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Uj vizsgalati iranyzatok a farmakokinetika és
gyogyszermetabolizmus kutatasban

KLEBOVICH Imre
Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézet, Hogyes E. u. 7., 1092 Budapest

1. Bevezetés

A XXI. szazad gyogyszerkutatasaban a farmakokinetika
és a gyogyszermetabolizmus kiemelt szerephez jutott.
Egyediili tudomany teriilet, amely a felfedezd kutatastol

a torzskonyvezés utani vizsgalatokig a gyogyszer
innovacid teljes K+F vertikumat atfogja. A kapott
informacié eszenciadlisan hozzajarul az 1) farmakon
alapveté biztonsagi, hatasmechanizmus, doézis-hatas,

dézis-kivalasztas, interakciok, aktiv metabolitok, stb.
teriileteinek megismeréséhez. Igy a farmakokinetika,
illetve  gydgyszermetabolizmus  kiilonb6z6  teriiletei'?
atvitt értelemben egy ,,allandd kapocs”-nak nevezhetdk a
farmakon szervezetbeni sorsa, koncentracio-id6 valtozasai
¢és azok elméleti és gyakorlati terapias vonatkozasai kdzott.
A testidegen anyagok — a xenobiotikumok — (a gyogyszerek
is) szervezetbeni sorsanak kvantitativ és kvalitativ nyomon
kovetését az ADME bettiszoval lehet jellemezni.

A farmakokinetikai és metabolizmus kutatasban az analitikai
és bioanalitikai, radioanalitikai, valamint a metabolitok
szerkezetkutatasahoz alkalmazott spektroszkopiai
modszerek tematikus 6sszefoglalasat szemlélteti az 1. Abra.
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1. Abra. Analitikai/bioanalitikai médszerek sszefoglalo séméja az
in-vitro kioldodas és in-vivo ADME vizsgalatokban

2. Farmakokinetika és metabolizmus kutatasban
alkalmazott modszerek és Uj vizsgalati irdnyzatok

A kiilonb6zo tipusu farmakokinetikai, metabolitkinetikai
¢és toxikokinetikai vizsgalatokat csak a szigoru hatosagi
eléirasok és szabdlyozasok alapjan kidolgozott és validalt
bioanalitikai mddszerekkel lehet végezni, amelyek az évek
soran jelentdsen valtoztak, altalaban szigorodtak®.

A szervezetben lejatszodo részletes ADME folyamatokat
csak a kiilonboz6é biologiai matrixokbol, bioanalitikai
modszerekkel kapott kvalitativ (pl. szerkezetazonositas) €s
kvantitativ informacioval (koncentracio-idé fiiggvénybdl
szamitott farmakokinetikai paraméterek) lehet leirni.

*Klebovich Imre. Tel./Fax: (1)-217-0914; e-mail: klebovich@hogyes.sote.hu

Az extra igényekhez (érzékenység, szelektivitas, stb.)
csak igen korszerii bioanalitikai, elvalasztastechnikai,
radiokromatografias, spektroszkopiai modszerekkel
felelhetiink meg, amelyek jelentds atstrukturalddason estek
at az elmult néhany évben. Az itt alkalmazhaté metodikak
jelentdsen eltérnek a klasszikus ,,szubsztancia analitikdban”
hasznalt szélesebb palettaju  vizsgalati, detektalasi
lehetdségektdl, mivel a kémiai jel/zaj viszony szignifikdnsan
kiilonbozik a bioldgiai matrixokban (plazma, vizelet,
széklet, nyal, epe, szovet, stb).

Az 1. és 2. Téblazat 6sszefoglalja a XXI. szdzadban a
farmakokinetikai és metabolit kutatasban alkalmazott
legfontosabb bioanalitikai, radioanalitikai és spektroszkopiai
modszereket.

1. Tablazat. A farmakokinetikai gyakorlatban alkalmazott legfontosabb
bioanalitikai technikak és detektalasi modjai*

Technikak Detektalasi mod
1. Gazkromatografia FID
GC NPD
ECD
RD

MSD (P/N-EI, P/N-CI)

II. Nagyhatékonysagu UV, DAD
folyadékkromatografia
FLD
HPLC
EC
RD
RD-MS

MSD (ESI, APCI, APPT)
MS/MS (ESI, APCI, APPT)

III. Kapillaris elektroforézis UV, DAD
CE FLD
MSD
IV. Kapillar elektrokromatografia DAD
CEC FLD

Egyre hatékonyabb, korszerlibb gyogyszerek keriilnek
torzskonyvezésre, azaz az alkalmazott doézis alacsonyabb
lett és ennek kovetkeztében a szisztémas keringésbe jutd
hatdéanyag ¢és a keletkez6 metabolit(ok) koncentracidja
is jelentésen csokkent. Mindezek a tendencidk, a
farmakokinetikai és metabolizmus vizsgalatokat végzoket
egyre ¢érzékenyebb ¢és  specifikusabb  bioanalitikai,
elvalasztastechnikai, radioanalitikai (CH-, '“C-) és
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szerkezetkutatdsi modszerek fejlesztésére késztették. Ezt
lehetévé tette az elmult idészak igen intenziv miszer
fejlesztési trendje, a kapcsolt technikak intenziv elterjedése:
LC-MS/MS, LC-NMR, OPLC-RD, stb.), amely atiit6
eredményeket hozott a bioanalitika, radioanalitika, igy
a farmakokinetika és a metabolitok szerkezetkutatasa
teriiletén*®. A vildgon  jelenleg  tdrzskonyvezett
legjelentésebb forgalmu hatéanyagok koziil a legfontosabb
50 készitménynek, tobbmint 56 %-a csak igen alacsony
plazmakoncentraciot (fg/ml, pg/ml) ér el emberben, tovabbi
40%-a a ng/ml atlagos plazmakoncentracié tartomanyba
esik. Csak a készitmények 4%-anak a vérszintje esik a
magasnak szamité pg/ml koncentracid-tartomanyba. A
2. Abra szemlélteti az elmult 25 év “dramai vérszint-
valtozasat” a legjelentdsebb 50 hatdanyag esetén’.
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2. Abra. A vilagon térzskonyvezett legjelentésebb 50 gyogyszer-
készitmény plazmaszintjeinek (LLOQ) megoszlasa emberben (*2005
aprilisi adat)

Ezek a plazmakoncentracio aranyok jelent6sen valtoztak
az elmult 25 év alatt, amely kdvetkezménye a vegyiiletek
egyre javuld farmakoldgiai hatékonysaganak (alacsony
dozis), valamint a programozott hatdéanyag leadast
retard készitmények jelentds elterjedésének a terapiaban
(alacsonyabb C_ plazmakoncentracio) (3. Tablazat).

Ezért a ma farmakokinetikai gyakorlataban a legtobb
korszerii bioanalitikai mddszer kidolgozasanal igen nagy
érzékenységet (fg/ml, pg/ml, ng/ml) ¢és szelektivitast
biztosité modszert (pl. LC/MS/MS) sziikséges alkalmazni.

A fenti okok ¢és az analitikai kémia intenziv fejlédése
atstrukturalta a szdzadforduldé kornyékén a rutinban”
alkalmazott nagy érzékenységli bioanalitikai moddszerek
tarhazat.

A vildag vezeté nagy ,,CRO”-inak (contract research
organisation) statisztikai adatai (2004) alapjan, a kiilonb6z6
kapcsolt MS technikakat alkalmazzak (78%) messze a
leggyakrabban: LC-MS/MS 58%; LC-MS 10%; GC-MS
8%; CE-MS 2%. Ezt koveti a kissé hattérbe szorult HPLC

(15%) technika: HPLC-UV/DAD 9%; HPLC-FLD 4%;
HPLC-EC 2%. A korabban jelentds gazkromatografia is
nagymértékben veszitett (7%) a gyakorisagabol: GC-NPD
4%; GC-ECD 2%. Az egyéb alkalmazott modszerek koziil
a kapillaris elektroforézis (CE) és a RIA mintegy 3%-ot
képvisel az alkalmazott technikak gyakorisagaban.

2. Tablazat. A XXI. szazad kezdetének metabolizmus kutatasaban
alkalmazott vizsgalé modszerek komplex osszefoglalasa

Metabolitok Mobdszer
izolalasa,
elvalasztasa €s
szerkezetkutatasa
I. On-line kapcsolt | e GC-MS (P/N-EI; P/N-CI)
technikak
e GC-FTIR
 LC-MS (ESI; APCT; APPI)
o LC-MS/MS (ESI; APCI; APPI;
TOF; TOF/TOF;
Ion Trap; PDA)
o LC-NMR
o LC-NMR-MS/MS
e OPLC-RD
e OPLC-RD-MS/MS
e OPLC-RD-NMR
II. Off-line o NMR
technikak
© Nanoprobe®-NMR
e FAB-MS(-MS)
e EI-MS
e MALDI
III. ,,Kvazi” on- ¢ OPLC-DAR-FAB/MS/MS

line technika

IV. Kiilonbozo
spektroszkopiai
modszerek
kombinacioja

o Szerkezetkutatasban kiilonféle technikak
kombinacidjanak alkalmazasa

V. Specialis o Folyadék szcintillacios spektroszkopia (LSC)

Zﬁsﬁ:ﬁ o Tradicionalis film kontakt autoradiografia
o Teljes test autoradiografia
o Nuklearis égetés
e RIA
e DAR
o PIT Foszfor imaging technikak
(radioluminografia)
VI. Egyéb e Egyensulyi dializis (fehérjekotddés)
technikak

e Enzimes hidrolizis (metabolizmus)

o Kombinalt eljarasok (metabolizmus)
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3. Tablazat. Extrém alacsony plazmakoncentraciok lehetséges okai

Farmakologiai aspektus:

° Nagy farmakologiai hatékonysag (alacsony dozis)
. Alacsony biologiai hasznosithatosag (F)

. Intenziv metabolizacio (First-pass metabolizmus)
. Jelentds szoveti kotodés (V)

. Igen er6s kotédés a plazmafehérjékhez

(albumin, o - AGP, globulin)
Gyogyszer-technologiai aspektus:

e  Programozott hatdanyagleadasu retard készitmények
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3. Abra. A vilagon torzskonyvezett legjelentdsebb 500 gydgyszer-
készitmény meghatarozhatésdga human plazmaban
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4. Abra. A huméan farmakokinetikai gyakorlatban alkalmazott human
bioanalitikai modszerek megoszlasa

A mai farmakokinetikai gyakorlatban a kiilonb6z6
GC/MS, de elsésorban az LC/MS/MS technika mar
»elsopré”gyakorisagi  tendencidt mutat. A ,,CRO”-k
jelen vizsgalati gyakorlata mutatja, hogy az LC/MS/MS
technikat kiilonbdzd ionizacios mddjaival (ESI, APCI és
APPI), mar nem csak az extrém érzékenységli (fg/ml, pg/
ml) metodikdkndl alkalmazzdk, hanem az ng/ml és pg/ml
nagysagrendii koncentracid tartomanyban is, mivel relative
érzékeny, szelektiv, gyors és olcsobb a hagyomanyos GC ¢és
HPLC technikakhoz képest.

A 3. és 4. Abra j6] demonstralja, hogy a XXI. szazad els6
évtizedének elején két év alatt a HPLC-MS/MS technika
42%-1r6l 58%-ra “dramaian” elGretort az alkalmazasban.
Ha az 6sszes MS kapcsolt technikakat szemléljiik a valtozas
még szembetlindbb, két év alatt 55%-rol 78%-ra emelkedett
a farmakokinetikai gyakorlatban alkalmazott gyakorisaguk.

Az utdbbi években ujra felértékel6dott a radiokémiai on-line
tobbféle detektalasti kapcsolt technika (HPLC-RD; GC-
RD; OPLC-RD), amely komplex képet ad az anyavegytilet
és a metabolit(ok) farmakokinetikai, metabolitkinetikai
viselkedésérol, tovabba az off-line TLC/OPLC-DAR/
Foszfor imaging kapcsolt technikak, amelyek esszencialisak
a metabolit izolalas és tisztitas teriiletén. A teljestest
autoradiografias, valamint az off-line OPLC-RD vizsgalatok
napjainkban szinte kizar6lagosan csak a radioluminografia
(PIT) és/vagy a DAR technikaval végezhet6ek®!°.

A metabolit kutatasban az alkalmazott metodikak valtozasa
még szembetlin6bb. A ma ismert dsszes ,,kapcsolt technikat”
alkalmazzak a metabolit izolacidban, tisztitisban és a
metabolit szerkezetazonositasaban (2. Tablazat).

3. Osszefoglalas

Az originalis gyogyszerek igen sokrétii, komplex preklinikai
¢és klinikai aspektusai bizonyitjak, hogy a teljes innovacios
idészak alatt (K + F) szikséges a kiilonbozé tipusu
farmakokinetikai és metabolizmus vizsgalatok végzése'
13 amihez a bioanalitikai és spektroszkopiai modszerek
egész tarhazat kell alkalmazni*. A farmakokinetika
és gyogyszermetabolizmus kutatésa tipikusan
multidiszciplinaris teriiletet &lel fel, ami az originalis
gyogyszervegyliletek esetében csak igen jelentds szellemi,
valamint anyagi raforditassal lehetséges.

Fehérjekotdd s Kioldodas Farmakokinetikai
Mellékhatas vizsgalatok preklinikai
vizsgalatok

Bioanalitika
Radioanalitika
Spektroszkopia
Analitika

Biztonsagi Toxikokinetika
vizsgalatok (Kumulicié)

5. Abra. Bioanalitikai médszerek és a gydgyszerkutatas kapcsolata

Klinikai
farmakokincika

Hatasmechanizmuy
vizsgilatok

Szervek, szovetek
expozicioja
(kumulacio)

Mctabolizmus
vizsgalatok
Anyagmérleg

Metabolitkinetika
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Osszefoglalasképpen a 4. tablazat bemutatja, hogy egy
origindlis gyogyszervegyiilettel végzett preklinikai ¢és
klinikai farmakokinetikai és metabolizmus vizsgéalatok a
torzskonyvezést milyen alapvetd informacidval segitik.

A bemutatott bioanalitikai, spektroszkopiai modszerek
nélkiill az alabbi esszencidlis informaciok (ADME,
biztonsagi, terapids, hatdsmechanizmus, mellékhatas, stb.)
nem lennének elérhetdek.

4. Tablazat. Bioanalitikai modszerek altal kapott farmakokinetikai és
metabolizmus informaciok, amelyek hozzajarulnak a térzskonyvezéshez

. Gyogyszer sorsanak kvalitativ és kvantitativ nyomon
kovetése a szervezetben: ADME, ADMEtgx

e Dozis - hatas kapcsolat megismerése
. Dozis kivalasztas segitése
. Inter- és intra- individualis kiilonbségek bizonyitasa

e  Gyogyszer interakciok feltérképezésének — segitése:
gyogyszer-gyogyszer, gyogyszer-étel, -alkohol, -nikotin,
-drog, stb.

e Mellékhatasok megismerésének segitése

. Farmakologiailag aktiv metabolitok és farmakokinetikajuk
megismerése

e Metabolitok esetleges sztereoizomériajanak bizonyitasa

Mindez alatamasztja a farmakokinetikai és
gyogyszermetabolizmus vizsgalatok'*!'7 évek Ota tartd
jelentés szakmai felértékelodését, sulyat és ezzel
parhuzamosan egyre novekvo koltség- és id6-igényét.
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These tendencies inspired the experts dealing with pharmacokinetic
and metabolism investigations, to develop more sensitive and
specific bioanalytical, separation techniques, radioanalytical
(*H-, C-) (LSC, GC-RD, HPLC-RD, on-line-OPLC-RD, Digital
Autoradiography DAR, Phosphor Imaging Technique PIT /
Radioluminography) and structural investigation methods. The
latter was enabled with the intensive spreading of hyphenated
techniques (LC-MS/MS, LC-NMR, OPLC-RD....), which resulted
in great achievements in the field of bioanalytics, radioanalytics
and consequently in pharmacokinetics and metabolism research.
In the everyday pharmacokinetic practice, GC/MS, and principally
the LC/MS/MS techniques are the most frequently applied
methods. According to up-to-date CRO investigations, the LC/
MS/MS technique with its different ionization methods (ESI,
APCI and APPI) is used not only for determination of extreme
sensitive concentrations (fg/ml, pg/ml), but in ng/ml and pg/ml
concentration range, as well.
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