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A fizikai-kémiai jellemzeés helye és modszerei a
gyogyszerkutatasban
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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 eldre jelzésére.
Meégis a gyodgyszerkutatasban a 90-es években bekdvetkezett
stratégiavaltas teljesen 0j alapokra helyezte a fizikai-kémiai
jellemzés (physico-chemical profiling) kérdését'.
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1. Abra. Az aktivitas és a farmakokinetikai tulajdonsagok parhuzamos
feljesztése a gyogyszerkutatas sikerességének uj lehetésége

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-hatosagot, a varhat6 ADME (abszorpcio,
disztribuci6é, 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).
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2. Abra. A fizikai-kémiai jellemzés és a gydgyszerészeti-jellemzés
viszonya

A gyogyszerkutatas korai fazisaban igen nagyszamu (tobb
szazezer, esetleg néhany millio) vegyiilet fizikai-kémiai
szempontbol torténd vizsgalata 01j igényeket fogalmazott
meg az alkalmazhatd6 modszerekkel szemben is. Eldtérbe
kertiiltek a nagy ateresztéképességii (HT), gyors, nagyon
kis anyagigényli, automatizalt technikdk. Az angol nyelvii
irodalomban a fizikai-kémiai jellemzés korszeri HT
madszereirdl szamos kivalo attekintés jelent meg az elmult
néhany évben*!!. Ez a béséges irodalom feleslegessé tenné
egy magyar nyelvll 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 méretlii (medium) molekula-
konyvtarakkal dolgoznak'?, igy a vegyiiletek fizikai-kémiai
jellemzésénél nem annyira a HT jelleg, mint inkabb a
megbizhatdsag és a pontossadg dominal.

Ezért az oldhatdsdg, az ionizaciod, a lipofilitas és a
permeabilitds meghatarozasara alkalmazott modszereknél, a
HT eljarasok vazlatos, tablazatokban 6sszefoglalt 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 kivalasztdsnal a dontést eldsegiteni,
masrészt a késébbi 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 kozismert,
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.

Oldhatésag

Biohasznosithatosag szempontjabol a gydgyszerjeldlt
vegyliletek talan legfontosabb tulajdonsaga az oldhatosag.
Az oralis alkalmazhatosag feltétele ugyanis a hatéanyag
kioldédasa (felszabaduldsa) a szilard gyogyszerformabol
és felszivodasa a gasztro-intesztinalis traktusbol, mely
folyamatokat a molekula vizben val6 oldhatosaga
nagymeértékben meghataroz. Az oldhatosag 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 higitds, ami a biologiai
tesztelésre kertil. Mivel az anyag a szerves oldoszerben mar
oldott allapotba jutott, a vizzel higitott oldat koncentracidja
nagyobb lehet, mint a termodinamikai oldhatosag altal
megszabott.

A termodinamikai oldhatésag meghatarozasa soran a
szilard anyagot a vizes kozegben, anyagfelesleg biztositasa
mellett, adott homérsékleten 24-48 oraig kevertetik, majd
iilepitik (esetleg sziirik vagy centrifugaljak) és a telitett oldat
kinetikai oldhatosdagot 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 vizmolekulak altal, valamint nincs
biztositva az oldodas termodinamikai egyensulyanak
elérése. A kinetikai oldhatésag mérése elegendd a kémiai
felfedez0 kutatds (discovery) stadiuma-ban a gyors
szlirésre, a vegyliletek rangsorolasara, de a termodinamikai
(egyenstlyi) oldhatésdg meghatarozasa mindenképp
sziikséges a fejlesztésre kivalasztott molekulak esetében.

Szamos modszert fejlesztettek ki mindkét 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 nefelometrias™, direkt UV' és az
ultrafiltracios'® modszerek esetén pedig a szilard részecskék
eltavolitasat kdvetden kiilonb6z6 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 automatizalasara 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 mérheték. 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 biztosito 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 milkodik. 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 beallasdhoz. Az egyensuly
“kergetése” (chasing), pontosabban kikényszeritése utan, az
ahhoz a ponthoz tartozo titralasi adatbol a termodinamikai
oldhatésag szamithaté. Egy mérés ideje 60-90 percre
rovidiil. A modszer validalasaban munkacsoportunk is részt
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1. Tablazat. Az oldhat6sag meghatarozasara hasznalt modszerek

Oldhatosag Sebesség® Kapacitas®
Modszer Méréshatar Késziilék/gyartd
tipusa (perc/vegyiilet) (vegyiilet/nap)
. . 4 di
Turbidimetrids’® kinetikai 5 pg/ml 15 45 Nincs (robot mintaadagol6 + diodasoros
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 lyukt 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 .
‘]’;?r"TC,‘,"lf‘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
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3. Abra. A két potenciometrias oldhatosag meghatirozé 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
1étjogosultsadguk, az elméleti hattér teljes tisztazatlansaga
miatt, ma még nincs.

lonizacié

Az ionizaciora képes vegyiileteknél a pK, érték (ionizacids

Chasing Equilibrium Method

intercept=0.16
slope =095

w

S
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iog ( 1/S) Shake-fiask method

konstans; savi disszocidcidés allandé) 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 hordoz6) 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 meghatarozas modszerei

Anyagigény Szitkséges Sebesség® Kapacitas®
Modszer oldhatosag Késziilék/gyartd
(mg) M) (perc/vegylilet) (vegylilet/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 mddon (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 titrdlds® ill. a CD/pH titralas*, azonban ezek a
modszerek nem tekintheték 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) kozepes kapacitasu, nagy
pontossagt modszerek (SD: + 0,01). Igazan HT jellegii pK,
meghatarozo eljarasnak a spectral gradient analysis (SGA)
¢és a multiplex CE technika tekinthet6. E16bbi soran alkalmas
savas ¢s bazikus puffer oldatok elegyitésével iddben linearis
pH-gradienst allitanak el6, majd a mintat injektaljak.
Diodasoros UV detektorral regisztraljak a pH valtozasra
bekdvetkezé spektrum-valtozast. Egyetlen pontbdl, 4 perc
alatt kielégité megbizhatosaggal nyerhet6 a pK, adat.

A vizben nem oldodo vegyiiletek pK =~ értekének
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 olddszertartalomra, 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 szervesoldoszer
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 val6é oldhatdsaga
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. dbra) nyert vizes pK, értek: 9,61 +
0,03%.

Titration curves

4. Abra. Titralasi gorbék és a Yasuda-Shedlovsky osszefliggés a
deramciklan latszolagos pK értékei és a MeOH/viz olddszerelegy relativ
permittivitasa kozott
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Meég rosszabbul oldoddé 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 érvényti kalibracids egyenlet.
UV/pH titralis

minta
pH- J'ﬁ GLpKa+ D-PAS
riatein _IGEN | 0.5 mMoldhatosig

R - Cme =SS

v.‘in._‘ﬁ IGEN
piifigs | IGEN FiSuolihatteds
UV spektrum [ vizhen
..Co-solvent method" LNEM SNEM
pH-metria [ 0.5 mMoldhatasig | [ 15 iM oldhatésag
GLpKa MeOH iz elegyben | | MeOH Wiz elegyben
NEM &1(}15.\.‘
0.5 mM oldhatosig
§0° DMSO-ban

UV/pH titralas
GLpKa + D-PAS

pK, predikeio

5. Abra. A pK, meghatdrozas modszerének kivalasztisa

A pK, meghatarozashoz vilasztand6 modszert mindig az
adott minta tulajdonsagai kell, hogy megszabjak. Egy - a
kutatocsoportunkban hasznalt - lehetséges dontési sémat
mutat be az 5. abra.

Lipofilitas

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. Mara, amint ezt
ez a kozlemény is bemutatni igyekszik, elmozdulés tortént
az u.n. komplex fizikai-kémiai jellemzes 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 leginkabb megszabja egy molekula
sorsat a szervezetben, mind a farmakokinetikai mind a
farmakodinamias (a receptorral valo kdlcsonhatas) 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 kiilonbdztetiink 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 lényeges,
mivel — a pH-megoszlas hipotézis szerint — passziv
diffuzidval a lipofil membranokon csak a nemionizalt, lipofil
forma tud athatolni.

A megoszlasi hanyadost korabban szinte kizarolagosan
oktanol/viz rendszerben hataroztdk meg, C. Hansch uttdrdé
munkdassaga 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 ¢s PGDP/viz)
hasznalatara. Ma egyre nagyobb szerep jut a nemizotrop
rendszereknek, igy a liposzoma/viz megoszlasnak is.

A logP meghatarozas elméleti és gyakorlati vonatkozasair6l
konyvek!?3¢ és Gsszefoglalo munkék sorozata*®!> jelent
meg, kiilon kiemeljiilk 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 razotdleséres modszert tekintjiik a
referencia eljarasnak, de ismert korlatai miatt (nagy idéigény,
a termosztalas nehezen megoldhato, lipofil molekuldk nem
mérhetdk, stb.), ma mar a pH-metrids 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 gérbe 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 kovetden, diddasoros
UV  detektorral ill. kemilumineszcencids  nitrogén
detektorral mérik a koncentraciot. A modszer pontossagrol
és megbizhatosagrol még nincs elegendd informacié®>3.

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 hasznalata
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®
Modszer tartomany Késziilék/gyarto
(logP) (mg) (perc/vegyiilet) (vegyiilet/nap)
Direkt
® razotoleséres?! ; AThatd rézded ; +
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 16 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 gyartd)

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 betartdsaval elérhetd a logP
érték + 0,05 pontossdgu meghatarozasa.

A
| | pH-metria
[ iomizalhates ]"r_l\_ oldhataedg ~Inhf |1CES GLpKa J

NEAM ]—J NEM
" varhatd logP 1GEN |
Raz

S it L)

[ kromofiort GEN |
| tartalnaz ]

e

NEM

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 vegylilet

tulajdonsagaibol kell, hogy kiinduljon. Ehhez kivan

segitséget nyujtani a 6. abra.

Permedbilitas

A fizikai-kémiai jellemzés legfiatalabb ¢s egyre fontosabba
valé 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 oralis
alkalmazasu, érthetd e paraméter minél korabbi fazisban valo
meghatarozasanak igénye és alkalmazasa a legigéretesebb
gyogyszerjelolt 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 permeabilitas 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
megvaldsithato.

Kétféle in vitro mérési eljarast ismeriink. A PAMPA
(parallel artificial membrane permeability assay) technika
mesterséges membranokat (foszfolipideket) hasznal a
permeacid 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
diffuzié 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 bioldgiai
relevancidja, mint a mesterséges membranoknak. A sejtes
modelleknek is kidolgoztak mar a nagykapacitisua 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 gyodgyszerkutatds korai
staddiumaban a dontéshozok kezébe. A megbizhatd
oldhatosagi, lipofilitasi, ionizacios, permeabilitasi adatok
birtokaban lehetévé valik a hatékonynak talalt vegyiiletek
koziil a gyogyszerré fejleszthet6k korai kivalasztasa. Ezzel
az Uj szemlélettel, vagyis a hatds és a gyogyszer-szerii
tulajdonsagok parhuzamos fejlesztésével csokkenthetd a

késobb kiesd vegytiletek szama, ezaltal a fejlesztés koltsége,
¢és novelhetd a gyogyszerkutatas eredményessége, tobb 1]
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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