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Melanin koncentral6 hormon receptor-1 (MCHR1)
antagonista fokuszalt konyvtar kivalasztasa és in vitro bioldgiai szilirése
AequoScreen® esszével

FLACHNER BEATA, HAJDUISTVAN, DOBI KRISZTINA, LORINCZ ZSOLT,
CSEH SANDOR ES DORMAN GYORGY*

TargetEx, H-2120 Kdpolna koz 4/a, Dunakeszi, Hungary
*Levelezési cim: dorman@targetex.com

Summary

Flachner, B., Hajdu, 1., Dobi, K., Lérincz, Zs., Cseh,
S., Dormadn, Gy.: Selection of a melanine concentrating
hormone receptor-1 (MCHR1) antagonists’ focused library
and its biological screening with AequoScreen®

Target focused libraries can be rapidly selected by 2D virtual
screening methods from multimillion compounds’ repositories if
structures of active compounds are available. In the present study
a multi-step virtual and in vitro screening cascade is reported to
select Melanin Concentrating Hormone Receptor-1 (MCHR1)
antagonists. The 2D similarity search combined with physico-
chemical parameter filtering is suitable for selecting candidates
from multimillion compounds’ repository. The seeds of the first
round virtual screening were collected from the literature and
commercial databases, while the seeds of the second round were
the hits of the first round. In vitro screening underlined the ef-
ficiency of our approach, as in the second screening round the hit
rate (8.6 %) significantly improved compared to the first round
(1.9%), reaching the antagonist activity even below 10 nM.

Keywords: 2D similarity selection, virtual screening, Melanine
concentrating hormone receptor-1 (MCHR1) antagonists, in vi-
tro screening, AequoScreen®, physico-chemical parameter space
filtering

Osszefoglalis

Fehérije célpontra fokuszalt molekulakdnyvtdarakat gyorsan és ha-
tekonyan vdlaszthatunk ki 2D hasonldsdgi kereséssel kereskedelmi
forrdsokbdl elérhetd tobb milliés vegyiiletkészletekbdl. A jelen
kozleményiinkben egy tobb lépéses virtudlis és in vitro sziirési
stratégiat mutatunk be a melanin koncentrdlé hormon receptor-1
(MCHR1) antagonistik kivdlasztdsdra. A fékuszadlt kényvtdr
kivdlasztdsakor a 2D hasonlosagi keresést ismert antagonistik
fiziko-kémiai paraméter terére torténd sziiréssel kombindltuk. Az
els6 kords virtudlis sziiréshez az ismert aktiv 1in. ,,mag” (seed)
vegyiileteket az irodalombol ill. elérhetd kereskedelmi adatbdzisok-
bél gyiijtottiik dssze, mig a mdsodik kérds sziiréshez a ,,mag”
vegyiiletek az elsd kords bioldgiai sziirés taldlatai voltak. A két
lépcsds 2D virtudlis sziirési stratégia hatékonysdgat az in vitro
biologiai sziirés egyértelmiien igazolta, mivel a mdsodik kérds
sziirés taldlati ardnya (8,6%) jelentdsen névekedett az elsd kords
szlirés taldlati ardnydhoz képest (1,9%-r0l) és a legaktivabb ve-
gyiiletek 10 nM alatti koncentrdcioban fejtették ki az antagonista
hatast.

Kulcsszavak: 2D hasonlésigi keresés, virtudlis sziirés, Mela-
nin koncentrdlé hormon receptor-1 (MCHR1) antagonista, in
vitro biologiai sziirés, AequoScreen®, fiziko-kémiai paraméter tér
sziirés.

Bevezetés

A melanin koncentralé hormon receptor-1 (MCHRI)
a G-fehérje csatolt receptorok csaladjaba tartozik,
ami a fehérjecélpontok kozott megkiilonboztetett
kémiai, bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik.
MCH egy 19 aminosavat tartalmazo révid peptid,
ami fontos szerepet jatszik az étkezési viselkedés,
hangulat, alvas-ébrenlét ciklus és energia egyen-
suly szabdlyozdsdban. Mivel bizonyitott, hogy
MCH bevitel noveli a taplalékfelvételt és a suly-
gyarapodast, az antagonistak hatékony megoldast
jelenthetnek az elhizas (masnéven obezitas) keze-
lésében [1].

Amennyiben 1j antagonistdkat kivanunk azo-
nositani nagyszamu, véletlenszertien valogatott
molekulakbol all6 un. felfedezd konyvtarat szir-
hetiink le a nagy atereszt6képességii bioldgiai szii-
rés modszerével. A gyogyszerkutatas egyik uj,
koltséghatékony iranyzatdban ehelyett tgyneve-
zett fokuszalt konyvtarakat (adott célfehérjékre
vagy célfehérje csaladokra [2]) terveziink, ill. va-
lasztunk ki, amelyek molekulai egy adott biologiai
célponttal nagyobb valdszintiséggel lépnek kol-
csonhatasba és bizonyulnak aktivnak. Az ilyen
konyvtarak mérése koltséghatékonyabb, mert bio-
logiai sziirésre mar csak kisebb szamu vegytiletet
kell rendelkezésre bocsatani, masrészt a talalati
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arany a felfedezd konyvtarak esetén tapasztalt
0,1%-o0s értéknél varhatéan egy nagysagrenddel
nagyobb, meghaladhatja az 1%-ot [3].

Az elmult években a szamitdgépes modellezés

és kapacitasboviilés fejlédésével az in silico sz{irési
technikdk egyre nagyobb teret hoditottak [4], en-
nek eredményeként a 2D molekularis fingerprin-
ten alapul6 hasonldsagi keresés sikeresség és haté-
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konysag szempontjabdl felveszi a ver-
F senyt a komplex 3D modszerekkel.
Stratégiank igy a 2D hasonlosagi kere-
o sésen alapult a diverzitas és tulajdon-

F sag alapu sztiréssel kombindlva. A 2D

™~
N o
NH hasonlosagi keresés elemei: 1. Az aktiv
~'N referencia” kémiai teret az elérhetd
’)\ gyogyszerkémiai adatbazisokbol ill. re-
N N levans publikdciokbol nyert ismert
H

antagonistak, agonistak, gatloszerek
képezik az adott fehérje célpontra. 2. A
ATCO0175 virtudlis sziirés alapjaul szolgalé un.
gyogyszerjellegli kémiai teret leképezd
adatbazist (5-25 millié molekula) a mo-

F lekulakonyvtar beszallité cégek adat-

. N bazisai jelentik.
\) A gyogyszerjellegliség megkozelité-
O F sére korabban Lipinski allitott fel
empirikus szabalyokat, amelyek az

ordlis felszivodas szempontjabol ked-
vez$ paramétereket foglaljak Ossze [5].

Hn \’.(\ A Lipinski szabalyok (molekula tomeg
< 500, hidrogén donorok szama

o (OH+NH) < 5, hidrogén akceptorok
SNAP94847 (O+N) < 10, LogP < 5) és Veber-

szabalyok [6] (10 vagy kevesebb rotal-

3. dbra: A sziirérendszer validdldsdra kivalasztott haté kotés valamint a polaris feliilet te-

MCH R1 antagonistdk riilete azonos vagy kevesebb mint 140
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4. dabra: Referencia antagonistik gdtldsi gorbéi. Az ATC175 esetén IC_=8,96+1,3 nM, mig a SNAP94847 esetén
IC,=7,65+1,3 nM.
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A?) helyett azonban ezen paraméterekre a refe-
rencia vegyiiletek altal alkotott un. tulajdonsag
(paraméter) teret allapitottuk meg, amely jellem-
z6 az adott fehérje célponttal kolcsonhatd kismo-
lekuldkra. Ez a paraméter tér valdjaban a farma-
kofér jellemzoket tiikrozi vissza statisztikai ala-
pon. A fenti 6 legfontosabb fiziko-kémiai para-
méter (moltomeg, LogP, HBA, HBD, rotalhatd
csoportok, topologikus polaris-feliilet-teriilete
(tPSA)) referencia vegyiiletek altal alkotott inter-
valluma, igy jol alkalmazhato a hasonldsagi kere-
sés szlikitésére, amit végiil diverzitas sztliréssel
egészitettiink ki, az in vitro szlirés ateresztéképes-
ségéhez alkalmazkodva.

Munkank sordn tehat célul tliztiik ki a MCH R1
antagonista fokuszalt konyvtar kivalasztasat és az
id6kozben kifejlesztett in vitro bioldgiai szlirési ka-
pacitassal a konyvtar aktivitasanak validalasat.

2. Médszerek
2. 1. In vitro bioldgiai sziirés
AequoScreen® esszé

A human MCH-R1 receptort stabilan expresszald
sejtvonal (PerkinElmerES-370-AV), a receptor génjén
kiviil stabilan expresszalja az Aequorin és a G_,, fe-
hérjéket. Az Aequorea victoria medtzabdl szarmazd
Aequorin Ca? szenzitiv biolumineszcens fehérje. Az
Aquorin komplex Ca*" kotés hatdsdra kék fényt bo-
csajt ki, amely 466 nm-en detektalhato. A modszer
mi1kodését az 1. dbra szemlélteti.

A mérés soran a 70% konfluencidju sejteket
0,02% EDTA-val felszedjiik, centrifugdljuk és
méré médiumba (DMEM/F12 fenol vords mentes
médium (Sigma D6434) + 2mM glutamin +0,1%
BSA) felvessziik (1 millio sejt/ml koncentracio-
ban), 5 uM Coelenterazine h-val (Invitrogen C6780)
éjszakan at szobahdémeérsékleten (25 °C) lassu (7
rpm) forgatas mellett inkubaljuk. Reggel méré médi-
ummal 10x-re higitjuk és tovabbi 1 oran at
inkubaljuk.

MCH aktivdldsi gorbe meghatdrozdsa

A mérést 96 lyuka Optiplate™-en végeztiik
(PelkinElmer 6005290) és a lumineszcens jelet
Appliskan™ (Thermo) injektoros plate reader-rel
detektaltuk. A mérést lyukanként végeztiik, ahol
5 s alapvonal felvétele utan injektaltunk és mértiik
a jelvaltozast 30 s-ig. MCH aktivalasi gorbe felvé-
telénél a plate-en 50 pl, kiilonb6zd koncentracioju

MCH (4x higitasi sor) volt és ehhez adagoltunk 50
ul sejtet. A mért gorbe alapjan az MCH 49 nM-os
EC, értéket mutatott (2. dbra).

MCH-R1 receptor antagonista gdtldsinak
meghatdrozdsa

Az antagonistak gatlasanak meghatarozasat a
MCH aktivalashoz nagyon hasonlé modon végez-
tiik el, csak itt a plate-en 45 pl sejt + 5 ul méré mé-
diumba higitott antagonista volt. 100 nM MCH
agonistaval inditottuk a reakciot, amit az injektor-
ral adagoltunk (50 ul). Mindkét kiprobalt anta-
gonistandl az IC_ értékre jo egyezést kaptunk az
irodalomban leirttal, mely ATC175 (3. dbra) esetén
13,5 + 0,78 nM [7], SNAP94847 (3. dbra) esetében
4,48 + 1,18 nM [8] (4. dbra).

A hasznalt modszer nagy jel/hattér aranyt (350)
és magas Z’ faktor értékeket (0,7) produkal tobb-
szOr megismételt fliggetlen kisérletekben. Elég
megbizhatd és robosztus ahhoz, hogy a tervezett
egypontos méréseket, illetve IC, meghatarozaso-
kat végre tudjuk hajtani vele.

2. 2. Szamitogépes modszerek

Fehérjecélpontra fokuszalt vegyiiletkonyvtirak
kivdlasztdsa potencidlis MCHR1 antagonistik
kifejlesztésére

Az ismert vegyiiletek szerkezetén alapulé hason-
l6sagi keresés altalaban 2D molekularis ,ujjlenyo-
matot” hasznal, ami valdjaban bindris sorozatok-
bol (,fzérekbdl”) all és egy adott alszerkezet
(szubstruktura) meglétét vagy hianyat kodolja a
molekulak 0sszehasonlitdsa soran.

A 2D ,ujjlenyomat” alkalmazasa kiilondsen el6-
ny0s, ha szamos aktiv (referencia) vegyiilet szer-
kezete all rendelkezésre és tobbmillios adatbazi-
sokbdl szeretnénk a szerkezetileg hasonld szarma-
zékokat kivalasztani [9]. A hasonldsag mérésére a
legelterjedtebben a Tanimoto koefficienst hasznal-
jak [10], ami a mindkét molekuldban megtalalhato
alstruktirak szamanak illetve a legaldbb az egyik
molekuldban megtaldlhato alstruktardk szamanak
a hanyadosa [11].

Az elmult évek soran a hasonldsagi keresés ha-
tékonysaganak novelésére néhany 1j technikaval
egészitették ki ezt a klasszikus modszert. Ezek
egyike az un. fziods, tobbszords hasonldsagi érté-
kek bevezetése, amelyek kozé tartozik a csoportfa-
zioés mddszer (group-fusion) [12] vagy az un. turbo
hasonldsagi keresés [13]. Munkdank sordn az eléb-
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5. dbra: Reprezentativ példa ismert MCH R-1 antagonistdkra
I tabldzat
A 43 MCH R1 referencia vegyiiletek kalkuldlt tulajdonsigainak szélséértékei és dtlaga
Referencia vegyiiletek tulajdonsagainak szélséértékei és atlaga
LogP Mol tomeg H kotés donor | H kotés akceptorok tPSA Rotalhato kotések
Maximum 6,984 620,723 3 9 129,310 11
Minimum 1,862 379,926 0 3 23,550 4
Atlag 4,534 477,571 1,2 57 62,683 6,4

bit alkalmaztuk a masodik koros biologiai sztirésre
torténd fokuszalt konyvtar kivalasztasakor.

Az ismert gatloszerek 2D szerkezetén alapuld in
silico valogatas els6 lépéseként két virtualis konyv-
tarat hoztunk létre. Az an. aktiv referencia kémiai
Jteret” az elérheté gyogyszerkémiai adatbazisok-
bol (DrugBank, PubChem, PharmaProjects ill. re-
levans publiaciokbol stb.) kivalasztott 43 MCH re-
ceptor antagonista (,seed”/referencia molekula)
szerkezete képezi. A virtualis szlirés alapjat képe-
z6 an. gyogyszerjellegli kémiai teret leképezd vir-
tudlis konyvtarat pedig teljességében a Zinc adat-
bazis fedné le (25 M vegyiilet [14], amely magaba
foglalja a 13 M kereskedelmi forgalomban elérhet6
vegyiiletet a molekulakonyvtar beszallitd cégek

adatbazisai alapjan. Munkdnk soran a legismer-
tebb beszallitok adatbazisat szereztiik be sdf for-
matumban (InterBioscreen, ChemDiv, Maybridge,
Ukrorg, Specs, Life Chemicals, Enamine, AMRI,
Asinex, Kemiome, ChemBridge). Az igy rendelke-
zésre alld kb. 5 M (4 824 416) vegyiiletet tartalma-
z6 adatbazison hajtottuk végre a 2D hasonldsagi
keresését az ismert antagonistak szerkezetét ala-
pul véve. A hasonldsagi keresést egy Daylight-
tipust molekularis ,ujjlenyomaton” alapul6 szer-
kezeti hasonldsagot keres6 algoritmust alkalmazo
szoftver segitségével hajtjuk végre (Instant JChem,
ChemAxon', Budapest).

! http://www.chemaxon.com (April, 2010); InstfChem v. 5.3.1,
2010, http://www.chemaxon.com/jchem/doc/user/fingerprint.html
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II. tablazat

Az els0 kiros bioldgiai sziirés eredménye és a 2. kords hasonldsdagi keresésre

kijelolt referencia vegyiiletek

Szerkezet Hasonlo6sag | Referencia | IC_ (uM)
Id molekula
6 } CH, 0,672 26 0,234
NN CHs
HN™ ~O
HaC
F
F
4 [Oj 0,668 26 0,377
N
@
HsC
Ox ;NH
Hg,C/o
11 Q 0,737 22 0,481
HaC F
o
o//S\N
-
a%
1 0,693 39 0,684
Cl
F
0 HN@—FF
N F
H—NH CHj
F S H3C
12 o. .0 0,669 33 0,918
T
O
o F
N
)

A tablazat folytatdsa a kdvetkezd oldalon

A hasonlosagi keresést
elvégezve azonositottuk a
legnagyobb Tanimoto ha-
sonlosagi koefficiensti, nagy
hasonldsagot mutato gyogy-
szerjelolt vegytileteket. Ke-
resési hatarértéknek Tani-
moto > 0,65 értéket valasz-
tottuk. A fiziko-kémiai pa-
raméterek (Mwt, LogP,
H-kotés donor/akceptor, ro-
talhato kotések és topolo-
giai polaris feliilet teriilete)
szamoldsara az Instant
JChem, ChemAxon, kalku-
laciés moduljat hasznal-
tuk, mig a diverzitds sze-
lekcidra a Similarity Mana-
ger szoftvert (CompuDrug
Int.,, Sedona, AZ) alkal-
maztuk.

3. Eredmények
és diszkusszio

Hasonldsdgi keresési stratégia
potencidlis MCH antagonis-
tak kivdlasztdsdra

Elészor a seed-vegydiilete-
ket (aktiv MCH R1 antago-
nistakat) és tulajdonsagte-
riiket hataroztuk meg: 6sz-
szeszedtiik az ismert gatlo-
szereket és egyetlen sdf
adatbazisban egyesitettiik

(ez Osszesen: 43 referencia

vegyiiletet eredményezett).

A referencia vegydiileteket

3 tipikus molekuldris ar-

chitektarat tiikrozé osz-

talyba tudtuk sorolni (5.

dbray:

1. Linedris  elrendezbdés,
amelyben bazikus amin
helyezkedik el legalabb a
molekula egyik végén.
(#26, #41) —A tipus.

2. Linearis  elrendez6dés,
amely bazikus amin hi-
dat tartalmaz a molekula
kozepén (#22, 1, 33) - B ti-
pus.
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Folytatas az el6z6 oldalrdl

Szerkezet Hasonlo6sag | Referencia | IC_ (uM)
Id molekula
10 F 0,674 1 1,10
N
HN
L
/
N)\©\
?
CHs
7 0,657 37 1,53
Cl
3 0,726 33 1,82
2 0,706 27 2,04
5 0,654 26 2,06

A tablazat folytatdsa a kdvetkezd oldalon

3. Y-alakt vagy propeller-
szer( elrendez6dés amely-
ben bazikus amin helyez-
kedik el legaldbb a mole-
kula egyik végén (#37) - C
tipus.

A 3 szerkezeti tipus el-
oszlasa a referencia vegyii-
letek kozott: A : B : C tipus =
17:19:7.

A 3 kiilonb6z6 MCH
antagonista  architekttra
visszatiikrézi a legfonto-
sabb 2D farmakofor jellem-
zOket, ami megfelel az an-
tagonista hatas kifejtéséhez
sziikséges feltételeknek. Good-
now szerint: pozitiv toltésti
csoport (kvaternerizalt ba-
zikus amin) és ett6l leg-
alabb egy tavollévd aromas
ill. hidrofob régié sziiksé-
ges az antagonista hatdshoz
[15]. Ezeket a farmakofor
jellemzdket statisztikailag
fiziko-kémia paraméterek-
kel ill. az &ltaluk alkotott

sajatos paraméter (tulaj-
donsag) térrel kozelithet-
juk.

A kiilonb6z6 fehérje cél-
pontok ill. célpont csala-
dok megkiilonboztetett
fiziko-kémiai  paraméter
(tulajdonsag) térrel rendel-
keznek, amint azt R.
Morphy tanulmanyaban ki-
mutatta [16]. Ennek meg-
feleléen meghatdroztuk a
44 referencia vegydiiletet al-
tal alkotott un. tulajdonsag
(paraméter) teret az alabbi
fiziko-kémiai paraméterek-
re: Mwt, LogP, HBA, HBD,
(4n.  Lipinski-paraméte-
rek), plusz rotalhaté cso-
portok ill. topologikus
polaris-feliilet-teriilete
(tPSA). Az igy kapott tulaj-
donsagteret (I. tablizat) al-
kalmaztuk késébbiekben a
hasonldsagi keresés sziiki-
tésére (kozvetleniil vagy a
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Szerkezet
Id

Hasonlosag

meg. Ezek biolodgiai aktivi-
tasat vizsgaltuk az MCH-

Referencia
molekula

IC, (uM)

8 0,656

OH N CH3

OQN

Hie—,

z

41 2,24 R1 receptoron, a beallitott

in vitro esszével.

Egypontos mérések. A
261 megvasarolt antagonista
jelolt elésziirésére egypon-
tos mérést hasznaltunk (a

15

*@

Bioizosztér

vegyitileteket 10 uM koncent-
racidban vizsgaltuk). Tovab-
bi vizsgalatra azt a 48 anya-
got valasztottuk ki, amelyek
maradék aktivitdsa kisebb,
mint 30% volt.

14 0]

=

‘o
a8

Bioizosztér IC,, értékeinek meghatd-
rozdsa. A vegyiiletek hata-
sanak pontosabb jellemzésé-
hez a vegytiletek koncentra-
cio fiiggésére, IC,, értékei-
nek meghatdrozasara volt
sziikség. A mérend6 anya-

“
g

ey
J@f
vl

Bioizosztér gokat haromszoros lépése-
ket (ugrasokat) alkalmazd
higitasi sorban vizsgaltuk.
Minden mérétalca hetedik
oszlopdban feltettiik az
ATCO0175 referencia vegyii-

let higitasi sorat is, amivel a

@@mQ

HaC—/

mérések  megbizhatdsagat
ellendriztiikk. A mérésekre
jellemz6 Z’, S/B adatok és az
ATCO0175 meghatarozott IC,
értékei azt mutattak, hogy a
mérés megbizhatéoan muiiko-
dott.

Bioizosztér

ko6zépso érték 90 ill. 95%-os eloszlasi intervallu-
mat).

A hasonldsagi kereséssel kapott analdg konyv-
tarat a referencia vegyiiletekre készitett tulajdon-
sag (paraméter) tér figyelembevételével sziirtiik
(célszerlien az Osszes (6) paraméter teret egyiitte-
sen alkalmaztuk, azaz mindegyik intervallumba
esést egyenl? sullyal vettiik figyelembe).

Az igy kapott sztkitett halmazbdl diverzitas
szelekcioval egy 300 vegyiiletbdl allo végsd
konyvtarat generaltunk, amibdl vizuadlis anali-
zissel kivettiik a kémiailag és szintetikusan
,nonszensz” vegyiileteket (6. dbra).

Az in silico valogatas eredményeként egy 271
darab vegydiiletbdl all6 fokuszalt konyvtarat alli-
tottunk Ossze és végiil 261 anyagot rendeltiink

A doézishatas gorbékbdl a talalatokra meghataro-
zott legaktivabb vegyiiletek (antagonista aktivitas
kisebb, mint 2,5 uM koncentracio) IC,, értékeit a II.
tablazat tartalmazza. Az eredmények a mérés repro-
dukalhatosagat is bizonyitottak, mert csak egyetlen
olyan anyagot valasztottunk az egypontos sziirés
alapjan, ami teljesen hatastalan volt az IC,, megha-
tarozas soran.

Els6koros aktiv taldlatok
('hit vegyiiletek’) szerkezeti analdgjainak
kivdlasztasa 2D hasonlésagi kereséssel
kereskedelmi adatbdzisokbdl
a 2. kords sziirésre

A masodik koros hasonlosagi keresésre azt a 11
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kinyvtarak

5 M vegyiiletek

Leghasonlobb 10 vegyiilet
referencia vegyliletenként

Kereskedelmi Referencia
vegyliletek
| rt MCH
:,::mhm 44 vegyillet az irodalombél
20 fingerprint
Hasonlosagi keresés 12300 vegyllet
3100 vegyiilet
Tulajdonsagtér szlirés
Diverzitas szelekcié 300 vegyUlet
275 vegyillet rendelésre

119 vegyilet
109 beérkezett

48 compounds: >70% gatlas (10 uM)
11 comp.: 1C;5< 2,2 uM

Elsokoros in vitro szlrés

Referencia vegyiiletek 15vegyilet (11 taldlat plusz 4 bioizosztér)
kivalasztasa a 2. kbros
sziiréshez

4832 vegyilet
Hasonlésigi keresés >0.7 Tanimoto,

Tulajdonsagtér
sziirés

2239 vegyillet

10 legmagasabb
169 vegyilet csoportfuzids érték
133 beérkezett referencidnként
Vizualis felilvizsgalat a
bazikus amin
jelenlétéért

2nd round
screening |.

92 vegyllet: >70% gétlds (10 uM)
41vegyllet: >509% gatlds (1uM
21vegyilet:IC, <1 uM (3 csoportfiiziobél)

6. dbra: Az MCH R1

antagonista fokuszdlt konyvtdr generdldsa és két kords bioldgiai sziirése




80

Acta Pharmaceutica Hungarica

2013/3.

H3C
» 0 >>?— /T 0,002uM
-, # 0,899
< > u(m-tum o <:> AN " 0,762

ZT

0,885
0,750

|
Q.
N CH;3
@/\)( o
0,0068uM g.g;f?pm
0,904 ;
0785 0,737

e

/ 0,0198uM
HaC 0923
N HiC P ) ST 0,353
k) ¥y
O, T OO
N/ §4 \\\ o _ ﬁ

0,0197uM
0,871
0,737

o Ipriq

#26 CH; CH3
F 0.2424M
0,939
0,699
F &6
067z 0._CH
' Y 3
~ NH
/‘3-.“
YQ 0.156,M
0691
CHy OYCH]
H CHy NH
P N 0,0532uM
0,689
Uy

0,0239uM
0,868
F 0,618

7. dbra: A #26 referencia vegyiiletbdl szdrmaztathato elsé és mdsodik kords taldlatok




2013/3.

Acta Pharmaceutica Hungarica 81

{

[/

N
B
H5;C
@] NH
0,06214uM
F
H3C’O

H
HN
H N” N’\ A
HN 0 K/N

0,00781uM

F
\Q\o/\fo
L 0

0,02239uM

8. dbra: A csoport fiizids szelekciébdl szdrmazo legjobb taldlatok szerkezete

vegyiiletet valasztottunk ki, melyek IC, értéke 2,2
uM alatt volt.

A #9-es vegyiilet a #8-as vegyiilet varidnsa, mig
a #13, #14, és #15 vegyiiletek #12-es vegyiilet
bioizosztér analdgjai ill. bazikus aminra cserélt va-
ridnsai (a tobbi vegyiiletnél az IC, értékek fel van-
nak tiintetve).

A 15 els6 koros referencia vegyiilet szerkezeté-
bdl kiindulé 2D hasonlosagi keresést beszallitd
adatbazisokon végeztiik el, mint az els6korods fo-
kuszalt konyvtar esetén. A hasonldsagi keresést
elvégezve Tanimoto > 0,70 hasonlosaggal 4832 ve-
gyliletet azonositottunk (6. dbra), majd referencia
vegyiiletenként kozelitéleg legjobb 10 vegyiiletet
valasztottuk ki (0sszesen 119 vegyiilet). Ez eset-
ben a vegyiiletek tulajdonsag terét nem vettiik fi-
gyelembe. Ez a 119 vegyiilet jelentette a hasonlo-
sagi keresés egyik fontos csoportjat (hozzavetdle-
gesen felét).

Annak érdekében, hogy olyan analdgokat talal-
junk, amelyek az elsé koros taldlatokban gyakrab-
ban el6forduld szerkezeti motivumokat lehetdleg
egyetlen molekuldban egyesitve tartalmazzak, alkal-
maztuk az Un. csoport flizids (group fusion) madd-
szert [13]. Ennek az a lényege, hogy a 15 hitvegyii-

letre kiilon-kiilon elvégeztiik a hasonldsagi keresést
egy adott vegyiilethalmazra, majd az adott vegyiilet-
re kapott hasonlosagi értékeket (Tanimoto koeffici-
enst) Osszeadtuk és igy kaptunk egy kumulalt, un.
csoport fuziods értéket (group fusion score-t). Vilagos,
hogy feltehetdleg a legnagyobb csoport fzids érté-
ket eredményezd vegyiiletek tartalmaznak nagyobb
szamban olyan szerkezeti motivumokat, melyek tobb
kiilonbo6z6 referencia vegytiletbdl szarmazhatnak és
azokat egyetlen molekuldban egyesitik, akar aj
fragmens elrendezést ill. kemotipust eredményezve.

Annak érdekében, hogy a szamitdsokban sze-
repld vegyiiletszamot csokkentsiik a 0,7-es Tani-
moto esetén kapott 4832-es halmazt az eredeti iro-
dalmi referencia vegyiiletek tulajdonsag terének
(I. tabldzat) kozponti 90 %-at figyelembe véve
2239-re csokkentettiik és a csoport fuizios tébbszo-
ros hasonlosagi keresést ezen a kisebb halmazon
hajtottuk végre.

A vegyiileteket a csoport fuizids csokkend érté-
kek szerint rendeztiik és megallapitottuk, hogy az
els6 130 vegyiilet a 15 els6 koros referencia vegyii-
let koziil csak 3-bdl szarmazik. A referencia ve-
gyliletek jobb reprezentalhatdsaga érdekében a
szelekcios stratégiat ugy modositottuk, hogy min-
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T
N
0.623pM
0,848
0,567
HN
O
O
0
Br N CHs
Hsc..N,CH3 OfCHZ] g)
H HN
N
! — O
NTON N
#1 )\Q CHs
Q
CHs
§10 N
1,10pM
0,6736
0,358uM
0,85
" 0,577
Cr
N’/KO\
o}
CHa
9. dbra: A #1 referencia vegyiiletbdl szdrmaztathatd elsé és mdsodik kords taldlatok

den referencia vegyiiletet kiilon vizsgaltunk.
Azaz az adott referencia vegyiiletre vonatkoztatott
egyedi hasonldsagi érték és a csoport fuzids érték
nagysagat figyelembe véve 10-13 optimalis értékt
vegyiiletet valasztottunk vizualis analizissel. Az
igy nyert halmazbdl a bazikus N-t nem tartalma-
zokat kivettiik (kivéve a #12#-15-nél, mert ott a hit/
seed sem tartalmazott bazikus N -t).

A legnagyobb hasonldsagu (119) és a csoport
fazio figyelembe vételével nyert (169) vegyiiletet
egyesitettiik és beszallitok szerint rendeztiik. A re-
dundans (tobb vendornal is el6fordulo) szerkeze-
teket kivettiik és igy 246 vegyiiletet rendeltiink
meg 2. kor0s in vitro bioldgiai szlirésre.

2. koros vegyiiletek
in vitro szilrése

A 242 beérkezett antagonista jelolt eldsziirésére egy-
pontos mérést alkalmaztunk és ez az elsé kords méré-
sekkel analég modon tortént.

A 242 vegyiiletbdl 92 bizonyult hatdsosnak 10 uM-
ban a 30%-os definicié (maradék aktivitas) alap-
jan, ezért a hatdsosabb vegydiiletek kivalasztasara
egy Ujabb egypontos szlirést végeztiink, ahol az
antagonista koncentracié 1uM volt. Ezekbdl azo-
kat a vegyiileteket valasztottuk ki IC,, mérésre,
amelyeknél a maradék aktivitas kisebb volt, mint
50%.

Az egypontos mérések alapjan kivalasztott 41
vegyiilet hatasanak koncentracid fiiggése alapjan
a vegyiiletek IC, értékeit hataroztuk meg az els6
koros in vitro sztiréssel analog modon. A kivalasz-
tott vegytiletek koziil 5 db-nak az IC, értéke volt 2
uM-nal nagyobb, 17 vegyiilet 500 nM-nal kisebb
(I1I. tablazat) és ezek koziil 11 vegyiilet esetén mér-
tiink 100 nM-nal kisebb értéket.

MCH antagonista
hit vegyiiletek szerkezeti elemzése

Kiilonosen érdekes nyomon kovetni, hogy a 2D
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17 masodik koros taldlat,

amely 500 nM-ndl kisebb koncentrdciéban volt aktiv

I11. tablazat

Sor-
szam

Szerkezet

Referencia id

IC,,
(uM)

0,002

0,0197

H3C

.0
H3C

0,0621

A tablazat folytatdsa a kdvetkezd oldalon

hasonldsagi keresés so-
ran milyen szerkezeti
modosuldsokon mentek
keresztiil a molekuldk,
kiilonosen a bioldgiai
aktivitds  javulasanak
fényében.

Az aladbbiakban az
els6 és masodik koros
talalatok (hit vegyiile-
tek) szerkezeti evolucio-
jan keresztiil mutatjuk
be, hogy a referencia ve-
gylletekbdl  kiindulva
milyen szerkezeti modo-
sitasok vezettek a legha-
tékonyabb vegyiiletek-
hez. (A szerkezeteknél
legfeliil az IC, -érték,
majd az elsé kords hit-
hez valé hasonldsag, il-
letve legalul a kiindulasi
referencia vegytilethez
val6 hasonlosag van fel-
tlintetve.)

A 7. abrin lathato,
hogy a #26-0s referencia
vegyiiletb6l  szarmazo
két els6 koros hit vegyii-
let (§4 és §6) bioldgiai
aktivitasat 9 db 2. koros
hit esetében sikeriilt
megjavitani. A §4-bdl
szarmaztathatdo 6 aktiv
vegyiilet kozott 2 nM-os
vegyliletet is sikeriilt
azonositani. Mind a 6
vegylilet megtartotta a
kiindulasi illetve az ere-
deti referencia kemoti-
pust és a f6bb fragmens
elrendezést is. Mivel a
taldlatok szerkezete elég
kozeli hasonldsagban all
a referencia vegyiilettel,
a kapott aktivitasok
ezen mérések egyben az
esszét is validaljak. A
§6-0s hitbdl eredé 2. ko-
ros talalatok koziil 2 az
amino-kinolint mas frag-
mens elrendezésben tar-
talmazza és ezt akar uj
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Sor-
szam

Szerkezet

Referencia id

IC,,
(uM)

4

@]

HsC”™

0,0198

O
T
)

0,0034

0
HsC

0,0127

A tablazat folytatdsa a kdvetkezd oldalon

kemotipusnak is tekint-
hetjiik, mint pl. a jobb
alsé sarokban talalhatd
két molekula (IC = 186
ill. 53 nM).

A ,csoport fzids”
szelekciobol szarmazd
legjobb talalatok ugyan-
csak a #26-0s referencia
vegyiiletbdl szarmaztat-
haté kemotipusra ve-
zethetdk vissza, ami
annak tulajdonithatd,
hogy a csoport fazids
értékben a #26-os refe-
renciahoz kapcsolhatd
kemotipushoz valo ko-
zeli hasonlosag képvi-
selte a legmagasabb
Tanimoto értéket. A cso-
port fzids szelekciobol
a legjobb talalat bioldgi-
ai aktivitasa 7,8 nM volt
(8. dbra).

A 9. dbrin lathato,
hogy a #1-es referencia
vegyiiletb6l szdrmazo
elsé koros hit vegyiilet
(§10) szubsztituens min-
tazata jelentdsen eltér a
referencia vegyiiletétd],
bar a heterociklusos
gylri azonos maradt.
Az elsd koros hit koze-
pes bioldgia aktivitasat
2 db 2. koros hit eseté-
ben sikeriilt megjavita-
ni, fenntartva ezt a mé-
dositott szubsztituens el-
rendezést. A legjobb ta-
lalat IC, értéke: 358 nM,
ami jelentds javulas.

Osszefoglalas

A 2. koros bioldgiai szl-
rés eredményeit és az
eredmények kemotipu-
sonkénti  megoszlasat
valamint az elért talalati
aranyt (,hit rate”) a IV.
tablazat foglalja Ossze.
Eszerint 4 kemotipusnal
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1
CHs

Sor- Szerkezet Referencia id IC,,
szam (uM)
7 H CHs 6 0,0239
N" N/\
HN™ ~O k/O
F
8 H CHs 6 0,0078
0] N N
~
N N/\
N
HN 0] K/ j
CHs
F
? H CHs 6 0,242
(@) N X
Pz CH
NN 3
HN (0]
CHs
F
10 Cl 7 0,370
Jiy
AN
N N N
CHy [ N"N
N
CHs
11 K©/CH3 10 0,358
%Nj
HN
CrY
!
O

A tablazat folytatdsa a kdvetkezd oldalon

kaptunk 500 nM-ndl ki-
sebb koncentraciéban an-
tagonizald (aktiv) vegyii-
letet, bar a #26-0s eredeti
referencia vegyiilet ke-
motipusa lathatéan do-
minal.

Az V. tabldazatban 1at-
hato, hogy a 2. korben
azonositott 41 hit ve-
gytlet koziil 46% aktivi-
tasa jobb volt, mint az
els6 koros hitek, ame-
lyekbdl szarmaztathato.

Osszefoglalva, a 2.
koros talalatok, bar nem
hoztak fel lényeges 1j
kemotipusokat (legfel-
jebb variansokat), mégis
jelentés mértékben javi-
tottak a bioldgiai aktivi-
tast (46%), még ha
ugyanabban a szerkeze-
ti korben is. A fokuszalt
konyvtar 2D hasonlosa-
gi keresésén alapuld
stratégiaja alkalmas
gyors, hatékony vegyii-
let kivalasztasra tobb
millids  konyvtarakbol
pl. 4j bioldgiai esszé be-
allitasakor és széleskor(i
validalasakor. Jelenleg
rendelkezésre allnak ki-
egészitd modszerek,
amelyek a kemotipus
vagy molekularis vaz
megvaltoztatasat (,,scaf-
fold hopping [17]7) le-
hetévé teszik 1j ke-
motipusok felfedezését
eredményezve.

A két koros fokuszalt
konyvtar biologiai szl-
rése hatékonysagat az-
zal is demonstralhatjuk,
hogy mig az els6é kords
szlirés soran 261 vegyii-
letb6l 5 mutatott 1 pM
alatti antagonista aktivi-
tast  (1,9%-o0s talalati
arany), mig a masodik
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Sor-

Szerkezet

Referencia id

IC

50
szam (uM)
12 F. 4 0,0224
T,
o/A\f9 CHs
HN N
~
0
13 CHg 4 0,0068
(0]
0 CHs;
HN N
~
N N
F
14 CHs 7‘/<j: 11 0,463
H 0
N S//
SROFSS
N
15 o) 11 0,490
HsC F
’ ¥04©7NH : 0
07>
HsC
CHj
16 Os__CH 6 0,186
F CHs :
_ NH
S
N N
HN
(@]
17 o OYCH3 6 0,0532
3
_ NH
SN
H\H/O
F N
A\OR

kords sziirésben 21 ve-
gyliletet azonositottunk
a 242 mérésre beérkezett
vegyiiletb6l,  amelyek
szintén 1 uM koncentra-
cié alatt antagonizaltak
a bioldgiai célpont,
MCH-t (8,6 %-os talalati
arany).

Koszonetnyilvanitas

A jelen munka részben
a Nemzeti Fejlesztési
Ugynokség tdmogatadsa-
val  valdsult  meg.
(#KMOP-1.1.1-09/1-2009-
0051)
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IV. tablazat

A 2. kérds virtudlis és in vitro bioldgiai sziirés taldlati ardnyai az antagonista aktivitds mértékében

Referencia Els6 koros talalat IC,, 2. koros 2. koros 2. koros Legjobb 2. koros
uM talé}atok talé}atok talé!atok talalat (IC,)) uM
szama szama szama
(<2uM) | (<500nM) | (<100 nM)
#26 §4 0,377 6 6 0,002
#26 §6 0,233 4 4 0,0239
#22 §11 0,485 2 2 0,462
#1 §10 0,676 2 1 0,577
#41 §8 2,2 1 0,749
#37 §7 1,52 5 1 0,884
#33 §3 1,82 2 1,19
#26 csoportfzio 8 3
Talalati arany 11,20% 7%

A két kords fokuszalt konyvtdr biolégiai szitirése hatékonysdgdnak szemléltetése

V. tablazat

Talalatok szintje Talalatok % arany
szama
sokkal jobb, mint az elsd koros hit, amibdl szarmaztathatd 13 31,71 46,34
valamivel jobb, mint az els6 koros hit, amibdl szarmaztathatd 6 14,63
azonos aktivitast, mint az els6 koros hit, amibdl szarmaztathatd 16 39,02
rosszabb aktivitast, mint az els6 koros hit, amibdl szarmaztathato 6 14,63
41

8. David, D. |., Klemenhagen, K. C., Holick, K. A, Saxe, M. D.,
Mendez, 1., Santarelli, L., Craig, D. A., Zhong, H., Swan-
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Summary

Baska, F., Székely, E.R., Szantai-Kis, Cs.,
Banhegyi, P., Hegymegi-Barakonyi, B.,
Németh, G., Breza, N., Zsakai, L., Greff,
Z., Paté, J., Kéri, Gy., Orfi, L. Development
and Structure-Activity Relationship Studies of Inhibitors
Against Mycobacterium tuberculosis.

Tuberculosis is considered to be one of the major health problem
not only in the less developed countries but in the economically
developed countries as well. Roughly one third of the world’s
population are infected with Mycobacterium tuberculosis and a
significant part of them are carriers of latent tuberculosis. From
ten percent of these latent infections are developing the active
TB disease and fifty percent of them die from the illness with-
out appropriate treatment. The drug-resistant Mycobacterium
tuberculosis (MDR-TB, XDR-TB) and TB-HIV co-infection at-
tracted attention to the most serious infectious disease. Inhibition
of alternative signaling pathways were an important part of the
research strategies for cancer and inflammatory diseases in re-
cent years. In case of Mycobacterium tuberculosis such pathways
were also identified, for example, three serine-threonine kinases
(PknA, PknB, PknG) which are necessary and essential for bac-
terial growth. In this paper we summarize our best anti-TB ac-
tive compounds, their biological effects and structure-activity
relationships using in silico modeling, biochemical measurements
and tests on active bacteria.

Keywords: H37Rv, kinase assay, molecular modeling, Pkn
kinases, tuberculosis

Osszefoglalis

A tuberkulézis nemcsak a fejlédé orszigokban szdmit az egyik
legnagyobb egészségiigyi problémdnak, hanem a gazdasigilag fej-
lett orszdagokban is komoly gondokat okoz. A vildg népességének
durvin egyharmada Mycobacterium tuberculosis-sal, a humdn
TBC korokozéjiaval fertézitt, és ennek jelentds része lditens for-
mdban van jelen. A ldtens fertézottek 10 szdzalékandl alakul ki a
betegség, és a megfeleld kezelés hidnydban 50 szdazalékuk a tuber-
kulézis dldozatdvd vdlik. A gyégyszer-rezisztens Mycobacterium
tuberculosis torzsek (MDR-TB, XDR-TB) megjelenése és a TB-
HIV egyiittes problémdja ismét felhivta a figyelmet a legsiilyo-
sabb fertdzo betegségre. Az alternativ jeldtviteli itvonalak gdtldsa
tumoros illetve gyulladdsos megbetegedések esetén mdr fontos
részét képezi a kutatdsi stratégidknak. A Mycobacterium tubercu-
losis esetében is azonositottak harom szerin-treonin kindzt (PknA,
PknB, PknG), melyek miikddése bizonyitottan sziikséges a bakté-
rium novekedéséhez. Kozleményiinkben Osszefoglaljuk a legjobb
hatdsii TBC ellenes vegyiileteinket, a szerkezet-hatds dsszefiig-
gések alapjan eldallitott molekuldk bioldgiai hatdsdt, az in silico
modellezéstol kezdve a biokémiai méréseken keresztiil egészen a
baktériumtorzseken torténd vizsgalatig.

Kulcsszavak: H37Rv, kindz assay, molekulamodellezés, Pkn
kindazok, tuberkulozis

Bevezetés

A Mycobacterium tuberculosis fertézés altali halal-
esetek szama elérte az 1,4 milliét a WHO 2012-es
jelentése szerint [1]. Mivel a M. tuberculosis komp-
lex életciklussal rendelkezik, és képes a makro-
fagokban tulélni, a latens fertézések hosszu ideig
nyugvé allapotban vannak, miel6tt aktiv beteg-
séggé alakulnak at. Ezek a latens fertézések ki-
emelt egészségiigyi veszélyforrast jelentenek,

akarcsak a gyogyszer-rezisztens torzsek megjele-
nése [2-4]. Az utdbbi tiz évben a gyogyszerkutatasi
stratégiak f6 részét képezte az un. célpont alapt
gyogyszertervezés, mivel az eukariotdkhoz ha-
sonldan a prokariotdk esetén is léteznek kinazok
altal szabalyozott jelatviteli utvonalak [5]. A M.
tuberculosis esetén tizenegy szerin/treonin kinazt
azonositottak, melyek koziil harom (PknA, PknB,
PknG) kiemelt szerepet tolt be a baktérium nove-
kedésében és tulélésében [6-8]. Funkcidjukat te-
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kintve a PknG szerepe a leginkabb tisztazott. A
PknG kindz megakadalyozza a fagoszoma-
lizoszéma fuzidjat, ezaltal a bekebelezett baktéri-
um elkeriili a makrofagon beliili lebonto folyama-
tokat. A PknG gatlasa a baktérium degradacioja-
hoz vezet [9]. A PknA és PknB kinazok a baktéri-
um osztddasaban jatszanak szerepet és a gének
atirodasanak novekedését figyelték meg a
makrofagok fertézése soran [10, 11]. A PknB kinaz
esetén igazolast nyert még a baktérium novekedé-
sében betoltott fontos szerepe is [12].

Potencidlis 1j célpontok a M. tuberculosis esetén
a NAD kinaz, valamint a NAD szintetaz is. A
NAD kinaz katalizalja a NAD foszforilacidjat ATP
jelenlétében [13], és az enzim esszencidlis a
Mycobacterium novekedéséhez, még a gyogyszer-
rezisztens torzsek (multidrug-resistant) esetén is
[14]. A NAD szintetaz dezamido-NAD*-bdl allit
el6 NAD"-ot ATP és ammonia jelenlétében [15], és
szintén a novekedésben jatszik kiemelked6 szere-
pet, tehat potencidlis célpontként kezelhetd [16].

Munkank soran célul thztiik ki vegyiilettarunk
virtualis szlrését PknB és PknG kinazok ellen, va-
lamint egy korabbi sziirés soran kivalasztott 50
molekula tesztelését NAD szintetazon in vitro
biokémiai rendszeren és H37Rv aktiv baktérium-
torzson. Kozleményiinkkel kutatocsoportunk ed-
digi munkajat és eredményeit kivanjuk 6sszefog-
lalni.

Anyagok és modszerek
Vegyiiletek

A vizsgalatokhoz felhasznalt vegytiiletek a Vichem
Chemie Kft. (Budapest, Magyarorszag) kinazgatld
vegylilettardbol szarmaznak (Nested Chemical
Library™).

In silico kétédés modellezés PknG kindzon

A molekulamodellezéshez és a kotédések vizsga-
latdhoz a Schrodinger Suite 2009-es verzidjat hasz-
naltuk. Felhasznalt modulok: Maestro, LigPrep,
Glide, Protein Preparation Wizard és QikProp.

A PknG kristalyszerkezetét a Protein Data Bank
adatbazisbol toltottiik le (PDB ID: 2PZI), majd a
Protein Preparation Wizard modul segitségével
készitettiik el6 a fehérjét a dokkolashoz: eltavoli-
tottuk az ATP-kotShely kozelében talalhatd viz-
molekulakat illetve hozzarendeltilk az aminosa-
vakhoz a szerkezetbdl hianyz6 hidrogén-atomo-
kat. A vegyilettarbol szarmazoé molekuldk 3D

szerkezetét a LigPrep modul segitségével hatdroz-
tuk meg 7,4-es pH-n, OPLS_2005 eréteret alkal-
mazva. A receptor modellezéséhez és a dokkolas-
hoz a Glide modult hasznaltuk.

PknB, PknG biokémiai assay vizsgalatok

A radioaktiv PknB kindz enzim assay-t a kutato-
csoportunk altal kordbban publikalt mdédon vé-
geztiik el [y-*PJATP-t haszndlva [17]. Szubsztrat-
ként GarA peptidet alkalmaztunk.

A PknG kindz enzim assay-t 384 lyuka mikrole-
mezen (Corning 3676) 10 ul térfogatban végeztiik
el BellBrook Labs Transcreener® ADP FP Assay
kit rendszerrel.

A felhasznalt assay puffer: 20 mM MOPS
(3-(N-morfolin)propanszulfonsav) 7,5-6s pH-ju ol-
data, 1 mM DTT (ditiotreitol), 0,5 mM MnCl,, 0,01
térfogatszazalékos Brij35 detergens és 5 térfogat-
szazalékos glicerin. Szubsztratként ez esetben is
GarA enzim specifikus peptidet hasznaltunk
(0,075 mg/ml) az ATP mellett. Az ATP koncentra-
ciojat a latszolagos KmATP értéknek megfelel6en
allitottuk be (10 uM). Az enzimreakciot 60 percig
inkubaltuk, majd 10 ul TranScreener™ Stop and
Detection oldatot adtunk hozza. Ez az oldat PknG
kinaz esetén 20 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazin-etanszulfonsav) pH = 7,5 puffert, 40
mM EDTA kelatképzét, 0,02 V/V% Brij35 deter-
genst, 11,80 ug/mL ADP2 Ab-t valamint 2 nM
ADP Alexa633 Tracer oldatot tartalmazott. Analyst
GT késziiléken mértiik a fluoreszcencia polariza-
ciot.

NAD szintetdz Assay

A NAD szintetaz assay vizsgalatokat egy korabbi
publikacioban leirtak szerint végeztiik el [18].

Fertozott makrofigokon torténd vizsgdlatok

A THP-1 sejtvonlat differencialtuk 20 ng/ml
forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA), majd egy
éjszakan at novesztettitk 10% FBS (Fetal Bovine
Serum) és 1 % glutamin tartalmu RPMI oldatban
37 °C-on, 5% szén-dioxid jelenlétében. A makro-
fagokat 2 oran keresztiil fertéztitk human szérum-
mal kezelt M. bovis BCG-vel (10 baktérium/sejt),
majd friss médiummal mostuk és a 100 pg/ml
gentamicinnel eldltiik a fagocitozist elkeriild bak-
tériumokat. A fert6zott makrofagokat 10 uM vég-
koncentraciéju inhibitorral inkubaltuk 24, vala-
mint 48 6ran keresztiil. A mérés el6tt antibiotikum
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1. dbra: A fejlesztett PknG inhibitorok szerkezete

mentes médiumra cseréltiik az eredeti médiumot,
és a begytjtott makrofagokat meleg PBS oldattal

units) 7H10 lemezeken hatdroztuk meg, 10 %
OADC (Oleic Acid Albumin Dextrose Complex)

mostuk. A telepszamot (CFU = colony forming felhasznaldsa mellett.

I. tabldzat
A benzo[c]tiofén alapvizii vegyiiletek hatisa PknB és PknG kindzokon.
Az IC,  értékeket a 75%-o0s gdtloértékek alatt nem hatdroztuk meg.
I Docking score (kcal/ | PknG %-os gatlas 10 | PknG IC50 | PknB %-os gatlas10 | PknB IC50

mol) on PknG uM-ban (uM) uM-ban (uM)

1 -8,957 98 0,03 7 ND

2 -8,639 98 0,02 54 ND

3 -9,272 96 0,02 22 ND

4 -8,069 99 0,04 8 ND

5 -9,185 98 0,05 80 3,85

6 -8,944 98 0,05 18 ND

7 -7,736 99 0,01 38 ND

8 -8,239 92 0,47 30 ND

9 -8,649 99 0,05 41 ND

10 -8,136 100 0,11 50 ND

11 -8,670 100 0,07 62 3,96

12 -8,770 99 0,02 57 ND
AX20017 (13) -8,434 90 0,3 10 ND
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2. abra: A 3-as vegyiilet (A) és a referenciaanyag (B) modellezett kotédése a PknG kindzon

II. tablazat
A fert6zott makrofigokon mért CFU gidtld hatdsok 24 és 48 érds
inkubdcids idét kovetden

Telepszam képzddés %-os gatlasa
24 gra 48 ora
Kontroll 0% 0%
1 0% ~55%
2 ~50% ~80%
3 ~10% ~55%
4 ~30% ~42%
5 ~10% 0%
6 ~15% ~43%
7 ~5% ~40%
AX20017 (13) 0% ~18%

H37Rv baktériumtorzson torténd vizsgdlatok

A vegydiileteket DMSO segitségével feloldottuk és
higitasi sort készitettiink 10 ug/mL és 0,625 ug/mL
kozott az erre a célra haszndlatos mikrolemezen.
A M.tuberculosis ~ H37Rv  baktériumtorzs
szupenzidjat hozzaadagoltuk minden egyes mik-
rolemezhez. A lemezeket lezartuk és 37 °C-on

inkubaltuk 5 napon keresztiil. Ezt kovetden 0,01%
rezaurint adtunk a szuszpenzidkhoz és egy éjsza-
kan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Referencia
anyagként Izoniazidot (MIC érték ~ 0,1 ug/mL)
hasznaltunk.

Eredmények
PknG és PknB kindzgatlok vizsgdlata

A virtudlis sztirés soran tobb mint 1000 vegytiiletet
teszteltiink PknG fehérjén. A sziirés soran Kkijott
vezérmolekuldkat biokémiai assay segitségével
validaltuk. A mérések soran azt talaltuk, hogy a
PknG enzim gatldsa szinte mindig a benzo[c]
tiofén vazhoz kotott, ezért optimalizalas céljabol
létrehoztunk egy vegyiilettarat az azonositott ve-
zérmolekulak koré. Az 1. dbrin a hét legigérete-
sebb benzol[c]tiofén vegydiilet szerkezete szerepel.
A mérések soran azt talaltuk, hogy mindegyik
egy nagysagrenddel jobb IC, értékkel rendelkezik
(I. tabldzat), mint a referenciaanyag AX20017 (13).
A Schrodinger Suite-tal végzett dokkolasok alap-
jan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a gytri
aromatizalasa egy térben planaris biciklust hozott

I11. tablizat

PknB gdtlé vegyiiletek in vitro biokémiai assay eredményei

Vegyiilet A Z‘ﬁ’_sbﬁ;“as 101 prnBIC50 (M) | PKRG :f’l\'d"_if:ﬂas 10 pKnG 1C50 (uM)
1a o1 0,337 39 ND
15 9 0,210 ND ND
16 94 0,445 19 ND
17 98 0,129 75 3,0
18 92 0,638 3 ND
19 98 0,205 ND ND
20 100 0,621 ND ND
21 98 0,088 ND ND
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3. dbra: Vezérmolekulaként azonositott PknB gatlo vegyiiletek

létre, mely kedvez a fenolos hidroxilcsoport és a
receptor kozott kialakulé hidrogénhid kolcsonha-
tas létrejottének (2. dbra). A 2. dbran lathato, hogy
mig a 3-as vegytilet hidrogén hid koélcsonhatasba
lép a receptor Asp293-as és Lys181-es aminosav-
jaival (A), a referenciavegyiilet esetén ez a kol-
csonhatasi lehetdség a szerkezetébdl adoddan hi-
anyzik (B). A hatds és a kotédés szempontjabdl a
legfontosabb kritérium a tiofén gytr(i 2-es és 3-as
helyzetében 1év6é amid csoportok megléte. Azok-
nal a vegytileteknél, ahol a 3-as helyzet(i amid cso-
portot nitril csoporttal helyettesitettiik, a hatas
nagy mértékben csokkent, vagy teljesen elmaradt.

A ciklohexan gytiri esetén a tagszam novelésé-
vel, majd csokkentésével probalkoztunk. A nove-
lés a hatast jelentésen, mig az egy metilénnel valo
csokkentés (8-as vegyiilet) csak minimalis mérték-
ben rontotta.

Vizsgaltuk a vegyiiletek hatasat PknB kinazon
is. A benzo[c]tiofének koziil egyediil az 5-0s ve-
gyiilet (1. dbra) mutatott 80%-os gatlast 10 uM-ban,
IC,, értéknek 3,85 uM-t mértiink. A 11-es vegyiilet

mutatott még 62%-os gatlast (I. tiblizat), ezért el-
lendrzés céljabdl meghataroztuk ennek a vegytilet-
nek is az IC, értékét. Mivel a tobbi vegyiilet PknB
gatloértéke 50% koriili, illetve az alatt volt tovabbi
IC,, meghatarozasokat nem végeztiink.

IV. tablizat
A NAD szintetizon hatdsos vezérmolekulak biokémiai

eredményei
g NAD szintetaz %-0s | NAD szintetiz
gatlas 100 pM-ban IC50 (uM)
22 75 67
23 100 50
24 100 50
25 98 55
26 77 67
27 82 64
28 90 60
29 76 62
30 85 55
31 87 63
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4. abra: H37Rv baktériumtorzson hatékony vezérmolekulik

V. tablazat
Meért MIC értékek baktériumtorzson
Vegyiilet H37Rv MIC (uM)

32 3,10

33 ~20,00

34 0,86

35 0,75

36 6,25

37 >100

38 >100

39 0,59

40 0,50

41 0,29

A PknG kinaz a fagoszoma-lizoszéma fuziojat
akadalyozza meg, ezért a legjobb PknG gatlo ve-
gytiletek koziil hét szarmazéknak (1-7) valamint a
referenciaanyagnak (13) vizsgaltuk a hatasat fertd-
z6tt makrofagokon. A vegyiiletek 10 pM-os kon-
centracioju oldatait alkalmaztuk és 24 valamint 48
Oras inkubdcids id6t kovetden mértiik a viabilitast,

az un. %-os CFU (colony forming units) gatlo érté-
keket. A legtobb vegyiilet hatékonynak bizonyult,
féleg a 48 oras inkubacids id6t kovetden volt
szembeting a kiilonbség (II. tdbldzat). A legigére-
tesebb molekuldnak a 2-es vegydiilet (1. dbra) tlinik,
mely 80 %-ban gatolta a kolonidk kialakulasat.

Mivel a benzo[c]tiofének szinte kivétel nélkiil
PknG kindzon voltak hatékonyak, ezért tijabb vir-
tudlis szlirést kovetéen kivalasztottunk 260 ve-
gytlletet biokémiai tesztelésre PknB kinazon. Sike-
riilt azonositani nyolc vegytiletet (3. dbra), melyek
nanomdlos IC,  értékkel (3. tablazat) gatoljak a
PknB kinazt.

Bér a vezérmolekuldk szerkezete egymastol el-
térd, az megallapithato, hogy a 14-es, 16-o0s, 17-es
és 18-as vegyiilet méretébdl és szerkezetébdl ado-
doan ATP kompetitiv inhibitora a PknB kinaznak.
A pontos hatdsmechanizmus megallapitasa célja-
bol tovabbi optimalizalasra és szerkezet-hatas
vizsgalatokra van még sziikség, akdrcsak a 15, 19,
20, 21 vegytiiletek esetén. Ezek a molekulak mére-

tiikket tekintve joval nagyobbak az
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ATP kompetitiv inhibitoroknal és
koz0s szerkezeti elemiik a benniik
tobbszorosen megtalalhato
guanidin csoport.

Par vegyiiletnél vizsgaltuk a
PknG gatld hatast is, egy PknB-
PknG kettds gatlo reményében, de
csak a 17-es vegytilet ért el 75%-os
inhibicios értéket 10 uM koncent-
racidéban.

NAD szintetaz gatlok
vizsgalata

Mivel a NAD szintetaz is kulcsen-
zim a Mycobacterium tuberculosis

5. dbra: Eléallitott kinoxalin szdrmazékok [19].

novekedéséhez, igéretes célpont-
nak latszik a betegség gyogyitasa-
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H37Rv  baktéri-

umtorzson végez-
tink el&szlirése-
ket és harom igé-
retes vegyiiletcsa-
ladot sikeriilt azo-
nositottunk (4.
dbra).

A 32-es
kinoxalin és 34-es
sztiril-kinazolin
alapvazu vegyi-
leteket tovabbfej-
lesztve  sikeriilt
nanomolos MIC
értékkel rendelke-
z8  molekuldkat

baktériumtérzson

6. dbra: A hdrom (39, 40, 41) legjobb hatdsii baktericid vegyiilet azonositdsa H37Rv

eléallitani (V. tab-
lazat) és némi el6-

hoz. A vizsgalatunkat ez esetben is egy korabbi
virtualis szlirésre alapoztuk, mely alapjan 6tven
vegyliletet valasztottunk ki tesztelésre. A moleku-
lak koziil huszonketté mutatott 50% feletti gatloér-
téket 100uM-ban. Az IC,, értékeket csak a 75% fe-
letti gatloértékeknél hatdroztuk meg, melyeket a
V. tabldzat szemlélteti.

A vegytiletek IC, értéke 50-70 uM kozé esik és
ez messze elmarad a legjobb kinazgatlok értékei-
tdl, viszont a molekulatervezéshez megfeleld kiin-
dulas volt. A vegyiileteket ligand alapu farma-
kofér modellezéssel és molekulatervezéssel fej-
lesztettiik tovabb. Az 4j molekulacsalad képvise-
16i mar 1-10 uM kozotti IC,, értékkel rendelkez-
nek.

H37Rv baktériumtorzson torténd vizsgalatok

A hatékony PknB és PknG inhibitorokat letesztel-
tiik él6 baktériumtorzson, hogy meghatarozzuk
baktericid hatasukat. A MIC értékek szinte kivéltel
nélkiil >100 uM-osak voltak, tehat érdemben egyi-
kiik sem gatolta a Mycobacterium tuberculosis nove-
kedését. Ez magyarazhatéd azzal, hogy a PknG
kinaz jelentésége a fagocitdzist kovetéen né meg
és a makrofagokon kiviili tuléléshez nem nélkii-
l16zhetetlen a fehérje, illetve a masik magyarazat
az lehet, hogy vegyiiletek nem képesek atjutni a
baktérium komplex sejtfalan.

A NAD szintetdz gatld vegyiiletek esetén 30-
100 pM kozotti MIC értékeket mértiink, ami szin-
tén elmarad a vart értékektol.

zetes  szerkezet-
hatas Osszefiiggéseket levonni.

A 35-38 vegyiiletek a 32-es kinoxalin modosita-
saval jottek 1étre (5. dbra). Az eredményekbdl kitii-
nik, hogy a hatashoz fontos a nitro csoport meglé-
te és helyzete (37-es, 38-as vegyiilet hatastalan).
Probélkoztunk a fenil- és metil csoport felcserélé-
sével is, azonban ez is hatascsokkenést okozott
(36-0s vegyiilet), a brom szubsztituens cseréje
trifluormetil csoportra (35-0s vegyiilet) viszont
tobb mint négyszeres javulast eredményezett. A
kinoxalin szarmazékok esetén feltételezhetd, hogy
a vegyliletek célfehérjéje a DprE1. Mycobacterium
smegmatis-on €s M. bovison végzett vizsgalatok so-
ran a DprE1 fehérjén bekovetkezett mutaciot ko-
vetéen a 32-es vegyiilet hatdsa jelentdsen romlott
illetve teljesen elmaradt [5].

A 34-es szamu sztiril-kinazolinon végzett mo-
dositasokkal hoztuk létre a 39-41 molekulakat és a
vegyiiletek vizsgaltata valamint szintézise jelenleg
is tart. A kiindulasi vegytilet (34) célpontja az FtsZ
fehérje [20], mely az aktin bakteridlis ortoldgja, igy
gatlasa alkalmas a baktérium osztéddsanak meg-
akadalyozasara Feltételezziik, hogy a szdrmazé-
koknak is ez a hatdsmechanizmusa, ezért a leg-
jobb vegytileteket (39, 40, 41) kivalasztottuk tovab-
bi vizsgalatok (alvd baktériumtorzs, ADMET, in
vivo allat kisérlet) és optimalizalas céljabol.

Kovetkeztetések

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a kittizott
céloknak megfeleléen elballitottunk és vizsgal-
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tunk vegyiiletcsaladokat, melyek képesek beavat-
kozni a Mycobacterium tuberculosis jelatviteli
utvonalaiba és ezuton befolyasolni a baktérium
novekedését, tulélését illetve el6idézni magat az
eradikaciot.

A hatékony kinazgatld vegyiiletek (PknB- és
PknG gatlok) kinaz paneleken és fert6zott mak-
rofagokon rendkiviil hatékonyak voltak, viszont
€16 baktériumtorzson a vart hatds elmaradt. Az
eddigi tapasztalataink mind azt tamasztjak ala,
hogy hidba nagyon jo hatasa egy vegyiilet in vit-
ro, ez nem elégséges feltétel az antituberkulotikus
hatas eléréséhez. Szamitdgépes algoritmusok se-
gitségével meghataroztuk a vegyiiletek logP és
logS értékeit, és mivel az altalunk eldéallitott ve-
gytiletek clogP értékei tipikusan 2-5 tartomany-
ban voltak, a clogS adatok pedig -3-nal alacso-
nyabbak, azt feltételezziik, hogy a vegyiileteink
rossz oldhatdsaga az, ami akadalyozza a baktéri-
umba vald bejutast.

A NAD szintetazon vizsgalt vegyiiletek esetén
szintén a rossz oldhatdsag valamint a molekulak
mérete okolhato a hatds elmaradasaért €16 baktéri-
umon.

A H37Rv baktériumtorzson torténd tesztelések
hoztdk meg az atiitd sikert, melyek soran harom
vezérmolekulat is azonositottunk. A vezérmoleku-
lak koré kialakitott vegyiilettarak szintézise soran
tigyeltiink arra, hogy olyan funkcids csoportokat
is beépitsiink a molekulakba, melyek novelik az
oldhatdsagot. Az igy eldallitott sztiril-kinazolin
vegyiiletek koziil harom szarmazék mutatott ki-
emelkedd hatast baktériumon, ezért tovabbi vizs-
galatokat és optimalizaciot terveziink, egy kelléen
hatékony és megfelel6 ADMET tulajdonsagokkal
rendelkez6 gydgyszerjelolt molekula kifejlesztése
céljabol.

Tamogatas

A kutatds nemzetkozi egylittm(ikodés révén jott

létre és a MUKIT palyazat (szerzédésszam: OMFB-
00132/2010) keretében valdsult meg.

Koszonet illeti a Unité de Pathogénomique
Mycobactérienne Integrée (UPMI) valamint Unité
de Microbiologie Structurale (UMS) Pasteur inté-
zeteket a szakmai segitségért. Mindemellett ko-
szonetet mondunk Dr. Dancsé Andrdsnak a
molekulamodellezésben nyujtott segitségéért és
hasznos tanacsaiért.
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Nano- és mikroszalas rendszerek el6allitasa és gyogyszerészeti
alkalmazasuk lehetdségei 1.

SEBE ISTVAN, PETZKE MATE, ZELKO ROMANA* SZABOBARNABAS

Egyetemi Gyégyszertar Gyogyszeriigyi Szervezési Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest, Hégyes E. u. 7-9. — 1092
*Levelezési cim: zelko.romana@pharma.semmelweis-univ.hu

Summary

Sebe, 1., Petzke M., Zelké, R., Szabéd, B.:
Preparation and pharmaceutical application possibilities
of nano- and microfiber systems I.

The application of nanoactive drugs and nanostructured drug
delivery systems enables the increase of bioavailability of active
agents of unfavorable physical and chemical characteristics, thus
assuring the basis of the cost-effective therapy.

Fiber formation procedures (high speed rotary/centrifugal
spinning, blowl/jet spinning, electrospinning, melt spinning,
emulsion spinning) have long been known to create micro-and
nano-size range polymeric fibers, while in the pharmaceutical in-
dustry they still seldom applied, therefore their implementation
provides new opportunities mainly in the field of pharmaceutical
technology. The present paper provides an overview of different
types of spinning methods and their principle. The manuscript
compares the spinning technologies, points out their advantages
and limitations, and highlights the potential opportunities for
pharmaceutical use, as well.

Keywords: nano- and microfiber, wet spinning, dry spinning,
high speed rotary/centrifugal spinning, blow/jet spinning, elec-
trospinning, melt spinning, emulsion spinning

Osszefoglalo

Nanoaktiv hatéanyagok, valamint nanostrukturdlt gyégyszerhor-
doz6 rendszerek alkalmazdsdval lehet6vé vilik kedvezbtlen fizikai-
kémiai  tulajdonsagui  hatéanyagok  biohasznosithatésigdanak
ndvelése, amely a kéltséghatékony terdpia alapja. A szilképzéses
eljardsok (nedves, szdraz, rotdcios, pneumatikus, elektrosztatikus,
olvadékos, emulziés szdlképzés) régéta ismertek mikro- és nano-
mérettartomdnyba esé polimerszdlak létrehozasira. Ezek a tech-
nikdk a gyogyszeriparban még ritkan alkalmazottak, elsésorban
a gyégyszertechnologia teriiletén nyithatnak 1j tavlatokat. A
kozlemény dttekintést nyiijt a kiilonbozo szdlképzéses modszerek
tipusairdl és azok elvérdl, dsszehasonlitja a technoldgidkat, kiemeli
azok elényeit, korldtait és ravilagit a potencidlis gyégyszertech-
nolégiai alkalmazisuk lehetdségeire is.

Kulcesszavak: nano- és mikroszil, nedves szilképzés, szdraz
szalképzés, rotdcids, pneumatikus, elektrosztatikus, olvadékos,
emulzids szilképzés

Bevezetés

A gyobgyszeripar fejlédésével tjabb és tijabb mo-
lekularis célpontok (an. targetek), igéretes vezér-
molekulak, potencidlis hatdanyagok jelennek
meg. A kozelmultban felfedezett molekulak tobb-
sége azonban valamely fizikai vagy kémiai tulaj-
donsagdban nem megfeleld, valdszintileg soha-
sem valhatnanak gyogyszerré, ha az 4j entitasok
felfedezése nem jarna ilyen nagy koltségekkel,
valamint, ha tomegével allnanak rendelkezésre
idedlis hatdanyag-jeldltek. Azonban, pontosan az
iparag alkotdi valsaganak koszonhetden, a vezetd
vallalatok is kezdik felvallalni ezeket a problé-
mas molekuldkat, komoly szakmai kihivasok elé
allitva a technologusokat. Az emlitett ij moleku-

lak gyakran rossz vizoldékonysaguak, levegdre
és nedvességre érzékenyek, tobb polimorf moédo-
sulattal rendelkeznek, amelyek jelentésen kiilon-
boznek egymastél mind oldhatésagukban, mind
hatasukban.

Jelen osszefoglald célja azoknak a technoldgiai
modszereknek a bemutatdsa, amelyek segitségével
az érzékeny és/vagy rosszul old6dé anyagok nagy
fajlagos feliilettel rendelkezd, szalas strukturakka
formuldlhatok. A kovetkezd fejezetekben targyalt
eljarasok elviikben és kivitelezésiikben is jelentd-
sen eltérnek egymastol, igy fiiggetlen modszerek-
ként mas-mas technologiai probléma megoldasara
alkalmasak, hasonlosaguk révén viszont kombi-
nalhatok egymassal, 6tvozve az egyes eljarasok
elény0s tulajdonsagait.



2013/3.

Acta Pharmaceutica Hungarica 97

Technoloégiai moédszerek
az oldhatdsag novelésére

Az oldhatosag novelése régota fennalld technolo-
giai probléma, igy a formulalasi technikdk kozott
tjnak szamito szalképzési eljarasokon kiviil is ta-
lalunk erre megfeleld mddszereket.

Az elméletében legegyszertibb modszer az 6r-
lés, ha a hatoanyag szilard fazisa lassan oldddik,
részecskeméretének csokkentésével a fajlagos fe-
lillete akar nagysagrendekkel novekedhet, ily mo-
don a kémiailag valtozatlan anyag oldddasi sebes-
sége jelentésen novelhetd. Az Orlési modszerek-
nek egész csaladja alakult ki a hagyomanyos, hét-
koznapi életben is alkalmazott szaraz Orléstdl, az
egylitt 6rlésen at (un. co-milling) a nedves kozegl
Orlési technikakig. Nemcsak Orléssel érhetd el az
oldddasi sebesség novekedése, gyakran haszna-
lunk kémiai modositast (pl. in situ sOképzést), il-
letve kiilonb6z6 oldoszeres vagy olvasztasos mod-
szereket, mint példaul porlasztva szaritast, fa-
gyasztva szaritast, olvadékos granulalast vagy
extruziot.

A fenti technikdkkal altalaban a hatdéanyag kris-
talyformajat, morfoldgiajat valtoztatjuk meg, igy a
részecskeméret-csokkentés soran létrejové amorf
allapotii anyagok magas energiatartalmuk miatt
jobb oldékonysaggal jellemezheték, mint krista-
lyos formaik. A jelen kozlemény targyat képezd
szalképzési eljarasok is ez utdbbi, olddszeres vagy
olvasztdsos technolodgiai eljarasok kozé tartoznak,
a folyamatok soran keletkezé anyagok makro-
szkopikus megjelenése kiilonbozteti meg ket a
rokon eljarasoktol. Az 1. dbra foglalja 0ssze a kii-
16nb6z6 szalképzési modszereket.

Nedves szalképzés (wet spinning)

A nedves szalképzés a legrégebben hasznalt szal-
képzési technika. Az elsé mesterséges polimerszal
a muselyem volt, amelyet el6szor 1855 koriil
George Audemars allitott el6, majd iparban is alkal-
mazhatd technikaval Hilaire de Chardonnet (1839-
1924), francia tudds készitett a selyemhernyo tap-
lalékaul szolgald eperfalevélbdl kinyert nitro-
cellulézbol. A Louis Pasteur-rel kozds, egy selyem-
hernydkat tdmadd jarvany megfékezésére iranyu-
16 munkajuk kozben, 1878-ban felfedezett
eljarasbdl szarmazo elsé polimer szalak extrém
gyulékonyak voltak, denitrdlasukkal azonban a
felfedezd stabil, celluldz-alapt miiselyemhez ju-
tott [2]. A miiselymen kiviil szdmos mas szovet is
ezzel az eljarassal késziil, igy példaul a para-
aramid szerkezetli, az acélnal 5-szor erdsebb
Kevlar (DuPont, 1965) vagy a hagyomanyos mtise-
lyemgyartasnal kornyezetbaratabb eljarassal ké-
sziilt Tencel® (Courtaulds Research), amelyhez al-
ternativ oldoszerként nem-toxikus N-metilmorfo-
lin-N-oxidot alkalmaznak.

A nedves szalképzési eljarast leginkabb a szal-
képzés kozege kiilonbozteti meg a tobbi mddszer-
tl. A technika nevébdl is lathatd, hogy a termék
folyadék kozegben alakul ki, amely az esetek
tobbségében valamilyen vizes oldat (2. dbra). Mi-
vel a folyadékoknak a gdzokénal sokkal nagyobb
a viszkozitasuk, ez nagy mechanikai terhelést je-
lent a szalakra nézve, igy a tobbi szalképzési mod-
szernél kisebb, kb. 200-250 méter percenkénti ter-
melési sebesség érhetd el (az olvadékos szalkép-
zésnél ez akar 1500-2000 m/perc is lehet). A folya-
dék- vagy koagulalo-fiirdd, amelybe a szalak ke-
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1. dbra: Szdlképzési technikdk csoportositdsa

2. dbra: Nedves szilképzés
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riilnek, altalaban nem oldodszere az alkalmazott
polimernek, igy a szalak feliiletén kicsapodik a
hordozd, a szal megszildrdul, majd egy mosasi fa-
zist kovetéen, amely soran eltavolitjak beldle az
olddszermaradvanyokat, gytjthetd, tovabb alakit-
hato.

Az irodalomban az alginsav vagy Na-sojanak
alkalmazasa CaCl, koagulalo fiirdével [3],
polikaprolakton (PCL) hasznalata metanolos vagy
acetonos [4], illetve kitin butanolos fiird6vel [5]
végzett szalképzési eljdrasa is megtalalhato, a
modszer polimer keverékek esetében is hasznalha-
t6 (zselatin-alginat [6], keményit6-PCL [7]), de ke-
reskedelmi forgalomban még nincs ezzel a mod-
szerrel késziilt gyogyszeripari termék. Az oldo-
szermaradvanyok a szigoru eldirt hatarértékek
miatt komoly problémat jelenthetnek a termékek
eldallitdsa soran, azonban a szerves olddszerek
hasznalatat egyes esetekben el lehet keriilni, pl.
kitozan esetében a pszeudo-szaraz szalképzési
modszerrel, amely soran a hagyomanyos kicsapo
fiird6 helyett ammonia gazzal végezték el az ecet-
savas polimeroldatbol torténd koagulalast [8].

Szaraz szalképzés (dry spinning)

A technika elsé alapanyagat, a celluldz-acetatot
1865-ban allitottak el6szor eld, celluloid filmként,
valamint kdmforral keverve (Cellon® 1909) lopa-
kod¢ repiilégépek bevonataként valt ismertté. A
szaraz szalképzési technika kifejlesztésével
(Celanese®, Celanese Corporation, 1924) valhatott
textiliparilag is felhasznalhatova, mikozben szi-
rok, kartyak és az eredeti LEGO® épitéelemek
alapanyaga is lett. Szintén a szaraz eljarassal ké-
sziil az 1939-ben vinilklorid-vinilacetat kopoli-
merbdl eldallitott, Vinyon® fantdzianevii szalas
anyag, amely bar alacsony hdéfokon megolvad,
mégis 1angdllé (tehat nem gyullad meg), tomény
savaknak és bazisoknak egyarant ellendll, vala-
mint kivalo vizzard képességti [9]. Bar alacsony ol-
vadaspontja és szerves olddszerekben torténd
gyors olddddsa miatt ipari alkalmazdsa igen limi-
talt, a Cordelan® (Kohjin Int. Corp., 1974) nevii 50
%-ban Vinyon-t tartalmazo, igy nem gyulékony
matrix szal az alvoruhazatok, féként a babaruhak
kedvelt alkotéja. A modszer alkalmazasi kore
1959-ben tjabb polimerrel, a DuPont altal forga-
lomba hozott igen draga, Spandex fantdzianév,
poliuretan-alapu textilipari alapanyaggal (amely-
nek neve az angol ,expands”, azaz , kitagul” kifeje-
zés anagrammadja) boviilt.

A szaraz szalképzési eljaras soran a polimer

Polimer oldat

Pumpa

Polimer szal

Szaritas y,

- V4
&

3. dbra: Szdraz szalképzés

szalakat légnemii kozegbe préselik ki, ahol egy
egyszer( szaritasi lépésben (altaldban meleg leve-
govel) eltavolitjak beldliik a nedvességtartalmat, a
szalak megszildrdulnak, feldolgozhatéva valnak
(3. dbra). Az eljaras soran az oldoészermaradvanyok
jelentenek problémat, sok polimer esetében nem
megoldhaté a vizes/alkoholos oldatbdl torténd
szalképzés, alternativ olddszer hasznalatara van
sziikség (pl. acetonra [5] vagy dimetil-acetamidra).

Az irodalomban, a nedves szalképzési eljaras-
hoz hasonldan, szamos gyogyszerészeti polimer
(pl. a kitozan dibutirilkitozan-formaban [5] vagy a
politejsav (PLA) [10]) alkalmazasa talalhaté meg,
de gyogyszeripari termék még ezzel az eljardssal
sem kertilt a piacra.

Rotacids szalképzés (Forcespinning®, centrifugal
spinning, high-speed rotary spinning)

A védjeggyel is védett [11] rotacids szalképzés (an-
golul: high-speed rotary jet spinning, forcespinning,
centrifugal spinning) egy olyan, elsésorban ipari
technoldgia, amely foként a miianyaggyartashoz,
textiliparhoz koéthetd. Egyéb iranyu alkalmazasa
csak az utobbi par évben keriilt az érdekl6dés
homlokterébe a hatéanyag taroldsara alkalmas
gyogyszerhordozo rendszerek kutatasa vagy a
biodegradabilis polimer szovetek el6allitdsa [12]
teriiletén, de kereskedelmi forgalomban 1évo
gyogyszeripari termék még nem késziilt. A szalak
kialakitdsa a nagysebességti forgas kovetkeztében
kialakul6 centrifugalis eré hatdsara torténik [13].
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Megfelel$ analdgiaval élve a laboratériumi kortil-
mények kozott torténd eldallitas a vattacukor ké-
szitéséhez hasonlatos, azonban nem olvadék, ha-
nem oldat a kiindulasi anyag, valamint az eszkoz
miszaki felépitése is kicsit eltér vattacukor-készi-
t6étol. Hore érzékeny hatdanyagok esetén a mod-
szer alkalmazhato oldatok, illetve olyan diszperz
rendszerek esetében is, ahol a diszpergalt részecs-
kék a kolloid meérettartomanyba esnek. Alap-
anyagként megfelel6 molekulatomegti és viszkozi-
tast polimerek hasznalhatok. A késziilék legfobb
alkatrésze az a tartaly, amelynek oldalsé falan
0,15-0,5 mm atmérdjt furatok [14] (4. dbra) vagy ha-
gyomanyos (24-30 G) fecskend6ttik [15, 16] helyez-
kednek el. A furatok tavolsagat és szamat a forgd
alkatrész atmérdje hatarozza meg. Szalképzés
kozben a polimer oldatot tartalmazé tartaly 1000
10000/perc fordulatszamon forog. A keriileti se-
besség a kdzéppontot jelentd tengely feldl haladva
a palast iranyaba né. A forgo rendszerben, radiali-
san kifelé irdnyuld centrifugdlis erd az alkatrész-
be helyezett anyagot a tomeggel aranyos mérték-
ben a paldsthoz szoritja. E kényszerit6 er a folya-
dék furaton valo atpréselédését eredményezi. A
furat taloldalan az anyag kisebb csepp formaja-
ban gytilik Ossze, amely tehetetlenségébdl kovet-
kezden kirepiil, mikozben a folyamatosan potlodo
anyagot magaval htizza. A szdl folytonossagat a

Polimer oldat

Pumpa

Szalgydjté
.\I

/
4

(
\‘\\-\.
Motor
Szaritas Szaritas

4. abra: Rotdcids szilképzés

—.

viszkozitds és a feliileti fesziiltség biztositja, mig
az elvékonyodas mértékét a forgasi és parolgasi
sebesség, valamint a szdlak gy(jtésére szolgalo
kollektor tavolsaga hatarozza meg. A szalak kelet-
kezésekor az olddszer jelentds része elparolog. Az
eléallitott szalak Osszetételét és mindségét befolya-
solhatja a forgo tartalyban kialakulo fazis szepara-
Ci6 és az oldat kidramlasanak sebessége is. Kisér-
letileg meghatarozhaté optimalis anyagmennyi-
ség felett a megnovekedett préseré az anyag tul
intenziv utanpotlasahoz és a szalak cseppesedésé-
hez vezet. A szalak gyfijtése torténhet a forgo fejet
20-40 cm tavolsagban koriiloleld tomor lemez
vagy kollektorsor, illetve a forgasi sikban elhelye-
zett forgo szalgyjtd segitségével. Ez utdbbi meg-
oldas a szalak tovabbi nyujtasat eredményezheti.
Mindkét esetben alkalmazhatunk a gytjtére kap-
csolt elektrosztatikus toltést is, amely a szalak ira-
nyitott felfogasat teszi lehetové.

Pneumatikus szalképzés
(blow spinning, jet spinning)

A szalképzési eljarasok sordban a pneumatikus
uton torténd eldallitas viszonylag rovid, nagyjabol
tizenot éves multra tekint vissza, f0ként textil- és
szilikatiparbeli felhasznaldsa ismeretes. 2003-ban
olyan ritkafoldfém tartalmti kerdmia rostokat ké-
szitettek ezzel az eljardssal szol-gél rendszerekbdl
[17], amelyek hékezelés utan rendkiviil rugalmas-
sa valtak. 2009-ben jelent meg az elsd olyan publi-
kacio, amelyben polimer oldat alapti mikroszalak
eléallitasdnak metodikdjat irtak le [18]. A modszer
gyogyszerészeti alkalmazasa még nem ismert,
aminek legfobb oka feltehetéen az, hogy a sorra
megjelend rokon technikak is még részben kiak-
nazatlanok. A kiilonb6z6 funkcioji mesterséges
,szOvetek” tervezése (tissue engineering) terén
azonban mar tobb jelentés eredmény sziiletett.
Eléallithat6 olyan nanostruktiirajit membran, ami
az in vitro kisérletek alapjan progeszteron szaba-
lyozott, kozel nulladrendii felszabadulasat teszi le-
hetévé allatokban [19], de csontszoveti, hidroxi-
apatit/politejsav hibrid kompozit alapti implanta-
tumokat is allitottak mar el6 [20].

A pneumatikus szalképzés a nagynyomasu le-
vegd mechanikai energidjat hasznositd eljaras.
Elvi alapja a hagyomanyos folyadékporlasztaséval
kozel azonos. A szalak képzddése egy olyan, tobb-
csatornas koaxidlis rendszer(i, allithatd csatorna-
mélységii porlaszto fejjel torténik, amelyben a po-
limer oldat egy végén elsz(ikiil6, 2-3 mm atmérojti
primer kapillarison keresztiil aramlik ki (5. dbra).
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5. abra: Pneumatikus szdlképzés (blow spinning)

E kapillaris a nagyjabol 5 mm atmérdji, szintén el-
sziikiil6 szekunder csatorna hossztengelyében he-
lyezkedik el. A szekunder csatornaban két, paral-
lel pozicioji betaplalasi ponton keresztiil nagy
nyomasu levegdt aramoltatnak at. A levegdaram
altal koncentrikusan korbefogott primer kapillaris
végére érkezd folyadékcsepp a fellépd erdk hata-
sara megnyulik, megfeleld feliileti fesziiltség ese-
tén nem porlasztott folyadék, hanem folytonos
szal képzddik.

Elektrosztatikus szalképzés (electrospinning)

A szalképzési technikak koziil kétségkiviil az elekt-
rosztatikus szalképzés tekinthetd a legelterjedtebb-
nek, bar szélesebb korben torténd felhasznalasa
csak az utobbi két évtizedben kezdett kibontakozni.
Az els6 szabadalmat J.F. Cooley és W.]. Morton nyuj-
tottak be 1902-ben [21]. A mddszer Orzi prioritdsat a
nano- és mikroszalas alapt gyogyszerészeti alkal-
mazasok teriiletén is. A szdlak eléallitdsa oldat fa-
zisbol, diszperziobdl vagy olvadékbol torténhet. A
szalakat az egyendramu nagyfesziiltség altal kelet-
kezd elektrosztatikus er6k hozzak létre. Az eljaras
soran egy elektromosan vezetd vékony kapilldrist
nagyfesziiltség ala helyeznek, amelyen a polimer
oldatot jol definialt térfogati sebességgel aramoltat-
jak keresztiil [22]. A kapillaris tengelyére merdleges
sikban egy szintén elektromosan vezetd kollektor
lemezt helyeznek el, amelyet halézati
egyenpotencialra kapcsolnak (6. dbra). Elektrosztati-

kus szalképzésre tobbnyire szintén elektromosan
vezetd folyadékok, elektrosztatikusan feltdlthet6
polimerek alkalmasak. A szalak keletkezésénél az
elektrosztatikdbdl ismeretes jelenségek és torvény-
szertiségek érvényesiilnek, a kapillaris hegyére ér-
kezd folyadékcsepp csaknem gombszimmetrikus
geometriai testként értelmezhets, de alakjat az
elektrosztatikus tér megvaltoztatja, a deformacio
pedig a toltések inhomogén eloszlasat eredményezi
a csepp feliiletén. A csepp legnagyobb gorbiiletti
pontjan, a csticshatas kovetkeztében kialakuld kito-
rési pontokbdl, az un. Taylor kupokbdl, ionizalt
anyagaramlas indul meg a kollektor felé. Optimalis
feliileti fesziiltséggel rendelkezé oldatok esetében
az elektromosan feltoltott anyag 1ép ki a csepp fel-
szinérdl. Egyszerre tobb szal is képzddhet, amelyek
mozgasuk sordn folyamatosan nyulnak és elvéko-
nyodnak. Adott Osszetételli szal vastagsagat az al-
kalmazott fesziiltség és a kollektorok tavolsaga ha-
tarozza meg, illetve annak a folyadéksugarnak a
stabilitasa, amelybdl keletkezik. A stabilitasért a fo-
lyadék feliileti fesziiltsége, mig a nyujtasért az
elektrosztatikus erdk a felelések. E két paraméter
hanyadosa az un. Rayleigh-féle hasadasi index [23].
Kell8en nagy feliileti fesziiltség esetén nyujtaskor a
folyadéksugar nem szakad el, igy hosszt szalakat
kapunk. A sugar altal megtett it soran az oldoszer
nagyobb része elparolog vagy az olvadék kell6en
lehtil, valamint a toltések is elvezetédnek a levegd
ionizacidja kozben, igy kialakul a szilard forma.
Mivel a parhuzamosan keletkezd szalak azonos tol-
téseket hordoznak, igy taszitasuk révén spiralis pa-
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6. dbra: Elektrosztatikus szdlképzés (electrospinning)
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7. dbra: A — Textilipari olvadékos extrizids szalképzeés [27],
B — Textilipari olvadékos porlasztdsos szdlképzés,
C- Fémipari olvadékos szilképzés [28],
D — Gydgyszerészeti olvadékos szdlképzés [29]

lyat irnak le, egymasba kapaszkodva rendezetlen
szerkezetet hoznak létre. Ez egy fontos jellemzdje
az elektrosztatikus szalképzésnek, hiszen elkertil-
hetetlen a szalak kozotti kapcsolodasi pontok kiala-
kulasa. A kollektoron végeredményként egy szo-
vetszer(i, orientacio nélkiili szalas strukturaju lap-
kat kapunk.

Olvadékos szalképzés (melt spinning)

Az olvadékos szalképzés torténete 1932-ben, a
W.H. Carothers és ]. W. Hill &ltal elGallitott
3-16-w-észter szalakkal kezdddott [24]. Késobb
iivegszalakat [25], majd a bazalt nev(, hazankban
is tobb helyen fellelhetd (pl. Badacsony, Sag, Som-

16, Pécskd, Somoskd) vulkanikus eredetti, foként
macskakdként ismert kézetbdl a szigeteléstechni-
kaban alkalmazott, n. bazaltgyapotot [26] allitot-
tak el6 ezzel az eljarassal. A textiliparban az 50-es
évek 6ta, nem-sz6tt kelmékhez felhasznalt, polie-
tilén-, polipropilén-, poliamid- (pl. Nylon), poliu-
retan- és poliészter-alapu textilszalak eldallitasara
hasznaljak [27,28].

Az olvadékos szalképzési technika a széaraz
szalképzéshez hasonldo modszer, ipari megvalosi-
tasanak sémajat mutatja be a 7. dbra. Ez a leggyak-
rabban textil- és mtanyagiparban alkalmazott el-
rendezés az olvadékos extrazio (hot melt extrusion,
7. dbra-A) egy valtozatanak tekinthet6. A megol-
das lényege, hogy a megfelel6 homérsékletli és
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viszkozitasu olvadékot egy vagy tobb résen prése-
lik at, mikozben a szalak fajlagos feliilete megnd,
igy gyorsan lehtithet6k, megszilardithatok. Az el-
jaras a magyar nyelven kiilon nevet nem viseld
melt blowing technika formajaban is ismert, amely
soran a kis viszkozitastu olvadékbdl nagynyomastu
gazzal alakitjak ki a textilszalakat (7. dbra-B). A 7.
dbra "C” részén a fémfeldolgozd ipar azonos nevi
eljarasanak vazlata lathato, ez a technika a fémek
és fémkeverékek olvadékainak gyors lehtitésére
szolgal. Az el6z6 technikatdl eltéréen nem csak a
kimeneti kozeget, hanem az olvadékkal kozvetle-
niil érintkezd forgo részt is hitik, igy akar 10”7 K/s
hiitési sebesség is elérhetd. A 7. dbrdn ("D” rész) a
gyogyszeripari felhasznalds szempontjabdl legje-
lentésebb, a hétkoznapi életben vattacukor készi-
tésként ismert eljaras [29] lathatd, ennél a mod-
szernél az alapanyagot egy nagy sebességgel for-
g6, lyukakkal ellatott, flithet6 porgetty(i tartal-
mazza, az olvadékot a centrifugalis er6 préseli ki a
hiitott kozegbe. Bar a modszerek technikai megva-
lositasa jelentsen kiilonbozik, alapelvitk mégis
azonos, a kiindulasi anyagokat megolvasztjak,
majd egy vagy tobb résen keresztiilpréselik. A rés
taloldalan a szélas, forrd anyagot nyujtjak és leh-
tik, a szalak ily modon megszilardulnak, gytjthe-
tévé, tovabb feldolgozhatova valnak. Mivel az ol-
vadékos szalképzés olddszermentes és az oldatos
modszereknél lényegesen nagyobb termelékeny-
séggel valosithatd meg, terméke egy egyszer(
szaritasi lépéssel el6allithato, az eljarast tobb ipar-
agban nagy volumenben alkalmazzak.

Az olvadékos szalképzési technika gydgyszer-
ipari alkalmazasi jelenleg még igen kis jelentdségti
a mas, oldékonysdgot, illetve oldodasi sebességet
fokozo technoldgiak mellett. Bar mar tobb tudoma-
nyos cikk [33] és szabadalom sziiletett [34, 35] po-
tencidlis gyogyszerészeti segédanyagok ,vattacu-
korra” alakitasara, jelenleg csak egyetlen ilyen tech-
nikaval késziilt termékcsalad van forgalomban, a
200 mg ibuprofént folyadék nélkiil bevehetd forma-
ban tartalmaz6 Nurofen® Meltlet (Biovail Corpora-
tion, jelenleg a Reckitt Benckiser terméke) [36].

Emulzios szalképzés (emulsion spinning)

Bar az oldatos és az olvadékos szalképzési techni-
kak egész csaladja all rendelkezésre, mégis van-
nak olyan rosszul oldédo6 és magas olvaddspontt
polimerek, amelyek egyik hagyomanyos mod-
szerrel sem dolgozhatoak fel. Ilyen polimer példa-
ul a Roy J. Plunkett altal 1938-ban eléallitott, mara
vilagszerte ismert politetrafluor-etilén, a Teflon®

(DuPont [37]). A Teflon, amely alkalmazasanak el-
terjedését annak koszonheti, hogy hidroféb és
lipoféb egyszerre, sem vizben, sem szerves oldo-
szerekben nem oldodik. Mivel nincs olddszere,
perfluorooktansavval emulzids rendszert készite-
nek beldle, amelybdl mar eléallithato szalas struk-
tura (Gore-Tex®, 1958). A teflonszalak ma is a sza-
badidd-, technikai- és katonai-ruhdazat fontos ele-
mei, Ujabb fajtaik mar tartosan vizalloak, szélallo-
ak, ugyanakkor remekiil szell6znek, igy a teflon-
szalak gyartasara és forgalmazasara 1958-ban
alapitott Gore cég ma is rajta van az Egyesiilt Alla-
mok legnagyobb 200 magankézben 1évé cégének
listajan (2012-ben 132. helyezett volt [38]).

Szintén emulzids technikakkal Aallithatok eld
olyan oldhatatlan anyagok szalai, mint példaul a
keramiaké. Az alapanyag szuszpenziojabdl
vizoldékony, éghetd polimert keverve keverékszal
készithetd. A szalbdl a segéd polimert ezutan
hékezelik (pl. elégetik), igy a szerves polimer elta-
volithato, csak a keramiaszal marad vissza [39].

Szalas rendszerti gyogyszerformak el6allitasa
A szdl, mint hatéanyag tdroldsdra alkalmas struktiira

Joggal mertiil fel az a kérdés, hogy vajon a szalak
milyen médon képesek hatéanyagot tarolni. A ki-
alakuld rendszert makro- és mikroszerkezet sze-
rint lehet gorcs6é ala venni. Globalis értelemben
véve makroszerkezet alatt a szdlak kozotti elren-
dezbdést (8. dbra) és az ebbdl kovetkezo fizikai-ké-
miai tulajdonsagokat, mig mikroszerkezet alatt az
egy szalon beliili inter- és intramolekularis viszo-
nyokat és az ebbdl szarmazo fizikai-kémia tulaj-
donsagokat értjiikk, amelyek természetesen atfe-
désben vannak egymassal. A kialakuld struktarat
jelent6sen befolydsolja az eléallitas maddja (elektro-
sztatikus-, rotacids-, pneumatikus szalképzés stb.),
koriilményei (koncentracio, halmazallapot, ho-
mérséklet, fesziiltség, fordulatszam) és a felhasz-
nalt alapanyag kémiai mindsége (polivinil-
pirrolidon, politejsav, polietilénoxid). Barmilyen
kiindulasi fazisrdl is legyen sz6, a 1étrejové szalak
a hatéanyagot molekuldris szinten eloszlatva tar-
talmazzak, szilard diszperzids rendszerek. A ha-
téanyag tarolasat nem csupan a kialakult mikro-
szerkezet teszi lehet6vé, hanem a makroszkopikus
értelemben vett valamely tipusu feliileti adhézio
is. E rendszerek alkalmazasa teriiletén egy eldre-
mutatd lehetdség olyan nanoszalas készitmények
eléallitasa, amelyek részben feliileten kotott pep-
tid alapt hatdanyagot tartalmaznak [40].
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Kapszula

Mikronizalds utdn a szalak
onmagukban vagy mas se-
gédanyagokkal keverve kii-
16nb6z6 méretii és kémiai mi-
ndségli kapszuldkba is tolthe-
ték. Ebben az esetben a leg-
fébb elény szintén a gyors ha-
toanyag leadds. A hatéanyag
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8. dbra: A — Nano- és mikroszdlak optikai mikroszkdpos felvétele,
B — Nano- és mikroszdlak pdsztizo elektronmikroszkdpos felvétele

felszabaduldsat elsé lépésben
a kapszula szétesése befolya-
solja, ami anyagonként és ké-

A szdl, mint intermedier

Az intermedier vagy koztitermék leginkabb a
preparativ szerves kémidbdl ismert Kkifejezés.
Keletkezhet in situ modon, tehat egy megszaki-
tds nélkiili folyamat kozbensé termékeként
vagy stabil anyag formajaban, amely térben és
idében egyarant jol elkiilonithet6 és tovabbala-
kitasa fiiggetlen az el6zményektdl. Gydgyszer-
technologiai szempontbdl a hatéanyagtartalmut
szalak ez utdbbi kategdriaba sorolhatdk, hiszen
a szalas strukttra egy késdbbi gyogyszerforma
része.

Tabletta

Egyik lehetséges gydgyszerforma, amely a hato-
anyagot nano- és mikroszalba zarva tartalmazza,
a tabletta. Ahhoz azonban, hogy a készitményt
standardizalt modon lehessen el6allitani, az
alapanyagként szolgdld szalakat egységes méret-
ben, mennyiségben, valamint homogén eloszlas-
ban kell a rendszerbe vinni. Erre a legmegfele-
16bb modszer a mikronizalas (6rlés), amely soran
a hosszt szalakbol mm-es hosszuisagu darabok
keletkeznek. Az igy kapott intermediert mar
konnyedén és reprodukalhaté moédon lehet ho-
mogenizalni mas tablettazasi segédanyagokkal,
kozvetlen préseléses porkeverékké alakitva a
rossz folyasi tulajdonsagu szalakat. A szalas
struktara legfébb el6nye, hogy rosszul oldédo
hatéanyagok amorfizalasa és a fajlagos feliileté-
nek novelése révén javitja azok oldhatosagat,
egyes vizoldhaté polimerekkel extrém nagy ol-
dodasi sebességet kolcsonozve a terapids rend-
szernek. Lehet6ség van a tapcsatorna kiilonb6z6
részein biztositani a gyors szétesést és felszivo-
dast, attdl fliggden, hogy milyen felszivodasi ab-
lakot kivanunk megcélozni.

miai kornyezetenként valto-
zik. Tovabbi segédanyagok hozzdadasaval a
mikroszalak folyasi tulajdonsagai jobba, nedvese-
dése egyenletesebbé tehet6. Amennyiben a kap-
szulatok duzzadasa kovetkeztében bejutott ned-
vesség a szétesésnél hamarabb képes egységes fa-
zist l1étrehozni annak belsejében, gy a kioldodas
egyenletesebbé valhat.

A szdl, mint végtermék

Eddig a szalak kozvetett felhasznaldsi mddjainak
lehetdségérdl esett szo6. Bizonyos esetekben vi-
szont az el6allitas sordn nyert forma is felhasznal-
hato terapias célokra anélkiil, hogy azt tovabbala-
kitva egy Osszetettebb rendszer integralt elemévé
tennénk.

Nano- és mikroszalas szovet

Az elektrosztatikus, rotacids és pneumatikus szal-
képzési eljarasok a legalkalmasabbak ilyen jellegti
készitmények gyartasdra, hiszen mindharom
modszer esetében gyftjtheték ugy a szalak, hogy
azok végiil vékony, rendezetlen szalstrukturaju
(Gn. nem-sz6tt) réteg formdjaban levalaszthatok a
kollektor feliiletérdl. Ezekbdl a rétegekbdl nem
invaziv (sériilést nem okozd), sebek kezelésére
szolgald, mull-lapszer(i sebfed6 rendszerek allit-
hatdk el [41, 42]. A hordozé polimerek lehetnek
onmagukban is antibakteridlis hatastiak [43, 44]
vagy tartalmazhatnak valamilyen baktérium-elle-
nes hatdanyagot [45, 46]. A szalak mechanikai tu-
lajdonsagaitodl fiiggden a lapkak onalléan vagy se-
gédhordozo rendszerrel egyiitt alkalmazhatok. A
sebkezeld rendszereknél fontos megkiilonboztetni
a biodegradabilis (szervezetben lebomld) polime-
reket azoktdl, amelyek csak biokompatibilisek, te-
héat a szervezet szamara tolerdlhatok, de nem le-
bonthatok. Egyes polimerek (pl. a poli-vinilpir-
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rolidon-szarmazékok vagy az alginatok) képesek
a seb nedvességtartalmanak megkdotésére is, hid-
rogéllé alakulnak, majd a seb begyogyulasaval ki-
szaradnak és leperegnek a gyogyult borfeliiletrdl.
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