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1. Roviditések jegyzéke

d — dublett

D1 - L. tipust jédtironin-dejodindz enzim

DIT- dijédtirozin

DSS - 3-trimetil-1-propanszulfonsav

HRMS — nagy felbontast tomegspektrométer
HSA — humén szérum albumin

LAT — L-tipusti aminosav transzporter

m - multiplett

MCT - monokarboxilat transzporter

MIT- monojédtirozin

MMFF — Merck Molecular Force Field

NMR — Magneses magrezonancia spektroszkdpia
NTCP - Na'-taurokolat kotranszporter polipeptid
OATP - Na'" fiiggetlen organikus anion polipeptid
OPLS - Optimized Potentials for Liquid Simulation
PDB — Protein Data Bank

s —szingulett

rT3 — reverz liotironin

T4 —tiroxin
T3 — liotironin
Tyr —tirozin

TBG - tiroxinkoto fehérje

TTR — transztiretin

TSH — tireoid-stimulalé hormon

TRH - thyreotropin-felszabadité hormon
TR — pajzsmirigyhormon receptor

TOF- time-of-flight (repiilési id6 analizator)
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2. Bevezetés (irodalmi hattér)

A bio- és gyogyszermolekulak specifikus reakciokban vesznek részt a szervezetben. Az
ilyen reakciok egy része csak akkor megy végbe, ha a részecskék megfeleld
mikroszkopikus protonaltsagi, konformaciés allapotban vannak. Ezen részecskék
koncentracioja és a kapcsolodod egyensulyi allandok a mikrospeciacid segitségével
hatarozhatoak meg. Az egyes mikrorészecskék nehezen megfoghatd kémiai entitasok.
Allandé egymasba valé atalakulasuk miatt atlagos egyedi élettartalmuk
ezredmasodperces nagysagrendbe esik, emiatt semmilyen ma ismert elvalasztas-
technikai modszerrel nem kiilonithetéek el egymastol. Ennek ellenére egyedi fizikai-
kémiai paraméterekkel jellemezhetéek, a biologiai folyamatokban sajat, o6nallo
formaban vesznek részt. A protonaltsagi izomerek (pl.: az aminosavak ikerionos €S
toltésmentes formai) csak abban kiilonboznek egymastol, hogy a kotdtt protont eltérd
béaziscentrumon hordozzak, biologiai szerepilk mégis eltérd. Altalanossagban a
membranon  keresztiili  transzportfolyamatokban a  toltésmentes, mig a
receptorkotddésben az ikerionos forma vesz részt. A mikroszkopikus egyensulyi és
kinetikai paraméterek ismerete alapvetd a biokémiai ¢és analitikai folyamatok
molekularis szintli megértéséhez ¢és természetesen a biologiai koros folyamatok terdpias

befolyasolasahoz [1-3].

A legfontosabb pajzsmirigyhormonok a tiroxin (T4), liotironin (T3) és a reverz
liotironin (rT3). A vegyliletek a pajzsmirigyben a tirozin (Tyr) jodozéasa utan
monojodtirozin  (MIT) és dijodtirozin  (DIT) molekuldak 6sszekapcsolodasaval
keletkeznek. A pajzsmirigyhormonok élettani hatasa régota ismert. Teljes hianyuk az
¢lettel  Osszeegyeztethetetlen. Fontos  szerepet  jatszanak a  szervezet
energiaszabalyozasaban, valamint a megfelelé idegrendszeri funkciok kialakitasaban
[4]. Részben a molekulak rossz vizoldhatdsaga miatt azonban a vegyiiletek fizikai —
kémiai jellemzése alulreprezentalt az irodalomban, annak ellenére, hogy ez
elengedhetetlen a terdpias hatds molekularis szinti megismeréséhez, az egyes
gyogyszervegyliletek  farmakokinetikai és farmakodindmias jellemzéséhez. A
gyogyszermolekulak szervezetbeni sorsat befolyasoljak kiilsé tényezok, mint a kozeg
pH-ja vagy homérséklete, illetve bels6 paraméterek, mint a molekulaszerkezet,

lipofilitas és ionizacid. Az utobbit kiilonbozo sav-bazis paraméterekkel jellemezhet;iik.
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A protonaldédasi makroallandok a molekula egészét jellemzik, az egyedi funkcios
csoportok sav-bazis karakterérdl a protonalddasi mikroallandok adnak informaciot. A
protonalodasi allandok segitségével kiszamithatd, hogy egy adott biologiai kozegre
jellemzé pH-n milyen mértékben fordul eld egy vegyiilet kiilonbozéd mértékben
protonalt formaja. Ezaltal elére jelezhetd, hogy a molekula a szervezet mely
kompartmentjébdl fog legnagyobb valoszinliséggel felszivodni. A receptorhoz vald
kotédést az biztositja, ha a ligandum farmakofor csoportjai és ezek ionizacids allapotai
komplementer médon megfelelnek a receptor kot6hely aminosav oldallancainak és ezek
ionizacios allapotanak. EgQy receptor — ligand ko6tédés is csoportspecifikus bazicitas

adatok ismeretében eredményesebben tanulmanyozhato [1].

A gyogyszermolekuldk membranon val6 atjutasi képességének becslésében a lipofilitas
jatszik donté szerepet, amelyet a gyogyszerészetben leggyakrabban az oktanol/viz
megoszlasi hanyadossal szamszerlisitenek. Ez a paraméter a szerkezet-hatas
Osszefliggések tanulmanyozasaban is kozponti helyen all [5]. Nyilvanvalod, hogy a
membranokon torténd penetracidé a semleges, tOltés nélkiili részecskének a
legkedvez6bb. Azonban, ha a semleges részecske részaranya a szervezet egy adott
kompartmentjében, egy adott pH-n, elhanyagolhaté mas mikrorészecskéhez viszonyitva,
konnyen el6fordulhat, hogy a molekula bruttd lipofilitdisahoz nem a toltés-mentes
részecske hozzdjaruldsa lesz a legnagyobb. Emiatt sziikséges az egyes egyedi
mikrorészecskék lipofilitdsanak ismerete is, ami altal a molekuldk membranon

keresztiili transzportja szubmolekularis szinten is tanulmanyozhatova valik.

A pajzsmirigyhormonok  részecske-specifikus  sav-bazis  paramétereinek  és
lipofilitdsuknak jellemzése hozz4jarulhat a vegyliletek élettani ¢és biokémiai
tulajdonsaganak jobb megértéséhez, illetve lehet6ség nyilik a szerkezet-hatas

Osszefiiggések pontosabb felderitésével U gyogyszermolekuldk tervezésére is.
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Az irodalmi Osszefoglalas els@ részében a dolgozat alapjaul szolgald
pajzsmirigyhormonok  biokémiai és élettani tulajdonsagat foglaljuk  Ossze.
Részletesebben foglalkozunk a vegyiiletek bioszintézisével, transzportfolyamataival és
receptorkotodésével, illetve e folyamatok protonaltsagi allapottol valo fiiggésével.
hatas 0sszefliggéseket. Majd két 6nallo fejezetben foglaljuk 6ssze a makroszkopikus és
csoportspecifikus (mikroszkopikus) protonalodasi egyensulyok vizsgalatat, illetve a

lipofilitassal kapcsolatos eddigi fontosabb irodalmi elézményeket.

2.1 Pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik
2.1.1 Pajzsmirigyhormonok torténete, attekintés

Mar az 6korban ismert volt, hogy a tengeri hinar megfelelé gyogyszer lehet a jodhiany
miatt kialakuld pajzsmirigy alulmiikodés, golyva kezelésére (annak magas jodidtartalma
miatt). Az 1800-as években ismerté valt, hogy a pajzsmirigynek a kreténizmus
kialakuldsdhoz koze lehet. Ebben az iddszakban kezdték el kezelni a pajzsmirigy
hianyos muikodése kovetkeztében 1étrejovo tiineteket vagohidakrol szarmazd széritott

pajzsmirigyporral [6].

A pajzsmirigybdl az elsd hormont, a T4-t 1914-ben Kendall izolalta. O még a vegyiilet
Osszegképletét hibasan hatarozta meg [7,8]. A pontos Osszegképlet 1927-ben lett ismert
Harrington munkaja nyoman, aki megoldotta a vegyiilet elsé szintézisét is [9,10].
Késébb tovabbi pajzsmirigyhormonok felfedezése is megtortént [11], és nyilvanvalova
valt, hogy a biologiai hatast a T3 fejti ki [12]. A pajzsmirigyhormonok és biologiai

eldanyagainak szerkezetét az 1. dbra foglalja 6ssze.
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1. abra A pajzsmirigyhormonok ¢és elGanyagainak konstiticiés szerkezete, neve és

roviditése

A vegyiiletek sajatsaga a kovalensen kotott jod, mely emberi szervezetben mas
vegyiiletekben nem fordul eld. A pajzsmirigyhormonok egymadstdl a jodok szdmaban
és/vagy kotési helyében kiillonboznek, amely okozoja a vegyiiletek eltérd fizikai-kémiai
tulajdonsagainak, és felelGs élettani, biokémia szerepiik eltéréséért is. Az eddigi kozel
100 éves kutatomunka eredményeképpen a vegyliletek (pato)fizioldgias funkcidirdl igen
sokat tudunk. A pajzsmirigyhormonok felelések a szervezet szoveteinek optimalis
novekedéséért, fejlodéséért, és fenntartasaért [4,13]. A  pajzsmirigyhormonok
alultermelddése illetve taltermeldédése egyarant stlyos betegségek okozoja [14,15]. A
pajzsmirigyhormonok nagyon Osszetett, tobb szervrendszerre kiterjedd hatdsa sokaig
nehezen volt magyarazhatd. Tata és munkatarsai kutatdsa soran valt biztossd, hogy a
pajzsmirigyhormonok valamennyi hatasanak alapja a génatiras szabalyozasa, vagyis az
egyes fehérjék szintézisének fokozasa, mas fehérjék szintézisének gatlasa [16]. Késobb
az intracellularis pajzsmirigyhormon-receptor felfedezésével tisztazodott az is, hogy a
hatas receptoralis [17,18]. Ez idaig két pajzsmirigyhormon-receptor (TR) izoforma
(TRa és TRP) elkiilonitése sikeriilt [19]. Ma mar ismerjiik a receptorokat kodold

géneket, és a pajzsmirigyhormon bioszintézisének szabalyozasaban résztvevo
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hipotalamusz-adenohipofizis tengely szerepét is [20]. Az egyre részletesebb biokémiai
ismeretek ellenére sem all 0ssze azonban olyan koherens kép, amellyel meg lehetne
magyarazni a pajzsmirigyhormonoknak a fejlédésre, az egyes szervekre ill. az egész
szervezetre kifejtett hatasait [7]. Tovabba hidba ismert a pajzsmirigyhormon receptorok
pontos szerkezete, az intenziv gyogyszerkutatas ellenére Sem kertiltek forgalomba olyan
gyogyszervegyiiletek, amelyek pajzsmirigyhormon-receptor altipushoz szelektiven
kotédnének. Ezek a példdk is ravilagitanak arra, hogy sziikség van a
pajzsmirigyhormonok tovabbi vizsgalatara ahhoz, hogy a vegyiiletek biokémiai szerepét
szubmolekularis szinten tanulmanyozhassuk ¢és ezeket az 1 ismereteket

felhasznalhassuk akar 11j, potencialis gyogyszervegyiiletek eldallitasara is.

2.1.2 Pajzsmirigyhormonok bioszintézise

A pajzsmirigyhormonok bioszintézise a pajzsmirigyben folyik, amely egy kétlebenyti,
belsd elvalasztasu mirigy a pajzsporc és a 1égcsé két oldalan. A pajzsmirigy tomege
felndtt emberben 15-25 gramm kozott van és egészséges allapotban nem valtozik. A
pajzsmirigy két kiilonb6zé hormont termel. A folliculus hamsejtek (pajzsmirigytiiszok)
felelések a jodtartalma pajzsmirigyhormonoknak, a tiroxinnak és a liotironinnak az
eldallitasaért, tarolasaért és leadasaeért. A parafollicularis sejtek vagy mas néven C-
sejtek a kalcitonin szekrécioért feleldsek, amely egy peptid-tipusi hormon és a

szervezet kalcium szint szabalyozasaban jatszik szerepet [21].

A pajzsmirigyhormonok bioszintézise harom 6 1épésbol all: jodidfelvételbdl, a felvett

jodid kovalens kotésbe keriilésébdl, majd egy fehérjelancon a keletkez6 jodozott tirozin

c gy

2. 4bra foglalja 0ssze.
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‘ Tiroid follikulus

Oxidicio

Jodozas

2. abra A pajzsmirigyhormonok bioszintézisének f6 Iépései (Forras: [22]

ujraszerkesztve)

A kovetkezO részben e mechanizmusokat tekintjiikk at, hangstlyozva a bioszintézis pH

fliggését is.

2.1.2.1 A pajzsmirigy jodidfelvétele

A jodot jodid formdjaban veszi fel a szervezet a taplalékbol és az ivovizbdl. Eurdpa
nagy része, igy Magyarorszag is jodhianyos teriiletnek szamit. A WHO ajanlasa alapjan
a felndttek napi jodsziikséglete 150 pg, ami varanddssag és szoptatds alatt
masfélszeresére n6 [23]. Az elégtelen jodbevitel miatt a pajzsmirigy alulmiikodése miatt
gyerekkorban kreténizmus, felndttkorban mixddéma, strima, hipotire6zis alakulhat ki.
Az endémias golyva és kreténizmus a vilag szamos orszagaban népbetegségnek szamit,
emberek millidit érintve. A taplalékbol bevitt jodid jol felszivodik a bélcsatornabol,
majd a vérkeringéssel jut a folliculusokhoz. E sejtek bazéalis membranja tartalmazza azt
a jodidtranszportrendszert, melynek segitségével a jodid belép a sejtbe (2. abra) [24]. A
transzportrendszer Na* - K* pumpabdl és Na'-jodid kotranszportbol all. A transzport

hatasara a pajzsmirigyben a jéd 30-szoros koncentracionovekedése kovetkezik be. A
10
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sejtekbe bejutott jod ezutan kovalens kotésbe keriil, korlatozva a koncentraciogradiens
tovabbi emelkedését. Tazebay és mtsai. kimutattak, hogy a jodid transzportrendszer a
human mellrdk mintdk tobb mint 80%-aban expresszalodik, mig egészséges sejtekben
nem fordul eld. A felfedezés nagyban segitheti a mellrak diagnosztikajat [25]. Bizonyos
szervetlen anionok - perklorat, tiocianat - a jodidhoz hasonld6 méretiik miatt a
jodidtranszport kompetitiv =~ gatloszerei. Egyes novények, példaul kiilonb6zo
kaposztafélék tartalmaznak tiocianatot, illetve Afrikdban a hagyomdanyos ételkészitési
modok a tiocianat-tartalmat annyira megnovelhetik, hogy az elégtelen jodidfelvételhez

és a pajzsmirigy-alulmiikodéshez vezethet [26].

2.1.2.2 A jodozasi reakcio, a tironinvaz kialakuldsa és a folyamat pH fiiggése

A jodid szerves kotésbe keriilése a folliculusok lumenében torténik, egy erdsen
glikozilalt fehérje, a tireoglobulin, megfeleld tirozin oldallancain [27]. Az egyes
tirozinegységek jodozasahoz el6szor az inert jodidionoknak reakcidképes szabad
gyokkeé kell alakulnia. Ezt a pajzsmirigy peroxidaz enzim végzi, elektronakceptorként
hidrogén-peroxidot hasznédlva. A jodozas soran a tirozin oldallanc szubsztitucidjaval
MIT, majd tovabbi jodozassal DIT keletkezhet. Ezt a Iépést kdveti egy szintén
peroxidaz-fiiggd folyamat, a jodtirozinok &sszekapcsolodasa, amivel jodtironin
vegyliletek alakulnak ki. A tireoglobulin lanc két kozeli jodozott tirozinja koziil az
egyikben felbomlik a fenil gytir(i és az alanin-jellegli molekularész kozti kotés, majd az
aromas gylrli éterkotéssel kapcsolodik a peptidlanc maésik jodozott tirozinjdhoz. A
pajzsmirigyben ennek megfelelden két DIT molekulabol képz6dd T4, vagy DIT és MIT
egységbol felépiildé T3, vagy rT3 szintetizalddik, illetve keletkezhet két MIT-bol
felépiilé 3,3’ dijodtironin is (T2) (1. abra). Miutan a tireoglobulinon megtortént az
eléanyagok kondenzacidja pajzsmirigyhormonokka, a tireoglobulin hidrolizal, a T4 és a

T3 kijut a véraramba (2. abra) [28,29].

A pajzsmirigy talmiikodés esetén hasznalt gyogyszerek egy része a peroxidaz enzim
miikodésének gatlasaval, vagyis a jodbeépililés megakadalyozasaval hat. Ilyen
vegyiiletek a kéntartalmu tiouracil- és merkaptoimidazol-szarmazékok, mint a

propiltiouracil, karbimazol és a tiamazol.
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A pajzsmirigy hormonszekrécidjanak intenzitdsa  viszonylag allando. A
pajzsmirigyhormonok szintézisét ¢és szekrécigjat a hipotalamusz-adenohipofizis
rendszer szabalyozza. A hipofizis hormonja a tireoid-stimulalé hormon (TSH) a
pajzsmirigyhormonok termelését tobb 1épésben, a jodfelvétel és a jodbeépiilés
novelésével és a tireoglobulin proteolizisének serkentése révén befolydsolja. A TSH
mennyiségét a hipotalamusz minddssze 3 aminosavbol allo trophormonja a tireotropin-

felszabaditdo hormon (TRH) szabdlyozza a periférias hormonmennyiség fiiggvényében

[20].

Taurog és Dorris tanulmanyozta a pajzsmirigy peroxidaz és mas peroxidaz enzimek
aktivitdsanak pH fiiggését a tireoglobulin tirozin oldalldncainak jodozasaval, illetve a
dijodtirozin molekuldk kondenzacidjanak vizsgalataval [30]. A kisérletekbol
megallapithatd, hogy a pajzsmirigy peroxidaz miikodésének optimumat 6,5-es pH-n éri
el. Savasabb pH-n a pajzsmirigy peroxidaz altal katalizalt folyamatok alig jatszodnak le.
Ezen vizsgalatokbdl latszik, hogy mind a tireoglobulin jédozédsa, mind az eléanyagok
kondenzacidja pajzsmirigyhormonokka pH fiiggd folyamat. Ez az allitds képezte az
alapjat de Vijlder és den Hartog munkdjanak, akik az el6anyagok kondenzacids
folyamatanak pH-fiiggését vizsgaltak, illetve azt, hogy a prekurzorok fenolatjanak
protonaltsagi allapota hogyan befolyasolja a pajzsmirigyhormonok bioszintézisét [31].
A szerzok leirjak, hogy a T4 képzddésének pH-fliggése megfeleltethetd a DIT fenolos
hidroxilcsoportjanak proton disszociacios gorbéjének. pH 6,3 értéknél, ahol a DIT
fenolos hidroxilcsoportja 50%-ban deprotonalt formaban talalhat6, a T4 képzddés
mennyisége a maximalis T4 képzddés értékének a fele. Hasonldo megfigyelés tehetd a
két MIT-bol felépiild T2 esetén is, ennél a molekulanal a MIT fenolos hidroxiljanak
protonaltsaga befolyasolja a bioszintézist. A T3 és az r'T3 képzodés pH-fiiggésebdl azt
allapitottak meg, hogy a két eldanyag koziil annak a fenolatnak a protonalodasi
allandgja befolyasolja jobban a bioszintézist, amelybdl a hormon ,,belsé¢” gyliriije (az
aminosav oldallanchoz kapcsolodd) jon létre. Feltehetdleg gyokds mechanizmusu
bioszintézis miatt a kiilsé gylirli ionizacids allapota is szerepet jatszik a bioszintézisben.
Ezt az allitast bizonyitja, hogy T2 képzdédést pH 6-0on nem lehet észlelni. Ugyanezen
pH-n rT3 viszont képzddik, annak ellenére, hogy e két vegyiilet belsé gyliriije azonos. A
kisérletek azt mutattdk, hogy az eldanyagok anionos, deprotondlt fenolos

hidroxilcsoportja sziikséges a pajzsmirigyhormonok bioszintéziséhez, vagyis a
12
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molekularis szintli értelmezéséhez. A pajzsmirigyben a szintetizaldoddo T4 mennyisége
naponta 70 - 100 pg, mig a T3 mennyiség 6-8 pg [28,32], vagyis a két DIT molekulabdl
képz6do T4 szintetizalodik nagyobb mennyiségben, amelynek egyik magyarazata lehet
az eléanyagok fenolatjanak eltérd ionizacids allapota a vér pH-jan, ugyanis itt a DIT
molekuldk fenolos OH-janak nagy része deprotondlt, mig a MIT esetén protonalt

allapotban van.

2.1.2.4 Periférias szovetek dejodinaldsi reakcioi

A pajzsmirigyhormonok koziil a T3 az aktiv hormon, a T4 a T3 prekurzoranak
tekinthet6. A T3 nagyobbrészt a T4 periférias metabolizmusaval keletkezik enzimatikus
uton jodvesztéssel. Ezt a folyamatot jodtironin-dejodinaz enzimek végzik. A
szervezetben harom kiilonb6z6 tipust jodtironin-dejodinaz enzim (D1, D2, D3)
miikodik, amelyek a T3 kialakitasa mellett a T4 inaktivalasaban is szerepet jatszanak.
Az inaktivalasi folyamat részeként T4-bol rT3 illetve kiillonbozd dijodtironin molekulak
keletkeznek [33]. Az inaktiv dejodinalt metabolitok ezutan a majban metabolizalédnak
¢és glikuronsavval torténd konjugalédas utdn az epével iriilnek. A 3. dbran a f6
jodtironinok szelenojodindzok altali aktivalasanak illetve inaktivalasanak Iépéseit

abrazoltuk.

Az 1. tipusu jodtironin-dejodinaz enzim (D1) sajatossaga, hogy aktiv centrumaban
szelenociszteint tartalmaz, igy szelénhianyban az enzim mikodésképtelen, aminek

kovetkeztében a lecsokkent T3 szint hipotiredzis tiineteit okozhatja [34,35].

A hipertiredzisban hasznalt tiouracil szdrmazék propiltiouracil a peroxiddaz enzim
miikodése mellett az 1. tipusa jodtironin-dejodindz enzimet is gatolja, csokkentve ezzel

az aktiv hormon mennyiségét.
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3. abra Pajzsmirigyhormonok szelenojodinazok altali aktivalasa és inaktivalasa. (Forras

[33] ujraszerkesztve)

2.1.3 Pajzsmirigyhormonok szallitasa a vérben

A jodtironin vegyiiletek erdsen hidrofob karaktere miatt a vegytiletek tobb mint 99%-a
fehérjéhez kotott allapotban van. A pajzsmirigyhormon hatast csak a szabad, nem kotott
forma tudja kivaltani. A fehérjekotédés jelent6sége, hogy a pajzsmirigyben
szintetizalodo T4/T3 nem tril ki a vesén keresztiil, nehezebben inaktivalodik, masrészt
ez stabilizdlja a hormonszinteket, a plazma pajzsmirigyhormon szintjében csak
minimalis ingadozds van. Részben a fehérjekotddésnek koszonhetdé az is, hogy a
kiviilrél gyogyszeresen bejuttatott T4 hatasa a tartds kotddés miatt lassabban all be, €s

tartdsabban megmarad, biologiai felezési ideje hét nap. A T3 kotddése a
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plazmafehérjékhez valamivel kisebb, hatasa is gyorsabban alakul ki, biologiai felezési

ideje egy nap [37].

A pajzsmirigyhormonok megkdtésében harom plazmafehérje jatszik szerepet: a
tiroxinkoté-globulin (TBG), a transztiretin (TTR) és az albumin (HSA). A harom
pajzsmirigyhormon-ko6té  fehérje legfontosabb tulajdonsagait az |. tablazatban és

részletesen az alabbiakban foglaljuk ossze.

I. tablazat A pajzsmirigyhormonok megkotésében szerepet jatszd plazmafehérjék

legfontosabb tulajdonsagai [6,36]

TBG TTR HSA
Molekulatomeg, kDA 54 55 66,5
Szerkezet monomer tetramer monomer
szénhidrat tartalom % 20 - -
T4/T3 kotohelyek szama 1 2 $Z4mos
koncentracié (mg/l) 16 250 40 ezer

asszociacids konstans 1x10%°(T4)  2x10° (T4)*  1.5x10° (T4)*

1x10° (T3)  1x10°(T3) 2x10° (T3)

T4 és T3 relativ megoszlasa 75 (T4) 20 (T4) 5(T4)
a szérumban, %
75 (T3) <5(T3) 20 (T3)
felezési id6, nap 5** 2 15

* Az adat a magas affinitasu kotohelyre vonatkozik.

#% Osztrogénhormon befolyasolja
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2.1.3.1 Tiroxinkotd fehérje

A specifikus tiroxink6td globulinnak (TBG) a legkisebb a pajzsmirigy-koto kapacitasa,
de nagy affinitdsa miatt a keringd T4, T3 és rT3 legnagyobb részét ez a fehérje szallitja.
Ennek megfeleléen barmilyen valtozas a TBG koncentracioban jelentds kihatassal van a
vér pajzsmirigyhormon szintjére. A fehérjét egyetlen gén kodolja az X kromoszoman, a
majban keletkezik és a majon 4t irtil. Egy jodtironin kotdhellyel rendelkezik, a T4-t
valamivel nagyobb affinitassal koti, mint a T3-t. Ha a kotohely teljesen telitett, a TBG
kortlbeliil 200 pg T4-et szallit literenként. A szabad, tehat bioldgiai hatast kivaltdo T4
koncentraci6 emelkedik, a szabad T4 koncentracié csokkeni fog. A TBG szintézise
hormonalisan szabalyozott. Az dsztrogénhormonok a szintézist fokozzak [37], mig a
tesztoszteronnak ellenkez6, szintéziscsokkenté hatasa van [38]. Igy kiilonboz6 nemi
hormon taltermelédéshez kapcsolodd betegségben, terhességben és nagyobb Osztrogén
mennyiséget tartalmazo fogamzasgatlok alkalmazasa esetén a TBG szintnek, és ezzel a

pajzsmirigyhormonok szintjének kedvezdtlen valtozasara is szamitani kell.

2.1.3.2 Transztiretin

A transztiretint (TTR-t) a korabbi irodalmak tiroxink6t6 prealbuminnak nevezték, mivel
ez a fehérje az elektroforézises géleken az albuminnal gyorsabban futott. A transztiretin
egy 55 kDA molekulatomegli homotetramer, amely a majban €s a plexus choroideusban
szintetizalodik és kozvetleniil a véraramba illetve az agy-gerincveldi folyadékba iril,
amely utdbbiban a 6 tiroxinkotd fehérjének szadmit. A TTR affinitdsa kisebb a
pajzsmirigyhormonokhoz mint a TBG-hez, ennek megfelelden disszociaciojuk
gyorsabb a fehérjérdl, és igy a T4 és T3 azonnali, gyors szallitasaért felel a
szervezetben. A transztiretin felezési ideje minddsszesen két nap, ezért szintézisének
gyors csOkkenése (mely létrejohet kiillonb6z6 majbetegségekben vagy cisztas
ellenére mindez a szabad keringd pajzsmirigyhormon koncentraciot csak csekély

mértékben befolyasolja, mivel a TTR kisebb mértékben felelds a pajzsmirigyhormonok

megkotéséért [39].

16



DOI:10.14753/SE.2014.1796

2.1.3.3 Human szérum albumin

Az albumin nem specifikusan koti a pajzsmirigyhormonokat, de magas szérum
koncentracioja miatt kapacitasa nagy, igy felelés a T4 mintegy 5%-anak megkotéséért.
Az albuminhoz ezen kiviil szamos bio- és gyogyszermolekula is kotodik. Az albumin

szintjének valtozasa nincs hatassal a szérum szabad pajzsmirigyhormon szintjére [40].

2.1.3.4 A szallitofehérjékhez valo kotodes pH-fliggése

Az ionizéalhato6 vegyiiletek fehérjékhez kotddése pH-fiiggd folyamat, hiszen ahhoz, hogy
a kotodés 1étrejojjon, a molekula megfeleld ionizaltsagi allapota sziikséges. Emiatt a
pajzsmirigyhormonok szallitofehérjékhez vald kotddését is befolyasolja mind a fehérje,
mind a ligandum ionizaltsagi allapota. A folyamat jelentdségének megfeleléen tobben,
tobb technikaval is vizsgaltadk a T4 és T3 szallitofehérjékhez vald kotédésének pH
fliggését. Davis ¢és Gregerman g¢él elektroforézissel vizsgalva a T4 TBG kozti
kolcsonhatas pH fliggését, azt tapasztalta, hogy pH 7,4-en a T4 sokkal jobban kotodik a
fehérjéhez, mint ennél lugosabb kdzegben [41]. Marshall és Pensky evvel szemben azt
allapitotta meg, hogy 1:1 aranyt kotddést feltételezve a T4 affinitasa a TBG-hez pH 6,5
koriil eléri maximumat, és utana konstans lesz, mig pH 6,5 alatt a T4-TBG kolcsonhatas
mértéke csokkeni kezd, és pH 4,2 kortil teljesen megszlnik [42]. Ez a megfigyelés a
szerzOk szerint kétféleképpen magyarazhat6, vagy a T4 fenolatcsoportja jatszik alapvetd
szerepet a kotddésben, vagy a fehérjében egy hisztidin imidazol oldallanc protonaltsagi
allapota befolyasolja a kolcsonhatast. A TBG szerkezetének feltérképezése soran
nyilvanvalova valt, hogy a fehérje aktiv centrumaban nem talalhato hisztidin [43,44],
ami arra utal, hogy a T4 protonaltsagi allapota befolyasolja a kotddést. A 4. abran

lathat6 a TBG kotdzsebe a fontosabb kdlcsonhatasokkal a T4 és a fehérje kozott.
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4, abra T4 kotédése a TBG-hez. (Forras [44]).

Az abran lathatd, hogy a fenolatcsoport a fehérjében egy argininnel (Arg381) tud
kolcsonhatast kialakitani, aminek guanidinium csoportja fiziologias pH-n protonalt
allapotban van, igy ez a csoport az anionos allapotu fenolattal (-O°) kedvezd
elektrosztatikai kolcsonhatast képes kialakitani, ami magyarazza a T4-nek a TBG-hez

valo kotddésének pH fliggését.

A T4 ¢és analdgjai ionizacios allapotainak szerepét a TTR-hez valdo kotédésben
szamitogépes modszerrel Natesan ¢és mitsai. tanulmanyoztdk molekulamechanikai
modszerekkel (MS-MM CoMFA) [45]. A szerz6k a molekulak tobbféle ionizaltsagi
allapotat, tobbféle orientdcioban TTR-hez dokkolva vizsgaltdk az egyes csoportok
részecske-specifikus protonaltsagi allapotanak szerepét a molekuléris felismerésben.
Megallapitottdk, hogy a mig a kotddési affinitds értékeket a protonélt aminocsoport
jelenléte rontja, addig fenolat (O°) javitja, amely Osszhangban all bizonyos kisérleti

megfigyelésekkel is [46,47].
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2.1.4 Pajzsmirigyhormonok membrantranszportja

Ahhoz, hogy a vegyiiletek hatasukat ki tudjak fejteni, at kell jutniuk biologiai
membranokon. A ma elfogadott elmélet szerint a membran egy alifas oldallanccal is
rendelkez6 foszfolipid molekulak kettésrétegéb6l alld lipidkontinuum, amelybe
integrans membranfehérjék dgyazodnak. Ezek a kettOsrétegek egy polaris fejjel és egy
16-18 szénatom hosszusagu alifas lancbol allo, apolaris labbal rendelkeznek. Igy
elfogadott, hogy a membranon azok a molekuldk képesek athaladni passziv diffuzidval,
energiafelhasznalas nélkiil, melyek poléris és apolaris formaval és ezek kialakitasahoz
sziikséges valtozékonysaggal is rendelkeznek. A pajzsmirigyhormonok szerkezetiikbél
adoddan rendelkeznek ilyen tulajdonsdgokkal és lipofilitdsuk is magas, ezért nem
véletlen, hogy egészen az 1950-es évek elejéig tartotta magat az a nézet, hogy a
célsejtekhez a pajzsmirigyhormonok passziv diffuzioval jutnak el. Az els6é kdzlemény,
amely a pajzsmirigyhormon membrdnon keresztiili transzportjdban ATP, tehat
energiaforras sziikségességét irja le 1954-ben sziiletett [48]. Ebben a munkaban
Christensen és mtsai. KCN-dal gatoltak az ATP szintézist, és azt tapasztaltak, hogy a
pajzsmirigyhormon vart membrantranszportja elmaradt. Mara elfogadott, hogy a
pajzsmirigyhormon membranon valé széllitasa energiafliggd, karrier medialt folyamat.
A témaban tobb Osszefoglalo kozlemény is sziiletett [49-51]. A szallitasban résztvevo
transzportfehérjék felfedezése és (pato)fizioldgias szerepének tisztazasa ma is folyik
[52,53]. A Il. tablazat Osszefoglalja az eddig ismert, fontosabb plazma membran
transzportereket, = amelyek  szerepet  jatszanak a  pajzsmirigyhormonok

membrantranszportjaban.
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Il. tablazat A pajzsmirigyhormonok membrantranszportjaban szerepet jatszd fehérjék

[36,49].
. _ Transzportal6do
Fehérje Gén Kromoszoma Szdveti eloszlas o
pajzsmirigyhormonok*
NTCP SLC10A1 14924.1 maj T4,T3,rT13,T2
OATP1A2 SLCOl1A2 12p12 agy, vese, maj T3, T2, T4,rT3
OATP1B1 SLCO1B1 12p maj T3, T4
OATP1B3 SLCO1B3 12p12 maj T3, T4
OATP1C1 SLCOlC1 12p12.3 agy, cochlea, testis T4,rT3, T3
OATP4A1 SLCO4A1 20013.33 nem szdvetspecifikus T3, T4, rT3
OATP4C1 SLCO4C1 5021.2 vese, mas szerv T3, T4
nem szovetspecifikus,
LAT1 SLC7A5 16024.3 T2,rT3, T3, T4
placenta, daganatok
nem szdvetspecifikus,
LAT2 SLC7AS8 14911.2 T2,rT73, T3, T4
daganatok
agy, maj, vese, sziv,
MCT8 SLC16A2 Xq13.2 T3, T2, T4,rT3

pajzsmirigy

* A hormonok csokkend affinitassorrendben szerepelnek a tablazatban.

A 11. tablazatbol latszik, hogy a pajzsmirigyhormonok transzportjaban a szerves anion

transzporterek és az aminosav transzporterek jatsszak a fo szerepet.

2.1.4.1 Szerves anion transzporter-rendszerek

A szerves anionokat szallitd transzporter-rendszerek koziil a pajzsmirigyhormonoknak

és szulfonalt metabolitjaiknak membran transzportjdban az NTCP (Na'-taurokolat
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kotranszporter polipeptid) és az OATP (Na’ filiggetlen organikus anion polipeptid)
csalad vesz részt. Az NTCP csak a majsejtekben expresszalodik, és f0képp ez végzi a
konjugalt epesavak transzportjat, pl. az enterohepatikus korforgasban. Az OATP-k
szamos vegyiilet transzportjat végzik. A pajzsmirigyhormonok szallitasaban, ebben a
csaladban az egyik legfontosabb és legspecifikusabb szerepet az OATP1C1 jatssza. Ez a
karrierfehérje foleg az agyban és a here Leydig sejtjeiben expresszalodik, és komoly
szerepet jatszik e szervek megfeleld pajzsmirigyhormon-szintjének kialakitasaban
[54,55]. A megfelel pajzsmirigyszint alapvetd fontossagu egyrészt az agy idéaranyos
fejlodéséért, masrészt a Leydig sejtek ndvekedéséért, differencialodasaért, tehat
Osszességében a tesztoszteron bioszintéziséért. Szdmos OATP-t mutattak ki egyéb
szovetekben is, szereplik még nem teljesen tisztazott, de Kiterjedt el6fordulasuk miatt

szerepiik valdsziniileg kevéssé szervspecifikus.

2.1.4.2 Aminosav transzporter-rendszerek

A pajzsmirigyhormonok jodozott tirozin egységekbdl épiilnek fel, igy membranon valo
atjutasukban az aminosav transzporterek, kiilondsen az L- és T- tipustiak jatszanak
szerepet. Szamos szervben megtalalhatok [56], kiemelendé a szerepiik a placentaban,
ahol elsésorban a LAT-1 transzporter felelds a megfeleld pajzsmirigyhormon-

felvételéért, ezaltal fontos szerepet jatszik a magzat fejlddésében [57].

A monokarboxilat transzporterek (MCT) ko6zott eddig 14 transzportert azonositottak
kiilonboz6é fajokban és szovetekben [52], amelyek génjei mind autoszomalis
kromoszomakon talalhatok. Kivételt képez az MCT8, egy X kromoszomahoz kapcsolt
specifikus pajzsmirigyhormon-transzporter, amely agyi neuronokban végzi a
pajzsmirigyhormonok membranon keresztiili szallitasat [58]. Az X kromoszoma
mutécidja, meghibdsoddsa az MCTS8 génen pszichomotoros retardacioban nyilvanul
meg gyermekekben, amely jelzi e szallitofehérje fontossagat az agyi fejlédésben. Az
betegség (Allan-Herndon-Dudley szindroma) lehetséges diagnozisat és kezelését [59]

Osszefoglalo kozlemények targyaljak.
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2.1.4.3 A protonaltsagi allapot szerepe a vegyiiletek membrantranszportjaban

A pajzsmirigyhormonok lipofilitasa a jodtartalmt aromas gyiiriik miatt magas, ezért —
mint fentebb is emlitettiik - sokdig feltételezték, hogy membrantranszportjuk passziv
diffuzioval zajlik. Ma mar tudjuk, hogy a pajzsmirigyhormonok ugyan koénnyen
bejutnak a membranokba, de transzportjuk ATP felhasznalast igényel. A
pajzsmirigyhormonok kimutathatéak biologiai membranokban [60], feltételezett
hatasuk a membran merevségének befolyasolasa [61]. A hormonok elhelyezkedése a
membranban olyan, hogy fenolos hidroxilcsoportjuk igazodik a foszfolipid kettOsréteg
belseje felé. A pajzsmirigyhormonok inkabb amfifil tulajdonsagtiak a lipofil aromas
gylriirendszernek és a hidrofil aminosav oldallancnak koszoénhetéen. Ez az amfifil
tulajdonsag oly modon akadalyozza a passziv transzportot, hogy a molekuldk kénnyen
bejutnak, utdna azonban megrekednek a membranban, igy energia-befektetés nélkiil
nem jutnak be az intracellularis térbe. Hillier tanulmanyozta a pajzsmirigyhormonok
pH-fliggd kotddését foszfolipid membranokhoz, és azt tapasztalta, hogy a
pajzsmirigyhormonok azon a pH-n kotddnek legnagyobb mennyiségben a
foszfatidilkolint tartalmazé kettdsréteghez, ahol a fenolatcsoport protonalt, vagyis a

molekula (OH, NH3", COQ") ikerionos, leginkdbb amfifil forméban van jelen [62].

A pajzsmirigyhormonok aktiv transzportja is pH-fiiggd folyamat [63-66]. Blondeau és
mtsai. kimutattak [63], hogy patkanybol izolalt majsejtek T3 és T4 felvétele pH-fiiggo,
¢és a szerzOk szerint a hormonok fenolatjdnak protonalt formdja sziikséges a
transzporthoz. Ez ellen sz6l azonban, hogy a hormon felvétel pH 5 alatt drasztikusan

csokken [63-65].

Az egyes transzportfehérjék jobb megismerésével az utdobbi években lehetdség nyilt a
transzportfehérjék egyedi vizsgalatara is. Leuthold és mtsai. 13 organikus anion
transzportrendszer miikodésének pH fiiggését tanulmanyoztdk négy kivalasztott
ligandumot - koztiik a T4-et - felhasznalva [66]. A vizsgalat kimutatta, hogy a legtobb
transzporter enyhén savas pH tartomanyban (~ pH= 6,5) nagyobb aktivitdssal
rendelkezik, mint pH 8-as kozegben. Egyetlen kivétel az OATPIC1 transzporter,
amelynek milkodése kevésbé mutatott pH fiiggést. Ennek feltételezett oka, hogy a
vizsgalt transzporterek koziil a pajzsmirigyhormonok transzportjadban Kkitiintetett

szerepet jatsz6 OATPIC1 fehérje az egyetlen, melynek harmadik, a ligandum
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felismeréséért felelds transzmembran doménje, hisztidin helyett glutamint tartalmaz. igy
az is megallapithatd, hogy a szerves anion transzporterek pH fiiggd miikodését a
hisztidin rész eltér6 protonaltsagi allapota okozza. Az eddigi irodalmi adatokbol [63,66]
levonhato az a kovetkeztés, hogy a pajzsmirigyhormonok aktiv transzportjat egyarant
befolyasolja a transzportfehérje bizonyos aminosavainak, és maganak a

pajzsmirigyhormon molekuldnak az ionizaltsagi allapota.

2.1.5 Pajzsmirigyhormonok receptorkotodése

A pajzsmirigyhormonok hatdsukat a génatiras szabalyozasan keresztiil fejtik ki, sejtmag
receptorokhoz kotdédve. A sejtmag receptorok intracellularisan helyezkednek el inaktiv
allapotukban, altalaban egy dajkafehérjéhez kotve és altala id6legesen gatolva. Ez a
receptor-tipus harom jol elkiiloniilt domént tartalmaz. A C-termindlis régi6 koti meg a
hormont, a masodik régi6 a DNS-koté domén, amely egy meghatarozott DNS
szakaszhoz kotédik, az N-termindlis végen pedig a transzkripcidt, az illetd gén atirasat
szabalyozd rész talalhatdo. A pajzsmirigyhormonokon kiviil sejtmag receptorokhoz
kotddnek tobbek kozott a kiilonbozd szteroidhormonok. Mivel ezek a vegytiletek egyes
gének atirdsaval fejtik ki hatasukat, ezért ez a hatds csak ordk multan észlelhetd és

hosszl tavon, napokig fennmarad [67].

A pajzsmirigyhormon-receptornak két altipusat ismerjiik: a pajzsmirigyhormon-receptor
alfat (TRa) és pajzsmirigyhormon-receptor bétat (TRP) [19,68]. Az egyes izoformak
eléfordulasanak ardnya az egyes szovetekben eltér6. A TRa a szivben, a barna
zsirszovetekben €és a vazizmokban expresszalodik nagy részben, mig a TR elsésorban
a majban talalhatdé. A pajzsmirigyhormonok altal kivaltott hatas ennek megfeleléen
izoforma specifikus. A TRa aktivalodasa sziikséges a pajzsmirigyhormonok
szivhatasaihoz: egyidejlileg novekszik a sziv perctérfogata, a pulzustérfogat és a
szivmiikddés frekvenciaja [19]. A TRP elsésorban az energiahaztartisban jatszik
szerepet, aktivalodasa testsulycsokkentést €s a vér lipid szintjének csokkenését

eredményezi [69].

Mindkét receptor altipus kotézsebe pontosan feltérképezett [70]. A kotézseb nagy
konzervativitast mutat, az egyes altipusok k6zo6tt pusztan egy aminosav kiilonbség van,
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a TRa szerinje (Ser277) helyett a TRB-ban aszparagin (Asn331) taldlhato. Az 5. dbran
lathato a T3 illeszkedése a TRa kdtézsebébe.

Gly Gly
290 201
Met
ggg Leu 388
Phe
Leu 215
274
Phe
385
Thr
219
Ala
Thr 263 Fhe

275 . 401

405

Gly O
- Hidrofil kolcsonhatas
P Hidrofob kolcsonhatas
Arg
Asn 228 G ves ;
179 Ala  amg Ionos kolcsonhatas

180 %2

5. abra T3 és a TRa kozti kolecsonhatasok [71] (PDB ID: 2H77)

Jol latszik, hogy a receptor kotdzsebében szamos hidroféb aminosav taldlhatd, ami a
jodozott aromas gytiriikkel 1ép kolcsonhatasba. A hidrofob kolcsonhatas mellett két
polaris régi6 taldlhatd a kotézsebben: egy hisztidin (His381) alakit ki hidrogénhidat a
T3 fenolos hidroxilcsoportjaval, illetve a kotézseb legpolarisabb részén harom arginin
guanidinium csoport illetve egy szerin (TRa) vagy egy aszparagin (TRp) alakit ki ionos

kolcsonhatasokat a pajzsmirigyhormonok aminosav részével.
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2.1.5.1 Szerkezet-hatas osszefiiggések

A pajzsmirigyhormonok szerkezet-hatas dsszefiiggései ismertek [71-76], amelyek koziil
a konfiguracio, a jod atomok pozicidja, az aminosav oldallanc illetve a 4’-helyzetben

1év6 fenolos hidroxilcsoport szerepe a legfontosabb.

Az abszolut konfiguracid nagyban befolyasolja a hatdst, hormonhatassal kizardlag az
(L)-S-tiroxin rendelkezik, ezzel szemben az (R)-D-tiroxin kifejezett koleszterinszint-
csokkent6 hatassal bir [74].

A jod atomok szama és helyzete alapvetden befolyasolja a receptorkotdodést. A 3°-
helyzetli monoszubsztitucid és a 3, 5 pozicidban 1évé diszubsztitucidé sziikséges a
megfeleld receptorkotddéshez, amit jol mutat az is, hogy a receptorhoz a T3 kotédik, a
T4 a vegyiilet eléanyaganak tekinthetd, mig a metabolizmussal 1étrejovo rT3 teljesen
hatastalan molekula. Az aromas gylirikh6z kapcsolodd jod szubsztituensek
illeszkedés szempontjabol [75]. A 3, 5 pozicidban 1év6 szubsztituensek térgatlasa miatt
az aromas gylriik rotacidja erdteljesen gatolt, amelynek kovetkeztében a két aromas

gylrl sikja egymdsra merdleges.

Erdekes tény, hogy az aminocsoport jelenléte csokkenti a receptoraffinitast, a
dezaminalt szintetikus szarmazékok erdsebben kotddnek a receptorhoz [73]. Az

aminosav funkci6 azonban fontos szerepet jatszik a vegyiiletek farmakokinetikdjaban.

A fenolos hidroxilcsoport 4’-helyzetben sziikséges a hatashoz, részt vesz a receptorhoz
valo kotédésben (4. abra) [76].

2.1.5.2 Pajzsmirigyhormon-receptor béta szelektiv vegyiiletek

A jelenlegi gyogyszerkutatds egyik fontos célja olyan kémiai entitasok eldallitasa,
amelyek mellékhatastol mentesen, vagy csekély mellékhatassal érnek el
testsulycsokkentést és/vagy koleszterinszint-csokkentést [77]. A pajzsmirigyhormonok
voltak az elsé vegyliletek, amelyeket az elhizds kezelésére hasznaltak. A kiils6leg

bejuttatott nagymennyiségii hormonok mellékhatasai miatt azonban a 80-as évektdl
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testsulycsokkenés indikacioban szedésiiket betiltottak. A leggyakoribb mellékhatasok a
tachycardia és arrythmia voltak, amely néhany esetben olyan sulyos volt, hogy a
betegeknél azonnali halalt okozott [78]. A pajzsmirigyhormonok szivhatasaiért a TRa
felel, igy TRP szelektiv szerekkel a lehetséges mellékhatasok elkeriilhetok. Emiatt
intenziv kutatas folyik TRP szelektiv szerek elballitasara [72,78-80], mivel ezek a
vegyiiletek mind az obezitds, mind a hiperkoleszterinémia kezelésében sikeresek
lehetnek. A szelektiv szerek szintézise azért nehézkes, mert a két izoforma kotdzsebe
kozott pusztan - a mar emlitett - egyetlen aminosav kiilonbség van. Szelektivitast
elsésorban az aminosav oldallanc valtoztatasaval lehet elérni [81]. A jelenleg ismert

fontosabb TRp szelektiv szerek szerkezete a 6. abran lathato.

H
0] N Br 0] Cl /EO O
OH
JOC WO LWL
OH Br Cl O

OH OH OH

eprotirom KB-141 GC-l

6. abra Fontosabb TR szelektiv szerek konstittcios képlete

Az eprotirom fazis III. vizsgdlatait 2012 februarjdban sziintették be lehetséges
porckarositd mellékhatdsa miatt kronikus kezelés soran [82]. Az addigi vizsgalati
eredmények viszont azt mutattdk, hogy a vegyiilet lényegesen csokkenti a
koleszterinszintet szivre hatd mellékhatasok nélkiil [83]. A GC-1 és KB-141 elhizas
elleni, lipidszint csokkent6 és antidiabetikus hatasat tobb kozlemény is targyalja [84-

86], jelezve a vegyliletcsoport potencialis klinikai szerepét.

2.1.5.3 pH-fiiggo kotodés a receptorhoz

A hormonok pH-fiiggdé kotédését pajzsmirigyhormon-receptorhoz nem, azonban nem

specifikus szolubilizalt sejtmag receptorokhoz vizsgaltak [87,88]. Ezek a kisérletek azt
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mutattak, hogy a T3 affinitdsa a sejtmag receptorhoz pH 6 felett latvanyosan nd,
optimuma pH 7,1 és pH 7,9 kozott van. A T4 esetén a kotddés pH optimuma
alacsonyabb pH-tartomanyban van, és a receptorhoz valo affinitas kevésbé fligg a pH-
tol. A szerzok ezekbdl a kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vonjak le, hogy a
receptorkotodést leginkabb a fenolat ionizacids allapota befolyasolja. A szerkezet-hatas
Osszefliggésekbdl viszont tudjuk, hogy a receptorkotédést az aminocsoport jelenléte
rontja. Figyelembe véve, hogy az aminosav oldallanc koriil a receptor ligandkotd
zsebében arginin aminosavak talalhatok (4. abra), feltételezhetd, hogy a kedvezdtlen
kotodést elsdsorban a protonalt aminocsoport és a szintén kationos éallapotu arginin
aminosavak guanidinium csoportjai kozti taszitas okozza, vagyis e csoport ionizacios

allapota is jelentds szerepet jatszhat a molekularis felismerésben.

2.1.6 Pajzsmirigyhormonok f6 élettani funkcioi

A pajzsmirigyhormonok hatasaikat a génatirds szabdlyozasan keresztil fejtik ki, a
szervezet valamennyi sejtjének aktivitasat befolyasoljak. A pajzsmirigyhormonok
¢lettani szerepét szamos Osszefoglald kozlemény [4,89,90] és konyvfejezet [26,28,91] is
targyalja. Jelen részben csak a pajzsmirigyhormonok legfontosabb élettani funkciot
tekintjiik at.

A pajzsmirigyhormonok  eldsegitik a sejt oxigénfelvételét, novelik az
alapenergiaforgalmat. Mikod6é pajzsmirigy nélkiil az alap-energiaforgalom a normalis
érték csak mintegy 60%-a. Az oxigénfelvétel novekedésével befolydsoljak a sejtszinil
anyagcsere-folyamatokat, szabalyozzak a taplalék f6 elemeinek sejtszintii hasznositasat.
Szelektiven képesek fokozni a fehérjeszintézist, novelik a szervezet érzékenységét a

katekolaminokkal szemben.

A T4 és T3 energiaforgalmat fokozd hatasaval novekszik a sziv perctérfogata, a
pulzustérfogat és a szivmiikodés frekvenciaja is. Ezen szivhatdsokért elsésorban a TRa

receptor aktivalodasa felelds.
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A kozponti idegrendszer fejlddése nagy részben fligg a pajzsmirigyhormonoktol.
Pajzsmirigyfunkci6 hidnyaban a sziiletést kovetden minden tovabbi neuralis és mentalis

fejlodés retardalt.

A pajzsmirigyhormonok sziikségesek a posztnatalis fejlddéshez is. A hormonok
kozvetlen hatassal vannak a csont- és porcnovekedésre, illetve kiillonb6zé novekedési

crer

hosszndvekedés elmaradédsa miatt pajzsmirigy eredetli torpendvés kovetkezik be.

2.1.6.1 Pajzsmirigy betegségek

A pajzsmirigyhormonok biokémidjanak molekularis szinten vald feltérképezése
megismerését. [gy deriilhetett fény példaul arra, hogy az MCTS8 gén muticidja -
akadalyozva az agyi neuronokban a T3 felvételét - szellemi retardaciot okoz [52,53]. A
kovetkezd fejezetben csak a két leggyakoribb, gydgyszeresen is befolyasolhatod

betegséget a hipertiredzist illetve a hipotireozist foglaljuk 6ssze réviden.

Hipertiredzis az az allapot, amikor a pajzsmirigy talmikddik, a pajzsmirigyhormonok
szintje magas lesz. A betegség az emberek 1%-at érinti, nékben sziilést és a menopauzat
kovetéen gyakoribb. A betegség legjelentdsebb tiinetei az energiaforgalom jelentds
novekedése, ami altal emelkedik a szivfrekvencia, fokozodik a hoétermelés, ami
verejtékezéssel jar, illetve fokozodik a taplalkozasi igény, a betegek sokat esznek, ennek
ellenére fogynak. A pajzsmirigy-talmiikodés leggyakoribb formaja egy autoimmun
megbetegedés, a Basedow-Graves kor. A szervezet TSH-receptorokat stimulalo
antitesteket termel, ami altal a pajzsmirigyhormon szint megnovekszik. Ez felel a
megbetegedések 30-40%-ért és altalaban fiatalabb korban (20-40 év) Iép fel. Kezelése
els6dlegesen gyogyszeresen torténik pajzsmirigyhormon bioszintézist gatld szerrel
(tiamazol, propiltiouracil) 1-1,5 évig folyamatos hormonszint monitorozas mellett. Ha a
hipertiredzis tovabbra is fennall, vagy a kezelést kdvetéen kitjul, a megnovekedett
pajzsmirigyszovet részleges eltavolitasara van sziikség. Ez torténhet radioaktiv
jodizotop kezeléssel vagy miitéttel. A kezelések utdn viszonylag gyakran alakul ki
pajzsmirigy-alulmiikodés, ami utdn szubsztitucios terapia sziikséges. A pajzsmirigy-
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talmikodés tovabbi okai kozott szerepelhet még a tireocitdk spontdn burjanzasa

(pajzsmirigy-adenoma), és igen ritkan a TSH taltermelddése [6,14,92].

Hipotiredzis alakulhat ki elégtelen jodbevitel kovetkeztében, a pajzsmirigy kronikus
gyulladasa miatt (Hashimoto-tireoiditisz), a pajzsmirigy részleges vagy teljes
eltavolitasa utan (daganat vagy pajzsmirigy-tulmiikodés miatt), velesziiletett enzimhiba
kovetkeztében, vagy ritka esetben a hipotalamusz vagy az agyalapi mirigy olyan
eltérése miatt, amikor nem termel6dik elég pajzsmirigy-serkentdé hormon. A
pajzsmirigyhormon hiany legjellegzetesebb tiinete mind gyermek mind felnétt korban
az idegrendszeri funkciok nem megfelelé6 miikkodése miatt alakul ki. Csecsem6knél a
hormonok hianya miatt sulyos szellemi visszamaradas (kretenizmus) kovetkezik be,
tovabba a hosszndvekedés elmaradasa miatt pajzsmirigy eredetli torpendvés alakul ki.
Kozvetlenil a sziiletés utan megkezdett hormonpotlas megakadalyozhatja a betegségek
kialakuldsat, de akar par honapos késés miatt irreverzibilis idegrendszeri karosodas
kovetkezik be; a nem idegrendszeri tiinetek azonban még ekkor is reverzibilisek.
Felndttkorban az idegrendszeri tlinetek mellett (szellemi mukddés lelassul,
aluszékonysag, depresszid) megfigyelhetdé a bor jellegzetes megvastagodasa, a nyelv
megnagyobbodasa (in. mixddémas tiinetegyiittes), zavart szenvednek a nemi funkciok,
csokken az alapenergiaforgalom. A hipotiredzis egész életen at tartd szubsztitlicios

terapiaval (tiroxin per os szedésével) tiinetmentesen kezelhet6 [32,91,93].

2.2 Sav-bazis egyensiulyok

Jelen fejezetben tobbértékii savak és bazisok ionizacidjanak egyensulyi leirasat
tekintjiik at. A makroszkopikus leiras keretében csak a felvett protonok szaméaval
foglalkozunk, a kotddés helyével nem. A csoportspecifikus vagy mikroszkopikus szintti
folyamatban valamennyi ko6téhely protonaffinitasat kiilon egyensulyi allandoval
alapveté fontossagl, hiszen ez az érték donti el, hogy egy adott vegyiilet milyen
ionizaltsagi allapotban van kiilonb6z6 pH értékeknél, ami pedig a gyogyszer
szervezetbeni sorsat befolydsolja. A protonalddasi folyamatokat kétféle modon a

protonasszocidcié vagy protondisszociacié oldalarol tekinthetjilk. Az el6bbi esetben
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beszéliink protonalddasi allandordl (K, logaritmusa logK), mig az utobbi esetben
disszociacids vagy ionizacios allandordl (K, negativ logaritmusa pK,). Egycsoportos
molekulaknal a két érték logaritmusa megegyezik, és egyértelmiien jellemzi a molekula
a protonaldodasat. Tobbcsoportos molekuldndl a protonalddasi és a disszocidcios

allandok kozott az alabbi Osszefiiggés all fenn:
log Ki = pKa, n-i+1 (1)
ahol n a maximalisan felvehetd protonok szamat jelenti.

A protonalodasi egyenstlyokat az egységes targyalhatdésag miatt a (konjugalt) bazis

protonfelvételének iranyabodl szemléljiik a tovabbiakban.

2.2.1 Makroszkopikus protonalodasi egyensilyok leirasa
Egy L vegyiilet i-ik csoportjanak protonalodasara érvényes:

z+i-1 + zZ+i

Hi L +H H;L

[H,.L]

=— 1= 2 2
[Hi L H"] @

(ahol i=1,2,3,...n, z a molekula t6ltése)

képzett kumulativ allandok az alabbiak szerint hasznalhatoak:

Z+i

L+iH =—=H;L

IR GES

SNSRI

(3)
Ki kell hangsulyozni, hogy a mérések modjatol, azaz elektrodkalibraciotol fiiggden

mas-mas egyensulyi allandohoz jutunk: a latszolagos egyenstlyi allandokat a p[H] skala

hasznalatakor kaphatjuk meg, a (2) egyenlet szerint. Ha pufferkalibraciot végziink,

30



DOI:10.14753/SE.2014.1796

vagyis az elektrodot a hidrogénion-aktivitasra kalibraltuk, akkor az Gn. vegyes vagy

Brensted allandokhoz jutunk:

[H,L]

oL, ?

Bar minden mérésiinket aktivitas-alapi pH-skala alkalmazéasaval végeztik, a
tovabbiakban nem jeldljiilk az egyenletekben, hogy a hidrogénion-aktivitast mértiik,

egységesen a [H'] jelolést alkalmazzuk.

A makroszkopikus protonalodas leirasahoz gyakran alkalmazott az Gn. Bjerrum-gorbe
vagy n, fiiggvény, amely a pH fiiggvényében megadja a molekulak altal megkotott

protonok atlagos szdmat:

i=0
nH :ZHLZH +2'ZH2LZ+2 +....n~lHan+n :—. (5)

2.2.1.1 Makroallandok meghatdrozasa

A protonalddasi makrodllandok meghatdrozasara mindazon moddszerek alkalmasak,
amelyekben a mért fizikai — kémiai mennyiség pH-fliggd valtozasa a molekula H'-
felvételével  egyértelmli  kapcsolatba  hozhat6. A protondlodasi  allandok
meghatarozasdnak egyik leggyakrabban hasznalt modszere a pH-potenciometrias
titralas [95]. A potenciometrias titralas hatranya, hogy csak nemillékony és tiszta
anyagok vizsgalatara alkalmas, amelyek titralas kdzben sem bomlanak. A méréseket a
légkori CO; 1s zavarja. A titrdlasok csak akkor adnak megbizhatd eredményt, ha a
vizsgalanddé anyag legalabb 0,5 mM koncentracioban oldodik a teljes titraltsagi
tartomdnyban. Tovabba a potenciometria csak 2-12 kozotti logK értékli vegyiiletek
mérésére alkalmas. A gyogyszermolekuldk sav-bdzis egyensulyainak — kiilondsen a
mikroszkopikus sav-bazis egyenstulyoknak — modern vizsgalati modszere az NMR-pH
titralas. Ennek alapja, hogy a protonalhat6 csoport kozelében 1évé NMR magok kémiai

eltolédasa a bazikus csoport protondlodasanak hatdsara megvaltozik. Az NMR-pH
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titralds eldnye a potenciometriaval szemben, hogy szennyezett vegyiiletek
meghatarozasara is alkalmas, illetve in situ indikatormolekulak hasznalataval a teljes pH
tartomanyban megbizhatéan meghatarozhatoak a protondlodasi allandok értékei. A
karboxilatcsoport varhatéban alacsony logK értéke miatt illetve az egyes
szarmazékvegyliletek esetleges szennyezése miatt a makroallandokat NMR-pH

titralassal hataroztuk meg, igy a tovabbiakban csak ezt a modszert tekintjiik at.

2.2.1.1.1 NMR-pH titralas

Az NMR-pH titralas jol hasznédlhatd vegyiiletek makroallanddinak meghatarozasara
mindaddig, amig a pH fliggvényében valtozé6 NMR spektrumon kiilon-kiilon kovethetok

a vizsgalt anyag, valamint az esetleges szennyezdk, bomlastermékek jelei.

Egy NMR aktiv mag ppm-ben mért & kémia eltolodasat a kovetkezd egyenlettel
definialjuk:

V= Vi Ot =0

5= -10° =

SO0t —O

1% l1-o

o] ref

ahol v a megfigyelt mag, v egy referenciaanyag magjanak rezonancia frekvenciaja
[Hz], o és orf ugyanezek arnyékolasi tényezdje, vo a spektrométer alapfrekvencidja

[MHz].

A protonalddas hatdsara a funkcios csoport koriil csokken az elektronstiriiség, ezért a
kozeli NMR magok diamagneses arnyékoldsa, igy kémiai eltoloddsa is megvaltozik.
Mivel a molekuldk protondlodasa pillanatszerlien megy végbe, az NMR iddskaldjan
lathatatlan marad a folyamat, igy egy k6zos rezonanciajel figyelheté meg a részecskék

egyedi kémiai eltolodasainak moltortekkel stulyozott atlaganal:

n .
O LiBHTT
S™ =5 +6 .48 =0 M
- LZZLZ HLZHZHLZH Han+nZHan+n - n i
2 BIMH"]

i=0
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ahol 5LZ , 5HL2+1, 5H Lzn s AZ €ZYES makroszkopikus protonaltsagi allapotokhoz tartozo

kémiai eltolodasokat, Xz Xpyzr X a moltortjeiket jelolik.

H Lz+n ’
n

A (7) egyenletet a mért pH / & adatparokra illesztve a protonalodasi allando(k)
meghatarozhato(k). A magnesek térerejének novekedésével a kémiai eltolddasok egyre
pontosabban mérheté mennyiséggé valnak [96,97] igy a szamolt logK érték pontossagat
a pH-mérés precizitasa (£0,02 [98]) szabja meg. A protonalddasi allando
meghatarozasanak pontossaga javithatd, ha minél tobb magra szimultan illesztjiik a (7)

egyenletet.

A kémiai eltolodasokat minden esetben viszonyitanunk kell valamilyen referencidhoz,
ezért fontos egy olyan anyag valasztasa, amely a vizsgalt pH-tartomanyban nem
valtoztatja az ionizacids allapotat, ebbdl kovetkezéen a kémiai eltolodasat sem. A fenti
kitételt figyelembe véve a legmegfelelobb referenciaanyagnak NMR titralasok soran a

3-trimetil-1-propanszulfonsav (DSS) bizonyult.

crcr

pH-ji oldatok NMR spektrumat regisztraljuk. NMR-pH titradlasnal a potenciometriaval
ellentétben a kiértékelésben nem jelent problémat, ha a ligandum koncentracio a titralas
soran valtozik, mivel csak a pH ¢és a kémiai eltolodds adatok sziikségesek a

kiértékeléshez.

Egy NMR-pH titralas tobbféleképpen is kivitelezhets. Az egyedi mintak modszerénél
az oldatok pH-jat savas és bazikus torzsoldatok megfeleld aranyt elegyitésével allitjuk
be. A pH-t nagy térfogatd oldatokban (5-25 ml), allando kevertetés mellett
tivegelektroddal mérjiik, és ezekbdl az oldatokbol vessziink ki 600-700 pl-t, amibdl
regisztaljuk az NMR spektrumokat. Egycsoves titralasnal a mérendé anyagot egyetlen
NMR csébe toltjiik, ehhez Kis, pl-es mennyiségben adagoljuk a titralo oldatot, a pH-t
kevertetés nélkiil mérjiik mikroelektroddal. A modszer kevés anyagot igényel, azonban
pontatlan, hiszen megfelelé kevertetés nélkiil mérjiik a pH-t. Mindkét modszernél a pH
pontos meghatarozasara in situ indikatormolekulakat is hasznalhatunk. Ez esetben a pH-

t az indikatormolekula mért kémiai eltolodasabol szamitjuk az alabbi egyenlet szerint:
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mért
5ind B 5Hind

mért
5ind - 5ind

pH=logK, , +log (8)

ahol a Jing és Oning indikatormolekula hatareltolodasok, illetve King az indikator
protonalodasi  allanddja, aminek értéke fiiggetlen kisérletekbdl ismert, 57" a

megfigyelt kémiai eltolodas. A (8) egyenletbdl kapott pH pontossagat a kémiai
szamithato ki elfogadhatdé pontossaggal [99]. Szakacs és mtsai. 5 indikatorbol allo
sorozatot allitottak 0ssze a pH = 0-12 tartomany lefedésére [99]. Ezt egészitette ki
Orgovan ¢és Noszal, akik 1j indikatorokat vezettek be a lugos tartomany torzitasmentes
meghatarozasara [100]. Igy 1M ionerdsség mellett 5 indikatormolekula alkalmazasaval
(diklorecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav, imidazol) a teljes pH tartomany
lefedhetd. Az egycsoves titralas pontossaga jelentOsen javithaté indikator molekuldk

hasznalataval. Egyes indikatormolekulak irodalmi adatait a I1I. tablazat tartalmazza.

II1. tablazat Egyes indikatormolekulak logK értékei, a kémiai hatareltolodasok ppm-

ben és a megbizhatdan alkalmazhat6 pH intervallum [99,100]

pH indikatormolekula logKing Oind Orind pH intervallum
diklorecetsav 1,14 6,050 6,350 0-22
monoklorecetsav 2,27 4,049 4,280 1,2-3,3
ecetsav 4,57 1,907 2,086 3,6-56

. 7,781 (H2) 8,696 (H2)
imidazol 7,26 55-89
7,139 (H4) 7,487 (H4)

TRIS 8,13 3,509 3,733 7,1-9.2

_ 3,107 (CH,) 3,613 (CH,)
szarkozin 10,24 8,8-11,8
2,283 (CH3) 2,737 (CH3)
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2.2.2 Protonalédasi mikroegyensulyok vizsgalata és leirasa

A makroallandok csak a felvett protonok atlagos szamat adjak meg adott pH-n, azonban
az egyes funkcios csoportok egyedi sav-bazis karakterérdl nem adnak informaciét. A
protonok funkcios csoportok kozotti eloszlasat a mikroszkopikus protonalodasi allandok

jellemzik.

A vizsgalt molekulaink harom baziscentrumot tartalmaznak, ezek a karboxilat-, az
amino- és a fenolatcsoport. Az alapvetd Osszefiiggéseket egy ilyen haromcsoportos

molekulan targyaljuk.

A fenolatcsoportot O, az aminocsoportot NH,, a karboxilatcsoportot COO™ jeloli.

OH kN
. ENH2 — . E o
k/ coo- _ k?© COO’\
C
- o ><o OH k(N:O OH
L

O K N
ENH2 ,ENHg, k © NH, NH3
coo COO- COOH COOH
C k C K O
k\ B SNV %
O
k c .
ENH , NH;
COOH COOH
K1 K2 K3
5 - +

L _ HL _— H2L _ H3L

7. abra Vizsgalt vegyiileteink protonalddasi makro-és mikroegyensulyali

A 7. dbran jol lathato, hogy vegyiileteink 4 protonaltsagi allapota (L%, HL', HaL, HaL")
Osszesen 8 mikrorészecskével ¢és 12 mikroszkopikus egyenstlyi allandoval

jellemezhetd.
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A mikro- és makrorészecskék koncentracidja kozott az alabbi 6sszefiiggés all fenn:
[HL]=[OH, NH,, COO] + [0, NH3", COO] + [O", NH,, COOH]
[H2L]=[OH, NH3*, COO] + [OH, NH,, COOH] + [0, NH3*, COOH] 9)

A mikrospeciacio alatt az egyes mikrorészecskék pH-fliggd eloszlasat értjiik [1]. A
lIépcsézetes k mikroallandok az adott funkcids csoport bazicitasat jellemzik, a tobbi
csoport meghatarozott allapotaban. A mikroszkopikus protonalodasi allandok fels
indexe jeldli az adott folyamatban protonalddéd csoportot, az esetleges als6 index a mar

protonalt csoportot.

A fenolatcsoport bazicitasat példaul négy mikrorészecskére (O, NH,, COO), (O,
NHs*, COO"), (07, NH,, COOH), (07, NH3", COOH) irhatjuk fel a kovetkezképpen:

o __[OHNH, COO] . o_ [OHNH,,COO] .
[07,NH,,COO][H+]" " [0",NH,",COO ][H']’

(o __[OH.NH, COOH] . o _ [OH,NH,",COOH]
© [07,NH,,COOH][H']" ™ [0",NH,",COOH][H"]

(10)

A protonalodasi makro-, ¢és mikroallandok kozott rendszeriinkben az alabbi

Osszefliggések érvényesek:

pi=K, =k® +k" +k° (11)
Bo=K1 Ko= kO kS +kOKE+kN kC=kO k2 +kC kO +KC Kkl =... (12)
ﬁgzKl K2 K3:ko kg k,io:kc kg ng =... (13)

Kismolekuldkban 4&ltaldban az egyik kotOhely protondloddsa a masik bazicitasat
csokkenti, mivel ilyenkor az egész molekulaban csokken az elektronslirliség igy az azzal
aranyos bazicitas is, ezaltal az azonos csoportra vonatkozo mikroallandok sorrendje az
alabbiak szerint alakul k°>ky>kS,; kMN>k3>kl)..... Ez a jelenség torténhet
kotéseken keresztiil, amely hatas altaldban 4-5 nem konjugalt kotés felett

elhanyagolhato, illetve flexibilis molekulak esetén, téren at is létrejohet.
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A bazicitas csokkentd hatas a kolcsonhatasi tényezével (E) szamszerisithetd. A
kolcsonhatasi tényezd illetve annak logaritmusa az alabbi modon szémolhato (példaul

az amino- és a karboxilatcsoport kozott):

N C
ek Kk (14)
kC kN

log EN"=log k™ -logky =logk © -logk =... (15)

Amint a fenti egyenletbdl lathato, a hatas €s annak értéke viszonos. A kolcsonhatasi
tényezOk az adott molekularészben 1évd, két adott csoport kdlcsonhatast jellemzd

értékiiket mas molekulakban is meg6rzik [101].

A kolcsonhatéasi tényezd és az intrinsic bazicitdsok segitségével barmely tetszéleges

mikroalland6 kifejezhetd, példaul:
logkd =logk™ —log EN© (16)

A 7. abrarol leolvashatd, hogy a HL', H,L makrorészecske hdromféle protonaltsagi
izomer (mikrorészecske) formajaban fordulhat elé. A protonaltsagi izomerek mindig
egylitt fordulnak elé az oldatban, de mivel a protonalodasi folyamatok pillanatszeriien
gyorsak, igy a részecskék egymasba torténd atalakulasa az elvalasztastechnikék szdmara
lathatatlan. A mikroszkopikus rendszerek jellegzetessége, hogy a protonaltsagi
egyéb részecskék hanyada ugyanakkor fiigg a pH-tol: a pH csokkenésével a kationos,
aminocsoporton protonalt részecske részaranya, pH novelésével a dianionos formaé né.
A protonaltsagi izomerek ardnyat tautomerizacios allandonak nevezziik és példaul a
toltésmentes (OH, NH,, COOH) és ikerionos (OH, NH3",COQ") forméara az alabbi
egyenlettel szamolhato:
_ [OH,NH,,COOH] k5 [OH,NH,,CO0"] k§

k, = > S0 (17)
[OH,NH},CO0"] kS[OH,NH,,CO0"] kA
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A tautomerizacios allando értékét a homérséklet és az oldoszer polaritdsa befolyasolja,
példaul szerves oldoszerekben, ahol az olddszer polaritasa kicsi a toltésmentes

részecske részaranya novekedni fog az ikerionos forma rovasara.

A mikroforméak egymasba val6 atalakuldsanak a lehetdsége biztositja, hogy a molekulak
képesek a szervezet egyes eltérd pH-ju, dielektromos 4allandoji, ionerdsségi

kompartmentjeihez ,,alkalmazkodni” €s biologiai hatast 1étrehozni.

2.2.2.1 Mikroszkopikus protonalddasi allandok meghatarozdasanak lehetdségei

Makroszkopikus titralasi gorbékb6l nem lehet mikroallandokat szamolni (kivételt
képeznek a totdl szimmetrikus molekuldk). Sziikség van  valamilyen
tobbletinformaciora, ami lehet rokon szerkezetii vegyiiletek bazicitas adata, vagy
valamilyen spektroszkdpiai méréssel nyert informacid, amelybol szamithaté az egyes
csoportok protonaltsagi fokat jellemz6 f fiiggvény. A molekula spektralis
tulajdonsagaitol fiiggéen UV-pH, NMR-pH és CD-pH titralas egyarant szoba johet, bar
infravorés, Raman és fluoreszcens spektrometriat is talalhatunk az irodalomban
[94,102,103]. A kovetkezOkben a mikroallandok meghatarozasara alkalmas modszerek
koziil az altalunk is hasznalt deduktiv modszert, az NMR-pH ¢és az UV-pH titralast

részletezzik.

2.2.2.2 Modellvegyiiletek bazicitas adatainak felhaszndlasa (Deduktiv modszer)

A modszer soran a meghatdrozand6 molekuldhoz szerkezetileg kozel azonos, de
kevesebb szamu protondlhatd csoporttal rendelkezd vegyiilet protonalddasi
makrodllandoéit €pitjiik be a mikrospeciacios sémaba, adott mikroallandok helyére. Az
elsé ilyen jellegi meghatarozast Ebert végezte [104], aki a glicin metil-észterének
aminocsoportjara mért makroallandoval jellemezte a glicin minor protonaltsagi
izomerjének (H,N-CH,-COOH) amino-bazicitasat. A meghatarozas soran abbdl indult

ki, hogy az észter- és a karboxilcsoport hatasa az aminocsoport bazicitasara azonos.
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A deduktiv moédszert elényben kell részesiteni a spektroszkopias modszerekkel
szemben, ha a funkciés csoportok bdzicitdsa nem Osszemérhetd, igy a minor
protonaltsagi izomer spektroszkopias jele elhanyagolhatd, illetve ha az adott proton
felvételére alkalmas kotOhely bazicitasat nem lehet szelektiven mérni spektroszkopias
modszerrel [1]. Sajat munkank bizonyitotta, hogy a fluorokinolonok minor

rrrrr

modszerrel, mint spektroszkdpidsan az egyes funkcios csoportok eltérd bazicitdsa miatt

[105].

Legegyszeriibben a —COOH csoport ,,modellezhet6” metil-észterként [104,105] vagy
etil-észterként [106]. Ezen szarmazékok tovabbi el6nye, hogy altalaban az
anyavegyiiletekbdl konnyen eldallithatéak. Az irodalomban a karbonsav funkcio
imitalasara savamidot is hasznaltak [107]. A primer aminocsoportot acetamidként
modellezték [108], mig a protonalt aminocsoportok kvaternerezett szarmazékokkal
helyettesithetok [109]. Fontos megjegyezni, hogy a deduktiv modszer esetében mindig

olyan szarmazékot kell valasztani, ami a minor protonaltsagi izomert modellezi.

A deduktiv meghatdrozasok masik moddja a modellvegyiiletek kolcsonhatasi
paraméterek atvitelén alapul. Két molekula szerkezeti hasonlosaga esetén, ha az egyik
molekuldnak ismertek a protonalédasi mikroallandoéi, akkor a kolcsonhatasi paraméter
értéke atvihetd a hasonld molekuldra. Szakdcs és Noszal bizonyitotta, hogy a
kolcsonhatési tényezOk jobban atvihetdk egy adott vegyiiletcsaladd tagjai kozott, mint
maguk a mikroallandok [101], amely szamos kozleményben alkalmazasra kertilt
[110,111]. Jelen dolgozatban a pajzsmirigyhormon mikroallanddinak meghatarozasara a

deduktiv modszer mindkét modjat alkalmaztuk.

2.2.2.3 Mikrodllandok meghatarozasa UV-pH titrdlassal

A spektrofotometrias titralas makroallandok meghatarozasa mellett alkalmazhato
protonalddasi mikroallandok meghatarozasara abban az esetben, ha a vizsgalt molekula
UV spektrumanak pH-fiiggését csak egyetlen csoport protonalddasa befolyasolja [112].
Ilyen esetben egy alkalmasan megvalasztott k hullamhosszon az abszorbancidk pH-
fiiggésébdl az adott (j) csoportra kiszamithat6 a protonaltsagi moltort fliggvény (fj):
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Ak,mért - Ak,L
=
Ak,HL - Ak,L

ahol Ax mer @z adott pH-n és hullamhosszon mért abszorbancia, AxnL és Ax L pedig a
csoport teljes protonaltsaga illetve deprotonaltsaga esetén mért abszorbancia érték. A
protonaltsagi moltort és a makroallandok ismeretében a mikroallandok a kisérleti (f, pH)
értékparokbol nemlinedris regresszioval szamithatéak a kovetkezd 0Osszefliggés

értelmében egy kétcsoportos molekulara:

:f}ﬂ+ﬁdH+]+ﬁdH+f)-ﬁdH+f
[H"]

ahol k' az adott (j) csoportra jellemzd mikroallandd, mig f;, és f, kumulativ

makroallandok. A (19)-es egyenletbdl latszik, hogy a mikroallandok szamitasahoz, a

makroallandok ismerete sziikséges.

Ha a molekula egynél tobb csoportjanak protonalddasa is hozzajarul a mért spektralis
valtozashoz, a szelektiv hullamhossz(ak) kivalasztasa problematikussa valhat. A
mikrorészecskék koncentracidaranyanak eltolasara ekkor az UV-pH titralast kiilonb6z6
hémérsékleteken vagy szerves oldoszerkomponens jelenlétében hajtjak végre [113]. Az
igy kapott spektrumsorozatbol kedvezd esetben rekonstrualni lehet az egyes

mikrorészecskék egyedi spektrumat.

Fontos feltétel az UV-pH titralas esetén, hogy az egész meghatarozas soran az 0ssz
ligandum koncentracio ne valtozzon. A moddszer elsésorban fenol-, tiol- és primer
aromas aminocsoportok ionizacidjanak szelektiv kovetésére hasznalhato [1,114]. UV-
pH titralassal csak abban az esetben kaphatunk pontos értékeket, ha a kérdéses
csoportok bazicitasa Osszemérhetd. Emiatt munkank soran a Tyr, MIT és T3

fenolatjanak bazicitasat tudtuk meghatarozni UV-pH titralassal.

2.2.2.4 Mikrodllandok meghatarozasa NMR-pH titralassal

Az NMR-pH titralas abban az esetben alkalmazhatd mikroallandok meghatarozasara, ha
barmelyik megfigyelt mag kémiai eltolddasat csak egyetlen csoport befolyédsolja. Ez a
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feltétel *H NMR spektroszkopia esetén akkor teljesiil, ha legalabb 6tkotésnyi tavolsag
van a masik baziscentrum és a megfigyelt mag kozott. (Hetero)aromds rendszerekben a
n-elektronok az ionizacio hatasat t5bb kotésen at is kozvetithetik. Emiatt altalaban *H
NMR-pH titralassal csak a fehérje, peptid oldallancok funkcios csoportjainak bazicitdsa
kovethetd szelektiven. Kismolekuldkban kevés kivételtdl eltekintve ez a mdodszer nem
hasznalhato pontos mikroallandok meghatarozasara. Ha sikeriilt talalnunk egy magot,
amellyel szelektiven kovetheté egy funkcids csoport protonaldédasa, az UV-pH
titralasnal leirtakhoz hasonléan a csoport protonaltsagi foka kiszamithaté a kémiai

eltolodasbol [97,115]:

_ 5mért _5L _ Aé‘mért

f -
Sy —6.  AS™

(20)

Ez a moddszer is, mint minden spektroszkopias moédszer csak akkor alkalmazhatd
protondlodéasi mikrodllandok meghatirozasara, ha a kérdéses csoportok bazicitasa

0sszemérheto.

Természetesen a ‘H-en kiviil mas NMR aktiv magok protonalédasat is kovethetjiik
(13C, 19F, 15N, 31P), amelyek koziil kiemelném a 15N-t, mivel °N NMR-pH titralas soran
kozvetleniil a nitrogénatomok protonalodasat kovethetjiik, igy nitrogén tartalmu bazisok
protonalodasanak vizsgalatara alkalmazhato. A legfébb probléma evvel a technikéval,
hogy a BN nagyon alacsony természetes eléfordulasa miatt (0,37%) érzékenysége kicsi,
pusztan 0,1% a protonhoz viszonyitva. A moédszer rendkiviil alacsony érzékenysége
szlikségessé teszi rendkiviil hosszli mérési idék vagy tomény oldatok (természetes
izotoparany mellett) vagy pedig °N dusitott mintik hasznalatdt. A mérési id6
csokkentheté hidrogénen detektalt tobbdimenziés modszerek (*H — N HMBC)
alkalmazasaval. A pajzsmirigyhormonok alacsony oldhatosaga miatt ezt a moddszert

nem tudtuk alkalmazni az aminocsoport protonalodasanak szelektiv kovetésére.

2.3 Lipofilitas

A lipofilitas egy olyan anyagi tulajdonsag, amely kifejezi egy vegylilet affinitasat
zsirszerl, apolaris (lipofil) kdrnyezethez. A lipofilitds a gyogyszervegyliletek egyik
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legrégebbi ¢és legfontosabb fizikai-kémiai tulajdonsaga, amely szerepet jatszik a
vegyiiletek farmakokinetikai és farmakodindmids jellemzésében egyarant. Altalanosan
elfogadott, hogy minél lipofilebb egy molekula annal kénnyebben tud atjutni bioldgiai
membranokon. A lipofilitds jellemzésére leggyakrabban az oktanol/viz megoszlasi
hanyados logaritmusat hasznaljuk (logP) [5]. Az oktanol/viz rendszer a bioldgiai
megoszlas jo prediktora, ugyanis amfifil tulajdonsaga révén jol képes modellezni a
gyogyszer €s a membran foszfolipidjei kozott 1étrejovo kolesonhatasokat. Nyilvanvalo,
hogy egyetlen olddszerrendszerrel nem lehet modellezni a sokféle bioldogia membrant,
igy a biologiai megoszlas modellezésére tobb olddszerrendszert is alkalmaztak
(kloroform/viz, ciklohexan/viz, heptan/viz stb.). Egyre nagyobb szerep jut a nemizotrop
rendszereknek is (liposzéma/viz), de az oktanol/viz rendszer mdig meg0rizte kitiintetett

szerepét.

Hig oldatokban egy anyag valddi megoszlasi hanyadosan két egymassal nem elegyedd
oldoszerben, azonos molekularis allapotban (pl. azonos protonaltsdgi formdk) mért
koncentracidinak aranyat értjiikk, mely adott hdmérsékleten és nyoméson, az egyensulyi
allapot elérése utan konstans érték. Ennek megfelelden az aldbbi 0Osszefiiggéssel

szdmithatjuk ki a valodi megoszlasi hanyados értéket:

p=—c (21)

Konvenciondlisan a szerves fazisban mérhetd koncentracio szerepel a szamlaloban, igy
a megoszlasi hanyados nagyobb szdmértéke nagyobb lipofilitast is jelez. Megoszlas
szempontjabol a gyodgyszereket két f6 csoportra oszthatjuk, neutrdlis és ionizaciora
képes vegyiiletekre. Neutralis molekulaknal, ha asszociacid nem 1ép fel, a kisérletileg
mérhetd €és a valodi megoszlasi hanyados azonos. lonizalhato molekuldknal azonban,
ahol a kozeg pH-jatol és a vegylilet logK értékétdl fliggden ionizacid kovetkezhet be, a
valodi megoszlasi hanyadost meg kell kiillonboztetni az adott mérési koriilmények
kozott meghatarozhatd Gn. latszolagos megoszlasi hanyadostol (logD). Ezekben az
esetekben a toltésmentes, monomer forma mellett bizonyos, altalaban kisebb mértékben
az ionos formak is megoszlanak. A latszolagos megoszlasi hanyados az oldatban
jelenlévo részecskék megoszlasi hanyadosainak a megfelelé moltorttel sulyozott
0sszege:
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DHy=2 %iPi (22)

ahol y; az egyes részecskék relativ koncentracidja vizes fazisban, P; pedig azok

megoszlasi hanyadosa. A logD vs. pH fliggvényt lipofilitas-pH profilnak nevezziik.

Az ionizalhat6/ionos vegyiiletek lipofilitasa, kiillondsen a protonaltsadgi izomereké
alulreprezentalt az irodalomban az olyan mddszer hianya miatt, amivel az ionos formak
megoszlasi hanyadosa meghatarozhatd. Kutatocsoportunk a kdzelmultban kidolgozott
egy deduktiv médszert, amellyel az amfoter vegyliletek részecske-specifikus megoszlasi
mikroegyensulyai meghatarozhatéak [116]. Ennek a moddszernek segitségével tobb
kétcsoportos gyogyszermolekula — nifluminsav [116], apovinkaminsav [117], morfin
[118] - mikroszkopikus lipofilitasa is meghatarozasra keriilt. A részecske-specifikus
lipofilitds adatokbol a nifluminsav és az apovinkaminsav esetén az deriilt ki, hogy nem
a toltés nélkiili részecske hozzajarulasa a legnagyobb a molekulak brutté lipofilitasahoz,
ami jelzi, hogy amfoter vegyiiletek esetén sziikség van a lipofilitas részecske-specifikus
jellemzésére, hiszen nem biztos, hogy egy molekula brutté lipofilitdshoz a téltés-mentes
részecske hozzajarulasa lesz a legnagyobb. Ez pedig azt jelentheti, hogy az egyes
amfoter vegyiiletek membrantranszportjaban a toltés-mentes részecske mellett az
ikerionos formanak is jelentds szerep juthat. A kovetkezd alfejezetben a lipofilitas

meghatarozasara alkalmas modszereket tekintjiik at.

2.3.1 logP érték meghatarozasara alkalmas médszerek

A megoszlasi hanyados kisérleti meghatarozasara alkalmas modszerek két csoportba
oszthatok. Az elsd csoportba tartoznak a direkt modszerek (hagyomanyos razétdlcséres
technika, kever6edényes modszerek, kétfazisi potenciometrias titralas), amik a
megoszlasi hanyados kozvetlen meghatarozasat teszik lehetévé. A masodik csoportba
tartoznak az indirekt modszerek (forditott fazist VRK, HPLC), amikkel a megoszlasi
hanyadossal aranyos retencid hatarozhatd meg [119]. A kromatografias logP
meghatdrozas elvi alapjat a folyadék/folyadék megoszlason alapuld kromatografias
retencio €s a megoszlasi hanyados kozott fennallo linearis dsszefiiggés adja meg (VRK

esetén logP =aR,, +b, ahol R,, a mérhetd retencios faktorral hozhatd Osszefliggésbe;
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HPLC esetén logP =alog k'+b, ahol logk’ a kapacitas faktor). A jodozott aminosavak

megoszlasi hanyadosat keverdedényes modszerrel hataroztuk meg, igy részletesebben

csak a hagyomanyos razoétolcséres illetve keveréedényes modszert ismertetjiik.

2.3.1.1 Hagyomanyos razotélcséres és keveréedenyes modszerek

A modszer lényege, hogy két egymdssal nem elegyedd olddszer kozott, intenziv
fazisérintkezés utjan (rézatds vagy keverés), termosztalt korilmények kozott, a
vizsgalanddé anyagot megosztjuk. A megoszlasi egyensuly beallta utan a fazisokat
modszerrel, altalaban spektrofotometridsan meghatarozzuk. A mérési eredményeket
befolyasolja megoszté fazisok egymassal torténd telitésének iddtartama, a mérés
hémérséklete és az ionerésség, igy ezekre a paraméterekre a mérések kivitelezésénél
nagy hangsulyt kell fektetni. Validalt koriilmények kozott az eljaras atlagos hibaja +
0,05 — 0,10 log egység a -2 és +3 tartomanyban. A moddszer hatranya kozé tartozik,
hogy azoknak a vegyiileteknek a megoszlasi hanyadosat, amelyek logP értéke -2-nél
kisebb, vagy nagyobb mint +4 nem lehet pontosan meghatarozni, mivel ilyenkor extrém
fazisaranyokat kell alkalmazni. Tovabbi hatranya, hogy a meghatdrozasok
1ddigényesek, nagy mennyiségli €s nagytisztasdgl anyagot igényelnek. A hagyomanyos
razotoleséres eljaras HT modszerré alakitasaval tobben probalkoztak és kifejlesztettek
egy célkésziiléket is, melynél 96 mérdhelyes mikrotalcan torténik a fazisok
érintkeztetése a megoszlasi egyensuly bealltaig, majd robotizalt mintavételt kovetden,

diddasoros UV detektorral mérik a koncentraciot [120].

2.4 Pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik fizikai — kémiai allandéi - irodalmi

el6zmények

A vizsgalt vegyiileteink koziil a tirozin mikroallandoi régota ismertek az irodalomban.
Martin és mtsai. UV-pH titralassal és szarmazékvegyliletek felhasznaldsaval hataroztak
meg a tirozin Osszes protonalodasi makro- ¢és mikroallandoit [121]. A tirozin

protonalddasi allandoit azért hataroztuk meg mi is, mert igy az altalunk és Martin és
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mtsai. altal meghatarozott protonalodasi allandok Osszevetésével lehetdségiink nyilik

modszerlink helyességének ellendrzésére. Tovabba az 0Osszes vizsgalt vegylilet

rrrrr

......

monojédtirozin és dijodtirozin két makroallandojat (Ki, Ky), a monojodtirozin négy (k°,
KN, k2 k) és a dijodtirozin két (K", k) mikroalland6jat hatiroztik meg
potenciometrias illetve spektrofotometrias titralassal [122]. A pajzsmirigyhormonok
esetén a protonalddasi makroallandok értékében is jelentds ellentmondasok talalhatdak
az irodalomban [123,124], amelynek legfébb oka a vegyiiletek rossz vizoldhatosaga
[123]. Box és Comer fejlesztett ki egy gyors UV-pH titralasi modszert rosszul oldédo
K1 (logK;=8,72) és K, (logK,=6,84) makroallanddjanak meghatarozasara [125]. A két
makroallandén kiviil csak a fenolat protonalddasara jellemz6 k° mikroallandd értéke
ismert a T3 és T4 esetén Gemmill és Tata munkaja nyoman [126,127]. A vizsgalt
vegyiileteink lipofilitdsanak jellemzése is alulreprezentalt az irodalomban: oktanol/viz
megoszlasi hanyados értéket egyediil a T4 esetén hataroztak meg (logP = 3,21) [125]. A
T4 ¢és T3 esetén a membranhoz valé kotddést jellemezték mar az irodalomban
foszfatidilkolin és vizes kozeg kozti ,,megoszlasi hanyadossal” illetve tobbrétegii
(multilamellaris) liposzoma lipid fazisa és a viz kozti megoszlasi hanyadossal [62,128].
Ezekbdl a vizsgalatokbol az deriil ki, hogy a megoszlast a vegyliletek jodozottsaganak

mértéke és ionizacios allapota jelentdsen befolyasolja [62].
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3. Célkituzések

Munkank soran célul tiztik ki a pajzsmirigyhormonok — T4, T3, rT3- és
eléanyagaiknak — Tyr, MIT, DIT,— részecske-specifikus sav-bazis egyenstlyainak és
lipofilitisuknak meghatarozasat, illetve annak vizsgalatat, hogy ¢ paraméterek hogyan

befolyasoljak a vegyiiletek szervezetbeni sorsat, receptorkotodését.

A protonalodasi makroallandokat *H NMR-pH titralassal akartuk meghatarozni. A pH
torzitatlan meghatarozasara pH 3 alatt in situ pH indikatorok hasznalatat terveztiik. A
mikroallandokat csokkentett protondlhatd csoporttal rendelkezd szarmazékvegyiiletek
felhasznalasaval, = kombinalt  spektroszkopiai-deduktiv. ~ moddszerrel  kivantuk
meghatarozni. A pajzsmirigyhormonok csoportspecifikus sav-bazis tulajdonsagainak
ismeretében vizsgaltuk, hogy az egyes funkcids csoportok bazicitdsa hogyan
befolyasolhatja a pajzsmirigyhormonok bioszintézisét, felszivodasat és fehérjékhez valo

kotédését.

A receptorkot6dés  vizsgalatara in  silico modellezést terveztink, ahol a
pajzsmirigyhormonok Gsszes protonaltsagi mikrorészecskéjét pajzsmirigyhormon
receptorokhoz dokkoltuk a Schrédinger program Glide moduljanak segitségével. Evvel
a modszerrel terveink szerint vizsgalni lehet, hogy az egyes csoportok ionizaltsagi

allapota hogyan befolyasolja a vegyiiletek receptoraffinitasat.

Terveztiik a jodozott aminosavak részecske-specifikus lipofilitdsdnak a meghatarozasat
is. Az egyes mikrorészecskék lipofilitasat az intézetiinkben a kézelmutltban kidolgozott
modszer alapjan [116] karboximetil- és O-metil-szarmazékvegyiiletek felhasznalasaval,
kiilonbozé pH-kon mért megoszlasi hanyadosok meghatarozéasaval végeztiik. A kémiai
modositds hatdsa korrekcids faktor bevezetésével minimalizalhaté. Az egyes
mikrorészecskék  megoszlasi  hanyadosanak  ismeretében  irodalmi  adatok
felhasznalasaval terveztiik vizsgalni, hogy a pajzsmirigyhormonok részecske-specifikus

lipofilitasa hogyan befolyasolja a vegyliletek membrantranszportjat.
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4. Modszerek

4.1 Anyagok

A vizsgalataink targyat képezd molekulak, a tirozin, monojodtirozin, dijodtirozin,
liotironin, 3,3’,5’-trijodo-I-tironin (reverz liotironin) és a tiroxin a Sigma-Aldrich cég
(NaOH, NaCl, KCl, tomény sésav), az elektrod kalibracidhoz és a megoszlasi hanyados
mérésénél alkalmazott puffer komponenseket (natrium-tetraoxalat, kalium-
hidrogénftalat, KH,PO,;, NayHPO,, borax, TRIS, citromsav, dinatrium-citrat), a
csokkentett protondlhatd csoporttal rendelkez6 modellvegyiiletek szintézise soran
felhasznalt vegyszereket (metanol, ecetsavanhidrid, hangyasav, dimetil-szulfat,
diazometan) a Reanal és a Sigma-Aldrich gyartoktol szereztik be. Az NMR
spektroszkopiadhoz  referenciaanyagként  a  3-trimetilszilil-1-propanszulfonsav
natriumsojat (DSS >99%, Fluka) hasznaltuk, a mintdk megfeleld térfogatszazalékban
>99,8 atom% izotoptisztasagh D,O oldoszerrel (Aldrich) késziiltek. A szintetikus
vegytiletek szerkezetigazolasait DMSO-dg (deuteraltsag > 99,5 atom%) (Aldrich)
oldoszerben végeztik az NMR spektroszkopids vizsgalatok soran. A megoszlasi
hanyados mérésénél HPLC tisztasagu oktanolt hasznaltunk, amely szintén a Sigma-
Aldrich cég terméke volt. A titrdldsok oldoszereként nagytisztasdgi (18,2 MQcm
fajlagos ellenallast) Millipore vizet hasznaltunk. A kereskedelembdl beszerzett

anyagokat tisztitas nélkiil hasznaltuk.

4.2 Modellvegyiiletek eloallitasa

Mind a protondlodasi mikrodllandok, mind a részecske-specifikus lipofilitas
meghatarozasdhoz sziikséglink volt csokkentett protonalhaté csoporttal rendelkezd
szarmazékokra. Az anyavegyiiletekbdl metil-észter [129], O-metil-éter [130,131], és O-
metil-karboximetil-észter [129,130] szarmazékokat szintetizaltunk a megadott irodalmi
hivatkozasok alapjan. Az észtereket direkt észteresitési reakcidval allitottuk eld. A
megfeleld aminosavat metanolban oldva ¢és tionil-kloridot hozzaadva az olddszer
beparlasa utan a termék sosav sojat nyertiik ki [129]. Az O-metil-éter szarmazékokat két

modszerrel is eldallitottuk. Az els6 modszerben az aminocsoportot annak formilezésével
47



DOI:10.14753/SE.2014.1796

védtiik, majd a fenolatcsoport metilezést dimetil-szulfattal végeztiik lugos kozegben. A
véddcsoportot 3M sosavval tavolitottuk el, majd az oldat semlegesitésével (T4, DIT)
vagy a sosav csokkentett nyomason vald beparlasaval (Tyr, MIT, T3) nyertiik a kivant
termékeket [130]. A masodik modszert csak a pajzsmirigyhormonok (T4, rT3, T3)
esetén végeztik el, ahol a metilezést diazometdnnal végeztik. Az elsd 1épésben a
vegyliletek O-metil-karboximetil-észtere keletkezett, majd az észtercsoport lugos
hidrolizise utan kaptuk a megfeleld6 hormon O-metil-éterét [131]. Az eléallitott
termékek szerkezetigazolasa 1D és 2D NMR, illetve nagyfelbontasu, pontos tomeg
adataik alapjan tortént. Az eldallitott vegyiiletek illetve kozti termékek koziil hét (N-
formil-monojoédtirozin, N-formil-O-metil-tiroxin, N-formil-O-metil-liotironin, O-metil-
karboximetil-tiroxin,  O-metil-karboximetil-liotironin, ~ O-metil-karboximetil-reverz-
liotironin) 1j, az irodalomban még le nem irt vegyiiletek. Az irodalomban mar ismert
vegyiiletek spektralis tulajdonsagai megegyeztek az ott leirtakkal, az uj vegyiiletek *H
NMR asszignacioja és HRMS adatai a kovetkezok:

N-formil-O-metil-monojédtirozin

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8,34 (d, 1H, formil NH), 7,99 (s, 1H, formil CH), 7,54
(d, 1H, H-2), 7,03 (d, 1H, H-5), 6,85 (dd, 1H, H-6), 4,43 (m, 1H, CH), 3,80 (s, 3H, O-
CHs), 2,90 (dd, 1H, CH,), 2,74 (dd, 1H, CH,); HRMS (ESI-TOF*) m/z szimitott
[M+H"] 349,9811, talalt 349,9815.

N-formil-O-metil-tiroxin

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8,32 (d, 1H, formil NH), 7,99 (s, 1H, formil CH), 7,84
(s, 2H, H-2 és H-6), 7,09 (s, 2H, H-2’ és H-6"), 4,51 (m, 1H, CH), 3,81 (s, 3H, O-CHa),
3,03 (dd, 1H, CH,), 2,72 (dd, 1H, CH,); HRMS (ESI-TOF") m/z szamitott [M+H"]
819,6972, talalt 819,6969.

N-formil-O-metil-liotironin

'"H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8,35 (d, 1H, formil NH), 7,99 (s, 1H, formil CH), 7,97
(s, 2H, H-2 és H-6), 7,20 (d, 1H, H-2"), 6,91 (d, 1H, H-5), 6,77 (dd, 1H, H-6°), 4,52 (m,
1H, CH), 3,80 (s, 3H, O-CHz), 3,05 (dd, 1H, CH,), 2,82 (dd, 1H, CH,); HRMS (ESI-
TOF") m/z szamitott [M+H"] 693,8006, talalt 693,8001.
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O-metil-karboximetil-tiroxin

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 7,85 (s, 2H, H-2 és H-6), 7,09 (s, 2H, H-2 ¢és H-6"),
4,08 (m, 1H, CH), 3,81 (s, 3H, O-CHs), 3,66 (s, 3H, COO-CH3), 3,28 (dd, 1H, CHy),
2,97 (dd, 1H, CH,): HRMS (ESI-TOF") m/z szamitott [M+H'] 804,7180, talalt
804,7186.

O-metil-karboximetil-liotironin

'H NMR (600 MHz, DMSO-d): 7,96 (s, 2H, H-2 és H-6), 7,19 (d, 1H, H-2), 6,90 (d,
1H, H-5°), 6,67 (dd, 1H, H-6"), 4,12 (m, 1H, CH), 3,80 (s, 3H, O-CHs), 3,66 (s, 3H,
COO-CHs), 3,29 (dd, 1H, CHy), 3,06 (dd, 1H, CH,); HRMS (ESI-TOF*) m/z szamitott
[M+H"] 678,8213, talalt 678,8216.

O-metil-karboximetil-reverz-liotironin

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 7,83 (d, 1H, H-2), 7,12 (dd, 1H, H-6), 7,08 (s, 2H, H-
2> és H-6"), 6,86 (d, 1H, H5), 4,09 (m, 1H, CH), 3,80 (s, 3H, O-CH3), 3,66 (s, 3H,
COO-CHy), 3,26 (dd, 1H, CH,), 3,02 (dd, 1H, CH,): HRMS (ESI-TOF") m/z szédmitott
[M+H"] 678,8213, talalt 678,8221.

4.3 Uvegelektrod kalibralasa

A pH pontos meghatarozdsara pH 3 ¢és 12,5 kozott Metrohm 6.0234.110
katalogusszam@i kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk, melyet a mérések el6tt, a
IUPAC iranyelveknek megfeleléen [132], négy, ismert pH-ju, standard tompitooldattal
kalibraltuk. Minden mérés termosztalt koriilmények kozott tortént 25 + 0,1 °C-on. A
pufferoldatokat az Eurdpai Gyodgyszerkonyv elbirasa alapjan készitettiik. A kalibrald
pufferek Osszetételét és deklaralt pH-jat a IV. tablazat tartalmazza.
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IV. tablazat Kalibralo pufferek osszetétele és pH-ja

pH Osszetétel

1,68 0,05 M kélium-tetraoxalat (oxalat)

4,01 0,05 M kélium-hidrogénftalat (ftalat)

6,87 0,025 M KH,PO, + 0,025 M Na;HPO, (foszfat)
9,18 0,01 M NayB4O7 (borax)

4.4 'H NMR-pH titralas

A méréseket inverz geometridji 5 mm-es gradiens méréfejjel rendelkezé Varian Unity
Inova 600 MHz-es NMR spektrométeren végeztiik 25 + 0,1 °C-on. Az NMR titralasok
egységesen 5 mm-es NMR csOben torténtek, a kémiai eltolodasokat DSS belsd
referensre vonatkoztattuk. Az oldatok 5 v/v% D,O-t tartalmaztak, amely csak 0,02
egységgel valtoztatja meg a pH-skalat az iivegelektroddal torténd mérések pontossagan
beliil, igy korrekciét nem végeztiink [133]. A viz rezonanciajelének csokkentésére
kettés spin echo (dpfgse) pulzust alkalmaztunk [134]. A méréseket konstans 0,15 M
ionerdsség mellett végeztiik, az ionerdsség beallitasara KCl-ot alkalmaztunk. A pH-
mérésre pH 3-12,5 kozott kombinalt tivegelektrodot hasznéltunk. Savas kdzegben pH
<3 alatt, hogy kikiiszoboljiik az elektrod hibajat, a pontos pH-t két in situ
indikéatormolekula, a diklérecetsav és a klorecetsav eltolodédsaibol szamitottuk ki a (8)
egyenletnek megfeleléen. A pH torzitasmentes meghatarozdsahoz hasznalt indikator

paraméterek a III. tablazatban talalhatoak.

A titralasokhoz kiilonb6z6 pH-ju oldatokat készitettiink 0,15 M ionerdsség mellett KCI,
NaOH és HCI felhasznalasaval 1 mM indikatormolekula és 0,1 mM DSS tartalom
mellett. A titralasok sordn a Tyr, MIT, DIT és e vegyiiletek szarmazékvegyiileteibdl 1,5
MM-os oldatokat hasznaltunk és 8-16 tranziensbdl vettiik fel a spektrumokat az egyes
pH-kon. A pajzsmirigyhormonokbol (T3, T3, T4) és szarmazékaikbol a rossz
oldhatosag miatt csak 0,1 mM-os oldatokat tudtunk késziteni, lugos pH tartomanyban
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128-256 tranzienst, mig savas pH-n tobb ezer tranzienst kellett alkalmaznunk a jelek

megfeleld detektalasahoz.

A konnyen bomlo, lugérzékeny metil-észterek esetén 0,14 M KCl felhasznélasaval egy
alapoldatot készitettiink, amit 0,01/0,02 M HCIl és NaOH oldattal titraltuk, igy az
ionerdsség a vizsgalat soran végig 0,16 M alatt maradt. A metil-észterek jelei pH 11-ig

biztonsagosan kivehetdek voltak.

A protonalodasi egyensulyok makroszkopikus kiértékeléséhez az OPIUM ¢és a Microcal
OriginPro 8.0 programokat hasznaltuk.

4.5 UV-pH titralas

A Tyr, MIT és T3 fenolat mikroalland6janak (k°) meghatarozasra a deduktiv modszer
mellett UV-pH titralast is alkalmaztunk. A titralds soran a szinképeket
szobahOmérsékleten 0,5-1 nm 1épéskodzzel vettiik fel 200-400 nm-es tartomanyban 1 cm
uthosszti Aldrich kvarckiivettat hasznalva egy Jasco V-550 tipusit diddasoros
T3-bol 2 nM-os torzsoldatot készitettiink, amely elegend6 volt a meghatarozashoz a T3
magas molaris fajlagos abszorpcidja miatt. A ligandumok higulasanak elkeriilése miatt a
torzsoldatokat két egyforma térfogatu részletre osztottuk és az aliquotokhoz megfeleld,
egyazon mennyiségli HCl-ot és NaOH-ot adtunk, létrehozva a savas illetve ligos
torzsoldatokat. A két oldat elegyitésével kalibralt elektrod mellett kiillonb6z6 kémhatasa
oldatokat készitettiink, majd az oldatok UV-VIS spektrumat rogzitettilk. Az oldatok
ionerdsségét (I = 0,15 M) kélium-kloriddal Aallitottuk be. A kiértékelést azon a
hullamhosszon végeztiik, ahol az eltér6 pH-ji oldatok spektruman a legnagyobb
abszorbanciavaltozas volt megfigyelhetd (~298 nm). Az UV-pH titralasi adatok

kiértékeléséhez Statistica 6.0 programot hasznaltunk.
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4.6 Megoszlasi hanyados meghatarozasa keveréedényes modszerrel

A vizsgalt anyavegyiiletek és egyes szarmazékainak oktanol/viz latszolagos megoszlasi
hanyadosat keveréedényes modszerrel hataroztuk meg a megoszlas eldtti és utani mért
abszorbancidk felhasznalasaval kiilonb6z0 fazisaranyoknal. A megoszlasi kisérlet elott
az oktanolos illetve vizes fazisokat egymassal telitettiik legalabb 3 6ran at tartd intenziv
kevertetéssel 25 °C-on, majd legalabb 24 o6ras szételegyedési id6 eltelte utan hasznaltuk
az egymassal telitett fazisokat. A meghatarozéashoz sziikséges kiilonboz6 pH-ji oldatok
elkészitéséhez citrat, foszfat, TRIS puffereket, illetve faktorozott sdsavat ¢s NaOH
oldatokat hasznaltunk, figyelembe véve, hogy adott pH-n adott puffernek minél
nagyobb legyen a pufferkapacitasa. Az ioner6sség minden esetben 0,15 M volt. A rossz
oldhat6sag miatt a pajzsmirigyhormonok esetén az oktanolos fazisban, a MIT és a DIT
esetén a vizes fazisban hataroztuk meg a koncentracidjukat. A pajzsmirigyhormonok
abszorpcidés maximumdénak hulldmhosszén az oktanol fényelnyelése elhanyagolhato,
igyaz oktanolos fazisbdl is pontos abszorbancidkat lehet mérni. A fazisaranyt Ggy
valasztottuk meg, hogy analitikailag jol mérhetd anyagmennyiség maradjon az egyes
fazisokban a megoszlas utdn is. A megfeleld fazisok koncentracidcsokkenését UV
spektrofotometrias modszerrel kovettiik, 250 és 400 nm kozott a teljes UV spektrumot

regisztraltuk.

4.7 HRMS mérések

Az altalunk eldallitott vegyiiletek szerkezetigazoldsdra pontos, nagyfelbontast
tomegmeéréseket is végeztiink Jet Stream ionforrassal (elektrospray ionizéacio) felszerelt
Agilent 6230-as TOF (time of flight, repiilési id6 analizator) tomegspektrométeren
pl-t  injektaltunk a  tomegspektrométerbe  Agilent 1260 Infinity HPLC
(nagyhatékonysagli folyadékkromatografia) rendszert hasznalva. Eluensként 70%
metanol-viz elegyet alkalmaztunk, amit 0,1% hangyasavval savanyitottuk, az aramlasi
sebesség 0,5 ml/perc volt. A meghatarozds alatt folyamatosan 121,050873 ¢&s
922,009798 tomeg/toltésti anyagokat hasznaltunk a tomeg skala kalibralasara. A
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vizsgalatokhoz a spektrumokat 100-2500 tomeg/t6ltés tartomanyban vettik fel, a
kiértékelést Agilent MassHunter B.02.00 szoftverrel végeztiik.

4.8 In silico receptorkotodés vizsgalat

A szamitdogépes modellezés sordn a célunk a pajzsmirigyhormonok egyes
mikrorészecskéinek flexibilis dokkolasa volt a pajzsmirigyhormon-receptor (TR) két
izoformajahoz (TRa és TRP).

A pajzsmirigyhormon-receptor — ligand egyiitt kristalyositott komplex szerkezeteket a
Protein Data Bank adatbazisbol (www.pdb.org) t6ltottiik le. Modszeriinkhoz és annak
validalasahoz hasznalt szerkezeteket a megfelelé PDB ID (Protein Data Bank azonositd)
feltiintetésével az V. tablazatban foglaltuk Ossze. A tireomimetikumok konstiticios
képlete a 8. dbran lathatd. A dokkolasok soran hasznalt fehérjék rontgenkrisztallografias

felbontasa minden esetben 2,8 A-nél kisebb volt.
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V. tablazat A szamitogépes dokkolasi kisérletek soran hasznalt kristalyszerkezetek

TR ) TR )
] Ligandum PDB-ID Ligandum  PDB-ID
izoforma izoforma
2H77 3GWS
o T B T3
[70] [70]
3HZF 3IMY
o GC1 B GC1
[135] [135]
3JZB 3JZC
o TRIAC B TRIAC
[136] [136]
INAV INAX
o KB141 B KB141
[69] [69]
1Q4X
B GC24
[137]

o LT Qe
omo 0”70 0o
| QO ()
5 31
o 0~ o-
T3 GC-24 GC-1
o I (0] Cl 1
o 0
Y\@O Y\@o O/\(O\(;EO
I Cl I
I I
o IR o-
Triac KB-141 dezamino-T3

8. abra Az in silico dokkolas soran hasznalt vegyiiletek szerkezeti képlete
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Munkank sordn a szerkezetek geometriai optimalasait €s a dokkoldsokat a Schrodinger
molekulamodellezd program kiilonb6zé moduljaival végeztiik el. Grafikus atalakitonak
a Maestrot alkalmaztuk [138]. A fehérjeszerkezeteket a Protein Preparation Wizard
alkalmazasaval készitettik eld6 a kotéhely modellezéséhez. A letoltott
rontgenkrisztallografids szerkezeteket a fiziologids koriilményeknek megfeleléen
(pH=7,4) egészitettiik ki hidrogénekkel. Emiatt az Arg és Lys oldallincok minden
esetben kationos, mig a karboxilatot tartalmazd Glu és Asp aminosavak anionos
allapotban voltak. A fehérjeszerkezetben taldlhatd felesleges vizeket (lone water) és
egy¢b ligandokat eltavolitottuk. A fehérjemolekulak esetében OPLS2005 eréteret
hasznaltunk a geometriai optimalizalas végrehajtasdhoz. A fehérje megfeleld optimalasa
utan a dokkolési doboz kijeldlése tortént meg, amelynek kdzéppontjat a fehérjében 1évo
ligand helyzete, mig nagysagat annak mérete befolyasolta. A ligandumok geometriai
optimalizalasat a Schrodinger program LigPrep moduljaval végeztik MMFF94s
eréteret alkalmazva. Az egyes protonaltsagi mikrorészecskéket egyesével dokkoltuk a
receptor fehérjékhez a Glide modult hasznilva. A dokkoldsokat minden esetben
flexibilisen végeztiik XP (extra preciz), azaz nagyfelbontdsi mod hasznélataval, azért,
hogy minél pontosabb értékeket kapjunk [139]. A dokkolasok kimeneteleként a legjobb

harom eredményt irattuk ki a Glide pontozasi funkciojanak megfelelden.

4.8.1 Validalas

Az in silico mddszeriink alkalmazhatdsagat a kitizott célunkra de Araujo és mtsai. altal
kidolgozott validalasi vizsgalattal bizonyitottuk [81]. Hat olyan pajzsmirigyhormon
agonistat dokkoltunk a receptor mindkét izoformdjahoz, ahol a kisérletes kotddési
szabad-energia (AG) értékek az irodalomban megtalalhatoak, illetve a receptor-ligand
komplexek rontgenkrisztallografias szerkezete adatbazisbol letolthetd. A validalas soran

vizsgalt ligandumok szerkezete a 8. dbran lathato.

Az in silico dokkolassal szamitott és a kisérletesen meghatarozott kotddési szabad
energia értékeket korrelaltattuk egymadssal. A lineéris korrelacids egyiitthatdé magas
értéke (1°=0,7765) illetve a kis atlagos eltérés (A=0,55 kcal/mol) a két adatsor kozott

bizonyitja, hogy az altalunk hasznélt eljards alkalmazhat6 a pajzsmirigyhormon
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mikrorészecskéi és a receptorfehérje kozotti kolesonhatas vizsgéalatara (VI. tablazat, 9.

abra).

VI. tablazat Az irodalomban megtaldlhatd kisérletes (AGexp.), Valamint az in silico
dokkolds (AGeac) sordn meghatarozott kotddési szabad energia értékek a

pajzsmirigyhormon-receptor két izoformajahoz kcal/mol-ban megadva

. AGexp‘ A(}CéilC.
ligand
TRo TRP TRo! TRP
'12,9 _12a6
T3 -12,11 -12,67
[140] [141]
-10,73 -13,54
GC-24 -10,96 -13,35
[81] [81]
-12,28 -13,70
GC-1 -12,46 -13,29
[81] [81]
_ -13,86 -14,04
Triac -12,74 -11,99
[81] [81]
-11,08 -12,86
KB-141 -10,87 -12,88
[141] [141]
Dezamino- -15,04 -15,22
-14 52 -14.59
T3 [81] [81]
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r*=0.7765 (p<0.001)

-16 -15 -14 -13 -12 -1

9. abra A Kkisérletes és az altalunk szamitott kotodési szabad energia értékek

korrelacigja.
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5. Eredmények

rrrrr

meghatarozasa

A pajzsmirigyhormonok ¢és eldanyagaik mindegyike harom baziscentrummal
rendelkezik, ezek a fenolat, az amino és a karboxilat. Ahogy a 7. abran is lathaté az
egyes vegyiiletek protondlodasa 3 makroallandoval és 12 mikroallandédval jellemezhetd.

------

hataroztuk meg:

- Elvégeztik az anyavegyiiletek, a metil-észter, a metil-éter és a dimetil
szarmazékok 'H NMR-pH titralasat. pH <3 alatt a pontos pH-t in situ
indikatormolekulak (klorecetsav és diklorecetsav) hasznalataval hataroztuk meg.

- A titrdlasi gorbékbdl meghatiroztuk a megfeleld szamu (3,2 illetve 1)
makroallandot. A szdrmazékvegyiiletek makroallandoit behelyettesitettiik az
anyavegyiiletek mikrospeciacids séméjaba a megfelelé mikroallandok helyére.

- A Tyr, MIT, T3 esetén a fenolathoz tartozé k° mikroallandét UV-pH titralassal
(is) meghataroztuk.

- Ezen kisérleti adatokbdl a mikrodllandok és a mikrorészecskék eloszlasa mar

szamithato.

5.1.1 Protonalédasi makroallandok meghatarozasa 'H NMR-pH titralassal

'"H NMR-pH titralas soran a vizsgalt vegyiiletek valamennyi megfigyelheté szénkotést
protonjanak pH — 8™ adatsorara egyszerre illesztve a 7. egyenletet hataroztuk meg a
lépcsdzetes protondlodasi allandokat. A protonalddasi makroallandok meghatarozasa
soran a legtobb vegylilet esetén az Osszes szénkotésii hidrogén jelét meg tudtuk figyelni,
kivétel a T4, az O-metil-T4, karboximetil-T4, karboximetil-T3, O-metil-rT3 és a
karboximetil-rT3 esetén, ahol savas pH-kon a rossz oldhatésag miatt csak a 2H és a 3H
intenzitast protonok jeleit hasznaltuk fel a kiértékeléshez. Azonban ez is elegendének
bizonyult a makroallandok torzitdsmentes meghatarozasahoz. A 10. abran lathaté a MIT

aromas protonjainak pH fiiggd "H NMR spektruma, illetve a T3 titralasi gorbéje.
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10. abra (A) A MIT aromas protonok kémiai eltolodasanak pH fiiggése, (B) A T3 *H
NMR-pH titralasi gorbéi
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Az anyavegyiiletek protonalodési allanddit a VII. tablazatban, mig a csokkentett

protonalhatd csoporttal rendelkezé modellvegyiiletek protonalddasi allandoit a VIII.

tablazatban foglaltuk Gssze.

VII. tablazat Pajzsmirigyhormonok és eldanyagaik protonalddasi makroallandoi (T=25

°C, I=0,15 M)

Tyr MIT T4 T3 rT3
logK; 10,17 +0,02 9,63+0,01 941+0,01 8,60+0,03 8,87+0,05 9,01 +0,03
logK, 9,06 +0,03 8,12+0,01 6,23+0,02 6,59+0,03 820+0,05 6,71 +0,03
logKs 2,27 40,03 2,16+0,01 2,07+0,02 2,01 +0,06 2,03+0,03 2,04 +0,03

VIII. tablazat Az O-metil, karboximetil és dimetil szarmazékok protonalodasi
makroallandoi (T=25 °C, 1=0,15 M)

Tyr MIT DIT T3 T4 rT3

logK; 9,21+0,01 9,01 +0,01 8,79 £0,01 - 8,55 +0,02 8,80 +0,02
O-metil

logk, 2,25+0,02 2,19+0,02 2,07 £0,04 - 2,05+0,05 2,07 +£0,05

logK; 9,78+0,01 8,47 +0,02 7,46 £0,04 8,42 +0,03 6,90+0,03 7,09+0,04
C-metil

logKk, 7,17+0,01  6,95+0,02 5,87 +0,04 6,63+0,04 6,25+0,03 6,43 40,02
dimetil logk 7,19+0,01 7,00+0,02 6,79 £0,03 - - -

A 1épcsdzetes protondlodasi allandok értékei azt mutatjdk, hogy a karboxilatcsoport

protonalddasa elkiiloniil a masik két csoport protonalodasatol, mint ahogy ezt az

anyavegyiiletek logKs illetve az O-metil-szarmazékok logK, értékei is mutatjak. A DIT

mindharom makroallandéja kozti kiilonbség tobb mint 3 logK egységnyi, mig a T4 és az

rT3 esetén a makrodllandok kozti kiilonbség legalabb 2 logK egységnyi, vagyis e
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molekuldknal mindharom csoport protonfelvétele elkiiloniil. A jodatom(ok) beépiilése

az egész molekula bazicitasat csokkenti, ami legjobban a logK, értékében fejezddik ki.

A pajzsmirigyhormonok dimetil-szarmazékainak protonalodasi allandoinak értékét a
rossz oldhatésag miatt nem tudtuk meghatarozni, mig az O-metil-liotironin
protonalddasi makroallanddinak ismerete nem sziikséges a T3 tovabbi mikroallandoinak
meghatarozasihoz, mivel az UV-pH titralassal meghatéarozott logk® mikroallandé és az

amino-karboxilat  kolcsonhatasi  tényez0  ismerete elégséges a T3  teljes

------

5.1.2 Protonal6dasi mikroallandok meghatarozasa UV-pH titralassal

A protonalodasi mikrodllandok meghatarozhatok UV-pH titralassal, ha a megfeleld
mikrorészecskék aranya 0sszemérhetd, illetve ha a spektrumvaltozast szelektiven csak
az egyik csoport protonalodasa okozza. A fenolatra jellemzé mikrodllandok altalaban
meghatarozhatoak evvel a modszerrel, mert 290 nm koriil az UV-spektrum pH-fiiggése
szelektiven a fenolatcsoporthoz rendelhetd. Ezt az allitdst tdmasztja ald az UV-pH

titralasi gorbéken megjelend izobesztikus pont is (11. abra).

A vizsgalt vegyiileteink koziil a k® értéke UV-pH titralassal a Tyr, MIT és T3 esetén
hatdrozhat6 meg, mivel a tobbi molekulaban az amino és a fenolat bazicitds nem

Osszemérhetd nagysagu.

A fenolatra jellemz6é mikroallandét a mérési adatpontokbol a (18-19) sszefiiggések
segitségével szamoltuk. A 11. abran lathato a MIT pH-fiiggé UV spektruma illetve az

UV titralas segitségével meghatarozott fenolat moltort pH fiiggvény.
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11. abra (A) A MIT pH-fiiggé UV spektruma (B) MIT fenolat moéltort pH fliggvény

A meghatarozaskor figyelembe vettiik, hogy a karboxilat protonaltsagi allapota pH 5
felett nem valtozik, igy ebben a pH tartomanyban a vegyiiletek kétcsoportos
molekulaként kezelhetéek. A kisérletesen meghatarozott k® mikroallandé illetve a 'H

NMR-pH titralasok soran meghatarozott K; és K, makroallandok értékeit felhasznalva a

KN, Ky és ké\' mikroallandok az alabbi egyenletekkel szdmolhatoak:
Ki=k+ N (23)
Ky K=k ® k§'=k" kg (24)

Az UV-pH titralasbol szarmazé mikroallandok illetve fenolat-amino kolcsonhatasi

tényezd logaritmizalt értékeit a IX. tdblazat tartalmazza.
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IX. tablazat Az UV - pH titralas soran meghatarozott mikroallandok logaritmusainak

ésalogECN értékei
Tyr MIT T3
logk® 10,03 + 0,01 8,72+ 0,03 8,43+ 0,02
logk™ 9,61 9,57 8,67
logkg 9,62 8,18 8,40
logk 9,20 9,03 8,64
loge®™ 0,41 0,54 0,03

.....

A vizsgalt hat vegyiilet egyenként 12 mikroallanddjdnak meghatarozaséhoz a kdvetkezd

adatokat hasznaltuk fel:

- akérdéses vegyiilet makrodllandoi
- acsokkentett protonalhat6 csoporttal rendelkezd szarmazék makroallandoi
- az UV-pH titralas sordn meghatarozott mikroallandok

- az amino- és a karboxilatcsoport kozotti kdlesonhatasi tényezo

Osszhangban a vegyiileteink protonalddasi sémajaval (7. abra) és felhasznalva a (11) —

(15) egyenleteket a mikroallandok meghatarozhatoak az alabbi metodikat kovetve:

1. logKs=logky,, mivel a kg, utvonalon térténd protonalodas sokkal

jelentBsebb, mint a k. és k&, -nek megfeleld protonfelvétel.

2. k&, értéke megegyezik a  dimetil-szarmazékok  protonalddasi
makroallandojaval.
3. k§ értéke és kS meghatirozhatdé az O-metil-éter szarmazékok

makroélland6ibol felhasznalva k[, értékét.
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4. kO értéke meghatarozhaté a karboximetil szarmazékok makroalland6ibol

felhasznalva k&, értékét.

5. k° és k© értéke szamithato6 a 13. egyenletbdl.
6. k™ értéke a 11. egyenlet segitségével szamithato.
7. A tobbi mikroallandd értéke megkaphatdo a 13. és 15. egyenlet
felhasznalasaval.
A T4 és a T3 esetében a dimetil szarmazékok protonaldédasi makroallandoit a rossz

vizoldékonysag miatt nem tudtuk meghatarozni. Ebben az esetben kJ, értékét a DIT-

ban meghatarozott amino-karboxilat kolcsonhatasi tényezé felhasznalasaval kaptuk
meg, mivel a kolcsonhatasi tényezd értékének atvitele azonos szerkezetii molekulak
esetén nem okoz hibat a mikroallandok meghatarozasaban [101].

A T3 esetén négy mikroallando értékét (k°, k™, k2, k) az UV-pH titralasbol kaptuk
meg, mig a tobbi mikroallandot a karboximetil-T3 két makroallanddjanak és a DIT
amino-karboxilat kdlcsonhatasi tényez6jének felhasznalasaval hataroztuk meg.

A protonaldédasi mikroallandok értékei illetve az egyes csoportok kozti kdlcsonhatasi

tényezoket a vizsgalt molekulak esetén a X. tablazat tartalmazza.
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X. tablazat Vizsgalt vegyiileteink protonalddasi mikroallandoi és kolcsonhatasi tényez6i

Fenolat mikroallandok Tyr MIT DIT T3 T4 rT3
logk® 10,04 8,71 6,85 8,43 6,64 6,76
log k¥ 9,65 8,18 6,23 8,40 6,59 6,71
log k2 9,76 8,42 6,54 8,41 6,60 6,72
logk o 9,37 7,89 5,92 8,38 6,55 6,67
Amino mikroallandok
|ngN 9,58 9,57 9,41 8,67 8,60 8,85
log kc|>\| 9,19 9,04 8,79 8,64 8,55 8,80
log ké\l 7,58 7,53 7,41 6,67 6,60 6,85
logkJ, 7,19 7,00 6,79 6,64 6,55 6,80
Karboxilat mikroallandok
log k€ 4,55 4,49 4,37 4,05 4,05 4,07
log kg 4,27 4,20 4,06 4,03 4,01 4,03
log kﬁ 2,55 2,45 2,37 2,05 2,05 2,07
log kﬁo 2,27 2,16 2,06 2,03 2,01 2,03
Kolcsonhatasi tényezok
log gON 0,39 0,53 0,62 0,03 0,05 0,05
log gNC 2,00 2,04 2,00 2,00 2,00 2,00
log E°© 0,28 0,29 0,31 0,02 0,04 0,04
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Osszehasonlitva az UV-pH titralassal és a deduktiv moédszerrel kapott mikroallandok
értékeit (IX. és X. tablazat) Tyr és MIT esetén, azt latjuk, hogy az értékek jo egyezést
mutatnak, a kiilonbség az egyes mikroallandok k6zott mindenhol kisebb, mint 0,05 logk
egység. A két kiilonb6z6 megkozelitéssel kapott azonos allandok bizonyitjak, hogy a
meghatdrozasaink helyesek. Az adatainkbol levonhato kovetkeztetéseket a Megbeszélés

cimii fejezet targyalja.

5.2 Pajzsmirigyhormonok mikrorészecskéinek in silico receptorkotédés vizsgalata

A harom vizsgalt pajzsmirigyhormon (T3, T4, rT3) Osszes mikrorészecskéjét a két
Ismert pajzsmirigyhormon receptor izoformahoz (TRa és TRB) dokkoltuk. A dokkolas

soran a kapott kotddési szabadenergia értékeket a XI. tabladzatban foglaltuk dssze.
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Xl. tablazat Szamitott kotddési szabad energia értékek a harom pajzsmirigyhormon
Osszes mikrorészecskéjére. A kisebb kotddési érték nagyobb affinitdst jelent a

receptorhoz. Az értékek kcal/mol-ban vannak megadva.

T3(TRa) T3 (TRP) T4(TRo) T4 (TRP) T3 (TRa) T3 (TRP)

NH,, COO',O -12,11 -12,69 -11,15 -10,44 -7,05 -7,62
NH;*, COO,0 -9,46 -10,65 -8,69 -9,29 -5,17 -6,41
NH,, COOH, O -9,30 -8,47 -8,45 -9,34 -5,87 -6,01
NH;",COOH, O -4,83 -6,35 -4,31 -6,80 -3,89 -5,74
NH;*, COO", OH -11,70 -11,70 -10,40 -9,71 -8,44 -8,58
NH,, COO’, OH -13,18 -11,75 -12,15 -11,07 -9,51 -9,73
NH,, COOH, OH -9,96 -10,13 -9,53 -9,76 -7,13 -8,21
NH;*, COOH, OH -5,30 -6,86 -5,75 -6,98 -5,12 -6,49

A tablazat adataibol latszik, hogy a T3 kotédik a legjobban a receptorokhoz, mig a
legkevésbé az rT3, ami egybevag a fiziologias receptorkotodési adatokkal: a T3 az aktiv
hormon, ez a vegylilet kotddik jobban a receptorhoz, és valt ki bioldgiai hatést, a T4 a
T3 prekurzoranak tekinthet6é [7, 29]. Az in silico dokkolasokbdl levonhato élettani
kovetkeztésket, beleértve a pajzsmirigyhormon mikrorészecskéi €s a receptorok kozti

kolcsonhatasok részeletes elemzését a Megbeszé€lés fejezet targyalja részletesen.

5.3 Pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik részecske-specifikus lipofilitasa

Az egyes mikrorészecskék lipofilitdsanak meghatarozashoz eldszor kivalasztottuk
azokat, amelyek szignifikdnsan hozzdjarulnak a molekuldk makroszkopikus
lipofilitasahoz. Az egyszeresen protonalt forma (O, NH;, COOH) figyelmen kiviil
hagyhat6 a nagyon alacsony el6forduldsi aranya miatt minden molekulaban. A relativ
koncentracioja a kétszeresen protonalt (O, NH;", COOH) formanak minden esetben

kisebb, vagy egyenld, mint a varhatdéan nagyobb lipofilitdssal rendelkezd toltésmentes
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(OH, NH,, COOH) mikrorészecskének. Igy megéllapithatjuk, hogy hat mikrorészecske
jarul hozza jelentésebb mértékben a molekula brutto lipofilitasahoz ((O, NH,, COO),
(OH, NH,, COO"), (O, NHs", COO"), (OH, NH,, COOH), (OH, NH;", COO"), (OH,
NHs*, COOH)). A tovabbiakban ezek megoszlasi hanyadosat hataroztuk meg.

A részecske-specifikus lipofilitas meghatarozasahoz a kutatocsoportunkban kidolgozott
modszert alkalmaztuk [6], bizonyos mikrorészecskék lipofilitdsdnak meghatarozasahoz
szarmazékvegyliletek megoszlasi adatait hasznaltunk fel. A toltésmentes, semleges
format (OH, NH,, COOH) karboximetil-észterrel, mig a (OH, NH,, COQO") részecskét
O-metil-éterrel modelleztiik. Nyilvanvaléan egy metilcsoport bevitele megnoveli a
molekula lipofilitasat, ezért sziikséges a korrekcids faktor bevezetése, amivel a kémiai
modositas okozta hiba a minimalisra csokkenthetd. A korrekcios faktort a metilezett
szarmazék és az anyavegyiilet latszolagos megoszlasi hanyadosainak kiilonbségébdl
szdmoltuk erdsen savas pH-n (pH=1), ahol az Osszes vizsgalt molekula egységesen
kationos allapotban fordul el6. A XII. tablazat tartalmazza a részecske-specifikus

lipofilitas meghatarozéaséhoz sziikséges logD értékeket.
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XII. tablazat Vizsgalt vegyiileteink logD értéke oktanol/viz rendszerben. A pH(a),

pH(b), pH(c) értékeket a kérdéses vegyiilet sav-bazis tulajdonsidgainak megfeleléen

valasztottuk. Az értékek az egyes vegyiiletek esetén az alabbiak: pH (a) 4,31 (T4); 5,10
(T3); 4,40 (rT3); 4,15 (DIT); 5,15 (MIT); pH (b) 6,75 (T4); 7,55 (T3); 6,75 (rT3); 6,65
(DIT); 7,70 (MIT). pH (c) 7,61 (T4); 8,50 (T3), 7,80 (rT3), 7,80 (DIT), 8,88 (MIT).

Vegyiiletek pH 0,82 pH (a) pH (b) pH (c) pH 13,18
T4 3,04 (0,02) 2,60 (0,02) - 2,28 (0,03)  -1,89(0,03)
karboximetil-T4 3 o5 (0 05) - 2,99 (0,06) - -
O-metil-T4 395 (0.06) - - - 2,47 (0,05)
T3 206 (003) 224(002) - 177(003) -2,70(0,10)
karboximetil-T3 2,14 (0,04) - 2,60 (0,04) - -
O-metil-T3 2,39 (0,02) - - - 1,97 (0,03)
T3 2,18 (0,02) 2,39 (0,02) - 1,52 (0,03)  -2,58 (0,06)
karboximetil-rT3 2,27 (0,03) - 2,75 (0,03) - -
O-metil-rT3 2,52 (0,03) - - - 2,20 (0,04)
DIT -0,51 (0,02) -0,05 (0,03) - -1,18 (0,02) <45
karboximetil-DIT -0,28 (0,02) - 0,95 (0,03) - -
O-metil-DIT -0,06 (0,04) - - - -0,53 (0,04)
MIT -1,37 (0,05) -0,79 (0,02) - -1,59 (0,05) <5
karboximetil MIT -1,12 (0,03) - 0,26 (0,02) - -
O-metil MIT ~ -0,90 (0,04) - - - -1,25 (0,04)
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Erdsen savas pH-n (pH =1) az anyavegyiiletek mért logD értékei megfeleltethetéek a
kationos (OH, NHs;', COOH) mikrorészecskék megoszlasi hanyadosanak. A
szarmazekvegyiiletek logD értéke ezen a pH-n a korrekcios faktor szamoldsdhoz
sziikséges. Erdsen lugos pH-n (pH~13) az anyavegyiiletek esetén mért logD értékek a
kétszeresen negativ toltésii részecske (O, NH,, COO") lipofilitasat adja meg, mivel a
tobbi részecske eléforduldsa ezen pH-n elhanyagolhatd. Lugos pH-n az O-metil
szarmazekok logD értékébdl a korrekcids faktort kivonva kapjuk a fenolaton protonalt,
egyszeresen negativ toltésti (OH, NHy, COO") részecske logp értékét. A metil-észterek
izoelektromos pontjan (pH (b) a XIll. tabldzatban) mért logD értékbdl kivonva a
korrekcios faktort kapjuk a semleges, toltéssel nem rendelkezé részecske (OH, NHy,
COOH) megoszlasi hanyadosat. Az ikerionos (OH, NH3*, COQ") és az anionos forma
(O, NH3", COO) lipofilitasa az alabbi két egyenlet segitségével szamolhato:

OHNH2 C00H) __ (OHNHg",COOH) )/ X

(OHNHg*,0007) _ _ (
P =( D(pH) X(OH,NH,,co0H) P (OH,NH;",COOH) P (OH,NH;",C00™)

(25)

p(O',NH3+,COO') — (D

p(OH,NH3+,COO') —X p(OH,NHz‘COO'))/X

—X
®H)  "(OH,NH,",c00") (OH,NH,,CO0") (0",NH,",C00")

(26)

A D ¢érteke ezekben az esetekben azokon a pH-kon lett meghatarozva, ahol a semleges
részecskek illetve az egyszeresen negativ toltésii részecskék eléfordulasa a legnagyobb

(pH (a) és pH (c) a XII. tdblazatban).

A fenti modszerrel meghatarozott hat részecske-specifikus megoszlasi hanyados értékeit

az altalunk vizsgalt 6t vegyiiletre a XIII. tablazatban foglaltuk dssze.
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XIII. tablazat A T4, T3, rT4, DIT és MIT mikroszkopikus megoszlasi hanyadosok

logaritmusainak értékei oktanol/viz rendszerben 25°C-on, 0,15 M ionerésségnél.

T4 T3 (T3 DIT MIT
(O,NH, COO)  -189 -270  -2,58 <-4 <5
(OH,NH,, COO) 226 172 1,86 -0,98 11,72
(O, NHs",COO) 227 113 127 -1,35 -2,19
(OH,NHz, COOH) 298 252 266 0,72 0,01
(OH,NH;", COO) 260 224 239 -0,04 -0,79

(OH,NHs", COOH) 304 206 2,18 -0,51 -1,38

A részecske-specifikus adatok részletes elemzése a Megbeszé€lés fejezetben talalhato.
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6. Megbeszélés

6.1 Pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik részecske-specifikus bazicitas adatai

A munkank soran vizsgaltuk a jédozas hatasat az egyes mikroallandok értékére, illetve
azt, hogy a pajzsmirigyhormonok ¢és eldanyagok ionizaltsagi allapota hogyan
befolyasolja a hormonok bioszintézisét és receptorkdtddését.

A X. tablazat értékeibol latszik, hogy a jod atom minden protonalhatdé csoport
bazicitasat csokkenti, leginkabb a fenolatét. A madasodik jod atom beépiilésével a
bazicitas csokkentd hatas még kifejezettebb. A MIT logk® értéke 1,33-mal kisebb a Tyr-
hoz képest, mig a DIT esetén a masodik jod atom beépiilése 1,86-tal csokkenti tovabb a
fenolat bazicitasat a MIT-hoz képest.

Masodlagos hatasként megfigyelhetd, hogy a kolcsonhatési tényezd értéke az amino- €s
a fenolatcsoport kozott egyre nd, mivelhogy a jod atom beépiilésével az elektronsiiriiség
az aromas gyuriiben nagyobb mértékben csokken, mint az alifas lancon. Az amino és
karboxilat kozotti kolecsonhatasi tényezd értéke 2,00 — 2,04, amely jo egyezést mutat az

aminosavaknal megfigyelhet6 kolcsonhatasi tényez6 értékével [121].

A protonalodasi mikrodllandok értékeit felhasznalva megszerkeszthetd a vegyiiletek pH
fliggd részecske-eloszlas fiiggvénye, amikr6l leolvashatd, hogy a szervezet egyes
kompartmentjeiben melyik mikrorészecske mekkora valdszinliséggel fordul el. A T3

¢és T4 pH fliggo részecskeeloszlas diagramja a 12. abran lathato.
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12. abra T3 (A) és T4 (B) részecske-specifikus eloszlas diagramja.
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Az eloszlas diagramokon lathato, hogy pH 2 alatt minden molekula esetében dontéen a
teljesen protonalt forma (OH, NHs;*, COOH) fordul el8, mig pH 10,5 felett a teljesen
deprotonalt forma (O°, NH,;, COQO") dominal. A koztes pH értékeknél kiilonbségek
figyelhetéek meg az egyes mikrorészecskék eloszlasaban a kiilonb6z6 vegyiiletekben
elsésorban a fenolatcsoport eltérd bazicitasa miatt. A MIT és T3 esetén, ahol csak egy
jod talalhato a fenolos hidroxilcsoport kozelében, egy a fenolaton protonalt forma (OH,
NHs*, COO") eloszlasa széles pH tartomanyban (2 <pH <8) dominal. A DIT, T4, rT3
esetében ez a pH tartomany kozel masfél pH egységgel sziikebb (2 <pH <6,5). Az
utobbi vegyiileteknél a vér pH-jan egy anionos forma (O, NH3*, COOQ") fordul eld
legnagyobb valdszinliséggel. Tovabba megfigyelhetjiik, hogy a T3 és a MIT esetén a
két anionos mikrorészecske ((O, NHs;", COO) vs. (OH, NH, CO0O))
bazicitasa miatt. Ezek a kiillonbségek az egyes vegyiiletek mikrorészecskéinek
eloszlasaban hozzajarulhatnak a vegyiiletek eltéré bioldgiai szerepéhez. A kovetkezd
fejezetben a pajzsmirigyhormonok olyan biokémiai tulajdonsagait targyaljuk, ami az

altalunk meghatérozott mikrospecidcios adatokkal magyardzhatok.

6.1.1 A vegyiiletek részecske-specifikus bazicitas adataibol levonhaté

kovetkeztetések

Az altalunk meghatarozott fenolat mikroallandok azt mutatjak, hogy a DIT-ban a
fenolat 93%-ban anionos formaban fordul el6 a vér pH-jan, mig ez az érték a MIT
esetén csak 14%. A pajzsmirigyhormonok bioszintézise ugyan egy komplex, enzim
katalizalta folyamat, ismert azonban az is, hogy a pajzsmirigyhormon bioszintézishez a
prekurzor fenolatjanak anionos formaja sziikséges [31]. A mi altalunk meghatarozott
fenolat mikroallandok alapjan a pajzsmirigyben a szintetizdlodé hormonnak kézel 90%-
ban a két DIT 6sszekapcsolodasaval képzodé T4-nek kell lennie, ami jo 6sszhangban all
¢lettani adatokkal [28,32]. Az altalunk meghatarozott fenolat mikroallandok értékébdl
kittinik, hogy a DIT molekuldk nagy része ionizalt allapotban van jelen, amely
elfogadhatdé magyardzatot nyujt arra, hogy miért a T4 a legnagyobb részben

szintetizal6d6 hormon fizioldgias koriilmények kozott.
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Az altalunk meghatarozott mikrospecidcios adatokkal a vegyiiletek egyes fehérjékhez
vald affinitdsa is jobban értelmezhetdvé valik. Biokémiai vizsgéalatok szerint mind a
transzportfehérjékhez, mind a receptorfehérjékhez valo kotédés pH fiiggd folyamat,
amelyet a pajzsmirigyhormonok egyes csoportjainak ionizacids allapota is befolyasol
[45,71,72]. A vérben 1évo transzportfehérjékhez valdo kotodést elsédlegesen a jod
atomok szama ¢€s pozicioja befolyasolja, de a fenolatcsoport ionizécios allapota is fontos
szerepet jatszik [49]. Mindegyik szallitofehérjéhez (TBG, TTR, HSA) a T4 nagyobb
affinitassal k6tédik, mint a T3 [36], amelynek egyik oka lehet, hogy a T4 fenolos OH-ja
a vér pH értékén nagyobbrészt deprotonalt formaban (-O°) van jelen. A TBG esetén
ismert, hogy a fehérje aktiv centrumdban pozitiv toltéssel rendelkezd arginin alakit ki
kolcsonhatast a pajzsmirigyhormon fenolos hidroxilcsoportjaval, amely nyilvan

kedvezdbb, ha a ligandum deprotonalt formaban (-O) van jelen.

A pajzsmirigyhormonok szerkezet-hatas osszefliggéseib6l tudjuk, hogy a fenolos —OH
csoport kdzponti helyet jatszik a receptorhoz valo kotddés kialakitasban, illetve, hogy
azok a szarmazékok, amelyek nem tartalmaznak aminocsoportot erésebben kdtddnek a
receptorhoz [28,71,72]. Az egyes funkcids csoportok protonaltsagi allapotanak szerepét
a receptorkotddésben molekulamodellezési kisérlettel tisztdztuk. A szadmitogépes
modellezési kisérletek eredményeit és a beldlik levonhaté kovetkeztetéseket a

kovetkez0 fejezet részletezi.

6.2 Pajzsmirigyhormonok in silico receptordokkolasa

A XI. tablazat értékeibdl lathato, hogy az ismert szerkezet-hatas osszefiiggést, miszerint
a 3’5’-helyzetti diszubsztiticid kevésbé hatékony vegyliletet eredményez, a mi
dokkolasi kisérletiink is alatamasztja. A 13. abran lathato a T3 és a T4 két azonos
ionizéltsaglh mikrorészecskéjének (NH,, COO’, OH) dokkolasa a TRP receptorhoz. A
T4 esetén nem tud kialakulni hidrogénhid a 4’-helyzetli fenolos hidroxilcsoport és a
receptor hisztidinje (435His) ko6zott a nagy térkitoltésii jod atomok miatt, ami kisebb

receptoraffinitast eredményez.
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13. abra T3 (fent) és T4 (lent) kotédése a TRP receptorokhoz

A XIl. tablazat értékeibdl kitlinik az is, hogy a vegyiiletek protonaltsagi allapota
jelentdsen befolyasolja a receptorhoz vald kotddést. Az altalunk alkalmazott modszerrel
az is vizsgalhatd, hogy az egyes csoportok protonaltsagi éallapotdnak kiilon-kiilon

milyen hatdsa van a receptoraffinitésra.

A kotodési szabad energia értékeket vizsgalva lathatjuk, hogy a receptorhoz vald
affinitast legjobban a molekuldk aminosav részének ionizacios allapota befolyasolja.
Megfigyelhetd, hogy azoknal a mikrorészecskéknél, ahol az amino- és a
karboxilatcsoport is protonalt formaban van jelen a legrosszabbak a kotodési értékek,

mig a legjobbak ahol e csoportok deprotonalt formaban vannak jelen. Az értékekbdl az
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is latszik, hogy a fenolatcsoport protonaltsagi allapota kevésbé befolydsolja a
receptoraffinitast. A 14. abran lathato a T3 két mikrorészecskéjének dokkoldsa (NHp,
COO0’, O) és (NH3", COOH, OH), a TR receptorhoz.
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269 345 346
GLY 344
S THR
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HIE THR
435 273 LEU HIE
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330
MET
LEU LEU
310 208 241 MET
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SER
2 i E
& ) 317 SER 310
2 1LE 314
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ILE
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275
272 331 > 1LE
30 as3
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1LE ARG 317 1LE
275 2y . 276
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. 332 ARG
316 ASN
- 331
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Glycine — n-n stacking Solvent exposure Hydrophobic % Displaced hydration site — Metal coordination
Glycine s n-n stacking Solvent exposure

14. abra Receptor-ligand kolcsonhatasok a TRP és a T3 két mikrorészecskéje

A, (NH,, COO’, O) B, (NH3", COOH, OH) kézétt.

A fenti éabran lathaté, hogy szamos hidroféb aminosav talalhatdé a receptor
kotézsebében, amelyek a jodtartalmt aromas gytiriivel alakitanak ki kdlcsonhatést. Ezen
kiviil két polaris régio talalhatd a kotdzsebben, az egyik egy hisztidin aminosav, ami
hidrogénhidat képez a T3 fenolos OH-javal, a masik - harom argininbdl és egy
aszparaginbol (Asn331) a TR esetén illetve harom argininbdl és egy szerinbdl (Ser227)
allo régi6 a TRa esetén -, ami a flexibilis aminosav résszel képes erds masodlagos
kolcsonhatasokat kialakitani. Az aminosav rész protonalddasanak hatisara ez utdbbi
kolcsonhatasok valtoznak meg kedvezdtleniil. Az aminocsoport protonfelvételével az
arginin rész és a protonalt aminocsoport kozott taszité kolcsonhatas 1ép fel, amely azt

eredményezi, hogy a mésodlagos kotder6k nem tudnak kialakulni, tovabba a molekula
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elhelyezkedése a kotdzsebben is kedvezdtleniil valtozik. Ezek a valtozasok egyiittesen
okozzak, hogy a kotddési értékek a legjobbak azoknal a mikrorészecskéknél, ahol az
aminocsoport és a karboxilatcsoport is deprotonalt allapotban van. Ezek a
megfigyelések jo 0Osszhangban allnak kisérletileg meghatarozott receptoraffinitasi
adatokkal, miszerint az aminocsoport a receptorkotddést csokkenti, ellenben fontos
szerepet jatszik a membranon keresztiili transzportban és a vegyiiletek

metabolizmusaban [28].

A fenolatcsoport proton felvétele kevésbé befolyasolja a fehérjéhez vald kotddés
erosségét, mivel a hisztidin és a fenolat kozott kialakuld hidrogénhid kialakulasat a
fenolos hidroxilcsoport ionizaltsagi allapota nem befolyasolja, viszont az aromas
gytrarendszer elektronsiiriiségét igen, ami magyarazza a kiilonboz6 kotédési
energiakat. Az értékekbdl az latszik, hogy a receptorhoz valo kotédésnek a fenolos -OH

allapot jobban kedvez.

Azt is vizsgaltuk, hogy a kotddési konforméciot a protonalddasi allapot hogyan
befolyasolja. Az egyes receptor altipusokhoz dokkolt mikrorészecskéket egymasra
helyeztiik (szuperpozicionaltuk), és vizsgaltuk az egyes funkcids csoportok eltérését a
rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkezethez képest. A T3 0Osszes dokkolt
mikrorészecskéinek szuperpozicidja az 15. abran lathatd. Osszhangban a dokkolasok
soran kapott kotddési szabad energia értékekkel, a ligandum fenolatcsoportjanak
receptorzsebben vald helyzete sokkal kevésbé valtozik, mint az aminocsoporté. Az
atlagos tavolsag a rontgenkrisztallografidval meghatarozott fenolat oxigén és a dokkolt
mikrorészecskék fenolat oxigénjei kozott 0,67 A, mig a legnagyobb tavolsig is csak
1,40 A. Evvel szemben az atlagos tavolsig a rontgenkrisztallografiaval meghatarozott
amino nitrogén és a dokkolt mikrorészecskék amino nitrogénje kozott 1,83 A és a
legnagyobb mérhetd tavolsag 3,30 A. Ezekbdl az adatdkbdl is kitlinik, hogy az

aminocsoport protonalddasa rontja a receptor kotdzsebbe valé illeszkedést.
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15. abra T3 TR receptorhoz dokkolt mikrorészecskéinek szuperpozicidja

6.3 Pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik részecske-specifikus lipofilitasa

A XII. és XIII. tablazat értékeibdl az anyavegyliletek esetén a kovetkezd lipofilitas
sorrend allithato fel: T4 > rT3 > T3 > DIT > MIT. Nyilvanvalo, hogy a hormonok
lipofilitasa nagyobb, mint az eldéanyagoké, illetve, hogy a molekulaban talalhato jod
atomok szdmanak novekedésével a lipofilitas is nd. Megfigyelhet6 az is, hogy a rT3
Osszes mikrorészecskéjének lipofilitdsa nagyobb, mint a T3 megfeleld
mikrorészecskéi¢, annak ellenére, hogy ezek a molekulak szerkezeti izomerek és
Marvin programmal végzett szamitogépes logP predikcidjuk alapjan lipofilitasuk
azonos. Ez az eredmény is jol mutatja a nehezen eldre jelezhetd tényezok - pl. sztérikus

- szerepét az egyes molekulak lipofilitdsanak kialakitasaban.

Az altalunk meghatarozott logp értékek azt mutatjak, hogy a pajzsmirigyhormonok
lipofilitasat dontéen a jodozott aromas gyurlrendszer hatdrozza meg. Emiatt
megfigyelhetd, hogy a pajzsmirigyhormonok esetén a karboximetil-észterek lipofilitasa
nem tér el szignifikdnsan az anyavegylilet lipofilitasatol, mig a fenolos hidroxilcsoport
metilezése Iényegesen megndveli a logD értéket, mivel ez utdbbi valtozas kozvetleniil a

lipofil aromas kozpontot befolyadsolja. Tovabba az adatokbol lathatod, hogy a fenolos
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hidroxilcsoport deprotonaldodasa sokkal nagyobb valtozast okoz a molekuldk lipofilitas

értékeiben, mint barmelyik masik funkcids csoport (de)protonalddasa.

A pajzsmirigyhormonok részecske-specifikus megoszlasi hanyadosai azt mutatjak, hogy
ezen vegyiiletek amfifil tulajdonsaguak, hiszen egy hidrofil oldallanccal és egy lipofil
aromas gyurirendszerrel rendelkeznek. A vegyliletek e tulajdonsaga lehet a molekularis
magyarazata, hogy a pajzsmirigyhormonok nem passziv diffuzidoval jutnak &t a
membranokon, hanem transzporter molekuldk 4ltal eldsegitett energiaigényes
folyamatban. Ennek oka, hogy a hormonok, mint amfifil vegyiiletek konnyen bejutnak,
utdna azonban megrekednek a membranban, igy energia-befektetés nélkiil nem jutnak at

az intracellularis térbe [49].

A mikroszkopikus megoszlasi hanyados értékeit (XIII. tablazat) felhasznalva
szamolhat6 ¢és abrazolhatdo az egyes mikrorészecskék hozzdjarulasa a latszolagos
megoszlasi hanyadoshoz. A 16. dbran a T4 illetve a T3 egyes mikrorészecskéinek
hozzéjéarulasa lathat6 a vegytiletek lipofilitds pH-profiljahoz. A vastagitott fekete vonal
a molekuldk Osszlipofilitds pH-profilja, amely az egyes mikrorészecskéknek a bruttd

lipofilitashoz val6 hozzéjarulasanak 6sszege.
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16. abra A T3 (A) és a T4 (B) egyes mikrorészecskéinek hozzajarulasa a molekulak

Osszlipofilitasahoz
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Ko6z6s minden vizsgalt molekuldban, hogy pH 1,8 alatt az egyszeresen pozitiv toltésii
mikrorészecske (OH, NH3", COOH), mig pH 13 f5l6tt a kétszeresen negativ toltésii
mikrorészecske (O, NH,, COQ") lipofilitasa dominal. Koztes pH-kon, igy a vér pH-jan
is az egyes mikrorészecskék hozzajarulasanak a mértéke a vegyiiletek brutto
lipofilitasahoz eltér az egyes vegyiiletekben. pH 7,4-en T3 esetén az ikerionos
mikrorészecske (OH, NH3", COO ") mig T4 esetén egy, a fenolaton anionos forma (O,
NHs;*, COO") szerepe domindns a vegyiiletek megoszlasi tulajdonsaganak
kialakitasaban. Ez a kiilonbség lehet molekularis szinten a magyarazata az egyes
pajzsmirigyhormonok eltéré kotddésének kiilonb6zé membranalkotdé molekuldkhoz
[62].

A 16. abran szembetlind, hogy a toltés nélkiili részecske hozzajarulasa a molekulak
lipofilitdisahoz minden pH-n elhanyagolhat6, amely jol mutatja, hogy amfoter
vegyiiletek esetén sziikség van a lipofilitds részecske-specifikus jellemzésére, hiszen
nem biztos, hogy egy molekula bruttdo lipofilitdsshoz a toltés-mentes részecske

hozzéjarulasa lesz a legnagyobb [116, 117].
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6. Kovetkeztetések

Doktori munkam soran meghataroztuk a pajzsmirigyhormonoknak — tiroxinnak,
liotironinnak, reverz liotironinnak — és e hormonok biologiai el6anyagainak -
monojodtirozinnak, dijodtirozinnak, tirozinnak — részecske-specifikus bazicitasat €s
lipofilitasat, illetve in silico modellezést végeztiink a hormonok receptorkotédésének
vizsgélatara.  Kutatd6  munkidnk eredményeképpen  szubmolekuldris  szinten
magyarazhatova  valt szamos eddig csak empirikusan ismert tény a
pajzsmirigyhormonok biokémiai szerepével kapcsolatban. Legfontosabb tudomanyos
eredményeim ¢és az ezekbdl levonhatd kovetkeztetések az aldbbiakban foglalhatdak

0ssze:

Meghataroztuk a pajzsmirigyhormonok és eléanyagaik protonalodasi makroallandoit *H
NMR-pH titralassal. Az 'H NMR titralas diklorecetsav és klorecetsav in situ pH szenzor
hasznalataval lehetdséget adott az erdsen savas kozegbe esd Ks; makrodllando
meghatarozasdra is. A mikrodllandékat UV-pH, NMR-pH ¢és deduktiv modszer
kombinacidjaval hataroztuk meg, csokkentett szamt protonalhato csoporttal rendelkez6
szarmazékvegyiiletek bazicitas adatait felhasznalva. Megallapitottuk, hogy az eltérd
jodozottsagi mintdzat elsdsorban a fenoldtcsoport bazicitasat befolyasolja. A tiroxin,
dijodtirozin és reverz liotironin esetén, ahol a fenolatcsoport kozelében két kovalensen
kotott jod atom is talalhato, a fenolat bazicitas annyira lecsdkken, hogy a vér pH-jan egy
anionos (07, NH3*, COQ") mikrorészecske fog dominalni. Ezzel szemben a liotironin és
a monojodtirozin esetén, ahol csak egy jod van a fenolatcsoport kozelében, egy a
fenolaton protonalt forma (OH, NHs*, COO") fog legnagyobbrészt eléfordulni. Ez a
kiilonbség magyarazhatja azt, hogy a pajzsmirigyben a két dijodtirozinbol felépiild
tiroxin keletkezik nagyobbrészt, mivel a pajzsmirigyhormonok szintézisé¢hez
eldanyagaiknak fenolos hidroxil csoportjanak deprotonalt forméja sziikséges. Az eltérd
ionizaltsagi  allapot  befolyasolhatja a  pajzsmirigyhormonok  receptor-  és

szallitofehérjéhez valo kotddését is.

A receptorkotddés vizsgalatara szamitogépes modellezést végeztiink, ahol a
pajzsmirigyhormonok Gsszes mikrorészecskéit pajzsmirigyhormon  receptorokhoz
dokkoltuk. Az in silico dokkolas eredményei azt mutattdk, hogy az egyes

mikrorészecskék receptorkotédése kozott jelentés kiilonbségek vannak, amely
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alatdmasztja azt, hogy az egyes mikrorészecskéknek nemcsak eltérd farmakokinetikai,
hanem eltéré farmakodinamias szerepiik is lehet. Modszeriinkkel vizsgalhatd, hogy az
egyes csoportok ionizaltsagi allapota hogyan befolydsolja a receptorkdtodést.
Megallapitottuk, hogy a pajzsmirigyhormonok alifas oldalldncanak protonaltsagi
allapota meghatarozo a receptorkotdédésben, tovabba azt is, hogy nem a vér pH-jan
legnagyobb mértékben eléforduld mikrorészecske kotddik legjobban a receptorhoz.
Vizsgalatunk lehetdséget teremt a ligand és receptorja kozotti kolcsonhatas jobb

feltérképezésével uj gyogyszerek fejlesztésére is.

Vizsgaltuk a jodozott aminosavak részecske-specifikus lipofilitasat rokon szerkezet(i
molekuldk megoszlasi hanyadosanak felhasznalasaval. Az oktanol-viz megoszlasi
hanyados egyik prediktora a gyogyszerck membranon valdé athaladasanak.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a pajzsmirigyhormonok esetén a jodozott aromas
gylriik alapvetden meghatarozzak a vegyliletek lipofilitdsat és igy az alifds lanc
protondlodéasi allapota kevéssé befolyasolja ezt a paramétert, ellentétben az
eléanyagokkal, ahol a molekuldkban kisebb lipofil rész talalhato. A
pajzsmirigyhormonok a vér pH-jan amfipatikus tulajdonsaguak, a lipofil aromas rész és
a hidrofil alifas lanc miatt. Ez a tulajdonsag jol magyardzza azt a bioldgiai megfigyelést,
hogy a pajzsmirigyhormonok annak ellenére, hogy magas logP értékekkel

rendelkeznek, aktiv transzporttal jutnak at membranokon.
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7. Osszefoglalas

Doktori munkamban a pajzsmirigyhormonok (tiroxin, liotironin, reverz liotironin) és
eldanyagaik (tirozin, monojédtirozin, dijodtirozin) részecske-specifikus bazicitasanak és
lipofilitdsanak meghatarozasat ¢s az 1igy nyert adatokbdl levonhatdo biologiai

kovetkeztetéseket foglaltam Ossze.

A vegyiiletek protonalodasi makroallandoit H NMR-pH titraldssal, mig a
mikroallandokat csokkentett protonalhatd csoporttal rendelkezé szarmazékvegyiiletek
felhasznalasaval, kombinalt spektroszkopiai-deduktiv modszerrel hatdroztuk meg. A
fenolatcsoport  eltérd  ionizaciés  allapotai  jelentds  szerepet jatszanak a
pajzsmirigyhormonok bioszintézisében ¢&és fehérjékhez valé kotddésében. A
baziscentrumok protonalddasi allapotanak szerepét a receptorkotdédésben in silico
dokkolassal tisztaztuk. A  pajzsmirigyhormonok 0Osszes mikrorészecskéit a
pajzsmirigyhormon-receptor két izoformajahoz dokkoltuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy a ligand és a receptor kozotti kdlcsonhatds kialakitasaban az aminosav oldalldnc
protonaltsagi allapota meghatarozo, tovabba megallapithatd, hogy nem a vér pH-jan
legnagyobb valdszintiséggel el6forduld mikrorészecske kotddési affinitasa a legjobb. Az
egyes mikrorészecskék lipofilitasat karboximetil- és O-metil-szarmazékvegyiiletek
felhasznalasaval, kiillonb6z6 pH-kon mért megoszldsi hanyadosok meghatarozasaval
végeztiik. A kémiai mddositas hatasat korrekcios faktor bevezetésével minimalizaltuk.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a pajzsmirigyhormonok lipofilitdsdban a dontd
szerkezeti elem a jodozott aromas gylriirendszer, az alifas rész protonalddasa csekély
hatassal bir a vegyiiletek megoszlasi hanyadosara. A vegyiiletek részecske-specifikus
lipofilitdisaval a  vegyiiletek membrantranszportja molekularis szinten  valt
magyarazhatova. Fiziologias pH-n a pajzsmirigyhormonok amfifil tulajdonsagtiak a
lipofil aromas gyiirii és a hidrofil aminosav oldallanc miatt, ami azt eredményezi, hogy

a molekuldk csak szallitofehérje segitségével képesek atjutni a membranokon.

A vegyiiletek részecske-specifikus fizikai-kémiai allandoinak ismerete sziikséges a
pajzsmirigyhormonok (pato)fiziologias viselkedésének molekularis szinten vald

megértéséhez €s a gyogyaszati befolyasolashoz.
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8. Summary

In my PhD tesis surveys the site-specific physico-chemical parameters (basicity and
lipophilicity) and related biological functions of thyroid hormones (thyroxine,
liothyronine and reverse liothyronine) and their biological precursors (tyrosine,

monoiodotyrosine and diiodotyrosine).

The protonation macroconstants of thyroid hormones and their precursors were
determined by *H NMR-pH titration while the microconstants were determined by a
multi-modal spectroscopic-deductive methodology using auxiliary derivatives of
reduced complexity. Our results show that the ionization state of phenolate is crucial in
the biosynthesis and protein binding of thyroid hormones. The role of the protonation
state in the receptor binding was investigated by in silico docking method. Microspecies
of thyroid hormones were docked to the thyroid hormone receptor isoforms. Our results
quantitate at the molecular level how the ionization stage and the charge distribution
influence the protein binding. The combined results of docking and microspeciation
studies show that microspecies of the highest concentration at the pH of blood are not
the strongest binding ones. The site-specific lipophilicity of our investigated molecules
was determined with the measurement of distribution coefficients at different pH using
carboxymethyl- and O-methyl-derivatives to mimic the partition of some of the
individual microspecies. Correction factors were determined and introduced. Our data
show that the iodinated aromatic ring system is the definitive structural element that
fundamentally determines the lipophilicity of thyroid hormones, whereas the
protonation state of the aliphatic part plays a role of secondary importance. The
membrane transport of thyroid hormones can be well interpreted with the site-specific
lipophilicity. At physiological pH these biomolecules are strongly amphipathic due to
the lipophilic aromatic rings and hydrophilic amino acid side chains which can well be
the reason why thyroid hormones cannot cross membranes by passive diffusion and
they are constituents of biological membranes.

The site-specific physico-chemical characterization of the thyroid hormones is of
fundamental importance to understand their (patho)physiological behavior and also, to

influence their therapeutic properties at the molecular level.
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segitséget, Dr. Volgyi Gergely egyetemi adjunktusnak az értékes konzultaciokat.
Halaval tartozom a Gyogyszerészi Kémiai Intézet valamennyi munkatdrsanak a barati
atmoszféra megteremtéséért

Végiil, de kiemeltem szeretném halas koszonetemet kifejezni Csalddomnak,
Feleségemnek, Marcikanak ¢és Sziileimnek, hogy nyugodt, szeretetteljes hatteret

biztositottak szamomra.
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