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1. Bevezetés

A hatéanyag-metabolizmus felderitése a gydgyszerkutatas
egyik kiemelt feladata. Ennek f6 oka, hogy a szervezetben
enzimatikus aton képz6dé metabolitok atfogd ismeretét az
engedélyezd hatosag elvarja. A szervezetben az elsédleges
metabolikus 1t jellemzden a citokrom P450 (CyP450) altal
katalizalt oxidacios 1épéssel indul. Tekintettel arra, hogy a
gyogyszerkincsiink tobb mint 70%-a szenved el valamilyen
CyP450 katalizalta oxidacios atalakitast" egy uj hatébanyag
fejlesztése soran fontos informaciét hordoz ezen biotransz-
formacios utak feltarasa.

Hagyomanyosan a CyP450 fiiggd reakciok primer vizsgala-
tat a maj mikroszoma frakcidjanak felhasznalasaval végzik,
azonban a biologiai rendszerek szdmos hatrannyal birnak.
A vizsgalt hatéanyag, mint enzim szubsztrat csak alacsony
koncentraciéban alkalmazhatd, emiatt csekély mennyiség-
ben keletkeznek metabolitok. A reakcidelegyben a mikro-
szoma komplex bioldgiai matrixa megneheziti az analitikai
vizsgalatot, igy elsddlegesen csupan kvantitativ informacio
nyerhetd a képz6dé metabolitokrol. A mikroszoma €lettar-
tama a reakcio korillményei kozott 1-2 6ra’. Mindezek miatt
nagyobb mennyiségli metabolit nem allithaté el gazdasa-
gosan maj mikroszdémalis rendszereket alkalmazva.

Az elobbiekben ismertetett hagyomanyos mikroszoma ala-
pu rendszerek hatranyait kiiszobolve alternativ megoldast
nyujthatnak az Gn. biomimetikus modellek. Az egyik legy-
gyakrabban alkalmazott biomimetikus rendszer alapjaul
a CyP450 enzimek aktiv helyén talalhat6 protoporfirin IX
egységgel szerkezeti hasonlosagot mutatd szintetikus me-
talloporfirinek szolgalnak. El6nyiik, hogy a gyogyszer(je-
161t) vegyiiletbdl egy Iépésben lehetdve valik a metabolitok
eléallitasa a sokszor nehézkes és tobblépéses, gyakran az
anyavegyiilet el6allitasatol fliggetlen reakcidutak alkalma-
zasat jelentd totalszintézis nélkiil. A reakciokoriilmények
valtoztatasaval nem csak a kivant metabolitok allithatok
elé, hanem a szerkezeti sokszinliséget szélesitve, 0j kémia
teret képviseld vegyiiletek is gazdagithatjak a gyogyszer-
kutatasi programok kiinduldpontjat. Emellett elmondhato,
hogy az in vitro bioldgiai rendszerekkel szemben a biomi-
metikus kémiai modellek robusztusabbak, az eredmények
ezaltal jol reprodukalhatok. A komplex biologiai matrix hi-
anya ¢és a kiindulasi vegyiilet nagyobb koncentracidja néve-
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li a kdveto analitikai vizsgalatok hatékonysagat, és nagyobb
mennyiségii metabolit gazdasagos eldallitasa is megoldha-
tova valik®.

2. Eredmények

A Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
Vegyészmérnoki ¢és Biomérnoki Karanak, Kémiai
és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékén miikodd
Biomimetikus Technoldgiak Kutatocsoportjaban, (ezt meg-
eléz6en a Richter Gedeon NyRt. volt Szintézistamogatod
Laboratériumdban) mar évek ota vizsgaljak a szintetikus
metalloporfirinek alkalmazhatdsagat gyogyszerhatdéanya-
gok biomimetikus oxidaciojaban. A kutatocsoportban fel-
halmozott tapasztalatok ramutattak, hogy a szintetikus me-
talloporfirin alapu rendszerek sem mentesek a megoldando
hatranyoktol. A reakciok biomimetikus jellegét igazolni
sziikséges, azaz meg kell allapitani, hogy metalloporfirin
hianyaban, a katalizator aktivalasahoz sziikséges oxidalo-
szer onmagaban képes-e atalakitani a szubsztratot. Emellett
a metalloporfirinek homogén oxidativ kdzegben gyors deg-
radaciot szenvedhetnek el, valamint a homogén reakcide-
legybdl az elvalasztasuk, ezaltal Gjra felhasznalhatosaguk
nehézkes vagy egyaltalan nem megoldhaté. A Szerves
Kémia ¢és Technoldgia Tanszék Bioorganikus ¢s Kémiai
Kutatocsoportjaban hosszabb idé ota zajlanak kiilonféle
hordozo fejlesztésére, illetve biokatalizator rogzitésére ira-
nyulo kutatasok, melyeknek célja stabilabb, kezelhetébb és
hatékonyabb biotranszformacios eljarasok megvalositasa.

Doktori munkam soran célul tiiztem ki olyan szintetikus
metalloporfirin alapu rendszerek fejlesztését, amelyek ké-
pesek lehetnek kikiiszobolni a fent megfogalmazott homo-
gén rendszerekre jellemzé hatranyokat. Munkam harom
kiilonb6z6, de egymasra épiilé és egymassal Osszefliggd
szintre tagolhatd. Egyfeldl referenciaként elvégeztiik a ha-
gyomanyos homogén fazisu katalitikus reakciot és azono-
sitottuk a keletkez6 metabolitokat. Emellett célunk volt a
metalloporfirin katalizator rogzitése kiilonb6z6 nanostruk-
taralt hordozok feliletére, melynek részeként a kdtés mod-
janak optimalizalasat is el kivantuk végezni. Végezetiil, a
heterogén katalizatorrendszer integraldsat kivantuk meg-
oldani folyamatos tizemt, atfolyasos reaktorokba. Ehhez a
hordozérendszer jellegével harmonizaldé mikro- és mezo-
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reaktorokat (mikrofluidikai chip- és hagyomanyos toltott
agyas reaktorok) alkalmaztunk.

Osszefoglalva, munkam a reakcidvezetés megtervezésétél,
a katalizatorhordoz6 fejlesztésén keresztiil a folyamatos
aramu reaktortechnolégiak alkalmazasaig terjedt.

2.1. Magneses nanorészecske (MNP) alapu
biomimetikus katalizatorok fejlesztése*®

Magneses nanorészecskék (MNP) kivaloan alkalmaz-
hatok, mint kiilonboz6 katalizator molekulak hordozoi.
Nagy fajlagos feliiletiikk mellett elényiik, hogy magneses
tulajdonsagukbdl kovetkezden allandé magnes jelenlété-
ben szeparalhatok a reakciokozegbdl vagy kivant helyen
csapdazhatok. A feliiletiikon kialakithatd szilika réteg,
ami lehetdséget nytjthat a megfeleld aktiv vagy inert cso-
port(ok) rogzitésére az adott csoportot tartalmazé szilanok
hidrolizisével. Kiilonb6z6 inert csoportok alkalmazasaval a
katalizator hordozé feliileti tulajdonsagai optimalizalhato,
ezaltal novelhetd a katalitikus aktivitas. Ez abbol a szem-
pontbol fontos, hogy a katalizatorok rogzitésével kialakul-
hat egy un. difftiziés gat, amely ronthatja az aktivitasukat.
Magneses nanorészecskék feliiletén aktiv funkcidként
3-aminopropilcsoportot alkalmaztunk, mig inert cso-
portként kiilonboz6 méretii (metil-, fenil-, propil-, és vi-
nilcsoport) csoportokat rogzitettiink. Katalizatorként
mezo-tetra(pentafluorofenil)vasporfirint ~ (FeTPPF)  és
mezo-tetra(paraszulfoniloxifenil)vasporfirint (FETPPS)
hasznaltunk. FeTPPF-et kovalens kotéssel, mig FeTPPS-t
elektrosztatikus kolcsonhatassal rogzitettiik feliiletmo-
dositott MNP feliiletére. Inert modositoként mindkét me-
talloporfirin katalizator esetében a metilcsoport bizonyult
optimalisnak, igy a tovabbi kisérletekben ezt alkalmaztuk.
A feliileti csoportokat tartalmazé szildnok anyagmennyisé-
gét allandonak vettiik (64 mM). Az aktiv €s inert csopor-
tokat a feliiletmodositd elegyben szisztematikusan kiilon-
b6z6 molaranyban alkalmaztuk. gy ot, feliiletén az aktiv
csoportot kiilonbozé feliileti stiriiségben (aktiv:inert = 1:0,
1:1, 1:4, 1:16, valamint vak mintaként 0:1) tartalmazo6 hor-
dozét allitottunk eld. Modellvegyiiletként egy kalciumcsa-
torna blokkolot, az amlodipin (1) hatéanyagot valasztottuk.
Biomimetikus reakciojaban dehidroamlodipin (2) human
major metabolit keletkezik egyediili termékként, igy a reak-
ci6 UV-vis spektrofotometrias modszerrel kovetheto.

1. abra. Amlodipin (1) és in vivo human / biomimetikus metabolitja
(dehidroamlodipin, 2)

A kiilonb6z6 katalizatorrendszerek aktivitasat az un. faj-
lagos specifikus katalitikus aktivitassal (U, 1. egyen-
let) jellemeztiik, amely megmutatja, hogy a teljes kata-
lizator rendszer egységnyi metalloporfirin mennyisége
(m,, g) egységnyi id6 alatt (t, perc) mekkora mennyiségii
terméket (n;*c, ahol n.-szubsztrat kinduldsi mennyisége
(umol), c-konverzio,) képes eldallitani (vagy szubsztratot
atalakitani).

U, (Ug)=nct'm,! €))

Els6ként mindkét két porfirin esetében az aktiv csoportnak
az optimalis feliileti sirtiségét kivantuk meghatarozni. Ezt
heterogén szakaszos rendszerben végeztiik el. Az eredmé-
nyek a 2. abran lathatok. Altalanosan elmondhat6, hogy a
legaktivabbnak mindkét metalloporfirin esetében az 1:4-es
modositasi arany bizonyult. Amennyiben a hordoz6 nem
tartalmazott aktiv aminocsoportot a feliiletén, abban az eset-
ben metalloporfirin nem rogziilt a hordozora, illetve nem
tortént katalitikus atalakulas a heterogén szakaszos razatott
rendszerben. Az ionosan rogzitett FETPPS aktivitasa kozel
haromszorosa a kovalensen rogzitett FETPPF biomimetikus
katalizatornak, igy folyamatos tizemi, mikrofluidikai reak-
cioban az elébbi katalizatorrendszert alkalmaztuk.
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2. abra. Heterogén, szakaszos katalitikus rendszerek fajlagos specifikus
biomimetikus aktivitasa a) FETPPF, b) FETPPS porfirint alkalmazva.

Az optimalisnak talalt 1:4 amino:metilcsoportot tartalmazo
rendszert az amlodipin (1) folyamatos tizemt biomimetikus
oxidaciojaban vizsgaltuk. A reakciét az amlodipin (1) kon-
Centracioja (C,poqipin=0,3; 0,25 €s 0,125 mg ml"), illetve az
aramlasi sebesség (v=0,1; 0,2 és 0,3 ml min™) valtoztatasa
mellett optimalizaltuk. Az allandosult allapot bealltat kove-
téen mintat vettiink a kifoly6 reakcidelegybdl, amit HPLC-
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DAD, valamint HPLC-DAD-MS moédszerrel vizsgaltuk. Az
eredmények alapjan el lehet mondani, hogy a magnechip
reaktor hasonldan viselkedett, mint a hagyomanyos (pl.:
toltott agyas) folyamatos aramu reaktorok. Amennyiben
ndveltiik az aramlasi sebességet vagy a szubsztrat koncent-
raciot, csokkent a mért konverzi6é (3. abra). Az eredmé-
nyekbdl lathato, hogy az amlodipin (3) teljes mennyisége
atalakult 0,1 ml min-es dramlési sebesség és 0,125 mg ml™!
szubsztratkoncentracio mellett. A reaktor produktivitdsa
() ugyanezen koncentracio, de magasabb dramlasi se-
besség (0,2 ml min™') mellett volt a legnagyobb.
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3. abra. Amlodipin (1) folyamatos aramu biomimetikus reakcidjanak
konverzioja (a) és reaktor produktivitasa (b) a koncentracio
fliggvényében

2.2. Nanoszal alapu biomimetikus katalizatorok
fejlesztése®

Az elektrosztatikus szalképzéssel késziilt nem sz6tt anyagu
nanoszalas matrix kitlind tulajdonsagokkal rendelkezé ka-
talizatorhordozo. Az elkészitése kiméletes (a polimer anya-
gatdl fiiggden akar szerves oldoszer nélkiil is eléallithato),
igy alkalmazasukkal lehetdség nyilik akar enzimek rogzité-
sére is. Szintetikus metalloporfirin bedgyazasat nanoszalas
matrixba korabban nem vizsgaltak, emiatt elkisérletként
sziikséges volt elvégezni a szabad porfirin rogzitését, vala-
mint a kioldodasanak a vizsgalatat. A kisérleteink soran po-
litejsav (PLA) nanoszalas matrixot hasznaltunk az FETPPS
rogzitésére. A kész nanoszalas terméket kioldédasvizsgalat-
nak alavetve azt tapasztaltuk, hogy a metalloporfirin kozel
90%-ban kioldodott a reakcio kozegében valo razatas soran.
Emiatt alternativ rogzitési modot volt sziikséges kidolgoz-
nunk, ami a 2.1-es fejezetben ismertetett MNP alapu hor-
dozo6 alkalmazasat jelentette, igy egy PLA/MNP kompozit
katalizatorrendszert hoztunk létre. A kompozit katalizator
MNP-FeTPPS tartalmat optimalizaltuk és tovabbi kisérlete-
inkben a legjobbnak bizonyult 1,25 w/w% MNP-FeTPPS-t

alkalmaztuk a szaraz PLA mennyiségére vonatkoztatva.
Az optimalisnak taldlt osszetétel mellett vizsgaltuk a kii-
16nb6z6 formulacidk hatasat a rogzitett metalloporfirin ka-
talizator aktivitasara (4. abra). Az eredmények megerdsi-
tették, hogy az PLA kompozit formulacio jelentds aktivitas
noveld hatassal rendelkezik a szabad, oldott vagy szabad
MNP kotott formahoz képest. A PLA jelenléte dnmagaban
nem befolydsolta a metalloporfirin aktivitasat. Fontos meg-
emliteni, hogy a PLA film ¢és a nanoszalas rendszert dssze-
hasonlitva az lathato, hogy a nagyobb fajlagos feliilete az
utobbinak nagymértékben képes befolyasolni a katalizator
aktivitasat azaltal, hogy kivalo atjarhatdsagot biztosit és igy
javitja az anyagtranszportot a katalizator és az oldat tomb-
fazisa kozott.
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4. abra. Amlodipin (1) kiilonboz6 tipustt FeTPPS katalizator tartalma
rendszerek altali oxidaciojanak specifikus biomimetikus aktivitasa

A rogzitett katalizatorok egyik fontos tulajdonsaga, hogy
konnyen elvalaszthatok a reakcioelegytdl és egy tijabb reak-
cidban felhasznalhatok. Emiatt fontos vizsgalni a kiilonbo-
z0 katalizator rendszerek ujrahasznosithatosagat. A marado
aktivitast a szabad MNP-hez és a PLA/MNP kompozitba
rogzitett FETPPS esetében kétféle modon vizsgaltuk. Az elsé
esetben a kiszlirés utan a reakcio kozegével torténd mosast
végeztiink a kovetkezd reakeio eldtt, mig a masodik esetben
a mosas utan natrium-borohidrides kezelést alkalmaztunk.
Az 5. abran lathato eredmények alapjan elmondhat6, hogy
a PLA nanoszélas rendszer a borohidrides kezelés nélkiil
is nagyobb maradod reaktivitassal rendelkezett, mint a sza-
bad MNP-FeTPPS. A natrium-borohidrides kezelés novelte
a marado aktivitasat mindkét katalizatorrendszernek, ami
azt bizonyitja, hogy a borohidrid egy jo regenerald agense
az FeTPPS katalizatornak. Igy a PLA kompozit kozel teljes
aktivitdsa megmaradt a borohidrides kezelés utan, ami a
nanoszalas PLA kivalé véddhatasat bizonyitja.
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5. abra. Kiilonboz6 rogzitett metalloporfirin tartalma rendszer
ujrahasznalhatosaganak vizsgalata mosas, illetve NaBH,-es kezelés
utan.

2.3. Nanoporusos mikrorészecske alapi
biomimetikus katalizatorok fejlesztése’

Végezetiil a hordozo feliiletének és a katalizator mole-
kulak tavolsaganak befolyasold hatasat vizsgaltuk. E
célbol a szilikarészecskék feliiletét 3 kiilonbozé hosszu-
sagll aminocsoportot tartalmazé linkermolekulat (Si-1:
3-aminopropil-trimetoxiszildn, Si-2: 3-aminoetil-aminop-
ropil-trimetoxiszilan, Si-3: N-[3-(trimetoxiszilil)propil]-di-
etilén-triamin)) alkalmazva modositottuk, majd FeTPPS
metalloporfirin katalizatort rogzitettiink a feliiletére ionos
kotéssel. Elsoként szakaszos koriilmények kozott heterogén
katalitikus oxidacioban vizsgaltuk az amlodipin (1), illetve
a klorokin (3) esetében a linker hosszdnak hatasat a kata-
lizator aktivitasara (1. tablazat). El6bbi esetében a koze-
pes hosszusagt, mig klorokin (3) esetében a legrévidebb
linker bizonyult a legjobbnak. Amlodipin (1) esetében a
mar korabban ismertetett dehidroamlodipin (2) keletkezett
mindharom rogzitett katalizator esetében, mig klorokin (3)
reakciojaban két metabolit, egy egyszeres (4) és egy két-
szeres (5) dealkilalast eredményez6 klorokin szarmazek ke-
letkezett (6. abra). Klorokin esetében elmondhatd, hogy a
linker hossza nem csupan a konverziot befolyasolta, hanem
a metabolitprofil is eltért a rovidebb és hosszabb linkerek
alkalmazasaval (2. tablazat).

1. tablazat. Amlodipin (1) és klorokin (3) heterogén, szakaszos
biomimetikus oxidacidjanak konverzioértékei

Si-1-FeTPPS Si-2-FeTPPS Si-3-FeTPPS
Camlodipin 12,4 37,4 28,0
Cklorokin 52,6 26,4 18,6

Cl Cl Cl
H H H
/)WN\K/(TJ/A /\HWN\K/(TJ/AHZNN\(N\K/(TJ
N N N
3 4 5

6. abra. Klorokin (3) és biomimetikus metabolitjai

2. tablazat. Klorokin (3) heterogén, szakaszos biomimetikus
oxidaciojanak metabolitprofiljai

Si-1-FeTPPS Si-2-FeTPPS Si-3-FeTPPS
3 47,4 73,6 81,4
4 39,6 19,8 13,8
5 12,5 6,6 -
Egyéb 0,5 - 4,8

A szakaszos reakciok mellett folyamatos dramu reakcio-
ban is vizsgaltuk a linkermolekula hosszusaganak hatasat.
Az aramlasi sebesség korabban optimalizalt értéke 250 pl
min"! és 2 ekvivalens oxidaloszer mennyiség mellett vizs-
galtuk a rendszer mikddését. Amlodipin (1) folyamatos
aramt biomimetikus oxidacios reakcidjaban a harom kii-
16nb6z6 hordozds katalizator (Si-1-FETPPS, Si-2-FeTPPS és
Si-3-FeTPPS) élettartamat hasonlitottuk ssze (7. abra). A
kezdeti nagy konverzio folyamatosan lecsokkent, mig kozel
allando 55%-os értékre allt be. 24, majd 48 oras folyama-
tos reakcio utan friss oxidaloszer oldatot készitettiink és azt
aramoltattuk at a toltott agyas reaktoron. Kozel 60 6ran ke-
resztiil a konverzié nem valtozott szamottevden egyik hor-
dozos katalizator alkalmazasa mellett sem.
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7. abra. Kiilonb6z6 hosszusagu linkermolekula hatasa a rogzitett
katalizator élettartamara

A toltott agyas reaktorban a klorokin (3) biomimetikus oxi-
¢és bisz-deetilklorokin (5) volt azonosithato (6. abra). Az
eredményeket a 3. tablazatban foglaltam 6ssze. A folya-
matos aramu reakcioban a kdzepes hossztsagu linker (Si-2)
bizonyult optimalisnak, mig a szakaszos reakcidovezetésben
legjobban teljesitd Si-1 linker alkalmazasa csupan 2%-os
konverzié eredményezett, ahol egyetlen termék, a deetil-
klorokin (4) keletkezett. A kdzepes hosszusagu mellett, a
leghosszabb lancu linker is jo aktivitast mutatott tobb, mint
50%-o0s konverzio értékkel.

3. tablazat. Klorokin (3) heterogén, folyamatos aramu biomimetikus
oxidacidjanak metabolitprofiljai és konverzioértékei

Si-1-FeTPPS Si-2-FeTPPS Si-3-FeTPPS
3 98,0 23,6 49,6
4 2,0 29,3 29,9
5 - 36,6 19,3
Egyéb - 10,4 2,1
Chiorokin 2,0 76,4 50,4
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A szakaszos és folyamatos mdodban végrehajtott biomime-
tikus reakciok Osszehasonlitdsa érdekében meghataroztuk
az un. volumetrikus produktivitas (STY, Space Time Yield,
2. egyenlet) értékeket (4. tablazat).

4. tablazat. Kiilonb6z6 rendszerek termelékenységének
Osszehasonlitasa

Katalizator Reakcio megvalositas (m:T"Yh" )
HLM 0,32
RLM Szakaszos, heterogén 0,31
MLM 0,64

Homogén FeTPPS 184
Si-1-FeTPPS 296
Si-2-FeTPPS Szakaszos, heterogén 119
Si-3-FeTPPS 84
Si-1-FeTPPS 2309
Si-2-FeTPPS Folyamatos aramu, heterogén 88213
Si-3-FeTPPS 58193

A volumetrikus produktivitds megadja az egységnyi reak-
tortérfogatban (V, 1), egységnyi id6 alatt (t, h) eléallithato
termék tomegét (m,, mg).

STY (mg ' h")=m, V't' 2)

A 4. tablazat eredményei alapjan elmondhato, hogy a ho-
mogén ¢és heterogén szakaszos biomimetikus reakciok ter-
melékenysége dsszemérhetd, azonban legjobb a folyamatos
aramu rendszer két nagysagrenddel nagyobb értékkel ren-
delkezik, mint a legjobb szakaszos rendszer. Az in vitro,
heterogén fazisu, szakaszos, mikroszoma alapu rendszerek
rendelkeztek a legrosszabb hatékonysaggal, amely alata-
masztja a bevezetOben megfogalmazott gazdasagossagi
megfontolast, miszerint a biomimetikus rendszerek alkal-
masak nagyobb mennyiségli metabolit eldallitasara.

3. Osszefoglalas

Doktori munkam soran szintetikus metalloporfirin alapt,
heterogén biomimetikus oxidalé rendszerek fejlesztésével
foglalkoztam. A hordozos metalloporfirin katalizatorokat
folyamatos aramu rendszerekbe integralva gyogyszerhato-
anyagok oxidativ metabolitjait allitottuk elé egy lépésben,
kozvetleniil az anyavegyiiletbdl kiindulva. Ezen rendszerek
fejlesztése abbol a szempontbdl fontos, hogy a hagyoma-
nyos in vivo, illetve in vitro sejtes alapt rendszereket kiegé-
szitve segitséget nyujthatnak gyogyszerfejlesztés soran az
uj hatéanyagok tervezésében és optimalizalasaban, illetve
metabolitjainak eldrejelzésében és eldallitasaban.

Elséként a szintetikus eredetu metalloporfirint kovalens
¢és ionos kotéssel rogzitettiik kiilonbozé modon feliiletmo-
dositott, szilikaréteggel bevont magneses nanorészecskék
feliiletére. A feliilet fizikai-kémiai tulajdonsagait kiilonbo-
z0 inert csoportokkal modositottuk, melyek koziil egy op-

timalizacios kisérletsorozatban a metilcsoport bizonyult a
legjobbnak, igy a tovabbi reakcidokban a magneses nanoré-
szecske (MNP) alapt rendszerek esetében ezt alkalmaztuk.
Az MNP alapu rendszer miikddését szakaszos reakcioban
vizsgaltuk, valamint meghataroztuk az aktiv amino-, vala-
mint az inert metilcsoportok optimalis aranyat a hordozo
feliletén. Az optimalisnak talalt MNP-FeTPPS katalizatort
mikrochipreaktorba toltve/csapddzva amlodipin (1) folya-
matos aramu mikrofluidikai biomimetikus oxidacidjat vé-
geztiik el, egy olyan stabil, kis szubsztratigényli rendszert
létrehozva, amely megfeleld analitikai modszerrel integral-
va alkalmassa teheté akar uj, gyogyszerjelolt vegyiiletek
metabolitjainak eléallitasara és azonositasara.

Elészor rogzitettiink elektrosztatikus szalképzéssel készi-
tett politejsav alapti nanoszalas készitménybe szintetikus
metalloporfirint. Megallapitottuk, hogy 6nmagaban a nano-
szalas politejsav nem alkalmas a metalloporfirin megfeleld
visszatartasara, ezért MNP-hez rogzitve els6ként allitot-
tunk el szintetikus metalloporfirint tartalmazé nanosza-
las kompozit katalizatort, amely mar megfelelden képes a
katalizator rogzitésére. Amlodipin (1) biomimetikus oxida-
cidjaban optimalizaltuk a nanoszalas kompozit készitmény
va bebizonyitottuk, hogy az MNP tartalma formulalt PLA
készitmények jelentOsen javitjak a metalloporfirin katali-
zator katalitikus aktivitasat, amit a nanoszalas formula to-
vabb javitott. A katalizator aktivitasa mellett, a nanoszalas
formula az élettartamat is javitotta az MNP-hez rogzitett
metalloporfirin katalizatornak.

Aminocsoportokkal felilletmodositott szilika feliiletére
FeTPPS katalizatort rogzitettiink szakaszos és folyamatos
aramu koriilmények kozott. Amlodipin (1) és klorokin (3)
heterogén szakaszos és folyamatos lizemii biomimetikus
oxidacidjaban harom kiilonb6z6 hosszisagt linker moleku-
lat alkalmazva vizsgaltuk a szilard hordozo és az FeTPPS
porfirin katalizator tavolsdganak hatdsat a katalizator ak-
tivitdsara. Amlodipin (1) optimalizalt folyamatos aramu
porfirin katalizator élettartamat. Elmondhato, hogy élettar-
tamukat tekintve a kiilonb6z6 hosszusagi linkerek kozott
nem talaltunk érdemi kiilonbséget, valamint a rendszer
kelléen stabilnak bizonyult, mivel tobb mint 50 6ra utan
sem csokkent 1ényegesen az oszlopon mérheté konverzio.
A folyamatos aramu kisérleteket a korabban optimalisnak
talalt aramlasi sebesség €s oxidaloszer mennyiség alkal-
mazasaval végeztiik. A linkerhosszusagra vonatkozoan a
szakaszos razatott reakcioban amlodipin (1) esetében a ko-
zepes, mig klorokin (3) esetében a legrovidebb linker bizo-
nyult optimalisnak a biomimetikus transzformaciéban. A
folyamatos aramu reakcioban amlodipin (1) esetében nem
talaltunk 1ényeges kiilonbséget, mig a klorokin (3) esetében
a kozepes hosszusagu linker bizonyult optimalisnak a bio-
mimetikus oxidacios atalakulasra vonatkozoan.
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4. Kisérleti rész
4.1. Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A kisérleteinkben  felhasznalt ~ N-(2-aminoetil)-3-
aminopropil-trimetoxiszilant (Si-2) a Merck Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szereztik be. Amlodipin
(1), klorokin (3), terc-butil-hidroperoxid, tetraetoxiszi-
lan (TEOS), 3-aminopropil-trimetoxiszilan (Si-1), N'-[3-
(trimetoxiszilil)propil]-dietilén-triamin (Si-3) és a metil-tri-
metoxiszilant (MeTMOS) a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest,
Magyarorszag) terméke volt. 5,10,15,20-tetrakisz-(4-szul-
foniloxifenil)vas(Il) porfirint (FETPPS) és 5,10,15,20-tet-
rakisz(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)vas(Il) porfirint (FETPPF)
a Frontier Scientifictél (Logan, UT, USA) szereztiik be.
Desztillalt vizet Millipore (Bedforf, MA, USA) Milli-Q viz
tisztitoé rendszerrel allitottunk el és ezt hasznaltuk a vi-
zes oldatokhoz. Human, patkany és egér méj mikroszoma
Xenotech Llc. (Kansas City, USA) terméke volt.

4.2. Hatéanyagok metalloporfirin katalizalta
homogén szakaszos biomimetikus oxidacidja

Egy Eppendorf mikrocentrifuga csdbe bemértiik a megfe-
leld szubsztrat oldatat, majd oldoszer kiegészitést adtunk
hozza, tovabba metalloporfirin oldatot és az oxidaldszer
oldatat (/BuOOH) pipettaztunk hozza. Az elegyet ezt kove-
téen 1 dran at razattuk, majd HPLC-DAD-MS moédszerrel
elemeztiik.

4.3. Hatéanyagok rogzitett metalloporfirin
katalizalta heterogén szakaszos biomimetikus
oxidacidja

Eppendorf mikrocentrifuga csdvekbe bemértiink rogzi-
tett metalloporfirint tartalmaz6 MNP-t, rogzitett metal-
loporfirint tartalmazoé szilikat vagy metalloporfirint tar-
talmaz6 nanoszalas készitményt, majd ehhez a megfeleld
szubsztratok oldatat adtuk. A heterogén rendszert raza-
tassal vagy ultrahanggal diszpergaltuk. Az oldatot 1 ml-re
kiegészitettiik, majd a reakciot az oxidaloszer ((BuOOH, 5
molekvivalens a szubsztratok mennyiségére vonatkoztat-
va) hozzdadasaval inditottuk. A reakcidelegyeket 1 oran
at szobahdmérsékleten rdzzuk. Mintavétel utan HPLC-
DAD-MS vagy UV-vis spektrofotométerrel vizsgaltuk a
reakcioelegyeket.

4.4. Folyamatos aramu mikrofluidikai mikrochip-
reaktorban megvalésitott reakciok

A reaktor feltoltését és a mikrofluidikai biomimetikus oxi-
daciot egyarant a Magneflow rendszer alkalmazéasaval va-
l6sitottuk meg. A metalloporfirinnel boritott magneses na-
norészecskék szuszpenzidjat fecskendépumpa segitségével
aramoltattuk keresztiil a mikrofluidikai chipen. A reakcio-
kamrakban felhalmoz6dé hordozos katalizatorokat a kam-
rak alatt elhelyezkedd allandé magnesek tartottak helyhez
kotve. A katalizator agyon keresztiil fecskend6pumpa segit-
ségével a megfeleld szubsztrat torzsoldatat dramoltattunk

keresztiil, amely oxidaldszert is tartalmazott ((BuOOH 70
%-o0s vizes oldata, 5 ekvivalens a szubsztratokra vonatkoz-
tatva). A reakciot kiilonbozo aramlasi sebességek mellett
hajtottuk végre. Az egyensulyi koncentraciok beallta utan
mintat vettiink, amelyet feldolgozas nélkiil, kdzvetleniil
mértiink HPLC-DAD-MS technikaval.

4.5. Szubsztratok biomimetikus oxidacidja
folyamatos arami koriilmények kozott
mezoreaktorban

Oxidalészert (‘BuOOH, 2 molekvivalens) tartalmazé
szubsztrat oldatot aramoltattuk at a megfelelé szilikdhoz
(Si-1, Si-2 vagy Si-3) rogzitett FeTPPS katalizatorral toltott
reaktoron keresztiil. Mintat 20 perc elteltével 5 percen ke-
resztiil vettiink, és HPLC-DAD-MS modszerrel vizsgaltuk.

Koszonetnyilvanitas

El6szor is szeretnék kdszonetet mondani témavezetdémnek
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Development of metalloporphyrin-based biomimetic oxidizing systems from carrier system to application

During my doctoral work, I focused on the development of syn-
thetic metalloporphyrin-based heterogeneous biomimetic oxida-
tion systems. By integrating carrier-supported metalloporphyrin
catalysts into continuous-flow systems, we produced oxidative
metabolites of pharmaceutical active ingredients in a single step,
directly starting from the parent compound. The development of
these systems is important as they can complement traditional in
vivo and in vitro cell-based systems, aiding in optimizing new
active ingredients and predicting or producing their metabolites
during drug development.

Initially, synthetic metalloporphyrin was covalently and ionically
attached to the surfaces of magnetic nanoparticles (MNPs) coated
with a silica layer that had been modified in various ways. The
surface’s physicochemical properties were altered using different
inert groups, among which the methyl group proved optimal in a
reaction optimization process. Therefore, this was used in subse-
quent reactions involving MNP-based systems. The MNP-based
system’s operation was studied in batch reactions, and the optimal
ratio of active amino groups to inert methyl groups on the carrier
surface was determined. The optimized MNP-FETPPS catalyst
was packed/trapped in a microchip reactor to perform the con-
tinuous-flow microfluidic biomimetic oxidation of amlodipine (1).
This resulted in a stable system with low substrate requirements
that, coupled with suitable analytical methods, could be used for
producing and identifying metabolites of new drug candidates.

For the first time, synthetic metalloporphyrin was incorporated
into a polylactic acid-based nanofiber matrix prepared via elec-
trospinning. It was found that polylactic acid nanofibers alone
could not sufficiently retain the metalloporphyrin. Therefore, by
attaching it to MNPs, we created the first synthetic metallopor-

phyrin-containing nanofiber composite catalyst, which was ef-
fective in securing the catalyst. In the biomimetic oxidation of
amlodipine (1), the MNP-FeTPPS content of the nanofiber com-
posite was optimized. Analyzing the polylactic acid formulation
demonstrated that MNP-containing formulated PLA significantly
enhanced the catalytic activity of the metalloporphyrin catalyst,
further improved by the nanofiber formulation. Besides increas-
ing catalytic activity, the nanofiber formulation also extended the
lifespan of the MNP-bound metalloporphyrin catalyst.

FeTPPS catalysts were immobilized on the surface of silica gel
modified with amino groups under batch and continuous-flow
conditions. During the heterogeneous batch and continuous bi-
omimetic oxidation of amlodipine (1) and chloroquine (3), the
effect of the distance between the solid support and the FETPPS
porphyrin catalyst on activity was examined using three linker
molecules of different lengths. In the optimized continuous-flow
biomimetic oxidation of amlodipine (1), the lifetime of the immo-
bilized metalloporphyrin catalyst was evaluated. It was observed
that there were no significant differences in lifespan among the
linkers of different lengths, and the system demonstrated ade-
quate stability, with no substantial decrease in column conver-
sion even after more than 50 hours. Continuous-flow experiments
were performed using the previously optimized flow rate and
oxidant quantity. Regarding linker length, in batch-shaken reac-
tions, the medium-length linker was optimal for amlodipine (1),
while the shortest linker was optimal for chloroquine (3) in bi-
omimetic transformations. In continuous-flow reactions, no sig-
nificant difference was observed for amlodipine (1), whereas the
medium-length linker was optimal for the biomimetic oxidation
of chloroquine (3).
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