influenza virus ellenes vegyiiletek azonositasa

Hochgiirtel és munkatarsai aldehidek és a 9 diamin vizes
reakcioelegyébdl neuramidaz és tetrabutilammonium-
cianoborhidrid jelenlétében a hatékony (IC,, = 1,64+0,17
puM) influenza ellenes hatasu 10 neuramidaz gatlé vegyiiletet
azonositottak (7. abra) [11]. Enzim jelenléte nélkiil egy
komplex reakcioelegy képz6dott. Enzim jelenlétében
végezve az inkubalast a 10 vegylilet mennyisége igen
jelentdésen feldusult.

Az elektromos rajabol (Torpedo marmorata) izolalt
acetilkolin-észteraz gatlasat vizsgaltak 11-14 savhidrazinbol
15-18 aldehiddel és 19-23 dialdehiddel képzett egyensulyi
reakcidelegyben, amely mind a 66 lehetséges acil-
hidrazont tartalmazta [12]. Ez esetben a termékek nagyobb
stabilitasa lehetové tette, hogy redukcid nélkiil azonositsak
a C=N kettoskotést tartalmazo termékeket. Az enzim két
egymashoz kozeli kotbhelyet tartalmaz. Az egyik aktiv
hely egy mélyedés aljan, a masik, amelyet ,,periférias”
kotohelynek hivnak, a mélyedés peremén talalhatd. Az
enzim hatékony gatlasahoz a két kotdhely egyidejii gatlasa
sziikséges. Mindkét kotohely szelektiven kot meg pozitiv
toltésti funkcids csoportot, mint amilyen példaul kvaterner
ammoniumcsoport. A legaktivabb szarmazéknak (K= 1,09
nM, o, = 2,80 nM) az a 14 hidrazinbol és a 23 dialdehidbél
képz6dott 24 dipiridinium szarmazék bizonyult, amely az
optimalis tavtarto elemet tartalmazta. Ezt az aktiv vegyiiletet
dinamikus visszafejtéssel (dekonvolucidval), a kiindulasi
elemek fokozatos eltavolitasaval azonositottak.

H3C HSC\ 3 N +
>=o N—CH, N CH
HN_
11 NH, o \)L
HN_ HN INH
12 NH, 13 NH, HN
oH 14 NH,
S CHO
| ™" ch\ !
N OH CH CHO

19
15CHO 16 CHO 17 CHO 18 CHO

Cqdigo

20 21 CHO 22 CHO 23 CHO

10. Abra. Acetil kolinészteraz enzim gatlé acilhidrazon kényvtar
szintézise

Congreve ¢és munkatarsai rontgendiffrakciés modszert
alkalmaztak a dinamikus egyensulyban 1évd reakcioelegy
leghatékonyabb vegyiiletének azonositasara (11.abra)[13]. A
25 izatin szarmazékok és 26 hidrazinok reakciojaban képz6dé
lehetséges harmincféle 27 hidrazon reakcidelegyébe ciklin-
fiiggd kindz-2 fehérje egykristalyait meritve horgasztak ki a
leghatékonyabb gatlo vegyiiletet (27, R=CIl,R! =R?=R3 =
H,R*=SO,NH,). Az egykristaly komplex rontgendiffrakcios
vizsgalata a szerkezet meghatarozasa mellett informaciot
nyujtott a kotédés modjardl is. A dinamikus kombinatorikus
kémia ezen valtozatat a szerz6k dinamikus kombinatorikus
rontgendiffrakcios krisztallografianak nevezték el.

Diszulfid cserélddési reakciot a 12. abran lathaté 28-33
cukor homo-dimereket tartalmazé dinamikus konyvtar
kialakitasanal alkalmaztak [14]. A kiindulasi homo-
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4
RS
R
2
o " R N/NH
R _N R} R 7
H,N DMSO / H,0 (20%)
o 4 _ = (0]
N RrR* 48 ora, N
' H szobahd ' H
R 25 26 R 27

R=Cl,NO,, OCF,,SO;H,R'=H; R2=H, Cl,R3=R¢=H;
R=H,R!=CF; R!=R‘=H,R3=Cl; R?=R3=H, R*=Cl, SO,NH,;
R2=Cl, R} = H, R* = SO,Me;

11. Abra. Ciklin-fiigg kiniz-2 gatld dinamikus kémiai kényvtar
kialakitdsa

dimerekben a két cukor egységet 0sszekotdé elemben UV
aktiv fenilamid egységeket ¢s (CH,) -S-S-(CH,) lancot
helyeztek el, melynek hosszat a metiléncsoportok szamaval
(n=2,3) szabalyoztak. A kialakitott dimer konyvtarakat
a hisztokémiai festésben alkalmazott Concovalin A-hoz
torténd kotédés vizsgalatara alkalmaztak. Az adaptiv
koriilmények alkalmazasakor 28-31 homo-dimerekbdl, az
eléegyensulyi koriilmények alkalmazasakor pedig 28-33
homo-dimerekbdl indultak ki.

R4ﬂ R2a
RS
R4E% H
HO 0 N\fo
cH,),
7
P
R4a5 RZa (CHZ)n
R

R4e% J%

HO o o
Vegyiilet a/fp R2 R R* R4 RS n
28 Man/Man o OH H H OH CH,0OH 3
29 Ara/Ara B H OHOHH H 2
30 Xyl/Xyl B H OHH OH H 2
31 GalC,/GalC, B H OH OH H CH,OH 2
32 GalCy/GalC, B H OH OH H CH,0OH 3

33 Gle/Gle B H OHH OH CH,OH 2

Man = D-manndz; Ara = L-arabiné6z; Xyl = D-xiléz;
Gal = D-galakto6z; Glc = D-glukéz

12. Abra. Concovalin-A gatlé cukor vegyiiletek dinamikus kémiai
konyvtar kialakitasa.

Puffer oldatban pH=7,4 értéken az egyes dimerck kozott
dinamikus cserélédés all fenn, igy mind a 10 ill. 21
lehetséges dimer képzddott kdzel azonos mennyiségben.
A cserélodést a pH érték S-re allitasaval fagyasztottak be.
Adaptiv koriilmények kozott, a szefaréz gyongyokhoz
kotott Concovalin-A jelenlétében a tiztagt konyvtarbol
egy homo-dimer (Man/Man) ¢és 3 hetero-dimer (Man/
Xyl, Man/Alu, és Man/GalC,) kotédott, mig a 21 tagl
eléegyensulyban képzodott vegyiiletkonyvtarbol 6 kotédd
dimert azonositottak (az emlitett 4 dimer mellett még a
Man/GalC, ¢s Man/Glu hetero-dimereket). Mindkét esetben

a homo-dimer 28 Man/Man volt a legjobban kotéddé cukor
vegyiilet, amelynek mennyisége kb. 2,1-szer tobb volt az
adaptiv konyvtarban, mint az eléegyensullyal 1étrehozott
kdnyvtarban.

Erdekes példa talalhato biologiai dinamikus konyvtar
alkalmazéasara [15]. Phe-Leu ¢és Tyr-Gly-Gly di- ¢és
tripeptidb6él  termolizin oldhaté proteazzal reverzibilis
peptidkonyvtarat képeztek. Az edényt termolizin szdmara
atjarhatatlan félig ateresztd membrannal kettévalasztottak,
és az edény masik felébe endorfint kivalasztd antitestet
helyeztek el. Az elsé kamraban a termolizin a peptideket
aminosavakra bontotta, mig a masik kamraban az antitest
az aminosavakat a Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 0Osszetétell
pentapeptidé konvertalta, és igy fokozatosan eltolta az
egyensulyt, feldusitva e komponenst.

-

n +n02%+@+
- L

34

—N N B - —N —N
. N N R g
o O N ™ NN e

13. Abra. A 34 trisz-2,2’-piridil és vas(IT) sok dinamikus kémiai
konyvtara.

A 34 tris-2,2’-bipiridil fém kationokkal kiilonb6z6 kor
alaku spiralis négyszogl, Otszogl, hatszogli komplex
kationt képezhet (virtualis konyvtar) a piridin-gytrik
nitrogénatomjai és a fém kation részvételével [16, 17]. A 34
2,2’-bisz-bipiridilbdl és vas(II)kloridbdl etilénglikolban 170
°C-on egy a trisz-2,2’-bipiridilt és vas(Il) iont 1:1 aranyban
tartalmaz6 6t egységet tartalmazd 6tszog kor alaku dupla
csavar képzddik, amely egy 1,75 A atmérdjii belsd iireget
képez, amely magaban foglal egy kloridiont (dtmérdje
1,8 A) (13. abra). E komplexben minden fém ion hat
nitrogénatommal van koordinalva, amelyek kdziil minden
két-két nitrogén atom mdas-mas 34 tris-2,2’-bipiridilhez
tartozik. Ha a kloridiont, a nagyobb térigényti szulfat anionra
cserélték, akkor egy hat egységbdl allo hatszogi, ugyancsak
kor alaku duplacsavar képzédott, amely egy nagyobb belsé
iireget képez [17]. Ha a szulfat aniont kloridionra cserélték,
melegités utdn visszakaptdk az Otszogi komplexet.
Ugyancsak hatszogli komplexek kepzddtek Fe(BF,), és
FeSiF, sok alkalmazasakor, mig FeBr, so jelenlétében az
Ot- és hattagi komplex kb. 1:1 aranyban volt jelen. Ez
esetekben az anionok templatként miikddtek, amelyek
szabalyozzak a létrejové komplexek szerkezetét. Nikkel
sok jelenlétében eltérd szerkezetli, [Ni,L,]*" 0Osszetételii
tripla csavart komplex kation képzddik fiiggetlentil az anion
mindségétdl [18].
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OH
AcHN OH

— ) OH
3 . N\ /
N N 35
A nem-szimmetrikusan helyettesitett 35 2,2’-bipiridil
oldatat wvas(IDkloriddal reagéltatva négy sztereoizomer
komplex jott 1étre, amelyben egy vas(Il)ion harom 35 2,2°-
bipiridillel koordinaldédik. Ha az egyensulyi elegyhez egy
ekvivalens Vicia villose B, lektint adtak, az egyensilyi elegy
Osszetétele megvaltozott, ¢s az eredetileg 15%-ban jelenlévd
szteroizomer mennyisége 85%-ra ndtt. Ha mas eredetli
lektint alkalmaztak, masik diasztereomer dusult fel. [19].

Egy dinamikus kémiai konyvtar 1étrehozasanal egyidejileg
két vagy tobb reverzibilis elemet is alkalmazhatnak.

X =OR, NHCOR!, Y = OR2, NHCOR3?
R = Me, Et, PhCH,; R! = Me, PhCH,, 3-Py, 4-HOPh;
R? = Me, Et, PhCH,; R? = Me, PhCH,, 3-Py, 4-HOPh;
3-Py = 3-piridil

Goral ¢és munkatarsai a haromtagh 36 tripiridin
szarmazékokat kobalt(Il)ionnal reagaltattak [20]. A hidrazon
és oxim részek cseréje savas koriilmények kozott jatszodik
le. A pH értékét semleges értékre allitva a cserélddési
folyamat leall. E mellett a kobalt(Il)ion két tripiridin
szarmazékkal reverzibilis komplexet alkot. A kobalt(II)ion
koriili koordinativ cserét a kobalt(Il)ion kobalt(IIT)ionna
torténd oxidacioval lehet megsziintetni. Ily modon egy
nagyon komplex konyvtart hoztak 1étre.

OMe

OMe n=0-13
n

Az 37 prolin szarmazék kloroformos oldata trifluorecetsav
jelenlétében 6 ora reakcididd utan 2-15 tagu ciklusos 38
vegyiiletek elegyét tartalmazta, amelyben a ciklusos trimer
a fo termék. Harom nap mulva az egyenstly beallasa
utan reverzibilis elegyben kb. 88%-ban a ciklusos dimer
a fotermék. Az oligomerek belsé iiregiikben kvaterner
ammonium sot képesek megkotni. A kvaternersotol fiiggden
az egyensulyi oligomerek Osszetétele valtozik. Az elegyhez
négy mol tetractilammoénium-jodidot adva az egyensulyi
elegyben a ciklusos dimer mennyisége kb. 60%-ra csokkent,
mig a ciklusos trimer mennyisége kb. 18%-ra, és a magasabb
ciklusos oligomereké 22%-ra nétt. Etiltrimetilammonium-
jodid jelenlétében az Osszetétel: kb. 20% ciklusos dimer,
77% ciklusos trimer, és ciklusos 3% magasabb oligomer.

Acetilkolin klorid jelenlétében az egyensulyi elegy mintegy
egy 90% ciklusos trimert, és csak 10% ciklusos dimert
tartalmaz [21].

o R

H
N\
X NH, 39 R=p-CH(OMe),, R! = CH,Ph,

N le) o
40 R =m-CH(OMe),, R' = CH,Ph,

R 41 R=p-CH(OMe),, R! = CHZ<:>,

Sanders és munkatarsai 39-41 dipeptid-hidrazidokat
is alkalmazta dinamikus kombinatorikus konyvtarak
létrehozasara [22,23]. A kialakuld konyvtar tagjai tobbféle
nem-kovalens kdlcsonhatés kialakitasara képesek, beleértve
a hidrogén-hid képzést, a Lewis sav-bazis, a m—m, és a
kation-t kolcsonhatasokat. Sav katalizalta korilmények
kozott CHCI-MeOH 98:2 térfogataranyt elegyében a
termodinamikai egyensuly 1-5 napon beliil allt be. Templat
molekula jelenléte nélkiil képzett egyensulyi elegyben dimert
¢és kiilonbozd tagszamu ciklusos oligomert azonositottak
HPLC és elektron-spray ionizacids tomegspektrometrias
vizsgalatokkal. A 39 és 41 vegyiiletekbdl képzett egyensulyi
elegyben a tetramer, mig a 40 vegyiiletbdl képzett egyensulyi
elegyben a dimer volt a fétermék.

Az egyenstlyi elegyekhez Lil-ot és Nal-ot adva 39 ¢s 41-
bol képzett konyvtarakban legalabb 95%-ban trimer termék
dusult fel a tobbi konyvtartag rovasara. A 40 épité elembdl,
amely az aldehid-funkciot meta helyzetben tartalmazza,
eltér6 koordinacios képességli konyvtar alakult ki. Az
emlitett sok hatasara a mar kezdetben is dominans dimer
felé tolodott el az egyensulyi Osszetétel tobb mint 98%-ban.
Az anion valtoztatasa (Cl, CF,COO) nem befolyésolta az
egyensulyokat, jelezve, hogy a jod anionnak nincs szerepe a
komplex képzésben.

Ujabban Sanders és munkatérsai 39 épité elembdl CHCl,-
DMSO 95:5 térfogataranyu oldataban képeztek dinamikus
kémiai konyvtarat. A konyvtar kialakulasat NMR-rel kisérték
nyomon 39 20 mM-os oldatéban 43 ekvivalens CF,COOH
jelenlétében. Néhany perc elteltével linearis oligomereket
detektaltak. 1 ora elteltével 2-6 tagu ciklusos oligomerek
voltak jelen dontden. Az egyensuly 3 nap mulva allt be. Az
egyensulyi elegyben az elobbi oligomerek mellett nagyobb
tagszamu ciklusos oligomerek is kimutathatoak voltak.

Az egyensulyi elegyhez 200 mM acetilkolin kloridot adva
a ciklusos oligomerekkel 0Osszemérheté mennyiségben
linearis oligomerek is megjelentek. Harom nap elteltével a
ciklusos dimer volt a f6 termék, de a 25. perctdl kezd6dden
megjelent egy, két ciklusos trimert tartalmazo [2]-katenan
(42), amely 44 nap elteltével 70%-ra dusult. Ezt az 1:1
aranyu katenan-acetilkolin komplexet 67%-ban Izolalni is
tudtadk. Nem tudtak meghatarozni, hogy a két lehetséges
diasztereomerbdl melyik izomert kaptak. Ezuttal a ligand
hatasara olyan molekula képzddott, amelyet a ligand nélkiili
egyensulyi elegyben nem tudtak kimutatni. Ugy becsiilték,
hogy a ligand jelenléte tobb mint harom nagysagrenddel
novelte meg a 42 [2]-katenan mennyiségét. A statisztikailag
jelentésen kedvezotlen katenan képzddés az acetilkolin erds
exoterm kotodése kovetkeztében kertilt el6térbe.
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Izotermal titralasi kaloriméterrel tobb komplex kotddési
allandojat is meghataroztak [katenan-acetilkolin komplex K
=1,4 x 10’ M (entalpia valtozas: AH = 22,9 kIM"', entropia
valtozas: TAS = +17,8 kJIM™), ciklusos trimer-acetilkolin
komplex K = 1,5 x 10°* M, ciklusos tetramer-acetilkolin
komplex K = 5,7 x 10> M™']. Megallapitottak, hogy az erfs
kotodésért az acetilkolin trimetilammonium része a felelds.
Az egyik metilcsoportot etilcsoportra cserélve a kotodési
allando szazad részre csokkent (K = 1 x 10° M), Ezzel
szemben az acetilcsoport cseréje butiril-csoportra minimalis
valtozast eredményezett. A 41 ciklohexil-csoportot
tartalmazé épitéelembdl képzett dinamikus kombinatorikus
konyvtar hasonld eredményt adott, jelezve, hogy az
aromas fenilcsoport alapvetéen nem vesz részt a kotodési
folyamatban. Ez esetben a katenan-acetilkolin komplex
kotédési allanddja K = 3,0 x 10° M volt.

6. Osszefoglalas

A kombinatorikus kémia egyik ijabb valtozata az oldatban,
épitéelemek reverzibilis  kapcsolédasaval megvaldsuld
dinamikus kombinatorikus kémia. A dinamikus kémiai
konyvtar kialakitasanal reverzibilis kovalens kotések és/
vagy szupramolekularis kolesonhatasok jatszanak szerepet.
A dinamikus kémiai konyvtarban a reverzibilis folyamatok
révén az Osszes, virtualis szerkezet el6fordulhat. Kiilsé
hatasokra (pl. homérséklet, pH, koncentraciovaltozas) a
termodinamikailag egyensulyban 1évo konyvtar dsszetétele
megvaltozhat. Bioldgiai célmolekula jelenlétében a
legjobban ko6tddé komponens az oldatbol kivalik, és a
megbomlott egyensuly a tobbi kdnyvtartag rovasara helyre
all. Ez lehetéséget ad bioldgiailag aktiv jelzé molekulak
gyors azonositasara. Az attekintés masodik része szamos
irodalmi példat mutat be a dinamikus kombinatorikus kémia
gyakorlati alkalmazasara.

Dynamic combinatorial chemistry

Dynamic combinatorial chemistry is based on the reversible
combination of different building blocks to form dynamic
combinatorial libraries. Since the formation of products occurs
under thermodynamic control, product distributions depend
only on the relative stabilities of the members of libraries.
Spontaneous assembly of the building blocks through reversible
chemical reactions (reversible covalent bond formation and/or
supramolecular interactions) virtually encompasses all possible
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combinations. It allows the establishment of adaptive processes
owing to the dynamic interchange of the library constituents.
Presence of a target ligand or receptor creates a driving force
that favours the formation of the best-binding member in a self-
screening process. The second part of this article presents some
practical application of the dynamic combinatorial chemistry
surveying the literature.
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AMPA antagonista 2,3-benzodiazepinek: Metabolitok és hetero-
ciklusos szarmazékok szintézise

SOLYOM Séandor', ABRAHAM Gizella, CSUZDI Emese, KERTESZ Mariusz és HAMORI Tamas
IVAX Gyogyszerkutato Intézet Kit, Berlini u. 47-49, 1045 Budapest

1. Bevezetés

A glutaminsav alegfontosabb izgato hatasu idegi atvivé anyag
a kozponti idegrendszerben. Hatasat tobb ioncsatornahoz és
G-fehérjéhez kapcsolodo receptor kozvetiti, melyek koziil
az AMPA receptor altal szabalyozott ioncsatorna felelds a
gyors szinaptikus valaszokért. (AMPA = 2-amino-3-metil-
(3-hidroxi-5-metil-izoxazol-4-il)-propionsav; a receptorhoz
kotott ioncsatornat e természetes, agonista hatasu ligandjarol
nevezték el.) Ma mar kozismert, hogy ez az ioncsatorna
- tobbek kozott - jelentds szerepet jatszik az idegsejtek
fejlédésénél, valtozasanal (idegen szoval: plaszticitas)
valamint a tanulas és memoria folyamataiban. Az AMPA
receptor egyes fajtainak koros tilmikodése a sejtekbe
nagy mennyiségli kalcium bearamlasat okozhatja, mely
sejtizgatast és neurodegeneracioés folyamatokat indithat
el. Az AMPA receptor antagonistak legfontosabb terapias
felhasznalasi lehetdségei: gorcsgatlas, epilepszia ellenes
hatas, akut és kronikus neurodegeneracios betegségekben
(pl. agyvérzés, Parkinson kor, Alzheimer kor, stb.) az
idegsejt védelme.! A hatadsmechanizmus azonban tovabbi
alkalmazasokat is lehetové tehet, kiilonosen ha figyelembe
vessziik, hogy e receptorok centralis és periférids szerepe
még tavolrol sem eléggé ismert.?

Intézetiinkben a 80-as évek végén Korosi és munkatarsai
nyugtatd hatasu 2,3-benzodiazepinek vizsgalata soran
figyeltek fel 1 szarmazékra, mely centralis gorcsgatlo
hatast mutatott és a részletes vizsgalatok elsének igazoltak
a nem-kompetitiv. AMPA antagonista hatasmechanizmust
(1. abra). E vegyiilet GYKI-52466 koédszammal azdta a
tertilet farmakolodgiai standardjava valt. A nem-kompetitiv
hatdsmechanizmus azért jelentds, mert hatasat fliggetleniil
fejti ki az egyébként endogén koriilmények kozott altalaban
jelenlévd agonistatol, a glutaminsavtol. Ez kiilonféle terapias
elényoket eredményezhet.

Hatékonyabb molekuldk keresése soran tobb jelentds
hatast vegyiiletet talaltunk, ezeket valamint a teriileten
2002-ig kozzétett egyéb eredményeket egy Osszefoglald
kozleménylink tartalmazza.® A 2 képletii vegyiilettel (GYKI-
53773, talampanel) jelenleg elorehaladott fazis I klinikai
vizsgéalatok folynak, els6sorban epilepszias betegeken. A
kiilonféle AMPA antagonista hatasti vegyiiletcsalad koziil
talan az egyik legfontosabb felismerés az volt, hogy a
2,3-benzodiazepin vaz 3,4-helyzetéhez kondenzalt 5-taghi
heterociklusos szarmazékok korében igen jelentds hatasu
vegyiiletek fordulnak el6.’ Ezek koziil pl. 3 (GYKI-47261)
kevésbé a gorcsgatld hatdsaval, mint inkabb a neuroprotektiv
sajatsagaval tiint ki.*

1 (GYKI-52466) 2 (GYKI-53773,

talampanel)

3 (GYKI-47261)
1. Abra. AMPA antagonista 2,3-benzodiazepinek

Jelenkdzleménybennéhany kiemelt vegyiilet metabolitjainak
eloallitasat, a 2,3-benzodiazepinek szintézisének néhany
Ujabb megoldédsat, valamint egy Uj vegylletcsaladdal
kapcsolatos eredményeinket mutatjuk be.

2. Néhény metabolit eldallitasa

4-Aminofenil-csoporttal helyettesitett aktiv 2,3-
benzodiazepinek elsédleges metabolikus dezaktivalodasi
folyamataként az aminocsoport acetilez6dését allapitottak
meg.’ Ilyen vegyiiletek eléallitdsa a kivalasztott vegytilet
egyszerl acetilezésével megoldhato és tobbnyire a kutatasi
fazisban mar erre sor keriil. A masodlagos metabolikus
folyamatokban keletkez6 vegyiiletek szintézise esetenként
tobb-kevesebb nehézségbe iitkozhet. A klinikai fazisban
lévé 2 vegyiilet huméan metabolitjai kozott folyadék-
kromatografia-tomegspektroszkopia (HPLC-MS) vizsga-
latokkal tobbek kozott 4 szarmazékot és acetilezett analogjait
mutattak ki.® Ezért 4 eloallitasat tiiztiik ki célul (2. abra).

A dioxolangylrii  felnyitasara savas ¢€s  bazikus
moddszerek johetnek szamitasba. Protikus és Lewis savas

" Foszerz6. Tel.: 36-1-399-3471; fax: 36-1-399-3356; e-mail: sandor.solyom@idri.hu
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2. Abra. Talampanel metabolit szintézis-vazlata

megoldasok az S5H-2,3-benzodiazepin gytrii esetén (lasd
1 gytrirendszerét) a vegyiilet elbomlasahoz vezetnek.
Ugyanezen modszerek 1 szintézise soran alkalmazott
benzopirilium sé tipust intermediereknél alkalmasak ugyan
a benzolgylrii fenoléter szubsztituenseinek hasitasara,
de mindezen eljarasok elvileg sem alkalmazhatok tiszta
enantiomer 4 vagy rokon szerkezet létrehozasara. Ezért
mindenképpen 2 szintézisének enantiomer egységes
intermedierjei kozott kellett kiinduldsi anyagot keresni.
Ismeretes, hogy elektronszivd csoporttal helyettesitett
metiléndioxi-benzol szarmazékok esetén alkali-alkoxid
anionnal dipolaros aprotikus olddszerben a dioxolangytrii
felnyithato és a megfeleld alkoxi- és hidroxicsoportot orto
helyzetben tartalmaz6 benzolszarmazékok keletkeznek.”
Sajnos a reakcidkdriilmények szamos valtoztatasaval sem
sikertilt 5 tipusu vegyiiletekbdl fenolos hidroxilt tartalmazd
vegyiilet keletkezését kimutatni. Végil a dioxolangytrii
Lewis savas hasitasdhoz tértiink vissza és a talampanel (2)
ismert szintézisének® egy olyan intermedierjét hasznaltuk
kiindulasi vegyiiletként, ahol a kiralitds centrum mar
optikailag aktiv vegyiilet formajaban adott, de a vegytilet
még nem tartalmazza a benzodiazepin gyurit (2. abra).
Ennek megfeleléen 6 hemiketdlt nagy feleslegben bor-
tribromiddal reagaltattuk és a fenolos frakcidoként izolalt

termékelegyet, mely 7 sztereoizomerek elegyét valamint
a megfeleld hidroxi-keton nyilt lanca tautomert (az abra
nem mutatja) tartalmazza, ecetsav-hidraziddal sav katalizis
mellett reagaltattuk. A kapott 8 hidrazon sztereoizomer
keveréket metanszulfonil-klorid (MsCl) feleslegével
mezileztiik, majd a kapott hdromszorosan szulfonilezett
terméket (9) szamitott mennyiségli natrium-hidroxiddal
kezeltik. A fétermékként kromatografidsan izolalt 10
esetén a mezilcsoport helyzetét 'TH-NMR-NOE mérésekkel
igazoltuk. 10 Intermedier fenolos hidroxilcsoportjat metil-
jodiddal kalium-hidrogén-karbonat jelenlétében alkileztiik,
majd a 8 meziloxi-csoportot hidrolizaltuk.

CH, CH,
CH,0 HO
OO ------ > N-Ac
CH,O ~ HO =N
Q Q
13 14
KHCOJMeI/D}MF/
CH, CH,
CH,O CH,0
,N—Ac + ,N—Ac
HO =N CH,0 =N
Q Q
15 16
Q= Ac = acetil
NO,

3. Abra. Racém referens el6allitasa

Végiil a nitrocsoport redukcidja vezetett a kivant
metabolithoz (4), melynek igen gyenge AMPA antagonista
hatasat csak in vitro vizsgalatokkal tudtuk igazolni. A kapott
4 metabolit optikai tisztasagat kiralis folyadékkromatografias
uton bizonyitottuk, oly modon, hogy 13 ismert diketonbol a
dihidroxi-benzodiazepin-szarmazékot allitottuk eld, majd
ezt részlegesen metileztiik és igy 15 monometoxi- valamint
16 dimetoxi-szarmazékok 1:0,3 elegye keletkezett (3. abra).
A kapott keverék valamint 4 kiralis folyadékkromatografias
Osszehasonlitasa azt igazolta, hogy 4 tiszta enantiomer €s
a dioxolangylirli bor-tribromidos felnyitdsa az izokroman
gyurtiben taldlhatd kirdlis centrumot nem érinti. A
kondenzalt gytiris AMPA antagonista vegyliletek koziil
intézetiinkben 3 keriilt farmakokinetikai vizsgalatra. A mar
emlitett aminocsoport acetilez6dése itt is a metabolikus
atalakulas egyik f6 iranya,” de tovabbi atalakulasok is
valdszintsithetok voltak. Ezattal oly moddon jartunk el,
hogy eldbb néhany potencidlis metabolitot allitottunk
el6 kémiai szintézissel, majd ezeket hasonlitottuk Ossze
egy ex vivo technikaval 3 kiindulasi vegyiiletb6l kapott
termékeleggyel.'® A 4. dbra néhany 3 vegyiiletbdl varhato
potencialis metabolit szintézisét tartalmazza. A kiindulasi
vegyiillet 17 tiooxo szarmazék, mely nyomas alatt
tetrahidrofuranban ammoniaval higany-klorid jelenlétében
18 képlettel jellemezhetd tautomer amidrazon vegyiiletté
alakult. Utébbit brom-pirosz6lésav etil-észterrel alkilezve
egyetlen termék 19 gyiiriis vegyiilet keletkezett, melynek
savas kezelése mintegy 2:1 aranyban 20 és 21 termékekhez
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4. Abra. Reagensek és koriilmények: (a) NH /THF/HgCl,, autoklav, 70°C, 81 %; (b) brém-piroszél8sav-etilészter, DMF, K,CO,, sz.h., 65 %; (c) kat. pTsOH,
EtOH/CHCI,, 58 % (20), 28 % (21); (d) RaNi, NH ,NH,.H,0, CH,Cl/MeOH, 87 %; (¢) NaOH, EtOH, reftux, 63 %; (f) L1A1H THF 59 %; (g) Ac,0,

CH,CL,, sz. h 79 %; (h) AcCl, piridin, sz.h., 41 %.

vezetett. (21 Jeld nyiltlanci melléktermék keletkezése az
alkilezés regioszelektiv lefutasat is igazolja.) A 20 jell
benzodiazepin karbonsav-észter csoportjanak redukcioja,
illetve hidrolizise, valamint ezek acilezése eredményezte
a 23-26 potencialis metabolit szarmazékokat. Az ex vivo
metabolizmus kisérletet patkdny méjon torténd perfuzidval
végeztik."! A kapott mintat folyadékkromatografia-
tomegspektroszkopiai modszerrel elemeztiik. Ilyen moédon
3 kiindulasi vegyiileten kiviil 25 metilcsoporton hidroxilalt
szarmazék, valamint mindkét vegyiilet N-acetil szarmazéka
volt azonosithatd. (Hasonld, metilimidazo-csoporttal
kondenzalt benzodiazepin-szarmazék metabolikus
hidroxilez0dését masok is megfigyelték.'””) A biologiai
vizsgalatok szerint 25 csak jelentéktelen AMPA antagonista
hatassal rendelkezik, igy megallapithatd, hogy 3 vegyiiletbdl
nagy valosziniiséggel nem keletkezik aktiv metabolit.

3. Néhany, talampanellel (2) rokon vegyiilet el6allitasa

Szerkezet-hatas Osszefliggések tanulmanyozasahoz
27 (2 meta-izomerje) valamint 28 eldallitasat céloztuk

meg (5. abra). Utdbbi esetén tanulmanyozni kivantuk
az aminocsoport teljes szterikus arnyékolasanak a
biologiai hatasara valé befolyasat, ugyanis EGIS
kutatok leirtak, hogy egyetlen orto-metil helyettesitd
elénydsen modositotta 2 és rokon vegyiiletek metabolikus
dezaktivalodasat és ezen keresztil a hatdsidétartamot.'
A kivant vegyiiletek szintézisét 2 eldallitdsdnak jol bevalt
ﬁtjén kive'mtuk Végrehajtani 8 (Metiléndioxi fenil)aceton
izopropanolbodl a megfeleld benzaldehlddel 30a,b izokroman
vegylileteket allitottuk el6. A kovetkezd, hemiketal
képzési reakciot 2 szintézise soran DMSO-DMF oldészer
keverékben levegdvel torténd oxidacioval hajtjdk végre
erdsen bazikus koriilmények soran. Ez az egyébként igen
j6 hozamu reakcidé 30a esetén nem megy végbe, 30b-bol
pedig egy hasznalhatatlan termékelegy képzodott. Elobbi
esetben nyilvan a meta helyzetii nitrocsoport egy olyan
elektronikusan eldnytelen atmeneti allapotot eredményez,
mely gatolja a benziles, kétszeresen aktivalt proton levalasat.
Masik esetben (30b) viszont tovabbi reaktiv benzil-helyzetli
protonok ellendrizhetetlen folyamatokat indithatnak el.
Emiatt mas mechanizmust koveté hemiketal képzési
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eljarast kellett kidolgozni.'* Segitségiil vettilk azt az ismert
reakcidt, mi szerint oxigén atommal szomszédos benzil
helyzeti szénatomot CrO,-dal, vagy cérium-ammonium-
nitrattal illetve 2,3-diklor-5,6-dicianbenzoquinonnal (DDQ)
oxidalva oxokarbénium ion keletkezhet, mely azutan alkohol
vagy viz jelenlétében acetalld, hemiketalld vagy laktonna
alakul.’>'” Ennek megfeleléen, amikor 30a,b izokromanokat
csekély feleslegi DDQ-val reagaltattuk diklérmetanban
kevés viz jelenlétében, gyakorlatilag kvantitativ hozammal
¢s jo tisztasaggal 31a,b hemiketal szarmazékok keletkeztek.
Utobbiakat a megfeleld savhidraziddal savkatalizis mellett
toluolban vizlevalasztds mellett forralva nyertiik 32a,b
hidrazonokat, melyekbdl 2 szintézisével analég modon®
allitottuk el6 33a,b nitroszarmazékokat.'* 33b Vegyiiletb6l
a konnyen hidrolizalhatd véddcsoport eltavolitasaval
jutottunk a helyettesitést nem tartalmazo 34b-hez, majd
ennek acetilezésével 35b szarmazékhoz. Végiil 33a és 35b
nitrocsoportjait redukalva allitottuk elé a szerkezet-hatés
tanulmanyokhoz sziikséges 27,28 vegyiileteket. Utobbiak
AMPA antagonista hatast gyakorlatilag nem mutattak. A
részleteket illetéen a megfeleld kozleményre utalunk.'

4. Heterociklussal helyettesitett 2,3-benzodiazepinek

Kordbbi hatdsos AMPA antagonista 2,3-benzodiazepinek
jellegzetes szerkezeti elemeit figyelembe véve DISCO
szamitasok segitségével egy 4-pontos farmakofor modellt
szerkesztettiink.’ Erdekes modon két, egymastol csak
egy H-hid donor kapcsolodasi helynél kiilonbséget
mutatd modell jott Iétre. Arra is felfigyeltiink, hogy az
egyik modellhez tartozé vegyiiletek (ilyen pl. 3 és rokon
szarmazékai) korében nagyobb gyakorisaggal fordulnak
elé az in vitro vizsgalatokban kisebb IC, | értéket mutato
anyagok, mely a kdotéhelyhez vald nagyobb affinitasra
utalhat. Ennek megfeleléen flexibilis, az adott donor
helyhez  heteroatommal  kapcsoldodd,  heterociklussal
helyettesitett 2,3-benzodiazepinek eldallitasat kezdtik el
(6. abra). Mar az els6 vegyiiletek is igazoltak, hogy hatasos
vegyiiletek remélheték e kdrben. Az idékozben az Eli Lilly
kutatoi altal publikalt 36 2-piridil-szarmazék talampanelt
megkozelitd hatékonysaga csak fokozta igyekezetiinket.”
Szamos, kiilonféle 5- és 6-taghi heterociklussal helyettesitett
2,3-benzodiazepint allitottunk el8.%

A nagyobb biologiai aktivitas egyértelmiien az 5-tagh
valamint a kén- ¢és nitrogén tartalmi heterociklusos
vegyiiletek korében volt megfigyelhetd. Kiemelkedo,
a referensek (pl. 2, 3) hatdsat jelentdsen meghaladd
aktivitdssal 37 szarmazékok (R3=1-3 szénatomszamn
alkilcsoport) rendelkeztek. A jelentés szélesspektrumu
goresgatlod tulajdonsag mellett egyes vegyliletek a human
stroke valamint a szkler6zis multiplex patkany modelljeiben
mutattak erds aktivitast.”® A heterociklusos vegyiiletek
eléallitasara szamos szintézis modszert alkalmaztunk,
melyek részletes ismertetésére itt nincs mod. Zommel
a szubsztitualatlan 38 tipusi szarmazékokbdl kiindulva
épitettiik fel a heterociklust ismert modszerekkel. (38
Szubsztitualatlan kiindulasi vegyiileteket az 5. abraban
bemutatott szintézishez hasonldan, terc-butoxi-karbonil
védocsoport alkalmazasaval készitettiik el.) A 6. abra az
1,3,4-tiadiazol-szarmazékok egyik szintézisét mutatja
be. Tiofoszgént hasznalunk 39 tiokarbamoil-kloridok

eléallitasara, majd ezekkel savhidrazidot acileziink (40),
végil a gylrizarast savas kozegben melegitéssel hajtjuk
végre (41). Bioldgiai vizsgalatra mindenkor csak az
aminofenil-szarmazékok kertiltek.

3a,b 32a (R* = COCH,)
32b (R* = COOtBu)

| R R R
a| NO,H H

b| CH, NO, CH,

33a (R* = COCH,)

Cy33b (R4 = COOtBu)
34b (R* =

35b (R* = COCH,)

5. Abra. Reagensek és koriilmények: (a) megfelelé
benzaldehidszarmazékok, toluol, kat. HCI, 60°C, 63-75 %; (b) CH,Cl,, 5
% H,0, DDQ, 96 %; (c) acethidrazid vagy terc-butil-karbazit, toluol, kat
HCI, reflux, 80-85 %; (d) 1. CH,C1,, Et,N, MsCl, 0°C; 2. EtOH, NaOH,
52-78 %; (e) HCV/etil-acetat, sz. h 88 % () CH,CL,, Ac,0, sz.h., 99 %.
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6. Abra. Reagensek ¢és koriilmények: (a) benzol, Et,N, CSCl,, sz.h.; (b)
sav-hidrazid, DMF, Et,N, 50°C; (c) EtOH, kat. HCI, reflux.

5. Osszefoglalas

Eljarast dolgoztunk ki a legfontosabb AMPA antagonista 2,3-
benzodiazepinszarmazékok f6 metabolitjainak eléallitasara.
Az optikailag aktiv 2,3-benzodiazepinek szintézisét ujabb
szintézis modszerek bevezetésével alkalmassa tettiik olyan
vegyiiletek eldallitasara is, melyekre a korabbi modszer nem
volt alkalmazhato.

Uj, heterociklussal helyettesitett 2,3-benzodiazepineket
allitottunk el6, melyek AMPA antagonista hatasa a korabbi
referensekét meghaladta. Tobb fejlesztésre alkalmas
vegyiilet keriilt kivalasztasra.

Recent Results in Synthesis of AMPA Antagonist 2,3-
Benzodiazepines

A summary of a study on the preparation of a human metabolite
(4) of talampanel (2), an AMPA antagonist in Phase II clinical
investigations, is disclosed. Some putative metabolites of another
leading, AMPA antagonist benzodiazepine (3) were also synthesized
and compared to constituents prepared by an ex vivo experiment
with 3 in rat liver. A modified hemiketal formation reaction and the
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&

application of an easily removable protecting group rendered the
synthesis of 2 suitable for preparation of some types of derivatives
the original procedure had not been suited for. A reference is
made to another biologically active group of 2,3-benzodiazepine
derivatives, substituted by 5- and 6-membered heterocycles, and
the synthesis of the most active compounds is presented.
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