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1. Bevezetés

A természetes szerves makromolekuldk egy szerkezetileg
igen gazdag kore az €16 szervezetet felépitd épitdelemeknek.
A bioldgiai eredetli makromolekuldkat négy f6 csoportba
sorolhatjuk: szénhidratok (oligo- és poliszacharidok, kemé-
nyitd, celluléz), fehérjék (receptor fehérjék, albumin, kera-
tin, egyes hormonok, enzimek, antitestek), nukleinsavak,
valamint lipidek (trigliceridek, foszfolipidek é€s szfingoli-
pidek).! Ezen makromolekulak és az emberi szervezetbe
keriilé gyogyszermolekulak szamos modon 1éphetnek kol-
csOnhatasba: (i) a legtobb gyodgyszer receptor fehérjékhez
kotddve fejti ki farmakodinamias hatasat,? (ii) a terapias
hatas helyére valo eljutas soran kolcsonhatasba Iéphetnek
a biologiai membranokban talalhato foszfolipidekkel és
transzport-fehérjékkel,? illetve a vérben talalhatd fehérjék
szallithatjak a gyogyszermolekulakat,* (iii) a gyogyszerkeé-
szitményekben kiilonféle makro-molekuldkat (ciklodext-
rinek, albuminok, feliiletaktiv anyagok) alkalmazhatunk
segédanyagként, vagy liposzomas készitmények is alkal-
mazhatdk a hatdéanyagok (API — active pharmaceutical ing-
redient) alacsony oldhatosaganak kezelésére, stabilitasanak
novelésére és biohasznosulasanak javitasara.’ A gyogysze-
rek és a makromolekuldk kozotti kdlesonhatasok jelentdsen
befolyasoljak a gyogyszerek farmakokinetikai (PK) és far-
makodinamias (PD) viselkedését, igy ezen kolesonhata-
sok vizsgalata kulcsfontossagu a gyogyszeripar szamara.
Emiatt a gyogyszeriparban az egyik folyamatosan fejlédé
teriilet az olyan ij modszerek kidolgozasa, amelyek segitsé-
get nyujthatnak a hatéanyag — makromolekula kélcsonha-
tasok pontosabb feltérképezésében. Kutatdomunkank ezen
kolesonhatasok tanulmanyozasara fokuszalt, mely soran
az API-k ciklodextrinnel (CD), human szérum albuminnal
(HSA), valamint foszfolipidekkel vald kdlcsonhatasainak
vizsgalatat tiiztiik ki célul.
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1. abra. Az o -, B- and y-ciklodextrinek kovalens szerkezete®

2. A kutatasi témaban elért eredmények

2.1. Uj médszer kidolgozasa az API - HPBCD
komplexek komplex stabilitasi allandéinak
meghatarozasara pH-metrias titralassal.

A CD-ek csonkakup alaku ciklikus oligoszacharidok, me-
lyek o-D-glitkkopirandz egységek (a-1—4) 6sszekapcsolo-
dasaval jonnek létre. Keményitdbdl torténd enzimatikus
eléallitasuk soran termékként tilnyomorészt a harom ter-
mészetes CD-t, a-, B- és y-ciklodextrint kapjuk, amelyek
6, 7 és 8 gliikkozegységbdl allnak (1. abra).® A CD-ek belsd
tirege lipofil mikrokornyezetet biztosit, mely altal gyogy-
szermolekulak apolaris részeivel zarvanykomplexeket ké-
pezhetnek. Az egyes CD-ek kiilonbdzd iiregméretei miatt
az eltéré méretli vendégmolekulak kiilonféle atmérdjii CD-
ekkel lesznek képesek gazda-vendég komplexek kialaki-
tasara. A CD-ek kiils6 hidrofil jellegti feliilete biztositja a
CD-ek és komplexeik vizes kdzegben vald jo oldathatosa-
gat, mely a hidroxilcsoportok kiilonféle szubsztituensekkel
torténé modositasaval akar még 100-szorosra is ndvelhetd.”
Az oldhatosagnoveld hatas mellett a CD-komplexek ki-
alakitasa szamos tovabbi elénnyel jarhat: csokkentheti az
egyes API-k altal okozott nyalkahartya irritaciot, megvéd-
heti a hatéanyagot az oxidaciotdl, elfedheti az Gsszetevok
kellemetlen szagat, vagy az API-k (pl. cetirizin, ibuprofén)
keserti izét.* A komplexképzés oldhatdsagot noveld hatasat
gyakran kihasznaljak gyogyaszati készitményekben a na-
gyobb biohasznosulas elérése érdekében. Az alkalmazott
CD-ek tipusa és mennyisége, valamint a kialakult komplex
stabilitasa jelentds hatassal van a gyogyszerek PK tulajdon-
sagaira, befolyasolja oldodasuk és felszivodasuk sebessé-
get, mely novelheti az API-k vérszintjét, ezaltal javitva bio-
hasznosulasukat. Léteznek azonban olyan esetek is, amikor
a biohasznosulas javuldsa nem volt tapasztalhato, vagy
akar annak csokkenésérdl szamoltak be.” Emiatt a kialaku-
16 komplex stabilitasi allandojanak mérése elengedhetetlen
a legkedvezébb CD-szarmazékok és a megfeleld6 CD—API
arany meghatarozdsadhoz, a kiilonboz6é gyogyszerformak-
ban valo alkalmazashoz. Az API-k CD-szarmazékokkal
valo komplexalodasi folyamatainak tanulmanyozasara sza-
mos modszer létezik,'* munkank soran egy az API-k oktan-
ol-viz rendszerben mért megoszlasi hanyadosainak meg-
valtozasan alapuldé pH-metrias technikat dolgoztunk ki."
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A modszer kidolgozasa soran figyelembe kellett venniink
a modellvegyiiletként valasztott (2-hidroxipropil)-B3-CD-t
(HPBCD) tartalmazo6 oktanol-viz rendszerben kialakuld
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lehetséges egyensulyokat (2. abra). Az oktanol-HPBCD
komplexek jelenléte miatt egy pontosabb modell 1étrehoza-
sadhoz fazisarany-korrekciot is végezniink kellett.
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2. abra. A hatdanyag (D), ciklodextrin (CD) és oktanol (O) kozott kialakuld egyensulyok
az oktanol-viz kétfazis rendszerben és a SiriusT3™ automatikus titraloberendezés mérdcellaja.

A potenciometrikus titralas soran dsszegytjtott adatponto-
kat Bjerrum filiggvényekké alakitva, azok inflexids pontjai
alapjan jol lathatok a vizben, és az oktanol-vizben HPBCD
jelenlétében, illetve anélkiil mért proton-disszociacios al-
landok (pK,, p.K,» PK, .pp PoK,app) kOZOtt kiilonbségek. A
Henderson-Hasselbalch egyenlet segitségével ezen pK, ér-
tékek felhasznalhatok a hatéanyagok megoszlasi hanyado-

sainak (P) és HPBCD jelenlétében mért latszolagos megosz-
lasi hanyadosainak kiszamitasara (P,,)) (3. abra). Lathato,
hogy P, , értékben tapasztalhato eltérés két tagnak, az API
pK, értékének komplexalddas hatasara torténd eltolodasa-
nak és a CD jelenlétében az API viz—oktanol rendszerben
vald megoszlasi egyensulydnak vizes fazis iranyaba valo
jelentds eltolédasanak dsszegeként értelmezhetd.

Prometazin HCI

Ny
1,0 H:C._ _CH; pK,= 9,00
' N
" * HCI p,K,= 5,67
HsC
N
:@ PoKoapo= 7,37
S 10_(poKa_pKa) -1
0,5 . - r
— viz
- - oktanol-viz { L
— viz+HPBCD logP = 4,35
oktanol-viz + HPBCD 10~ ®oKaapp—PKaapp) _ 1
Popp = r
0,0 -
3 | 1 pH
v poKa,app pK, IOgPapp =2,28
puKa nk

r —fazisarany

3. abra. A potenciometrikus titralas Bjerrum fiiggvényei HPBCD jelenlétében és anélkiil a prometazin HCI esetében.
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A latszolagos megoszlasi hanyadosok novekvé CD kon-
centraciok mellett torténd meghatarozasa, majd az értékek
reciprokanak CD koncentraci6 fliggvényében vald abrazo-
lasa utan (4. abra) az adatpontokra illeszthetd egyenesek
meredekségébdl az API-HPBCD komplexek stabilitasi
allandoi (K, -,) az oktanolra vonatkoztatott komplexalasi
hatékonysag (K, ,S,) ismeretében a kovetkezd egyenletek
segitésével szamolhatok:

I/Papp: /P + (K]:1,CD'[CD]W,teljes)/(P'(l +K1;1,0'S0)) €y

K. cp = meredekség - P- (1 + K, S;) (2)
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5,0x103
_ 4
Ki:1,upBCD = 2345 M
4,0x10% e
Z2 3,0x10° e
o o
= 2,010 o
@ 2_
1,0x104. .."._. R“= 0,983
04 T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15
cupeco (M)

4. dbra. A megoszlasi allandok megvaltozasabol szamolt komplex stabi-
litasi allandé a prometazin HCI esetében

A potenciometrias modszerrel kapott K, ., értekeket klasz-
szikus modszerekkel (fazis-oldhatosag vizsgalatok, kapil-
laris elektroforézis és spektrofotometrids mérések) kapott
értékekkel dsszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy nagysag-
rendileg azonos értékeket kaptunk. Ezaltal médszeriink —
mint a klasszikus modszerek kis minta- és oldészermennyi-
séget igényld alternativdja — a fazis API koncentracidinak
tényleges meghatarozasa nélkiil alkalmasnak bizonyult az
API-HPBCD stabilitasi allandok mérésére az ionizacios
centrummal rendelkezé API-k esetében.

2.2. Az UV-pH titralasi médszer Kiterjesztése az
alacsony és magas HSA-kotési affinitasu API-k
osztalyozasara.

A human szérum albumin (HSA) az emberi szervezet
plazmafehérjéi kozott legnagyobb mennyiségben jelenle-
vo fehérje (ezek kortilbeliil 54-60%-a), a vérben kiilono-
sen magas koncentracioban (35-50 g/1) van jelen.'> Szamos
funkcioja kozott a HSA felelds a vér ozmotikus nyomasa-
nak fenntartasaért, transzportfehérjeként szolgal az endo-
gén anyagok (pl. zsirsavak és szteroid hormonok) szamara,
emellett az exogén gyodgyszermolekuldk megkotésében is
fontos szerepet jatszik.” Az 585, fiziologias pH-n (pH 7.4).
nagyrészt negativ toltésii aminosavbol allo fehérje moleku-
latomege ~66,5 kDa, sziv alakt szerkezete harom f6 egy-
ségre oszthatd (I-1I1), amelyek mindegyike két alegységet
tartalmaz (A és B) (5. abra).

A HSA gyogyszerek kotédésének szempontjabdl jelentd-
sebb két specifikus kdtohelye: az I.-es warfarin kotéhely az
ITA alegységen, illetve a Il.-es indol-benzodiazepin koto-
hely a IIIA alegységen."

5. abra. A HSA molekula szerkezete (PyMOL v.2.3.4).

Az API-k elektrosztatikus és hidrofob kolcsonhatasok révén
altalaban reverzibilis komplexeket képeznek a HSA-val. Az
erds HSA-kotodés jelentds hatassal lehet a hatéanyagok PK
¢és PD tulajdonsagaira, mivel a HSA—API komplexek nem
képesek atjutni a bioldgiai membranokon, igy az API-k
azon része, amely nem képes elérni a hatas helyét, terapi-
asan inaktivva valik. Mivel a HSA kotési affinitasa nagy
valtozatossdgot mutat a gyodgyszerszerii vegyiiletekkel
szemben, az API-k PK viselkedésének becsléséhez elenged-
hetetlen azok nem kotott hanyadanak becslése mar a gyogy-
szerkutatas korai szakaszaban is. Az API-k HSA kotésének
becslésére szamos in silico, QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship) modellt dolgoztak ki kisérleti adatok
felhasznalasaval, azonban ezek tobbsége csak meghataro-
zott vegyiiletcsaladok esetén ad megbizhatd eredményt.
Emellett a molekulamodellezés is felhasznalhaté a HSA és
az API-k kozotti lehetséges kotési modok feltérképezésére,
amely tovabbi szerkezeti informaciot szolgaltathat a komp-
lexek képzddésérdl, gyakran a kisérletileg mért adatokat
kiegészitve.> A HSA-hoz kotott gydgyszerhanyad megha-
tarozasara szamos in vitro modszer is létezik, beleértve a
kromatografias modszereket, az egyensulyi dializist (ED),
az ultrasziirést (UF), a magneses magrezonancia (NMR)
spektroszkopiat, a rontgen-diffrakcios (XRD) méréseket,
stb.16 A legtobb technika csak az API HSA-val szembeni
kotodési affinitasardl ad informaciot, mig szerkezeti infor-
macid csak néhany koltség- és iddigényes modszerrel (pl.
XRD, NMR) nyerheté. Az API-HSA komplexekben kiala-
kuld kolcsonhatasok részletes leirasa érdekében az ortogo-
nalis mérési modszerek adatait egyszerre kell kiértékelni és
Osszehasonlitani, kiegészitve azokat az in silico modellezés
eredményeivel.
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Munkank soran az UV-pH titralasi moédszert alkalmaztuk
az alacsony és magas HSA-kotési affinitast hatdéanya-
gok osztalyozasara.” Magas HSA kotddéssel rendelkezd
API-k esetén az UV-pH titralassal mért pK, értékekben
szignifikans valtozasokat tapasztaltunk. Ezzel ellentét-
ben kozepes, illetve alacsony affinitasu API-k esetében a
pK, értékekben szignifikans eltolodds nem volt mérhetd
(1. tablazat). Megfigyelhetd volt az is, hogy multiprotikus
vegyliletek (pl. nitrazepam) esetében a kiilonbozé pK,
értékek gyakran egyenlétlen valtozasokat mutattak, ame-
lyek alapjan kovetkeztethetiink a HSA-val vald koleson-
hatas helyére. Az ionizacios centrumok kiemelt szerepé-
nek igazolasa érdekében néhany olyan API-t (diklofenak
(DIC), diflunizal (DIF), meloxikdm (MEL) és fenilbuta-
zon (PHB)), ahol jelentds pK, eltolodasokat mértiink, ész-
terképzéssel vagy alkilezéssel modositottunk a protonal-

hato csoportjaik semlegesitésének érdekében, majd ezeket
az analogokat is megvizsgaltuk (2. tablazat). Az immobi-
lizalt HSA-t tartalmaz6 kolonnan végzett kromatografias
mérések szignifikans csokkenést mutattak az egyes mo-
dositott API-k retencios idejében, ami alacsonyabb HSA
kotési affinitasra utalt (2. tablazat). A DIC-etil-észter és
a DIF-etil-észter kotédésének mérsékelt csOkkenését,
az O-Metil MEL ¢és a C-Metil PHB esetében pedig je-
lent6és mértékli csokkenést figyeltiink meg. Az ionizaci-
0s centrumban védett API-k esetében kapott eredmények
egyértelmilen mutatjak az ionizaciés centrumok kiemelt
szerepét a komplex-képzddésben. A gyors egyensulyi dia-
lizis (RED) mérések eredményei szintén megerdsitették a
MEL ¢és PHB analogok kotddésének jelentds csokkenését
(a DIC ¢és a DIF észterei a RED mérési koriilményei ko-
z0tt instabilnak bizonyultak).

Irodalmi adatok

Kisérleti eredmények

Vegyiilet neve UV-pH titralas
PPB%"" HSA%-2 HPLC HSA% RED HSA%
ApK, ApK,,

Diklofenak >99,5; 99,5 99 100 95,8 0,47 -
Fenilbutazon 97,8 98,4 99,9 96,3 0,53 -
Warfarin 99;99 97,9 99,9; 100 91,5 0,41 -
Isoxikam - - 97,3 80,4 0,22 -
Piroxikam 99;99 96,8 100 93,3 0,00 0,55
Oxazepam 98,4 94,2 79,9; 89,5 - 0,06 0,27
Szulindak 94:93,5 92,0 98,2 64,9 0,16 -
Nitrazepam - 82,3 76,7 - 0,05 0,98
Prokain 6 36 21,0 6,4 0,02 0,00
Famotidin 20 14,5 25,1 4.4 0,02 -
Isoniazid 0 6,8 10,9 - 0,05 -

1. Tablazat. Irodalmi adatok és a HSA kot6dés kisérletileg meghatarozott értékei kromatografias (HPLC) moédszerrel,
gyors egyensulyi dializissel (RED), valamint UV-pH-titralassal.

A kromatografias és RED mérések eredményeinek tovab-
bi alatamasztasara molekularis dokkolast is végeztiink a
modositott analégok kotési modjainak Osszehasonlitdsa-
ra. A HSA-val val6 erés kdlcsonhatast jelz6 nagy negativ
Coulomb kolcsonhatas pontszamok értéke jelentdsen meg-
valtozott a pozitiv iranyba a modositott API-k esetében, ami
igen gyenge masodlagos kélcsonhatasok jelenlétére utal.

HPLC RED Coulomb kélcson-

Vet e see ek
Diflunizal 100 100 -38,5
Diflunizél-etil-észter 97,5 - -0,73
Diklofenak 100 95,8 55,5
Diklofenak-etil-észter 98,1 - -4,02
Fenilbutazon 99 96,3 -30,8
C-Metil Fenilbutazon 85,0 64,1 -5,57
Meloxikam 100 96,7 -34,4
O-Metil Meloxikam 84,2 65,9 -1,21

2. Tablazat. A kivalasztott hatéanyagok és az ionizacios centrumban
védett analogjaik HSA kotédési eredményei.
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Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy az UV-pH
titralas szlirévizsgalat jelleggel alkalmazva sikerrel alkal-
mazhato az erdés kotddésii komplexek kialakulasaért felel6s
szerkezeti egységek azonositasaban. Jobb biohasznosulast
remélhetiink azokban az esetekben is, ahol a HSA kot6dés-
nek csak kisebb mértékii csokkenése érhetd el, mivel ma-
gas kotddési affinitasu API-k esetében mar a kis mértékii,
99%-16l 95% -ra torténd csokkenés is akar 6tszords valto-
zéast eredményezhet a nem kotott gyogyszerhanyad meny-
nyiségében, ami nagyban befolyasolja eloszlasukat.?* Ezért
a méréseink soran megfigyelt (2-3%-os, de akar 10-35%-ot
is eléré) csokkenések alatamasztjak a technika alkalmaz-
hatésagat a kedvezd PK viselkedésti molekulak racionalis
tervezésében. Ugyanakkor azt is érdemes szem eldtt tarta-
ni, hogy egyes hatéanyag csoportok (pl. nem szteroid gyul-
ladascsokkentok, NSAID) esetében a receptorhoz vald ko-
todéshez viszont az ionizalhato csoport megléte sziikkséges.

2.3. MEL-HSA nanorészecskék fizikai-kémiai
jellemzése.

Az intranazalis adagolasi céllal alkalmazott gyogyszer-
formak kutatdasa a Szegedi Tudomdnyegyetem kutatdéinak
egyik f6 érdeklddési teriilete, mint alternativ ut a kézponti
idegrendszer (CNS) elérésé¢hez. A Gyogyszerész-tudomanyi
Kar aktivan részt vesz a nanorészecskék kutatasaban és az
API-k nanokapszulakba zarasaban a termék stabilitasanak
novelése és a gyogyszer biohasznosulasanak javitasa ér-
dekében. A Kar egyik kozelmultbeli projektjének keretein
beliil meloxikam tartalmu HSA nanorészecskék fejleszté-
sét végezték el, intranazalis adagolasu, kifejezetten CNS
célpontl terapiaban valod alkalmazas céljabol.”* A Karon
Quality by Design (QbD) megkozelitéssel és Box-Behnken
kisérleti terv segitségével optimalizalt MEL, HSA és Tween
tartalommal rendelkez6 nanorészecskéket allitottak eld (2
mg/ml MEL, 10 mg/ml HSA ¢és 3 mg/ml Tween 80). A fizi-
kai stabilitas vizsgalatok €s az in vivo allatkisérletek igére-
tes eredményei utan, a nanorészeckék fizikai-kémiai jellem-
zésébe felkérésiikre kutatocsoportunk is bekapesolddott: in
vitro kioldddas és permeabilitas-vizsgalatokat végeztiink
az optimalizalt MEL-HSA-Tween nanorészecskék eseté-
ben, valamint az eredményeket 6sszehasonlitottuk a Tween
80 nélkiili MEL-HSA nanorészecskék, illetve a kristalyos
por (MEL) esetében kapott adatokkal.

2.3.1. In vitro kioldodasi vizsgalatok

A MEL kioldodasi vizsgalatdhoz a RED plate féligate-
reszt6 membranos rendszerét hasznaltuk a hatéanyag
HSA nanorészecskékbdl vald felszabaduldsanak moni-
torozasdra. A RED plate-ben hasznalt membran mole-
kulatomeg vagasi érteke (MWCO) 8 kDa volt, ami csak
a HSA-bdl felszabadult szabad API-t engedte at a fogado
oldali kozegbe. A nanorészecskék és a szilard MEL in
vitro oldodasi profiljat intranazalis korilmények kozott
(pH = 5,6) vizsgaltuk. Az iddfiigg6 in vitro kioldddasi profi-
lokat a 6. abra mutatja.

1200+ -4- MEL-HSA-Tween

-® MEL-HSA I i
10001.¢ MEL P
< 8004 e
~, 600+
S 400 :
200 ! JP— .

0 50 100 150 200 250 300 350 40
time (min)

6. abra. Por meloxikam és meloxikam tartalmi HSA nanorészecskék
kioldodasi profiljai.

A MEL-HSA-Tween ¢és MEL-HSA kioldodasi
profiljai egyértelmiien mutatjak, hogy a HSA nanoré-
szecskéket tartalmazd készitmények esetében a meg-
novekedett fajlagos feliilet Iényegesen nagyobb kioldodasi se-
bességet eredményezett a por MEL esetében tapasztalhatonal
(p <0,0001 mindkét készitmény esetében). A MEL-HSA-
Tween ¢s MEL—HSA mintak esetében az elsé 60 percben
egy gyors kezdeti fazis figyelhetd meg, melyet egy lassabb,
de emelkedd profil kdvet. A nanorészecskék gyors, a kioldo-
das els6 fazisaban tapasztalt fokozott oldodasi sebessége kii-
16ndsen kedvezd az intranazalis terapia esetén, mivel beadott
API-k tartozkodasi ideje az orr nyalkahartyan kozvetleniil
befolyasolja az orrban torténd felszivodas sikerét, melyet kor-
latoz az orrvaladék folyamatos megtijulasa és a mukociliaris
tisztulas (kb. 10-15 perc). Vizsgalataink alapjan a MEL kb.
60%-a feloldodott 4 6ran beliil. Ezen a ponton (240 perc) a
kioldodott MEL mennyisége szignifikansan magasabb volt a
Tween-t tartalmazo nanorészecske esetén (p = 0,0077), ami a
Tween tovabbi szolubilizald hatasaval magyarazhato.

2.3.2. In vitro permeabilitas vizsgalatok

A MEL-HSA-Tween ¢s MEL-HSA PAMPA permeabi-
litasi eredményeit a por MEL-hoz viszonyitva lathatjuk,
hogy a MEL donor oldali oldhatésaga a HSA nanorészecs-
kékkel valo komplexképzéssel koriilbeliil 40-szeresére no-
velhet6 (3. tablazat). A varakozasoknak megfeleléen a HSA,
mint komplexképzd jelenléte a donor oldalon szignifikansan
csokkentette a MEL effektiv permeabilitast a készitmények
esetében. Azonban, ha a mintak fluxusat (Cyg; gonerl) ViZs-
galjuk lathatd, hogy mindkét nanorészecske készitmény
nagyobb fluxust biztosit az APl szamara a por MEL-hez
képest (p <0,001 mindkét készitmény esetében).

S P Fluxus
MEL ¢,MEL -6
& (10-¢ mol/
6
(nM) (106 cm/s) cm?™s)
MEL 50,6 0,7 39,10 £ 1,31 1,98 £0,07
MEL-HSA 2035,9 + 30,2 4,70 £ 0,11 9,57+ 0,22
MEL-HSA-Tween 2046,8 + 34,9 5,73+ 0,06 11,70 £ 0,11

3. Tablazat. Permeabilitas és fluxus értékek por meloxikam és meloxi-
kam tartalmt HSA nanorészecskék esetében.
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A MEL-HSA-Tween ¢s MEL-HSA fluxusai kozott is
szignifikans volt a kiilonbség (p <0,001), ami azt mutatja,
hogy a HSA mellett a Tween is jelentdsen befolyasolta a
fluxust. Az albumin nanorészecskékbdl szarmazé megnd-
vekedett MEL fluxus azzal magyarazhat6, hogy a HSA (és
Tween) szolubilizal6 hatasa miatt fokozta a MEL oldhato-
sagat, és elnyomta a komplex permeabilitast csokkentd ha-
tasat, ami kedvezd kioldhatosagi-permeabilitds sajatsagot
eredményezett.?

2.4. A corneal-PAMPA modell kidolgozasa
szaruhartyan keresztiili felszivodas elorejelzésére

Az emberi szemet Osszetettsége ¢és kiilonleges felépité-
se miatt szamos betegség érintheti, ami latasromlast vagy
akar vaksagot is okozhat. Az eliilsé szegmens (szaruhar-
tya, kot6hartya, az inhartya eliilsé része, sugartest, irisz-
bél, csarnokviz, szemlencse és kdnnyrendszer) betegsé-
geinek kezelésében elsdsorban a topikalis, nem invaziv
gyogyszeradagolasi méodokat részesitik elényben, folyé-
kony, félszilard és szilard szemészeti gyogyszerformak,
pl. szemcseppek, krémek és gélek, mikroemulziok, stb.
alkalmazasaval.”® Az API-k felszivodasa ezekbél a gyogy-
szerformakbol a szaruhartyan keresztiil és/vagy a szaru-
hartyat elkeriild utvonalakon torténhet, azonban minden
esetben jellemzo, hogy a szemfeliileten valo alkalmazas
utan néhany percen beliil a konny lemossa az alkalmazott
gyogyszerek nagy részét. A helyi hatas elsésorban a szaru-
hartyan keresztiil felszivodd API-nak tulajdonithato, mivel
az egyéb utakon felszivodd gyogyszerhanyad nagy része
a szisztémas keringésbe keriil a helyi kapillaris erek altal.
Ez jelentdsen lecsokkenti a szem kezelésében alkalmazott
API-k biohasznosulasat, ami jellemzéen <5-10%.% Ebbdl
addddan a szaruhartya permeabilitas elérejelzése mar a
gyogyszerkutatds korai szakaszédban kiemelkedden fontos
a szemészeti készitmények hatéanyaganak racionalis ki-
valasztasa szempontjabol. A szaruhartyan keresztiili fel-
szivodas eldrejelzésére szamos modellt ismeriink: ex vivo

Szemcsepp /-

Szaruhartya

modszereket, melyek soran a felaldozott allatok (leggyak-
rabban nyul-, sertés- vagy szarvasmarha) teljes szemét vagy
kivagott szaruhartyajat alkalmazzak, kiilonféle perfuzios
kamrakba vagy diffuzios cellakba helyezve oket (pl. Franz
cella, Ussing kamra), illetve in vitro sejtes modszereket,
melyek primer sejttenyészeteket, immortalizalt sejtvonala-
kat vagy rekonstrualt nyul- vagy emberi széveteket alkal-
maznak.?” Azonban mesterséges membranokat alkalmazo,
in vitro, nem sejtes permeabilitdsi modellekrdl korabban
még nem szamoltak be, igy munkank soran egy ilyen mo-
dellt dolgoztunk ki a hatéanyagok szaruhartya permeabi-
litasanak elérejelzésére, mely lehetévé teszi a felaldozott
allatok szamanak ¢és a sejtes mérések koltségeinek csokken-
tését is.2® A modell alapjaul a Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay (PAMPA) rendszer szolgalt. A modell-
kidolgozas soran eldszor a PAMPA rendszer kisérleti koriil-
ményeinek optimalizalasara torekedtiink, a rendelkezésre
allo ex vivo nyul szaruhartya permeabilitasi adatokkal valo
jo korrelacio elérésének céljabol. Az optimalis modellpa-
raméterek azonositdsa érdekében megvizsgaltuk a kisérleti
koriilmények (a donor oldal koszolvens tartalma, puffer,
membrandsszetétel) szisztematikus valtoztatasanak hata-
sat huszonot API ex vivo nyul szaruhartya permeabilitasi
adatai és a modelljeinkben kisérletileg mért permeabilitasi
értékek kozotti korrelacio-valtozasan keresztiil (7. abra, 4.
tablazat). A korrelacios egyiitthatok (R?) alapjan az F1 mo-
dellrendszer esetében alkalmazott kdriilmények bizonyul-
tak a legjobbnak az ex vivo szaruhartya permeabilitasi ada-
tok modellezésére. Az A—F1 modelleket dsszehasonlitva a
linearis regresszid-analizis standard becslési hibaja (SEE),
a modellek atlagos abszolut hibaja (MAE) és egy nem para-
metrikus statisztikai teszt, a rangszam kiilonbségek 6ssze-
ge (SRD) alapjan (5. tablazat), lathatjuk, hogy az F1 modell
mutat legjobb altalanos korrelaciot az ex vivo adatokkal (a
legjobb R? és SEE), ebben az esetben kaptuk a legkisebb
(legjobb) SRD%-¢értéket, valamint a kapott MAE-érték is
itt bizonyult a masodik legjobbnak.

{

A 1

| ——— 5 |
Sztroma

Tk =
P

Epitélium Bowman membran Descemet membrén Endotélium

A szaruhdrtya felépitése

Passziv
diffuzié

K Inkubalés: 4 h, 35 °C /

Donor \
oldal

Lipid . -
meribean Szaruhartya-specifikus
Fogadé permeabilitas (logP.)

oldal

7. abra. A szaruhartya permeabilitas meghatarozasanak folyamatabraja az in vitro PAMPA rendszerben.”
(A szaruhartya szerkezetének képe a NEI Photos and Images Catalog-bol szarmazik).
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Membran osszetétele

Modell D"(“l‘(’)ro"'g;‘)“’k Foszfolipidek (mg) CHO Oldészer

g PC PE PS PI (mg) (600 pL)
A DMSO torzsoldatbol PBS-ben 16 - - -
B szilard API-bol PBS-ben 16 - - - 8 dodekan
C szilard API-bol PBS-ben - - - - -
D DMSO toérzsoldatbol PBS-ben 16 - - - -
E szilard API-bol KRB-ben 16 - - - -
F1 16 - - - - hexan /
5 o it
F3 szilard API-bol PBS-ben 10,8 4,9 0,7 - - (70:25:5 V/V)
F4 10,8 4,9 - 0,7 -
F5 10,8 4,9 0,35 0,35 -

PC: foszfatidilkolin, PE: foszfatidiletanolamin, PS: foszfatidilszerin, PI: foszfatidilinozitol, CHO: koleszterin, PBS: foszfat
puffer (Phosphate buffered saline), KRB: Krebs-Ringer puffer.

4. Tablazat. A corneal-PAMPA modell optimalizalasanak 1épései

Ezen eredmények alapjan a kovetkezdkben kisérleteink
soran csak szilard API-k PBS-oldatait hasznaltunk, ahol a
szaruhartya lipid-Osszetételének megfeleléen tovabb sze-
rettiink volna finomitani a rendszeren, azonban a tovabbi, a
szovetspecificitashoz sziikséges lipid komponensek hozza-
adasaval a modell predikcids ereje jelentds romlott. gy vé-
giil a szaruhartya permeabilitas eldrejelzésére a legjobbnak
az F1 modell bizonyult, melyet corneal-PAMPA modellnek
neveztiink.

2.4.1. A corneal-PAMPA modell
alkalmazhatésaga szemcseppek esetében

Miutan az F1 modellt valasztottuk a szaruhartya felszivo-
das eldrejelzésére, megvizsgaltuk annak alkalmazhatosa-
gat a szemészeti készitményekre is. Ennek érdekében nyolc
kereskedelemben kaphaté szemcseppet valasztottunk, és
megmértiilk a permeabilitasat az eredeti, illetve a kony-
nyfolyadék higité hatasanak modellezésére 5-, 10-, illetve
20-szorosara higitott oldataiknak.

Modellek
Modell
B C D E F1 F2 F3 F4 F5
R? 0,645 0,481 0,384 0,764 0,671 0,880 0,818 0,807 0,682 0,648
SEE 9,47 8,85 11,00 9,28 10,00 4,48 4,64 5,49 7,17 7,55
MAE 15,01 14,36 15,65 6,34 8,68 8,40 11,34 10,77 11,63 13,06
SRD% 59 76 86 44 55 21 39 36 56 50

R?: A linearis regresszio analizis determinacios egyiitthatoja.

=a-P

e,ex vivo nyul

SEE: A becslés standard hibédja a P_ .
MAE: Atlagos abszolut hiba: (1/n) - Y |P
SRD%: rangszdmkiilonbségek dsszege

e kisérleti Pe,ex vivo ny\jl|'

+ b egyenletre.

5. Tablazat. A corneal-PAMPA modell optimalizalasanak lépései.

127. évfolyam, 1. szam, 2021.



28 Magyar Kémiai Folyoirat — PhD ésszefoglalo

Amint az a 8. abran lathatd, a legtobb esetben szemcseppek
eredeti formajabdl csak a hatéanyag minimalis permeabili-
tasat lehetett mérni, ami lényegesen alacsonyabb volt, mint
a tiszta API-k egyedileg mért permeabilitasa. Az 5-, 10- és
20-szoros higitasok eredményeként az API-k permeabilita-
sa minden esetben megnétt: olyan szemcseppek esetében,
ahol a tiszta API-k permeabilitasat kicsinek mértiik, a P,
értekeknek kissé ndvekvo trendjét lattuk. Ezzel ellentét-
ben, az egyedileg magas P, értékii API-k (timolol, nepafe-
nac) esetében a higitasok jelentdsen javitottak a szemcsepp
készitményekbdl mérhetd permeabilitast, megkdzelitve
a API-k oldatainak permeabilitasat. Ez a javulas a szem-
csepp komponenseinek (API, hattérelektrolitok és mas se-
csokkenésével magyarazhato, amelyek jelentésen befolya-
soljak a permeabilitas kinetikajat. Ezen eredmények alap-
jan a fiziologias koriilmények jobb modellezése érdekében
szemcseppek esetében a higitott oldatok hasznalatat java-
soljuk a corneal-PAMPA modellben.

HE API

Hl tdmény szemcsepp

Bl 5x-6s higitast szemcsepp
[ 10x-es higitasi szemcsepp
[ 20x-os higitasu szemcsepp

in vitro kisérleti P, (10°® cm/s)

Acular Cosopt Cosopt DorzolEP Maxidex
(ketorolak) (dorzolamid) (timolol) (dorzolamid) (dexametazon)
0.01<p<0.05 0.001 < p<0.01 p<0.001

8. abra. Tomény ¢és higitott szemcseppek és a benniik alkalmazott hato-
anyagok permeabilitas adatai a corneal-PAMPA modellben mérve.

*/#: szignifikans valtozas a tomény szemcsepphez/ az el6z6 higitasi
1épéshez képest (t-proba alapjan).

3. Osszefoglalas

Kutatdémunkank soran kidolgoztunk egy a korabbiaktol
fiiggetlen, gyors eljarast komplexstabilitasi alland6 meg-
hatarozasara, mellyel a viz-oktanol megoszlasi rendszer-
ben kétfazisu potenciometrias titralassal mért logP értékek
valtozasa alapjan lehet vizsgalni a CD-gydgyszermolekula
komplexek stabilitdsi viszonyait, a hatéanyag-koncent-
raciok tényleges meghatarozasa nélkiil. Kidolgoztunk
egy UV-pH titralason alapulé gyors és koltséghatékony
szlirési modszert gyodgyszer-HSA komplexek kotodési
er6sség szerinti osztalyozasara. Molekulamodellezés se-
gitségével megmutattuk az ionizacidos centrumok HSA
kotddésben jatszott meghatarozd szerepét, igy az 0j mod-
szer akar szerkezeti informaciot is szolgaltathat mul-
tiprotikus vegyiiletek HSA kotddésének vizsgalatakor.
Intranazalis beviteli céllal eldallitott meloxikam tar-
talmi HSA tartalmi nanorészecskék permeabilita-
sanak és kioldodasanak jellemzése soran megmu-
tattuk, hogy a formuldldssal a por meloxikdmhoz
viszonyitva kb. 40-szeres oldhatdsag novekedés, valamint
a kioldodasi rata és a fluxus jelentds javulasa érhetd el.

Az optimalizalt formulacidhoz adott feliiletaktiv anyag
(Tween 80) tovabbi szolubilizald hatasat is megmutattuk.
Kidolgoztunk egy nem sejtes, in vitro, PAMPA alapu ro-
busztus modellt vegyiiletek szaruhartya permeabilitasa-
nak vizsgalatara. Az optimalizalt mérési koriilmények
(mesterséges membran: 10,7 m/V% foszfatidilkolin (PC)
hexan:dodekan:kloroform (70:25:5 (V/V)) elegyében old-
va, izo-pH 7,4 koriilmények koszolvens nélkiil, inkubalas
4 6ran at, 35 °C-on) mellett a corneal-PAMPA modell jo
elorejelzé képességgel (R*=0,880), kis atlagos abszolut
hibaval (MAE) képes a szaruhartya permeabilitas becslé-
sére. Megmutattuk, hogy a corneal-PAMPA modell alkal-
mas szemcsepp készitmények vizsgalatara is. Vizsgaltuk a
szemcseppek higitdsdnak hatdsat a modellre és azt talaltuk,
hogy a formuléaciok esetében ajanlott higitast alkalmazni a
konny higitasi effektusanak modellezésére.

4. Kisérleti rész

A vizsgalt hatéanyagok és HPBCD komplexeik megosz-
lasi hanyadosanak (logP ¢s logP, ) meghatarozasara két-
fazisti potenciometrids titralast hasznaltunk a SiriusT3™
automata titrator alkalmazasaval. A vizes fazisok oktanol
tartalmanak meghatarozasa toluolos extrakci6 utan lang io-
nizacios detektor segitségével gazkromatografias (GC-FID)
modszerrel tortént. A hatéanyagok és HSA komplexeik
proton disszocidcios allandoinak (pK, €s pK,, ) megha-
tarozasahoz a SiriusT3™ titrator beépitett UV-pH mérési
moddszerét hasznaltuk. Az API-k HSA kotodésének meg-
hatarozasat gyors egyensulyi dializissel (RED) és kroma-
tografias modszerekkel (immobilizalt HSA-t tartalmazo
oszlopon (Chiralpak-HSA)) végeztiik. A molekularis dok-
kolast a Schrodinger programcsalad segitségével végeztiik.
A meloxikdm tartalmt nanorészecskék kioldédasanak vizs-
galatat a RED plate féligateresztd membranos rendszerében
végeztiik. A hatdanyag permeabilitdsdnak (P,) és fluxusa-
nak meghatarozasa a PAMPA-modszer segitségével tortént.
A PAMPA rendszert alkalmaztuk a nem sejtes, in vitro sza-
ruhdrtya-specifikus permeabilitasi modell kialakitasa, illet-
ve a higitatlan és 5-, 10-, 20-szorosan higitott szemcsep-
pek permeabilitas vizsgalata soran is. A RED, PAMPA ¢és
meghatarozasat kromatografiasan (HPLC-DAD, HPLC-
DAD/MS) végeztiik. A statisztikai analiziseket a GraphPad
Prism v.7.03 szoftverrel végeztiik.
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Novel techniques for physicochemical profiling of drug—macromolecule interactions

Macromolecules are large organic molecules that consist of many
smaller molecular units. The realm of natural organic macromol-
ecules consists of hundreds of thousands of carbon compounds,
many of them playing an important role in the structural organi-
zation of biological organisms. These biological macromolecules
can be categorized into four main classes: carbohydrates (i.e., ol-
igo- and polysaccharides, starch, cellulose, chitin), proteins (i.e.,
receptor proteins, albumin, keratin, hormones, enzymes, antibod-
ies), nucleic acids and lipids (i.e., triglycerides, phospholipids and
sphingolipids).! Drug molecules may interact with macromole-
cules in several ways: (i) most drugs act by binding to receptor
proteins and altering their biochemical or biophysical activities,?
while reaching the site of therapeutic action (ii) they interact with
phospholipids and transport proteins of biological membranes?
and (iii) they can be also transported by blood proteins,* (iv) in
drug formulations various macromolecules (cyclodextrins, albu-
mins, surfactants) can be present as additives or liposomal for-
mulations can be used to address low solubility of drugs, increase
stability and improve bioavailability.’ As the interactions between
drugs and macromolecules significantly affect their pharmacoki-
netic (PK) and pharmacodynamic (PD) behavior, the investigation
of these interactions is of great interest in the pharmaceutical re-
search. Therefore, the development of novel methods that can help
to provide additional information about drug—macromolecule in-
teractions is a constantly evolving area of medicinal chemistry.
The research carried out by our group contributes to these efforts
by means of the development of novel techniques for the investi-
gation of API-macromolecule interactions to gather further infor-
mation on the interplay between the associating molecules.

In the first part of our research, the development of an advanced
method has been introduced for the measurement of complex
stability constants of API-CD complexes based on the partition
coefficient method using pH-metric titration (Figure 3).!" Using
this method, the complex stability constants could be determined
faster than the classical partition coefficient method, without
measuring the actual API concentrations, using Bjerrum plots of
pH-metric titration. The required amount of samples and solvents
for measurement could be also decreased.

In the second part of our research, HSA—API complexes have been
investigated. The development of a UV-pH titration-based screen-
ing method was described which allows for rapid and cost-effec-
tive identification of APIs with high binding affinity to HSA.”
The method is orthogonal to previously described methods and
can be used in the case of molecules containing ionization centers.
Based on experimental data of classical methods, we proved that
the pK, shifts (ApKa) measured by means of this method are pro-

portional to HSA binding of APIs (Table 1). For multiprotic mole-
cules we demonstrated that the pK| shifts of different magnitudes
in the case of distinct ionization centers provide structural infor-
mation on the binding mode of the API. To further elucidate the
significance of ionization centers in complex formation, we also
studied chemically modified analogues of APIs with neutralized
protonation centers (Table 2). The results clearly showed that de-
creased HSA binding can be achieved by this approach, resulting
in molecules with improved PK behavior. Therefore, the UV-pH
HSA titration method, combined with in silico support, might be
used in the future as a novel medicinal chemistry tool to assist re-
searchers in the rational drug design to decrease the high attrition
rate in later stages of drug discovery.

In another project, in cooperation with the Faculty of Pharmacy at
University of Szeged, we studied the complexation of the NSAID
meloxicam (MEL) with HSA nanoparticles.”> We investigated the
dissolution and permeability of the optimized HSA nanoparticles
containing Tween and compared the results with experimental
data of crystallized MEL powder and the formulation without
Tween content. The in vitro dissolution studies carried out in the
Rapid Equilibrium Dialysis (RED) device showed a substantial
increase in the dissolution rate of MEL in the case of both na-
noparticle formulations and the additional solubilizing effect of
Tween could be also observed (Figure 6). PAMPA permeabili-
ty studies showed similar results: the solubility of MEL could be
increased approximately 40-fold by encapsulation in HSA nano-
particles. Although the permeability of MEL from the formula-
tions was significantly lower than that of solid MEL, the fluxes of
nanoparticle-based formulations were considerably higher (Table
3), which can be explained the favorable dissolution-permeability
interplay of HSA complexation.

In the fourth part of our research, we introduced the development
of corneal-PAMPA, as a high-throughput, in vitro, non-cellular
method for the measurement of corneal permeability (Figure 7).2
Based on experimental ex vivo corneal permeability values of 25
active pharmaceutical ingredients (APIs), a final model with good
predictive ability (R? = 0.880) and low mean absolute error was
developed and validated (Table 5). We also studied the model’s
applicability in the case of commercially available eye drops,
which showed that dilution of eye drops is recommended to better
mimic the physiological conditions of corneal absorption (Figure
8). Our model can be used in the future as an alternative to previ-
ously reported in silico methods and expensive ex vivo and in vitro
cell-based methods from the early stages of drug discovery till the
development of drug formulations.
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