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1. Bevezetés

A bio- és gyogyszermolekuldk specifikus reakcidkban
vesznek részt a szervezetben. Az ilyen reakciok egy része
csak akkor megy végbe, ha a részecskék megfeleld
mikroszkopikus protonaltsagi, konformacios allapotban
vannak. Ezen részecskék koncentracioja és a kapcsolodd
egyensulyi dallandok a mikrospeciacio segitségével
hatarozhatéak meg. Az egyes mikrorészecskék nehezen
megfoghaté kémiai entitasok. Allandé egymasba vald
atalakuldsuk  miatt atlagos egyedi ¢élettartalmuk
ezredmasodperces nagysagrendbe esik, emiatt semmilyen
ma ismert elvélasztasi technikédval nem kiilonithetéek el
egymastol. Ennek ellenére egyedi fizikai-kémiai
paraméterekkel jellemezhetdek, a biologiai
folyamatokban sajat, 6nall6 formaban vesznek részt. A
protonaltsagi izomerek (pl.: az aminosavak ikerionos €s
toltésmentes  formdja) csak abban  kiilonboznek
egymastol, hogy a kotott protont eltérd baziscentrumon
hordozzdk,  biologiai  szerepilk  mégis  eltérd.
Altalanossagban a membranon keresztiili
transzportfolyamatokban a toéltésmentes, mig a receptor

kotddésben az ikerionos forma vesz részt. A
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mikroszkopikus egyensulyi és kinetikai paraméterek
ismerete alapvetd a biokémiai és analitikai folyamatok
molekularis  szinti molekularis megértéséhez ¢és
természetesen a biologiai koros folyamatok terdpias
befolyasolasahoz.

A legfontosabb pajzsmirigyhormonok a tiroxin (T4),
liotironin (T3) és a reverz liotironin (rT3). A vegyiiletek
a pajzsmirigyben a tirozin (Tyr) jodozasa utan
monojodtirozin (MIT) és dijodtirozin (DIT) molekulak
Osszekapcsolodasaval — keletkeznek. A vegyiiletek

szerkezete az els6 abran lathato.
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1. ébra Vizsgalt vegylileteink szerkezete



A pajzsmirigyhormonok ¢lettani hatasa régota ismert.
Teljes hianyuk az élettel Osszeegyezhetetlen. Fontos
szerepet jatszanak a szervezet energiaszabalyozasaban,
valamint a  megfeleld6 idegrendszeri  funkciok
kialakitasaban.

A pajzsmirigyhormonok részecske-specifikus fizikai-
kémai tulajdonsagai alulreprezentaltak az irodalomban,
annak ellenére, hogy ez elengedhetetlen a terdpids hatas
molekularis  szinti  megismeréséhez, az  egyes
gyogyszeranyagok farmakokinetikai és farmakodinamias
jellemzéséhez.

Doktori munkam soran a pajzsmirigyhormonok
részecske-specifikus sav-bazis tulajdonsagait, lipofilitasat
és receptorkotodését vizsgaltuk. Ezen tulajdonsagok
molekularis szinten teszik lehetéveé a vegyliletek élettani
¢s biokémiai tulajdonsaganak jobb megértését, illetve
lehetéség nyilik a szerkezet-hatas Osszefliggések
pontosabb  felderitésével 1)  gyogyszermolekuldk

tervezéseére is.



2. Célkitiizések

Munkank soran célul thztiik ki a pajzsmirigyhormonok és
eléanyagaiknak protonaltsdgi allapotainak, valamint a
bioszintézis, receptorkotédés ¢és membrantranszport
kozotti  esetleges Osszefiiggések vizsgalatat. Ehhez
sziikséges a molekulak Gsszes protonalddasi makro- és
mikroalland6janak, az egyes mikrorészecskék egyedi
lipofilitasanak illetve a pajzsmirigyhormonok
mikrorészecskéinek receptorhoz vald kotédését jellemzo
Gibbs-féle szabadenergia értékek ismerete.

A protonalodasi makroallandokat *H NMR-pH titralassal
akartuk meghatarozni. A pH torzitatlan meghatarozasara
pH 3 alatt in situ pH indikatorok hasznalatat terveztiik. A
mikrodllandokat csokkentett protonalhatd csoporttal
rendelkez6  szarmazékvegyiiletek  felhasznalasaval,
kombinalt spektroszkopiai-deduktiv modszerrel kivantuk
meghatarozni. A pajzsmirigyhormonok csoportspecifikus
sav-bazis tulajdonsdgainak ismeretében vizsgaltuk, hogy
az egyes funkciés csoportok Dbazicitdisa hogyan
befolyasolhatja a pajzsmirigyhormonok bioszintézisét,

felszivodasat €s fehérjekhez vald kotddését.



A receptorkotddés  vizsgalatara in silico modellezést
terveztiink, ahol a pajzsmirigyhormonok  &sszes
protonaltsagi  mikrorészecskéjét  pajzsmirigyhormon
receptorokhoz dokkoltuk a Schrodinger program Glide
moduljanak segitségével. Evvel a modszerrel terveink
szerint vizsgalni lehet, hogy az egyes csoportok
ionizéltsagi allapota hogyan befolyasolja a vegyliletek
receptoraffinitasat.

A jodozott aminosavak egyes mikrorészecskéinek
lipofilitasat az intézetliinkben a kézelmultban kidolgozott
modszer  alapjan  karboximetil-  és  O-metil-
szarmazékvegyliletek felhasznalasaval, kiilonb6z6 pH-
kon mért megoszladsi hanyadosok meghatirozasaval
terveztiik jellemezni. A kémiai moddositds hatasa
korrekcios faktor bevezetésével minimalizalhato. A
kisérletesen meghatarozott részecske-specifikus
megoszlasi hanyadosok ismertében terveink szerint a
vegyliletek membrantranszportja molekularis szinten lesz

magyarazhato.



3. Mbodszerek

Minden mérést allandd hémérsékleten (t=25°C)
végeztiink, az oldatok ionerdsségét KCl hozzdadasaval
allitottuk be konstans értékre (I=0,15M).

'H NMR-pH titralas Az NMR méréscket 600 MHz-es
Varian Unity spektrométeren végeztik. A titralasokhoz
egyes oldatok pH-jat savas és lugos torzsoldatok
megfeleld aranyu elegyitésével allitottuk be. Az oldatok
pH-jat Metrohm kombinalt tivegelektroddal mértiik, pH 3
alatt a pontos pH-t in situ indikatormolekulak —
diklorecetsav és monoklorecetsav - kémiai eltol6dasabol
szamitottuk. Az oldatok 5% D,O-t tartalmaztak,
referencianyagnak DSS-t hasznaltunk. A vizjelet kettGs
spin echo pulzussal nyomtuk el. A protonalodasi
egyensulyok makroszkopikus kiértékeléséhez az OPIUM
¢s a Microcal OriginPro 8.0 programokat hasznaltuk.
UV-pH titralas A Tyr, MIT ¢és T3 fenolat
mikroalland6janak (k°) meghatarozasra UV-pH titralast
alkalmaztunk. A  titralas soran a  szinképeket

szobahdmérsékleten 0,5-1 nm Iépéskdzzel vettiik fel 200-



400 nm-es tartomanyban 1 cm Uuthossza Aldrich
kvarckiivettat hasznalva egy Jasco V-550 tipusta
diddasoros spektrofotométeren. A kiértékelést azon a
hullamhosszon végeztiik, ahol az eltéré6 pH-ji oldatok
spektruman a legnagyobb abszorbancia valtozas volt
megfigyelheté (~298 nm). Az UV-pH titralasi adatok
kiértékeléséhez Statistica 6.0 programot hasznaltunk.

Megoszlasi hanyados meghatiarozasa keverdedényes
modszerrel A vizsgalt anyavegyiiletek ¢és egyes
szarmazékainak oktanol/viz latszolagos megoszlasi
hanyadosat keverdedényes modszerrel hataroztuk meg a
megoszlds eldtti  és  utani  mért  abszorbanciak
felhasznalasaval  kiilonb6zd  fazisaranyoknal. A
megoszlasi kisérlet eldtt az oktanolos illetve a megfeleld
pH-ju vizes fazisokat egymassal telitettiik legalabb 3 6ran
at tarto intenziv kevertetéssel 25 °C-on, majd legalabb 24
oras szételegyedési id0 eltelte utan hasznaltuk az
egymassal telitett fazisokat. A megfeleld fazisok
koncentraciocsokkenését uv spektrofotometrias
modszerrel kovettiik, 250 és 400 nm kozott a teljes UV

spektrumot regisztraltuk.



In silico receptorkotédés vizsgalat A szamitogépes
modellezés soran a pajzsmirigyhormonok  Gsszes
mikrorészecskéjét flexibilisen dokkoltuk a
pajzsmirigyhormon receptor (TR) mindkét izoformajahoz
(TRo és TRP) a Schrodinger program Glide modulja
segitségével XP  (extra preciz) modban. A
pajzsmirigyhormon  receptor —  ligand  egylitt
kristalyositott komplex szerkezeteket a Protein Data
Bank adatbazisbol (www.pdb.org) toltottik le. A
fehérjemolekuldk geometriai optimalizéldsa esetén
OPLS2005, mig a ligandumok esetén MMFF94s erdteret
alkalmaztunk. A dokkolasok kimeneteleként a legjobb
harom eredményt irattuk ki a Glide pontozasi
funkcigjanak megfeleléen. Modszeriinket ismert kotési

affinitassal rendelkez6 tircomimetikumokkal validaltuk.

4, Kovetkeztetések, uj tudomanyos
eredmények

1. A pajzsmirigyhormonok és eldanyagaik mindegyike
harom baziscentrummal rendelkezik, ezek a fenolat-, az

amino- és a karboxilatcsoport. A vegyiileteink egyenként



3 makrodllandéval és 12 mikroéallandoval jellemezhetdek
(2. 4bra). Kombinalt spektroszkopiai és deduktiv

modszerrel meghatdroztuk a pajzsmirigyhormonok és

eldanyagaik  Osszes  protonalédasi  makro-  és
mikroallandojat.
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2. abra Vizsgalt vegylileteink protonalddasi makro-és
mikroegyensulyai. A fenolatcsoportot O, az
aminocsoportot NH,, a karboxilatcsoportot COO" jeldli.

2. A meghatarozott mikroallandok ismeretében
vizsgaltuk az eltéré jodozottsagi mintazat hatasat az

egyes csoportok bazicitasara. A jodozas az 6sszes csoport



bazicitasat csokkenti, legjobban a fenolatét. Azoknal a
molekuldknal, ahol a fenolos hidroxilcsoporttol orto-
helyzetben két jodatomtalalhatdé a fenolat csoport
bazicitasa annyira lecsokken, hogy e molekulak (DIT,
T4, rT3) a vér pH-jan anionos (O ,NH3",COQ") forméaban
fordulnak eld, mig a MIT ¢és T3 esetén ugyanezen a pH-n
egy a fenolaton protonalt forma (OH, NH3*, COO") fog

dominalni.

3. Tanulmanyoztuk a pajzsmirigyhormonok
eléanyagainak protonaltsagi allapotainak hatasat a
hormonok bioszintézisére. Megallapitottuk, hogy a
pajzsmirigyhormonok bioszintézisének szabalyozasaban
a fenolos hidroxilcsoport ionizaltsagi  allapota
meghatdroz6. Az altalunk meghatarozott mikroallandok
alapjan a DIT-ban a fenolos hidroxilcsoport 93%-ban
anionos forméban fordul el6 a vér pH-jan mig ez az érték
a MIT esetén csak 14%. Amennyiben a fenolos
hidroxilcsoport ionizacids dallapota befolyasolja az
eléanyagok kondenzicidjat pajzsmirigyhormonna, a

pajzsmirigyben a szintetizdlodd6 hormonnak koézel 90%-

ban a két DIT Gsszekapcsolodasaval képzodé T4-nek kell
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lennie. Ez az eredmény jO Osszhangban all élettani
adatokkal, vagyis a bioszintetikus adatok értelmezhetové
valtak a részecske-specifikus bazicitasadatok
ismeretében.

4. A pajzsmirigyhormonok receptorkdtodésének az egyes
csoportok ionizaltsagi allapottol vald fliggését in silico
kotédésvizsgalattal végeztik, ahol a
pajzsmirigyhormonok mikrorészecskéit receptoraihoz
dokkoltuk. A receptoraffinitas értékek Osszhangban
¢llettani adatokkal azt mutattak, hogy a T3 rendelkezik
legmagasabb receptoraffinitassal, mivel a
receptorkotddéshez a T3-ban a legkedvezébb a
jodozottsagi mintazat. Az aromas gytriirendszer 3, 5-0s
helyzetli diszubsztiticidja sziikséges a megfeleld
illeszkedéshez a receptorzsebben, ellenben a 3°, 5’
diszubsztitiicid6 meggatolja a hidrogénhid kialakuldsat a
ligandum fenolatcsoportja és a receptor hisztidinje
kozott.

Dokkolasi modszeriinkkel vizsgéalhat6, hogy az egyes
csoportok ionizaltsagi allapota hogyan befolydsolja a
receptorkotddést. Megallapitottuk, hogy a

pajzsmirigyhormonok alifas oldallancanak protonaltsagi
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allapota meghatarozd a receptorkotddésben, a fenolos
hidroxilcsoport ionizaltsagi allapota kevésbé befolyasolja
azt. Az alifas oldalliancon mind az amino-, mind a
karboxilatcsoport protonalodasa rontja a
receptorkotddést, amelynek oka, hogy a
receptorkotdzsebben az alifas olddallanc hérom arginin
molekulaval alakithat ki kapcsolatot, amelynek
guanidinium csoportja fiziolégias pH tartomanyban
protonalt allapotban van.

A mikrospeciacios és  dokkolasi  eredményeink
Osszevetésébdl kideriil, hogy nem a vér pH-jan
legnagyobb  mértékben eléforduldé  mikrorészecske
kotédik  legjobban a  receptorhoz. Mig a
pajzsmirigyhormonok bioszintézisében az eléanyagok
major protonaltsdgi allapotai a meghatarozoak, addig a
szerkezeti kontroll alatt all6 receptorkotédésben egy
minor mikrorészecske szerepe a meghatarozo.

5. Meghataroztuk a jodozott aminosavak részecske-
specifikus lipofilitasat rokon szerkezetli molekulak
megoszlasi hanyadosanak felhasznalasaval. Az oktanol-
viz megoszlasi hanyados jo prediktora a gyogyszerek

membranon vald 4thaladasanak. Eredményeink azt
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mutatjak, hogy a pajzsmirigyhormonok esetén a jodozott
aromas gyuriik alapvetden meghatarozzak a vegyiiletek
lipofilitdsat, mig alifds lanc protonalddasi allapota
kevéssé befolyasolja ezt a paramétert, ellentétben az
eléanyagokkal, ahol a molekulakban kisebb lipofil rész
talalhat6. Vizsgalt vegyiileteink esetén a vegyliletek
bruttd lipofilitdsdhoz a vér pH-jdn nem toltésmentes,
hanem egy ikerionos mikrorészecske (OH, NH3", COO")
hozzajarulasa a legnagyobb. Ez azt jelenti, hogy a
konvencionalisan  elfogadott nézettel szemben a
pajzsmirigyhormonok esetén vizes féazisbol a lipofil
fazisba az ikerionos forma juttatja at a molekulat, mivel a
toltésmentes mikrorészecske koncentracidgja nagyobb
mértékben kisebb, mint amennyire az egyedi lipofilitasa
nagyobb. A pajzsmirigyhormonok ikerionos
mikrorészecskéje amfifil tulajdonsagl, 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
értekekkel rendelkeznek, aktiv transzporttal jutnak &t
membranokon, mivel ugyan konnyen bejutnak a

membranokba, de 4&t mar nem képesek jutni.
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5. Osszefoglalas

Doktori munkdmban a pajzsmirigyhormonok (tiroxin,
liotironin, reverz liotironin) ¢és eldanyagaik (tirozin,
monojodtirozin,  dijodtirozin)  részecske-specifikus
bazicitasanak, lipofilitasinak ¢és receptoraffinitasanak
meghatarozasat, és az igy nyert adatokbdl levonhatd
biologiai kovetkeztetéseket foglaltam dssze.

A vegyiiletek protonalodasi makroallandoit *H NMR-pH
titralassal, mig a  mikrodllandokat  csokkentett
protondlhatd csoporttal rendelkezd szarmazékvegytiletek
felhasznalasaval, kombinalt spektroszkopiai-deduktiv
modszerrel hataroztuk meg. A kapott mikrodllandok azt
mutattadk, hogy az eltérd szamu és/vagy helyzetli jodatom
a molekuldkban leginkabb a fenolat csoport bazicitasat
befolyasolja. A fenolat csoport eltérd ionizacios allapotai
jelentds szerepet jatszanak a pajzsmirigyhormonok
bioszintézisében ¢€s fehérjékhez vald kotdédésében. A
baziscentrumok protonalodasi allapotanak szerepét a
receptorkotédésben in silico dokkolassal tisztaztuk. A
pajzsmirigyhormonok 0sszes mikrorészecskéjét
pajzsmirigyhormon-receptorokhoz dokkoltuk.

Eredményeink azt mutattak, hogy a ligand és a receptor
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kozotti  kolesonhatas  kialakitdsdban az  aminosav
oldallanc protonadltsagi allapota meghatarozo, tovabba
megallapithatd, hogy nem a vér pH-jan legnagyobb
valoszinliséggel eléforduld mikrorészecske kotddési
affinitasa a legjobb.

Az egyes mikrorészecskék lipofilitasat karboximetil- és
O-metil-szarmazékvegyiiletek felhasznalasaval,
kiilonb6z6 pH-kon mért megoszlasi hanyadosok
meghatdrozasaval végeztilk. A kémiai modositas hatasat
korrekcios ~ faktor  bevezetésével  minimalizaltuk.
Eredményeink azt mutattak, hogy a
pajzsmirigyhormonok lipofilitdsdban a dontd szerkezeti
elem a jodozott aromas gylirlirendszer, az alifas rész
protondlodasa csekély hatdssal bir a vegyiiletek

megoszlasi hanyadosara. A vegyliletek részecske-

specifikus lipofilitasaval a vegyiiletek
membrantranszportja molekularis szinten valt
magyarazhatova. Fiziologias pH-n a

pajzsmirigyhormonok amfifil tulajdonsagiak a lipofil
aromas gylri és a hidrofil aminosav oldallanc miatt, ami
azt eredményezi, hogy a molekulak csak szallitofehérje

segitségével képesek atjutni a membranokon.
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A vegyiletek részecske-specifikus  fizikai-kémiai
allanddinak ismerete sziikséges a pajzsmirigyhormonok
(pato)fiziologias viselkedésének molekularis szinten valo

megértéséhez ¢és gyogyaszati befolyasolashoz.
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