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Roviditések jegyzéke

A adenin

ACyD a-ciklodextrin

AGP az-glikoprotein

ARS | arisztolochiasav |

BCS biofarmaciai osztalyozasi rendszer

(Biopharmaceutics Classification System)
BCyD B-ciklodextrin

BIZ bifonazol

BMI kotédési index (binding mode index)

C citozin

CD cirkularis dikroizmus

CE kapillaris elektroforézis

ChE csirke eritrocita (chicken erythrocyte)

CIS komplexképzés indukalta kémiai eltolodas

(complexation induced chemical shift)
CLz klotrimazol
CMBCyD karboximetil-p-ciklodextrin

CT borjui csecsemOmirigy (calf thymus)
CyD ciklodextrin
DF-STD-NMR

differencia frekvencia szaturacid transzfer differencia NMR
DMBCyD dimetil-B-ciklodextrin
DMSO dimetil-szulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

ECCD exciton csatolt cirkularis dikroizmus
EOF elektoozmotikus aramlas

EtBr etidium-bromid

FLZ flukonazol

G guanin

GC gazkromatografia

GCyD y-ciklodextrin
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HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
HPBCyD hidroxipropil-p-ciklodextrin

HSA human szérum albumin

ICD indukalt cirkuldris dikroizmus

logP oktanol/viz rendszerre vonatkoztatott megoszlasi hanyados logaritmusa
MIZ mikonazol

NMR magneses magrezonancia

ORD optikai rotacios diszperzid

PSS fazisoldhatdsagi vizsgalat (phase solubility study)

PSA polaris molekulafelszin (polar surface area)

RMBCyD random-metil-B-ciklodextrin

ROS reaktiv oxigén szabadgyok
SBBCyD szulfobutiléter-f-ciklodextrin
SPR surface plasmon resonance
SS lazac sperma (salmon sperm)
T timin

TIZ tiokonazol

TMBCyD trimetil-f-ciklodextrin
UV/VIS spektroszkopia
ultraibolya/lathaté spektroszkopia
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1. Bevezetés

A természetes vegyliletek jelentds részének jellemz6 tulajdonsaga a szimmetria
hidnya, azaz a kiralitas. Az €16 szervezeteket felépito €s ¢letfolyamataikat meghatarozo
makromolekuldk épitéelemeinél azonban egy specidlis tulajdonsag, a homokiralitas
jelensége figyelheté meg, ami annyit jelent, hogy az 6ket felépitd monomerek azonos
kiralitassal rendelkeznek. Példaként hozhato erre, hogy a fehérjéket felépitd aminosavak
mindegyike L-aminosav, a poliszacharidok cukor épitékovei pedig mind a D-sorozatba
tartoznak. A homokiralitas kialakuldsanak kutatdsa soran két kérdésre probalnak valaszt
talalni:

e mi lehetett az eredeti oka annak, hogy az egyik enantiomer szintézise
el6térbe keriilt,

e hogyan okozhatta az enantiomerek egyensulyanak megvaltozasa, hogy a
kiilonféle biologiai molekuldk homokiralisak lettek?

A homokiralitds kialakulasanak magyarazatara tobbféle fizikai, valamint kémiai
teoria létezik. Az aszimmetrikus autokatalizist eloszér 1953-ban irtak le, azonban
laboratériumi koriilmények kozott csak 1995-ben sikeriilt megvalositani. Ennek sordn
egy kiralis molekula Kkatalizalja sajat szintézisét, ugyanakkor elnyomja
enantiomerparjanak a szintetizalasat. Leirtak olyan esetet, amikor az enantiomer
mennyisége 0,1%-rol indulva 85%-ra nétt meg a reakcid végbemenetele soran[1].

A kiralis vegyiiletek kétféle modon kristalyosodhatnak. Az egyik esetben az
enantiomerek kiilon homogeén kristalyokat alkotnak, konglomeratumokat hoznak létre, a
masik esetben a két enantiomer egyiitt kristalyosodik. Ennek egyik fajtaja, amikor a két
izomer 1:1 aranyban van jelen, ekkor beszélink racém elegyekr6l. NaClOz oldatok
vizsgélata soran fedezték fel, hogy bizonyos koriilmények kozott, mint példaul erds
kevertetés hatasara csak az egyik ,,jobb- vagy balkezes” kristaly valik ki. Ezt azzal
magyardzzak, hogy ha a kristalyosodasi folyamat sordn elészor megjelend szilard
részecske a kevertetés hatdsara tobb kisebb kristalyra torik szét (amiknek kiralitasa
azonos), akkor energetikailag kedvezObb folyamat a kristalyok ndvekedése ezeken a
gbcokon, minthogy ujabb kristdly képzddjon. Szintén enantiomerfelesleg alakulhat ki
oldatokban, ha a heterokiralis kristalyok oldhatésaga szamottevoen alacsonyabb, mint a

homokiralis kristalyé[2].



DOI:10.14753/SE.2021.2497

1.1. A Kkiralitas

Kiralisnak nevezziikk azokat a vegyiileteket, amelyek elforgatjdk a sikban
polarizalt fény sikjat. Ez a tulajdonsdg a molekulak térszerkezetére (konfiguracio),
valamint az abban talalhatd szimmetria bizonyos mértékii hidnyara vezethetd vissza. A
tulajdonsag felfedezése Louis Pasteur nevéhez kithetd, aki a kiralitas jelenségét elsdként
borkdsav kristalyokat vizsgalva irta le[3].

A kiralitdsnak négy fajtajat szokas megkiilonboztetni:

e centralis kiralitas: az adott kdzponti atomhoz (sztereogén centrum) —
amely legtobbszor szén-, de lehet kén-, foszfor- vagy nitrogénatom is —
kapcsolddo minden szubsztituens eltérd

e helikalis kiralitds: kiilonb6z0 csavarmenetet képezé molekulak
(nukleinsavak, fehérjék) esetén figyelhetdé meg, az ellentétes menetii
hélixek enantiomerjei egymadsnak, kialakuldsdhoz nincs feltétlentil
sziikség sztereogén centrumra

e axialis kiralitds: a vegyiilet nem rendelkezik sztereogén centrummal,
viszont van egy tengely, amely mentén a szubsztituensek ugy
helyezkednek el, hogy az nem hozhaté fedésbe a tiikkorképével (pl.:
allének)

e planaris kiralitas: a molekula nem egy sikban elhelyezkedd részeinek, egy
adott sikhoz viszonyitott helyzete adja meg[4].

Az egymassal tikorképi  viszonyban  allo6  vegyiileteket nevezziik
enantiomereknek, mig az egymassal fedésbe nem hozhatod, de nem tiikkdrképi parokat
alkotd  vegyiiletek a diasztereomerek. Gyodgyszervegyiiletek esetén szokés
megkiilonboztetni az eutomereket és a disztomereket. Az eldbbi a kivant hatast kivalto
enantiomer, mig az utobbi lehet parcialis agonista, hatastalan, esetenként toxikus is[5].

A kiralis vegyliletek térszerkezetének leirasara a konfiguraciot és a konformaciot
hasznalhatjuk. A konformacié az egymdshoz kozvetleniil nem kapcsolodo
atomcsoportok, mig a konfiguracié az egy adott atomhoz kapcsolodé tobbi atom térbeli
helyzetét irja le. A konfiguraci6 leirdsara eleinte az Emil Fischer altal javasolt D és L
mara altalanosabbéd valt a Cahn, Ingold és Prelog altal bevezetett modszer (C. 1. P.

konvencid). Itt meghatarozott szabalyok szerint rangsoroljak az adott kézponti atomhoz



DOI:10.14753/SE.2021.2497

kapcsolodd 4 szubsztituenst és megallapitjdk a koriiljarasi iranyt. Amennyiben a
koriiljaras egyezik az éramutato jarasaval ugy a jelolés R, amennyiben pedig ellentétes
ugy a jelolése S. Helikalisan kiralis molekuldknal aszerint, hogy a hélix jobbra vagy balra

csavarodik a P (jobbmenetes) és az M (balmenetes) jel6lés hasznalatos[4].

1.2. Makromolekuliak

Makromolekuldnak nevezziik azokat a vegyiileteket, amelyek kis
molekulatomegli  épitdéelem(ek) (monomer) ismétlodé egységeibdl épiilnek fel.
Makromolekulak el6fordulnak a természetben; ide tartoznak tobbek kozott a kiilonb6zo
nukleinsavak, peptidek ¢és fehérjék valamint poliszacharidok, de szintén
makromolekulanak szoktak nevezni a kiilonb6z6 milanyagokat, illetve makrociklusos

vegylileteket, mint példaul a koronaétereket és a ciklodextrineket[4, 6].

1.2.1. A dezoxiribonukleinsav (DNS)
1.2.1.1. Szerkezet és tipusok

A DNS nukleotidokbol felépiild polimer, amely a genetikai informacidt hordozza.
Egy nukleotid harom egységbdl épiil fel: egy cukormolekuldbodl, amely DNS esetén
dezoxiribdz, ehhez 5°-6s pozicidban kapcsolodo 1-3 fosztat csoportbdl, valamint 1°-es

pozicioban kapcsolddo nukleotid bazisbol (1. abra).

HoN

OH
1. abra: Az adenozin-monofoszfat (nukleotid alegység) szerkezeti képlete

DNS esetén a nukleotidok felépitésében 4 bazis vehet részt, a pirimidin alapvazzal
rendelkez6 timin (T) és citozin (C), valamint a purinvazas adenin (A) és guanin (G) (2.
abra). A polimer két antiparallel lefutasu szalbol épiil fel, kettdés hélix szerkezetet

képezve, amelyet a nukleotid bazisok kozotti intermolekuldris hidrogénkdtések

10
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stabilizalnak. Igen jellemz6 elem a molekulaban eléforduld, a kettds hélix szerkezetbdl

eredd kis- és nagyarok[7].

N HN
N 7 1 7
9
9 3
\rj N HoN N ﬁ
0 NH,
adenin guanin
HN NF
] C
L 1
e} N
N © b
timin citozin

2. abra: A DNS-ben eléforduld nukleotid bazisok szerkezete

A DNS-nek mara a klasszikus szerkezetén tulmenden szamos konformere
ismert[8]. Ezek koziil fontosabbak az A-, a B- és a Z-forma (3. abra)[9]. Fizioldgias
koriilmények kozott a B-forma fordul el6, ez a ,.klasszikus” szerkezet, amelyet Watson
¢s munkatdrsai leirtak. A hélix jobbmenetes, jellemzd paraméterei, hogy egy
csavarmenetet 10 bazispar alkot, melynek magassiga 34 A, a bazisparok altal bezart szog
36°[10], a cukorkomponens C2’-endo szerkezetii[11l]. Az A-forma 75%-0s
nedvességtartalom alatt fordul el6. A B-DNS-hez hasonl6an szintén jobbmenetes hélixet
képez, de a szerkezete tomorebb és rovidebb. Az egy csavarmenetre jutd bazisparok
szdma 11, mig magassaga csupan 29 A. Masik szerkezeti kiilonbség, a dezoxiriboz C3’-
endo konformacidja[11]. A Z-DNS az el6z6ektdl teljesen eltérd szerkezettel rendelkezik.
A legszembetlindbb kiilonbség, hogy a cukorfoszfat lancok balmenetii hélixet képeznek.
Elsdsorban olyan DNS szakaszoknal jelenik meg, amelyek alternald purin-pirimidin
szekvenciakat tartalmaznak[12]. Biologiai szerepet a szisztémas lupusz eritematdzuszban
tulajdonitanak neki[13].

Kiilon emlitést érdemel a plazmid DNS. Ez a baktériumokban, akar tobb
példanyban is megtalalhatdé extrakromoszomalis, legtobb esetben gytlrii alakd, kettOs

szalu DNS molekula, amely tovabb feltekeredve szuperhélixet képez[14].

11
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3. abra: Az A- (bal), B- (kozépen) és a Z-DNS (jobb) szerkezete [9]

1.2.1.2. DNS-kolcsonhatasok tipusai

Sokféle vegyiilet, koztiik gydgyszer ismert, amely valamilyen médon kotddik a
DNS kettds spirdljahoz. Ezeket a kolcsonhatdsokat két nagy csoportra lehet osztani,
kovalens és nem-kovalens kotédésre. Utobbin beliil tovabbi csoportokat szoktak
megkiilonboztetni: interkalaciot, kis- és nagyarok kotédést, kiilsé kotodést[15]. A nem-
kovalens kotések kiilonféle kolcsonhatasok eredményeként alakulnak ki, példaul
hidrogénkétés, ,, 7-m stacking ”, van der Waals er6k[16].

Interkalécid soran a molekula a DNS bazisparjai koze €kelddik be, eredményként
valtoznak a DNS helicitasat jellemz6 paraméterek és a lanc meghosszabbodasa figyelhet6
meg. Jellemzd szerkezeti eleme az interkaldtor vegyiileteknek, a planaris bi/triciklusos

(hetero)aromas gytrtirendszer[17] (4. abra).

i:) ‘
\
/”
‘ N
0]
Antrakinon Fenantrén Aleridin

4. abra: Néhany DNS interkalaciora képes vegyiilet alapvazanak szerkezete

A kisarokba kotodd vegyiiletek esetében is felfedezhetdk jellegzetes szerkezeti

elemek. A molekulak tobb 5- vagy 6-tagi aromas gytriit tartalmaznak (pirrol, furan),

12
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amelyek torzids szabadsaggal rendelkezd kotéseken keresztiil kapcsoldodnak, ezen feliil
rendelkezhetnek egyéb, hidrogénkotés kialakitasara képes csoportokkal. A molekulak
alakja félholdra hasonlit, igy komplementer médon tudnak beilleszkedni a kétohelyre (5.
abra). A vegyiiletek elsdsorban AT gazdag DNS régidokhoz kapcsolodnak, igy elonydsebb
kolcsonhatasokat képesek kialakitani, illetve a G C2-es helyzetben 1évé amino-csoportja
sztérikusan gatolhatja a kotoédést[18, 19].

5. abra: Egy kisarokba kot6do vegyiilet (netropszin) szerkezete

1.2.1.3. DNS-en hat6 gyégyszermolekulak
A ma hasznalt gydgyszerkincsben szdmos molekula van, amely a DNS-sel
valamilyen kolcsonhatasba 1épve fejti ki a hatdsat. Terapidban ezeket a citotoxikus
szereket jelenleg a kiilonféle daganatok kezelésére hasznaljak. Alkalmazasuk legnagyobb
hatranya, hogy a gyogyszermolekula nem tud kiilonbséget tenni az egészséges emberi €s
a tumor sejt kozott, ennek kovetkezményeként gyakran stilyos mellékhatasokat okoznak.
A citotoxikus szerek hatasukat igen sokféle modon fejtik ki. Hatasmod alapjan az
alabbiak szerint csoportosithatdak:
e nukleinsav és folsav szintézis gatlasa — antimetabolitok
e nukleinsav miikodésének gatlasa — alkilezdszerek, komplexképzdk
e proliferaci6 gatlasa (mikrotubulusokra hato szerek) — komplexképz6k[20].
Az antimetabolitok szerkezete nagyban hasonlit a normal anyagcsere soran
keletkez6 metabolitokéra, hatasukat a sejtanyagcsere fobb 1épéseinek gatlasaval fejtik Ki,
ezaltal befolyasoljak a sejtosztodast. Két f6 tamadaspontjuk a folsav, valamint a
nukleinsav szintézis gatlasa (folsav szintézis gatlasa — metotrexat, nukleinsav szintézis
gatlasa — 5-fluorouracil, 6-merkaptopurin).
Az alkilez6szerek kovalens kotéseket alakitanak ki a  DNS-ben.

Megkiilonboztetiink monofunkcionalis és bifunkcionalis alkilezdszereket, elobbi csoport
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egy, utobbi két kovalens kotés kialakitasara képes. Ez a kotés 1étrejohet a DNS-szalon
beliil vagy szalak kozott (keresztkotések). Ennek kovetkeztében a nukleinsav szerkezete
karosodast szenved és gatolt lesz a tovabbi sejtosztddas. Szerkezetileg az alkilezdszerek
igen sokfélék lehetnek, ide tartoznak tobbek kozott a mustarnitrogének (ciklofoszfamid),
nitrézurea-szarmazékok (karmustin), valamint kiilonb6z6 platinavegyiiletek (ciszplatin).

A komplexképz6 vegyiiletek kétféle mechanizmussal fejthetik ki a sejtproliferaciod
gatlast. A vegyliletek egy része, akarcsak az alkilezOszerek, a DNS-sel alakit ki
kolcsonhatést, azonban az el6z6 csoporttal ellentétben nem-kovalens kotések 1étrehozasa
révén fejti ki a hatasat (polifunkcids antibiotikumok). A vegyliletek masik része a
mitotikus orsora hat: a Vinca alkaloidok gatoljak a mitotikus orsot felépitd tubulin
polimerizacidjat, a taxanok ezzel ellentétesen hatva az orsé lebomlasat akadéalyozzak

meg[21].

1.2.1.4. Genotoxicitas
Genotoxicitasrol beszéliink, ha valamilyen behatas kovetkeztében a genetikai
orokitéanyag karosodast szenved. Ennek eredményeként szerkezeti modosuldsok jonnek
létre a DNS szerkezetében, megvaltozik vagy atrendezddik a genetikai dllomany, amely
kiilonféle mutaciokat indukalhat.[22]. Tobbféle agens karosithatja a DNS szerkezetét,
ezek lehetnek endogén vagy exogén anyagok, illetve fizikai (UV fény, radioaktiv
sugarzasok) vagy kémiai (reaktiv oxigén szabadgyok (ROS), interkalatorok) agensek[23].
Kémiai vegyiileteknél bizonyos szerkezeti elemek megléte feltételezi, hogy
potencialisan genotoxikus hatasuak[24]:
e aril-amin vagy aril-nitro funkcio6
e cpoxidos gytirti
e alkanszulfonsav-észterek
e azo-csoport
e gyiriis N-oxid
e N(CHzs)2-csoport
e aziridin-csoport
e nitrogénmustarok
e kloraminok

e alkil-nitrozaminok és alkil-uretadnok
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e Dbenzil-haloidok
e alifas aldehid-csoport.

A DNS-karosodasnak tobb tipusat szoktak megkiilonboztetni. Depurinizacio
soran a purin bazis és a dezoxiriboz molekula kozotti kotés hidrolizal[25]. Dezaminalas
soran — amely spontan is megtorténhet, de a ROS-0k felerdsitik a folyamatot —az A, T
vagy C bazisok elveszitenek egy aminocsoportot[26]. ROS-ok hatasara kiilonb6z6
oxidacios folyamatok zajlanak le a lancban, mint példaul a T, timin-glikolla torténd
oxidacioja. Ez a folyamat a DNS-polimeraz miikodését gatolja[27, 28]. Metilezés vagy
alkilalas soran a bazisok nitrogén vagy oxigén atomjaira keriil egy metil-, illetve egy
alkillanc, melynek kovetkezményeként a replikacié soran a komplementer DNS-szalba
masik bazis épiilhet be (pl.: O8-metilguaninnal szemben T)[29]. Szintén DNS-kéarosodast
okoznak a kiilonb6z6 kovalens keresztkotések. A keresztkotés létrejohet DNS-szalon
beliil, illetve szalak kozott, de kialakulhat DNS és fehérjék kozott is[30].

Humén alkalmazasra szant gyogyszerkészitmények esetén a gyogyszerkutatas
korai fazisaban végzik a toxikologiai vizsgalatokat[31]. Mind az Eurdpai mind az
Amerikai Gyogyszerkonyv egy haromlépcsés genotoxicitasi vizsgalatot alkalmaz az
esetleges DNS karosodas kimutatasara. Ennek elsd 1épcséjeként a vizsgalatot
baktériumokon végzik (Ames-teszt), ezutdn emlds sejteken in vitro vizsgaljak a
kromoszdémakarosodast vagy egér limfoma timidin-kindz génmutacios probat végeznek.
Az utolso 1épésben in vivo kisérletekkel vizsgaljak a kromoszomakarosodast ragesalok
hematopoetikus sejtjeit felhasznalva (mikronukleusz vagy kromoszoma aberracios

teszt)[32].

1.2.2. Ciklodextrinek (CyD-ek)
1.2.2.1. Szerkezet és tipusok

A CyD-ek a-D-gliikopiranéz  egységekb6l  felépiilé  makrociklusos
oligoszacharidok, amelyben a monomer egységek o-(1,4) kotéssel kapcsolodnak
egymashoz. Eldallitasuk keményitdbol torténik, bakterialis (pl.: Bacillus macerans,
Klebsiella oxytoca) ciklodextrin-glikozil-transzferaz enzim felhasznalasaval[33]. A
szerkezete egy csonkakuphoz hasonlit. A monomerek szekunder alkoholos hidroxil-

csoportjai (C2, C3) a kip szélesebb, mig a primer alkoholos hidroxil-csoportok (C6) a
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sziikebb oldalan taldlhatoak; a C3-as és C5-0s hidrogének, valamint az éteres oxigének
pedig a bels6 iiregben helyezkednek el. Ennek kovetkeztében az oligoszacharid egy
hidrofil kiils6 felszinnel és egy hidrofob iireggel rendelkezik[34].

A harom alapvet6 természetes (nativ) CyD 6, 7, illetve 8 gliikopiran6z egységbdl
épil fel, ezek az a-, B-, valamint y-ciklodextrinek (ACyD, BCyD, GCyD) (6. abra). Ezek
a vegyiiletek tobb fizikai-kémiai tulajdonsagban is eltérnek egymastol (1. tablazat)[35].
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6. abra: A nativ CyD-ek szerkezete[36]

1. tablazat: Nativ CyD-ek fizikai tulajdonsagai
ACyD | BCyD | GCyD
monomerek szama 6 7 8

molekulatomeg 972 1135 | 1297
vizoldhatésag (g/100 ml, 25°C) | 14,5 1,85 23,2

A tablazatbol lathato, hogy a nativ CyD-ek kozil a BCyD igen rossz
vizoldhatésaggal rendelkezik. Ennek kikiiszobolésére kezdtek el  kiilonb6zo
szarmazékokat szintetizalni. A hidroxil-csoportok szubsztitualasaval (lipofil csoportok
esetén is) az oldhatdsag bizonyos szubsztitualtsagi fokig novekszik, azonban az dsszes
csoport szubsztitudlasa esetén ismét lecsokken. A szubsztitudltsagi fok mutatja meg
szamunkra, hogy egy glik6z molekuldan mennyi szubsztituens talalhato. A
megndvekedett oldhatdsag magyardzata, hogy a szarmazékképzés hatasara a kristalyos

A-, B-, és GCyD atalakul kiilonb6z6 izomerek amorf formainak keverékévé[37].
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1.2.2.2. Komplexképzés

A CyD-ek legfontosabb tulajdonsaga, hogy kiilonféle molekulakkal képesek
zarvanykomplexeket képezni. A CyD-ek vizes oldataban, a belsé liregben vizmolekulak
helyezkednek el, amely egy energetikailag kedvezodtlen allapot, igy konnyen
kicserélhetdek mas, a viznél kevésbé polaris molekuldkra. Ennek sordn a rendszer
szabadentalpidja (H) csokken, a vizmolekulak szabadda valasa kovetkeztében pedig n6 a
rendszer entropiaja (S). A termodinamika masodik f6tételének értelmében ez a folyamat

spontan végbemegy, hogyha:

AG = AH —TAS <0 1)

ahol AG a szabadenergia, T pedig az abszolut hdmérséklet.

A folyamat sordn az esetek nagy részében 1:1 aranyu komplex képzodik, de
lehetséges 2:1, 1:2 és 2:2 aranyu vagy ennél akar bonyolultabb Osszetételti komplexek
létrejotte. A komplexképzddést a megfeleld allandoval lehet jellemezni. 1:1 aranyu

komplex képzodését az alabbi egyensulyi egyenlettel tudjuk leirni:

L+ CyD = LCyD @)

amelyre felirhato a komplex stabilitasara jellemzé K egyensulyi allando:

[LCyD]

stab = TTCyD] 3)

amelyben [L] a komplexal6do ,,vendégmolekula”, [CyD] az alkalmazott CyD, [LCyD]
pedig a képz6dott komplex egyensulyi koncentracidja[35]. A 1étrejott komplexben 1j
kotések nem alakulnak ki, a szerkezetet nem-kovalens kdlcsonhatasok, mint pl.: ionos
kotés, hidrogénkotés, van der Waals erdk stabilizaljak.

A vendégmolekula felszabaduldsa a CyD komplexekbdl kiilonb6zo
mechanizmusokkal torténhet. Parenteralis vagy oralis alkalmazas esetében a komplexbdl
valo felszabadulas leggyakrabban a higulds miatt kovetkezik be. Ezen kiviil szerepet
jatszhat, hogy a vendég gyogyszermolekulat mas ligandum kompetitiven kiszoritja a CyD

tiregébdl, illetve, hogy a komplex molekula nem tud fehérjékhez kotddni vagy a
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szovetekbe bekertiilni. Stabilabb komplexek esetén a CyD elimindcidja szintén segiti a

gyors ¢és kvantitativ disszociaciot[38].

1.2.2.3. Analitikai felhasznalas

A CyD-eket az analitikai kémidban els6sorban kiilonbozo elvalasztastechnikai
modszerek soran hasznaljak fel kirdlis vegyliletek elvalasztisara. Alkalmazzak oket
gazkromatografia (GC), nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) és kapillaris
elektroforézis (CE) soran is, mint kiralis szelektorokat. Mindharom eljarasnal lehet 6ket
kiralis allofazisként alkalmazni, ahol a CyD-ek kovalensen vannak kétve a hordozohoz,
CE és HPLC analizis soran pedig lehetéség van a mozgodfazisban feloldva kiralis

szelektorként hasznalni 6ket[39-42].

1.2.2.4. Gyogyszerészeti vonatkozasok

A CyD-eket a gyogyszeripar elsdsorban a komplexképzd sajatossaga miatt
alkalmazza segédanyagként. Legfobb felhasznalasi teriiletiik az oldékonysagndvelés,
amellyel a biofarmaciai osztalyozasi rendszer (BCS) besorolas szerinti II. és IV. osztalyba
tartozo, vagyis rossz vizoldhatosaggal rendelkezé gyodgyszerek biohasznosithatosagat
tudjak javitani (2. tablazat)[43].

2. tablazat: A gyogyszerek BCS besorolasa[44]

Osztaly Oldhatosag Permeabilités
l. jO 16
1. rossz 10
. J6 rossz
V. rossz rossz

A CyD-ek megnovelik a gyogyszermolekuldk fizikai, kémiai és termalis
stabilitasat, ezaltal megvédik a levegd oxigén- és nedvességtartalmatol, fény- és
héhatasoktol, valamint a mikroorganizmusok altali lebontédstol. Alkalmazhatoak még
kellemetlen iz vagy szag, illetve pigmentek és szin maszkirozasara is, konnyitik a
szobahOmérsékleten folyékony vagy olajos anyagok formulalasat, mert a komplexképzés
révén kristadlyos vagy amorf porokat képeznek, amelyekbdl egyszeriibb a szilard

gyogyszerforma eldallitdsa. Ezen tulajdonsagai miatt, a gydgyszeriparon kivill a
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kozmetikai ipar, a mez6gazdasag és az élelmiszeripar is elGszeretettel alkalmazza a CyD-
eket[34, 45].

Az Eurdpai és az Amerikai Gyogyszerkényvekben a harom nativ CyD, valamint
két szintetikus szarmaz¢k, a hidroxipropil-p-ciklodextrin (HPBCyD) és a szulfobutiléter-
B-ciklodextrin (SBBCyD) hivatalos. Segédanyagként ezeken kiviil a hidroxipropil-y -
ciklodextrint és a random-metil-p-ciklodextrint (RMBCyD) lehet hasznalni human
alkalmazasra szant készitményeknél[46]. Egy modositott GCyD szarmazék forgalomban
van gyogyszerként (Bridion®) ¢és neuromuszkularis blokkolok (rokurdnium,
vekuronium) hatasanak felfliggesztésére alkalmazzak[47], a HPBCyD pedig ,, orphan
drug "-nak lett mindsitve a C-tipusi Niemann-Pick-szindroma — egy, a lipid anyagcserét
érint6 metabolikus zavar — kezeléséhez kapcsoloddan[48].

Segédanyagként igen sokféle gyodgyszerformaban alkalmazhatdéak ezek a
vegyliletek. A 3. tablazat tartalmazza, hogy mely CyD-ek milyen gyogyszerformaban
vannak engedélyezve az Eurdpai Gyodgyszeriigynokség altal[49], valamint 1-1 példa,
hogy milyen hatéanyagok vannak forgalomban az adott CyD komplexeként[50].
Ugyanakkor a CyD-ek nem vart farmakokinetikai anomaliat is okozhatnak, amennyiben
egy racém hatéanyagnal alkalmazzak segédanyagként, mivel a kioldodas és a felszivodas

soran enantiomer tulstlyt alakithatnak ki[51, 52].
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3. tablazat: Kiilonb6zo gyogyszerformakban segédanyagként alkalmazott CyD-

ek listaja
ACyD BCyD GCyD | HPBCyD | SBBCyD | RMBCyD
+ + +
oralis nimeszuli + perindopri | ziprazido
d | n
Al +
nazatis Osztradiol
rektalis ot T
piroxikam cizaprid
+ +
dermalis dexa- | minoxi *
metazon -dil
N + +
okularis . , indome- kloramfeni
tiomerzal .
tacin -kol
- + + +
parenterdli alproszta itrakonazo | vorikona-
> -dil | zol

1.2.3. Fehérjék
1.2.3.1. Szerkezet és felépités

A fehérjék aminosav monomerekbdl felépiilé makromolekuldk. A természetben

kozel 500 aminosav fordul eld, de ezek koziill minddssze 20 vesz részt a fehérjék
felépitésében (un. proteinogén aminosavak)[53]. Az aminosavak jellemzé szerkezeti
elemei a névbol kovetkezden, az amino- (-NHz), valamint a karboxil-csoport (-COOH),
ezen feliil a fehérjeépitd aminosavakra még jellemzd, hogy a két funkcids csoport
ugyanahhoz a szénatomhoz kapcsolodik (o-aminosavak) (7. abra). A proteinogén

aminosavak a glicin kivételével mind homokiralis (L) kémiai entitasok.

H
s
=
=

OH

7. abra: Az a-aminosavak altalinos szerkezeti képlete

A fehérjek térszerkezetét tobb szinten szokas leirni. Az elsddleges szerkezetet az

aminosavak kapcsolodasi sorrendje hatarozza meg, amelyet a DNS kodol. A mésodlagos
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szerkezet a fehérjén beliili lokalisan rendezett struktirak leirasara szolgal. Jellegzetes
el6forduld szerkezeti elemek az a-hélix, a B-redo és a B-kanyar, illetve ezek modosulatai.
A harmadlagos szerkezet a fehérjék haromdimenzios térszerkezetét irja le, amelyet
hidrogén- és ionos kotések, illetve diszulfid-hidak stabilizalnak. A negyedleges szerkezet

pedig a fehérjét alkoto alegységek térszerkezetét adja meg[54].

1.2.3.2. Gyogyszerészeti vonatkozasok
Ide tartoznak az enzimhianyos allapotok kezelésében hasznalatos fehérjék, a hemofiliak

esetében alkalmazott véralvadési faktorok, illetve a kiilonféle antitestek, amelyeket

crer

1.3. Gyogyszer-makromolekula  kolcsonhatasok  vizsgalatara  alkalmazott
miiszeres modszerek

Gyobgyszer-makromolekula oldatfazisti kélcsonhatasok vizsgalatara igen sokféle
modszer all rendelkezésre. Az alkalmazhatd technikak kozott eléfordul tobbfajta
spektroszkopiai modszer, mint példaul az UV/VIS spektroszkopia (ultraibolya/lathato
spektroszkopia), kiroptikai  spektroszkopia, magneses magrezonancia (NMR)
spektroszkopia, illetve fluoreszcens modszerek. Ezen feliill gyakran alkalmaznak
elvalasztastechnikai modszereket, a két molekula kdlcsonhatasan alapul tobbek kozott a
kiralis elvalasztas, mind HPLC, mind CE soran. Biomakromolekula-kismolekula
kolcsonhatasok vizsgalata sordn pedig lehetdség van kiilonféle biokémiai modszerek
alkalmazasara is (pl.: ,footprinting ). Szilardfazisu modszerek koziil els6dlegesen a
rontgen diffrakcid, valamint az infravords és a Raman-spektroszkopia alkalmazasa johet

szoba.

1.3.1. Kiroptikai spektroszkopia
A kiroptikai spektroszkopiai modszerek a fény és a kdzeg kdlcsonhatédsai alapjan
két nagy csoportra oszthatok: a cirkularis dikroizmus (CD) és az optikai rotacios

diszperzi6 (ORD) spektroszkopiara.
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1.3.1.1. Optikai rotaciés diszperzio (ORD)

Az optikai rotaciés diszperzid6 (ORD) mérés elve, hogy a fény sebessége
kozeghatarokon athaladva valtozast szenved. Kiralis molekulak esetében a torésmutato
eltérd lesz a jobbra és a balra cirkuléarisan polarizalt fényre nézve. Ennek ereddjeként a
minta a polarizalt fény sikjat egy adott a szoggel el fogja forgatni, ezt a szoget dbrazolva

a hullamhossz fiiggvényében kaphatjuk meg a vegyiiletre jellemzé ORD spektrumot.

1.3.1.2. Cirkularis dikroizmus (CD)

Egy linearisan polarizalt fénynyalab felbonthat6 két, egymassal ellentétes irdnyt
cirkulérisan polarizalt komponensre, illetve két ellentétes irdnyban cirkularisan polarizalt
fény ereddjeként sikban polarizalt fényt kapunk. Akirdlis, kromofér csoportot tartalmazo
kozegben a két cirkularisan polarizalt fény abszorbancidja egyenld lesz, kiralis- vagy
kiralisan perturbalt kromofort tartalmazo kozegben viszont a fényelnyelés eltérd a két
komponensre nézve. Ennek eredményeként a cirkularisan polarizalt komponensek eredd
vektora egy elliptikus palyan fog mozogni. Az ellipszis kis- és nagytengelye altal bezart
sz0g az ellipticitas (y). Az ellipticitdshoz kapcsoloddan vezették be a specifikus ([y]) és
a molaris ellipticitas ([@]) fogalmat (4. és 5. egyenlet).

100y

4
[¥] ol
[0] = % = 3300A¢ )

M jeloli a molekulatomeget, Cp a koncentraciot g/100 ml egységben kifejezve, |
pedig a fénytthosszt dm-ben megadva[56].

A cirkularis dikroizmus (4¢) az ellipticitassal aranyos mennyiség, amely a balra
(eL) és a jobbra cirkularisan polarizalt (er) fénykomponensre vonatkoztatott elnyelés
kiilonbségébdl szarmaztathato (6. egyenlet). A CD késziilékek altalaban ezt az

abszorpciokiilonbséget mérik és nem kdzvetleniil az ellipticitast[57].

Ae = g — &g (6)
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Miutan CD mérések soran fényabszorpcido mérése torténik, ezért jelet csak olyan
esetben kapunk, ha a vizsgalt vegytiletiink 6nmagéban kiralis kromofor, vagy a kromofor
csoport elektron atmenete a kiralis kornyezet miatt zavart. A CD savok a molekula
abszorpcios hullamhossztartomanyaban jelennek meg.

A CD jel kialakuldsanak kvantumfizikai feltétele, hogy az adott elektronatmenet
rotatorerdssége (R) ne legyen 0. Ezt az adott atmenethez tartozo elektromos (u) és
magneses atmeneti momentumokbol (m) lehet szamolni a 7. egyenlet alapjan.
Amennyiben R>0 akkor pozitiv, ha viszont R<0, akkor negativ Cotton-effektusrol

beszéliink.

R = pm = |u|[m|cose ()

Az egyenletben a cosg a két vektor altal bezart sz6g koszinuszat jelenti. Ebbdl az
egyenletbol kovetkezik, hogy a Cotton-effektus kialakulasdhoz mindkét momentum
értékének 0-tol kiilonbozdének kell lennie. Kizardlag ebben az esetben torténhet helikalis
elektronatmenet, amely kovetkeztében a vizsgalt komponens elnyelése eltérd lesz a két
cirkularisan polarizalt fénykomponensre nézve. El6fordulhat, hogy bar van az atmenethez
tartozo elektromos €s magneses atmeneti momentum is, azonban ez a két vektor
merdleges egymasra, ezaltal a rotatorerdsség értéke 0 lesz (cos90 = 0) és nem detektalunk

CD jelet.

1.3.1.3. Az indukalt cirkularis dikroizmus (ICD)

Indukalt cirkularis dikroizmus (ICD) jelrél abban az esetben beszéliink, amikor
egy Onmagédban nem Kkiralis, de kromofér csoporttal rendelkezé molekula kirdlis
kornyezetbe keriil. Ennek egyik vélfaja az exciton csatolt kiralitds vagy exciton csatolt
cirkularis dikroizmus (ECCD). Ennél a jelenségnél két kromofér olyan kozel keriil
egymashoz a térben, hogy a gerjesztett allapotaik kdlcsonhatasba lépnek egymassal, és
ez a CD spektrumban két ellentétes eldjelii sav megjelenését eredményezi (,, couplet”).
Az ECCD moédszert az abszolit konfiguracié meghatarozasara hasznaljak[58]. A masik
nagy csoportot az un. gazda- ¢és vendégmolekula kdolcsonhatasok (), host-guest

interactions”’) alkotjak.
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Nem kiralis vendégmolekuldk esetében a megjelend ICD jel a vendégmolekula
abszorpcids tartomanyaban jelenik meg és az eldjele lehet pozitiv vagy negativ. ICD jel

esetén a rotatorerdsséget az alabbi tényezok befolyasoljak (8. egyenlet).

2GF
R och“lA : (8)

Az egyenletben D a vendégmolekula elekronatmenetének dipolus erdssége, ui a
gazdamolekula elektrondtmenetei, GFi a vendég- ¢és a gazdamolekula atmeneti
momentumainak geometriai elrendezddése, 4i pedig a vendég- és a gazdamolekula

elektronatmeneti gyakorisaga kozti kiilonbséghez kapcsolddd mennyiségi paraméter[59,
60].

1.3.1.4. A DNS CD spektroszképiaja
A DNS kiralitasa 3 tényezore vezethetd vissza:
e a cukorkomponens kiralitasara, amelynek kovetkeztében a nukleotidok
onmagukban is szolgaltatnak CD jelet,
e a helicitasra,
e bizonyos kornyezetben megjelend harmadlagos szerkezeti struktarakra,
mint a triplexek, kvadruplexek, stb.
A spektrum kialakuldsaban elsddlegesen a helikalis elrendezésli bazisparok jatszanak
szerepet[61].

A DNS CD spektroszkopiajaban a 180-300 nm hullamhossz ko6zotti tartomanyt
alkalmazzak leggyakrabban, mert itt van a bazisparoknak is elnyelése. A 200 nm alatti
vizsgélatokhoz mar specidlis koriilményekre van sziikség, mivel itt mar a levegd egyes
komponenseinek is van abszorpcidja, tovabba a nagyenergidju sugarzas hatdsara az
oxigénbdl 6zon keletkezhet, amely mind a miiszerre, mind pedig a mérést végzo
személyre nézve karos. Ezen kiviil lehetéség van méréseket végezni a tavoli UV, illetve
az infravords tartomanyban is. A DNS CD spektrumanak kvantumkémiai leirasa nagyon
komplex, igy nem képes atomi szintli szerkezeti informaciot adni a molekulardl. Ennek
kovetkeztében a DNS CD spektroszkopiaja elsddlegesen empirikus alapokon nyugszik,

viszont szamos elénye van a tobbi szerkezetvizsgald modszerrel dsszevetve. A mddszer

cre
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olcso, valamint egyszeri lehet6ség adodik titralasok kivitelezésére, ezaltal pedig a
valtozasok spektralis monitorozasara[62].

A DNS mindharom formaja jellegzetes CD spektrummal rendelkezik, és ezek a
kornyezet bizonyos tényezéinek megvaltozasara képesek egymasba atalakulni. E mellett
tanulmanyozhatok specialisabb szerkezetek is, mint példaul C vagy G kvadruplexek,
illetve az iigynevezett kondenzalt DNS (psi DNS)[63, 64].

A DNS leggyakrabban B konformaciot vesz fel, az emberi szervezetben is ebben
a formaban van jelen. Spektrumara jellemz6 a 260-280 nm-es tartomanyban 1€v6 pozitiv,
valamint a 230-260 nm-es tartomanyban megjelend negativ sav (8. abra). Az elébb
emlitett pozitiv sav a bazisparok n-n k6lcsonhatasanak az eredménye, mig a negativ sav

a molekula helicitasa kovetkeztében jelenik meg[65].

220 260 300 210 250 290
Wavelength [nm]

8. abra: A B-DNS CD spektruma[61]

A B-DNS (alacsony ionerdsségii) oldatahoz etanolt adva atalakul A
konformaciojuva. Ez a valtozas gyors €s reverzibilis. Az A forma spektrumanak jellemz6i
egy intenzivebb pozitiv sav 260 nm koriil, valamint egy nagyobb intenzitdsu negativ sav
210 nm kornyékén. Léteznek olyan szekvencidk, amelyek nem képesek A konformaciot

kialakitani, példaul a poli[d(A)]spoli[d(T)] is ezek kozé tartozik[66].
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Azt, hogy a DNS-nek 1étezik Z konformacioja, CD spektroszkopias eredmények
alapjan igazoltak[67]. Itt a hélix balmenetes, igy a spektruma szinte teljesen ellentétes a
B-DNS-ével. A spektrumban 290 nm-nél egy negativ, 260 nm-nél pedig egy pozitiv sav
talalhato, valamint tartalmaz egy igen karakterisztikus negativ savot az alacsony, ~205
nm koriili hulldmhossznal. A B-Z atalakulds végbemehet példaul trifluoretanolban,

azonban ez id6t vesz igénybe[66].

1.3.1.5. A fehérjék CD spektroszkopiaja

A CD spektroszkopia legrégebben és leggyakrabban alkalmazott felhasznalasa a
fehérjék szerkezetének felderitése és a szerkezeti valtozasok kovetése. A 180-260 nm-es
hullamhossz tartomanyt a masodlagos szerkezeti elemek meghatarozasahoz lehet
hasznalni, itt van elnyelése a fehérjékben talalhatd peptidkotéseknek. A 250-320 nm
kozotti tartomany abszorpcidja az aromas aminosavakra, a triptofanra, a tirozinra és a
fenilalaninra vezethetd vissza, ez a tartomany inkabb a harmadlagos és negyedleges
szerkezetr6l szolgaltathat informaciot[68].

A fehérjékben el6forduld a-hélix spektruma hdrom jellegzetes savval rendelkezik
180 nm felett. A 222 nm-nél megjelend negativ sav a peptidkotés n-n* atmenetének, a
207 nm koriili negativ és a 190 nm koriili pozitiv savok pedig a m-m* atmeneti
momentumnak és exciton csatolasanak a kovetkezménye[69]. A B-reddre jellemz6 egy
negativ sav 216 nm kornyékén, amely az n-n* atmenet kovetkeztében jon 1étre, ezen kiviil
a m-m* exciton csatolds miatt megjelenik egy pozitiv sav 196 nm-nél, illetve egy negativ
sav 169 nm-nél[70]. A rendezetlen struktirak legjellemz6bb CD jele egy intenziv negativ
sav 197 nm kornyékén és egy igen gyenge pozitiv sav 217 nm-nél (n-n* atmenet)[71].

A masodlagos szerkezet felderitésének alapja az a feltevés, hogy a kapott CD
spektrum a maésodlagos szerkezeti elemek linedris kombinacigjabol tevdédik 0Ossze,

valamint, hogy a hozzajarulasok additivak (9. egyenlet).

G = ZfiBi/l 9)
7

Az egyenletben C; jeloli az adott A hullamhosszon detektalt CD jelet, fi az i-edik
masodlagos szerkezeti elem frakciojat, B, pedig az i-edik masodlagos szerkezetre

jellemzd CD jelet A hulldamhossznal.
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1.3.1.6. A DNS-gyégyszer kolcsonhatasok CD spektroszkopiaja

Mint az 1.2.1.2 fejezetben emlitésre keriilt, a kismolekuldk tobbféle modon
képesek kotdédni a DNS-hez. A kiilonboz6 kotédési modok eltérd, de jellemzo
valtozasokat eredményeznek a DNS CD spektrumaban.

Az interkalacio elméletét el6szor 1961-ben Lerman vetette fel[72], majd ezt 1966-
ban Pritchard és munkatarsai tovabbfejlesztették. Feltételezésiik szerint a tobb aromas
vagy heteroaromas gytriivel rendelkez6 vegyiiletek képesek beépiilni a DNS bazisparjai
koz¢, amit a hidrogénkotések és a m-n kolesonhatasok stabilizalnak[73].

Interkalacié esetén az ICD jel altalaban alacsony intenzitassal rendelkezik, eldjele
lehet pozitiv és negativ is annak fliggvényében, hogy az interkaldlé vegyiilet hosszl
tengelyének az elektronatmeneti momentuma merdleges vagy parhuzamos a DNS

helikalis tengelyével. Interkalaciora képes vegyiiletek példaul a kiilonb6zd antraciklinek,

amelyek koziil a daunorubicin (9. abra) enantioszelektiv kotédést mutat. A (+)-

9. abra: A daunorubicin szerkezete
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CD (mdeg)

210 3!';0 4DICI Eélﬂ 660
Wavelength (nm)
10. abra: Az interkalatorokra jellemzé ICD jel[75]

Kisarokba kot6do vegyiiletek esetén a jellemz6 spektralis valtozasokat legjobban
a netropszin (1.2.1.2. fejezet, 5. dbra) DNS-kot6désén keresztiil lehet bemutatni. A
vegyiilet a kisarokban egy AATT szekvencidhoz kotédik, amelyet egyrészrél van der
Waals ¢és hidrogénkotések stabilizalnak, masrészrol a fizioldgias pH-n protonalt nitrogén
kovetkeztében elektrosztatikus kdlesonhatés is 1étrejon. Az interkalatorokkal dsszevetve

az ICD jel intenzitasa szamottevéen nagyobb[76] (11. abra).

“«cm )

At (degM”
&
i

=100+

120"
. . 1 v I ' L] | I I ¥
220 240 260 280 300 320 340 380
Wavelength (nm)

11. abra: A Kisarok kotodésre jellemzo ICD jel[77]
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1.3.1.7. CyD komplexek CD spektroszkopiaja

A CyD-ek bar kiralis molekulak, kromofor csoport hidnyaban nem adnak CD
jelet. Amennyiben egy akiralis, kromofor csoportot tartalmazo molekulaval — amely
onmagaban szintén nem rendelkezik CD jellel — kolcsonhatast hoznak létre, tigy a
vendégmolekula kromoforja kirdlisan perturbalttd valik és megjelenik az ICD jel, amely
jellemzo és szelektiv a komplexre. Kiralis kromofort tartalmazé vendégmolekula esetén
a kiilonbségi spektrumok elemzése nytjt informaciot a kélcsonhatas 1étrejottérol.

A Kodaka-Harata szabalyok informaciot szolgaltatnak a vendégmolekula
helyzetér6l a komplexben az ICD jel eldjele alapjan. Ha a vendégmolekula az iiregben
talalhato, és atmeneti dipolusmomentuma paralel a CyD szimmetriatengelyével, a
komplexképzddéskor fellépd Cotton-effektus pozitiv; amennyiben merdlegesek
egymasra, a Cotton-effektus eldjele negativ és nagysaga csupan feleakkora a pozitiv
Cotton-effektuséhoz képest. Ha a vendégmolekula a CyD iiregén kiviil helyezkedik el, a
fellépd effektusok nagysaga és eldjele éppen forditott. Tehat a detektalt jel eldjele a
vendégmolekula orientacidjarél ad informacidt, intenzitdsa pedig arrdl, hogy milyen

mértékben meriil bele a vendégmolekula a CyD iiregébe[78, 79].

1.3.1.8. A fehérje-gyogyszer kolcsonhatasok CD spektroszkopiaja

Az emberi szervezetben a gyogyszermolekuldk a véraramban képesek a
plazmafehérjékhez kotddni. A két legjelentsebb plazmafehérje az albumin (HSA) és az
az-glikoprotein (AGP). A HSA két kotohellyel (,,site I és ,,site I1I"’) rendelkezik. A
gyogyszerek kozott elofordulnak olyanok, amelyek szelektiven csak az egyik kotohelyre
kapcsolodnak, pl.: site | kotéhelyre kapcsolodik a warfarin[80], site 11-re pedig az 1,4-
benzodiazepinek[81]. A CD spektroszkopia lehetdséget nyujt, hogy vizsgalni tudjuk a
kiilonb6z6 gyogyszermolekulak fehérjekotddését az ICD jelet felhasznalva, amennyiben
az a fehérje abszorpcids tartomanyan kiviil (250-300 nm felett) jelentkezik, valamint

lehetéség van a kotddési allandd meghatarozasara is[82, 83].

1.3.2. Egyéb spektroszképiai médszerek
1.3.2.1. UV/VIS spektroszképia

A CD spektroszkopidhoz hasonldéan az UV/VIS spektroszkopiat is ki lehet
hasznalni mind DNS-, illetve fehérjek6tddési, mind CyD komplexek vizsgalatara. A két
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modszer érzékenysége hasonld, azonban a CD spektroszkopiabol tobb szerkezeti
informéci6 nyerhetd a kolcsonhatasokrol.

A DNS bazisparok 200-350 nm kozott abszorbealjdk a fényt, az elnyelési
maximum 260 nm koriil jelenik meg. Ligandummal valé titralas soran lehet6ség van,
hogy mind a maximum helye, mind a maximum intenzitdsa megvaltozzon, amely jelzi a
kolcsonhatas 1étrejottét. A spektralis valtozasokat a ligandum abszorpcids tartomanyaban
is hasonld modon lehet vizsgalni[19, 84].

Az UV spektroszképiat gyakran hasznaljak DNS  kotddési  allandok
meghatarozasara, amennyiben a nukleinsav és a molekula kozott csak és kizardlag
egyfajta kolcsonhatas jon 1étre[85-87].

A kotédésre az alabbi egyenletet és a hozza tartozo egyensulyi allandét (K) lehet
felirni (10-11. egyenletek):

DNS + L = DNS:L (10)
[DNS: L]
K= ToNsI] D

ahol a [DNS], a [L] és a [DNS:L] rendre a DNS, a ligandum és a kialakult komplex
egyensulyi koncentracigjat jeloli.

A kotodési allandot ki lehet fejezni a DNS (Cpns), a ligand (cL) és a komplex (Ck)

crer

Ck

= (cpns — cx) (e, — k)

(12)

A DNS ¢és a komplex koncentracioja kifejezhetd a Lambert-Beer-torvényt felhasznalva

az alabbiak szerint;
A

CpNs = pns X | (13)
_ A4 14
Ck = ex X | (14)
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Ao jelenti az abszorpcidt a ligandumot nem tartalmazo6 oldatban, A az adott ligandum-
koncentracié esetén mérhetd abszorpcid, epns €s ek a DNS és a komplex molaris
extinkcios koefficiensei, | pedig a fénytthossz.

Az 12-14. egyenleteket 6sszevonva megkapjuk, hogy

Ao €DNs EDNS 1
= + X — 15

(Ao/A-Ao)-t 1/cL fiiggvényében abrazolva linearis Osszefiiggést kaphatunk, és ilyenkor a
tengelymetszet és a meredekség hanyadosa adja meg a ligandum kotddési allandojat.

Az UV spektroszkopia konnyen alkalmazhatdo CyD komplexek vizsgalatara is,
azonban a komplex szerkezetérdl nagyon kevés informéciot szolgaltat. A kolcsonhatas
kialakulasara szintén a kiilonb6z6 spektralis eltolodasi effektusok utalnak[88], azonban
ez a valtozas nem mindig karakterisztikus. Hasonlé megfontolasok mellett alkalmazhato

a technika fehérjék kolcsonhatasainak vizsgalatara is[89].

1.3.2.2. Fluoreszcens technikak

A kiilonb6z0, fluoreszecencian alapuld modszereket gyakran alkalmazzak DNS-
sel kapcsolatos vizsgalatokban. Elonyiik szamos mas eljarassal szemben az érzékenység,
a sz€les linearitdsi tartomdny, valamint a szelektivitds. Fluoreszcens anizotropia
modszerrel meg lehet hatarozni a fluoreszcenciasan aktiv vegyiiletek DNS-hez
lokalizaciojat és tipusat[19].

A fluoreszcens emisszid igen érzékeny a kdrnyezet valtozasaira, igy amennyiben
egy vegylilet mas kornyezetbe keriil, az a spektrumon a sdvok néhany nm-es
eltolodasaban mutatkozik meg. Akarcsak az UV spektroszkopiandl, itt is lehetdség van
vizsgélatokra a DNS vagy a ligandum spektruméban térténd valtozasok megfigyelésével
és elemzésével.

Indirekt mddszereket is lehet alkalmazni, ilyen esetben a mérés kezdetén egy
ismert kotddésti vegyiiletet adnak a DNS-hez, amelyet a kérdéses vizsgalt molekula
kiszorithat a kotohelyrdl, spektralis valtozasokat eredményezve[90].

CyD komplexek vizsgalatara is lehet alkalmazni fluoreszcens modszereket. A

legegyszeriibb eset, amikor maga a vendégmolekula rendelkezik fluoreszcenciaval[91] és
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ez valtozik meg komplexképzddés hatdsara, vagy egy nem fluoreszkald vendégmolekula
szorit ki egy fluoreszkaloét a CyD iiregébdl. Lehetdség van akar a CyD[92], akar a
vendégmolekula fluoreszcens jeldlésére, azonban ilyenkor figyelembe kell venni, hogy a
fluorofor ne befolyasolja a komplexképzddést.

Egy specialis technika a fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia, amely nem a
spektralis valtozasokat koveti figyelemmel, hanem a fluorofor diffuzios koefficiensének
valtozasat a komplexképzddés hatasara. Ezzel kikiiszobolhetd az a probléma, hogy a
fluorofornak részt kell vennie a komplexképzddésben, mert a difftzios koefficiens a
molekulatomeg valtozasara érzé¢keny[93].

A fehérjékben taldlhatdé aminosavak koziil harom, a triptofan, a tirozin és a
fenilalanin fluoreszkal, kiemelt jelentdsége azonban a triptofan fluoreszcenciajanak van,
mert ez a legérzékenyebb a kozvetlen kornyezet valtozasaira (és ez talalhatd meg
legnagyobb ~ mennyiségben a  harom  kozil a  citoplazmatikus = és
membranfehérjékben)[94]. Ennek kovetkeztében a fehérjekotédés monitorozasara
lehetdség van a spektralis valtozasok megfigyelésén keresztiil még abban az esetben is,

ha a k6t6dé vegyiilet nem fluoreszkal[95, 96].

1.3.2.3. Magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia

Az NMR spektroszkopia szolgaltatja a legrészletesebb és legtobb informéaciot a
gyogyszer-DNS kolcsénhatdsokrol. A sokféle NMR modszer koziil a tH-t hasznaljak a
leggyakrabban, de 3'P NMR is elterjedt, mert érzékeny a DNS konformacios valtozasaira.
A méréseket el lehet végezni kiillonbozd paraméterek valtoztatdsaival (pH, olddszer,
homérseklet stb.), igy lehetdség van a fiziologias koriilmények szimuldlésara is. Az 4.
tablazat tartalmazza a DNS-ben talalhat6 protonok jellemz6 eltolodasait. Az eltolodasi

értékek jelent6sebb megvaltozasa utal a DNS-kotddésre[90].
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4. tablazat: A DNS jellemzé 'H-NMR eltolodasai

Proton tipusa Varhat6 kémiai Proton tipusa Viarhat6 kémiai
eltolodas (ppm) eltolodas (ppm)
T5 (CH3) 1,00 - 2,00 C5 (CH) 5,30 6,20
A2 (CH); A8 (CH);
Cukor 2’ (CHz) 2,00 - 3,00 G8 (CH); T6 (CH); 6,50 — 8,20
C6 (CH)
Cukor 5’ terminalis
(CH2) 3,70 C4 (NH2) 6,40 — 6,80
Cukor ?cS;HZ); 4 4,00 4,50 C4 (NH2) 8,30 — 8,50
Cukor 3’ (CH) 4,50 -5,20 G1(NH) 12,50 — 13,00
Cukor 1’ (CH) 5,30 - 6,20 T 3 (NH) 13,50 — 14,00

Az 1D NMR mellett alkalmazhatoak még a kiilonféle 2D modszerek is, amelyek
kozil a leggyakoribb a homonukleédris korrelacios spektroszkopia és a nukledris
Overhauser-effektus spektroszkopia, de szamos mas eljaras is hasznalhato.

Egy igen jol alkalmazhatdé moddszer a DNS kolcsonhatdsok vizsgalatara a
differencia frekvencia szaturacio transzfer differencia NMR (DF-STD-NMR), amellyel
lehetéség van a kotddés modjanak meghatarozasara, azaltal, hogy a DNS protonokat
szelektiven besugarozzuk az alifas és az aromas tartomanyban. Amennyiben a ligandum
a DNS bazisparokkal 1ép kolcsonhatasba, mint az interkalatorok, abban az esetben az
aromas besugarzasnal kap tobb szaturacidt. Amennyiben viszont a DNS kettds hélixével
hat kdlcson ugy az alifas régidoban torténd besugarzas lesz ra nagyobb hatassal. Az STD

adatok kiértékeléséhez vezették be a BMI, vagyis kotddési index (,,binding mode index™)

crer

.(SNaromés/SNref
' SNalifés/SNref (16)
n;

BMI =

Az egyenletben szerepld SNaromas, SNasias €s SNret jeloli rendre az aromas, az alifas €s az
»Off resonance” besugarzasu spektrumokban megjelend STD jelek jel-zaj aranyat, n;
pedig a figyelembe vett magok szdmat. Amennyiben az igy szdmolt érték 0 és 0,5 koz¢
esik, ugy a vegyiilet a DNS kiils6 felszinéhez kotddik, ha 0,9 és 1,1 koz¢, akkor kisarok
kotddésrol beszéliink. 1,2 (0,9) és 1,5 kozotti érték esetén a ligandum a bazisparok kozé

interkalalodik be[97].
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CyD komplexacio vizsgalata esetén szintén az egyes magok kémiai eltolodasa,
valamint annak valtozasa ad informéciot a folyamatr6l. Amennyiben a folyamat soran
megvaltozik valamelyik magra jellemzd eltolodas, abban az esetben komplexképzés
indukalta kémiai eltolédasnak (CIS - Ad) nevezziik a jelenséget. A komplexek vizsgalata
esetén a mért jel (dmerr) @ Szabad (Sz), valamint a komplexalt (k) forma moltorttel (y)

stlyozott atlagaként jelenik meg (17. egyenlet).

6mért = Xk6k + XSZSSZ (17)

A CIS pedig a szabad forma jele és a mért jel kozotti kiilonbségbdl szamolhato a 18.

egyenlet szerint.

A6 = 85z — Omert (18)

Job-moédszerrel a CIS-t felhasznalva lehetdség van a komplex sztdchiometridjanak
megallapitasara, ROESY (,,rotating frame nuclear Overhauser effect spectroscopy”)
NMR kisérletek (esetlegesen molekulamodellezéssel kiegészitve) pedig a komplex

A fehérjekotddés vizsgalatat kétféle modon lehet elvégezni. Az egyik esetben a
fehérje paramétereit vizsgaljak ligandum jelenlétében, illetve nélkiil (,,protein-observed
NMR”), a masik esetben viszont a ligandum paramétereit vizsgaljdk a fehérje
jelenlétében, valamint fehérje nélkiil (,,ligand-observed NMR”). El6bbi esetben hatrany a
hosszi mérési id6, a 3D szerkezet felderitéséhez sziikséges izotopos jelzés, valamint,
hogy stabil, jol oldodo fehérjére van sziikség, emiatt a gyakorlatban ezt 30 kDa alatti
fehérjék esetében szoktak alkalmazni. Ligandum vizsgalata esetén nincsen sziikség
izotopos jelzésre, valamint elegendd kevesebb fehérje felhasznalasa, illetve nagyobb
molekulatomegli fehérjék vizsgalatara is van lehetdseg[100]. Ezen feliil itt is

alkalmazhato a szaturacios modszer[97].
1.3.3. Elvalasztastechnikai médszerek

Kolcsonhatasok vizsgélatara lehetdség van elvalasztastechnikai méodszerek, mint

a CE és HPLC alkalmazasaval is.
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CE soran a megfelel6 pufferben oldott mintat egy kvarc kapillarisban futtatjak,
amelynek két végére fesziiltséget kapcsolnak. A kapillaris szilanolos OH-csoportjair6l
pH>2,5 esetén a hidrogénionok disszocialnak, igy egy negativ toltést feliilet jon 1étre,
amely magahoz vonzza a puffer kationjait és ezaltal egy elektromos kettdsréteg jon 1étre.
A fesziiltség hatdsara a kationok a negativ toltésti elektrod irdnyaba fognak aramlani,
mozgasba hozva a kapilldrisban 1évé oldatot benne a mintaval. Ez az tigynevezett
elektroozmotikus aramlas (EOF). A minta komponenseinek elvalasztasa azok
elektroforetikus mobilitdsan alapul, amely a toltés és a részecskeméret fiiggvénye. Ezt az
Offord-szabaly irja le, miszerint a mobilitas aranyos a toltéssel és forditottan aranyos a
molekulatomeg kétharmad részével. A pozitivan toltott részecskék migracios ideje
rovidebb a modszer elvébdl fakadoan, azonban a negativan toltott DNS-fragmensek is
eljutnak a detektorig néhéany perc alatt az EOF segitségével. A mddszerrel akar az azonos
hosszusagu, de kiilonboz6 szekvenciaju DNS-fragmenseket is el lehet valasztani[101].
Miutan a DNS-hez k6t6d6 vegyiiletek nagy tobbsége pozitiv toltéssel rendelkezik, igy
kotddés esetén a komplex toltése meg fog valtozni a szabad DNS toltéséhez képest, ennek
megfelelden valtozads kovetkezik be a migracios iddben. A modszert abban az esetben
lehet alkalmazni, ha a komplex ¢élettartama megfelelden hosszl; ez altaldban a kisarokba
kot6do vegyiiletekre jellemz6[102, 103].

HPLC is alkalmazhaté DNS-kotodés vizsgalatara (akar tomegspektrometriaval
kapcsolva), azonban a tobbi modszer mellett ritkan szoktak felhasznalni; elsddlegesen
kovalens adduktok analizisében alkalmazzak. Legnagyobb hatranya a hossza mérési idé
(kb. 30 perc)[104, 105].

A CyD-eket mind a HPLC-ben, mind a CE-ben elsédlegesen kiralis elvalasztasra
alkalmazzak, aminek feltétele a kiralis felismerés. A CyD-ek a kiilonbozé
enantiomerekkel eltérd stabilitadsi komplexet képeznek, amely a retencids €s a migracios
idobeli kiilonbségben mutatkozik meg. Mindkét modszernél lehet a komplexképzot
alkalmazni allofazisként vagy additivként a mozgofazisban feloldva. CE-nél vagy a
ligandumnak vagy a CyD-nek toltéssel kell rendelkeznie, a semleges molekulakat nem
lehet kozvetleniil tesztelni[106].

Amennyiben CyD allofazist haszndlnak HPLC-s elvalasztasok sordn, abban az
esetben normal és forditott fazisu kromatografias rendszerek is alkalmazhatoak. Hatrany,

hogy minden egyes CyD teszteléséhez kiilon oszlopra van sziikség. Az eluensben oldott
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CyD-ek esetében a forditott fazisu kromatografias rendszerek hasznalata jellemz6[107,
108].

A fehérjéket fel lehet hasznalni affinitds kromatografia formajaban az
elvalasztastechnikdban. A modszer két molekula kozotti  specifikus  bioldgiai
kolcsonhatasokon alapul, mint példaul enzim-szubsztrat, receptor-ligandum vagy
antitest-antigén interakciok. Ennél a technikanal a ligandumot rogzitik az allofazison,
majd egy, a célmolekulat is tartalmazo fehérjekeveréket juttatnak ra, amelybdl csak a
célmolekula fog kotédni az alloéfazishoz, minden mas komponens kolcsonhatas nélkiil
elualodik. Ezutan a célmolekulat megfeleld puffer megvalasztasaval lehet lemosni az
oszloprdl, igy egy nagytisztasagu fehérje az eredmény[109]. HPLC-s technikat lehet
alkalmazni gyogyszerek fehérjekotddésének a vizsgdlatdra, amennyiben a szérumfehérjét
allofazison immobilizaljak. A modszer abban az esetben ad megbizhatd eredményt a
fehérjekotodés mértékérdl, amennyiben a gyoégyszer elssorban az allofazisként
alkalmazott fehérjéhez kotddik az €16 szervezetben. Amennyiben ez nem all fent, Ggy a
kromatografias modszer altal kapott érték alacsonyabb lesz a valosagnal[110]. A
modszerrel vizsgalhatd az enantioszelektiv kotddés, a relativ kotddési erdsség és a
kompetitiv kiszoritas a kotohelyekr6l[111]. Ezen feliil a fehérje alapu allofazisokat kiralis
elvalasztasra is alkalmazzak, akarcsak a CyD-eket.

A CE technikak koziil tobb modszert is lehet alkalmazni a fehérjekotddeések
vizsgalatara. Ezek egy részénél a szabad ligandum (pl.: frontalis analizis), mas esetekben
detektalassal. A modszereket egymdassal kombindlva lehetdség van a kotddési allandok,
valamint a kotOhelyek szamanak meghatarozéasara, a migracidés i1dék megvaltozasa

alapjan[112, 113].

1.3.4. Egyéb médszerek
1.3.4.1. Surface Plasmon Resonance (SPR)

A surface plasmon resonance (SPR) technika alapja a fényvisszaverddés. Ha egy
prizmat, amelynek a feliillete valamilyen fémbdl késziilt filmréteggel van bevonva,
kiilonb6z6 szogben beesd fénnyel vilagitanak meg, Ggy adodik egy un. kritikus sz6g/SPR
szog, amikor a fénynyalab oszcillaciot gerjeszt a fém filmrétegben, és ez a szog fiigg a

fém feliileten 1évd anyagtol. A fém feliiletére rogziteni lehet mind a vizsgélni kivant
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makromolekuldt, mind a ligandumot, majd a masik reaktdns oldatat at kell ezen
aramoltatni. Amennyiben komplexképzés torténik, igy az oszcillacio gerjesztéséhez
sziikséges kritikus sz6g megvaltozik, amelyet lehet6ség van monitorozni (12. dbra). A
modszerrel vizsgalhato a DNS- és fehérjekotodés, illetve CyD komplexképzés is[90,
114-116].

0
SPR szog
Polarizalt fény o « Visszavert fény

Csatolo
" prizma
Uveg (a szenzor
chip meger6-
sitéséhez) ~— | ] Dextran
Arany réteg - x e . matrix
DIDY D DEDY - _ Immobilizalt
=) =1 +
= P, L 4 =4 - -

Hatoanyag oldat aramlasa

12. abra: A SPR sematikus felépitése [90]

1.3.4.2. Enzimatikus médszerek - ,,footprinting”

A modszerrel a gyogyszerek szekvenciaszelektivitasat lehet vizsgalni. Alapja,
hogy amennyiben egy vegyiilet kdlcsonhatasba 1ép a DNS valamely szekvencidjaval, ugy
gatolja az enzimatikus hasitast azon a ponton. A vizsgalathoz sziikkség van a DNS
molekula valamilyen jeldlésére, amely lehet 3P vagy *P izotép, de fluoreszcens
jeloléseket is szokas alkalmazni. A ligandummal reagaltatott DNS szakaszt enzimekkel
hasitjak (pl. DNé4z I enzim), majd poliakrilamid gélen elvalasztjak. Az igy keletkezett
fragmenseket egy referenciaval Gsszehasonlitva meg lehet allapitani, hogy tortént-e

kotodés a vizsgalt szekvenciahoz[90, 117].
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2. Célkitiizések

A doktori munka célkitiizése volt, hogy megvizsgaljuk a cirkularis dikroizmus
spektroszkopia egy sajatos aganak, az indukalt cirkularis dikroizmus spektroszkopianak
a felhasznalasi lehetdségeit. Az ICD jelensége régoOta ismert, azonban sem a
gyogyszerkutatasban, sem a gyogyszeranalitikdban nem alkalmazzék, annak ellenére,
hogy fontos informacidt szolgaltathat a hatéanyag és kiilonféle makromolekuldk vagy
biopolimerek kdlcsonhatasairol.

Célkittizéseink kozott szerepelt hatoanyagok DNS-sel, valamint fehérjével torténd
kolcsonhatasainak vizsgalata, tovabba a gyogyszerészetben széles korben felhasznalt
ciklodextrinek komplexképz6 tulajdonsagainak vizsgalata.

A hatbéanyagok DNS-kolcsonhatasanak vizsgalata alapjaul szolgalhat egy in vitro
genotoxicitasi eldsziirésnek, a fehérjékkel valdo komplexképzéssel ujonnan fejlesztett
hatéanyagok esetében elére jelezheti a plazmafehérjékhez valdo kotédés mértékét.
Ciklodextrinek esetén az adott hatdanyag szamara leginkabb megfeleld ciklodextrin

kivélasztasahoz kivantunk gyors és informativ moédszert fejleszteni.

38



DOI:10.14753/SE.2021.2497

3. Maédszerek
3.1. A kisérletes munka soran felhasznalt anyagok

A munka soran felhasznalt csirke eritrocita DNS-t a Reanal, a borja
csecsemOmirigy és a lazac sperma DNS-eket, a dimetil-szulfoxidot (DMSO), az etidium-
bromidot és a berenilt pedig a Sigma-Aldrich-t6l szereztiik be. A pUC18 plazmid DNS-t
az Agilent Technologies gyartotta.

A szunitinib bazist a Vichem Chemie Kutaté Kft. biztositotta szdmunkra. A
kurkumin, valamint az arisztolochiasav | szintén a Sigma-Aldrich terméke volt. A
szintetikus kurkuminoidokat a Pécsi Tudomanyegyetem Gyodgyszerészi Kémiai
Intézetében szintetizaltak.

A kiilonféle CyD-ek a CycloLab Kft.-tdl szarmaztak. A szubsztitualt CyD-ek
jellemzd paramétereit az 5. tablazatban tiintettiik fel. A flukonazol, a mikonazol és a
bifonazol a Sandoz termékei voltak, mig a klotrimazolt és a tiokonazolt szintén a Sigma-
Aldrich-tol szereztiik be.

A fehérjekotddési vizsgalatokhoz felhasznalt humén szérum albumin és a
nimeszulid is a Sigma-Aldrich-t6] szarmazott.

Az ioncserélt vizet Milli-Q Direct 8 viztisztitoé rendszerrel allitottuk eld.

5. tablazat: A szubsztitualt CyD-ek jellemz6 paraméterei

Név Rovidités | Szubsztitualtsagi Molekulatomeg

fok (g/mol)

heptaklsz-_(2,6-d|-C_)-met|I)-B- DMBCyD 14 13310
ciklodextrin

heptakisz-(2,3,6-tri-O-metil)-

B-ciklodextrin TMBCyD 21 1429,0

SZU|f0bUtI!et‘er-B-C’I!dOdeth’ln SBBCyD 6.5 2163,3
natrium soja

karbOX|m,etl‘l-[}-c;l’k‘lodextrln CMBCyD 35 1415.0
natrium soja

(2-hidroxipropil)-B- HPBCyD 45 1396,5
ciklodextrin

3.2. CD spektroszkopia
A CD spektroszkopias mérések Jasco J-720, illetve Jasco J-815
spektropolariméteren torténtek, utobbi egy keverdvel ellatott Peltier tipusu termosztattal

volt felszerelve. A kisérletek soran a fényuthosszt ugy valasztottuk meg, hogy a
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spektropolariméteren a CD jellel parhuzamosan regisztralt UV spektrumban az
abszorbancia értéke ne haladja meg a 2-t.

A természetes DNS-ekbél 0,1 mg/ml koncentracioju torzsoldat késziilt desztillalt
vizzel a felhasznalas elott 24 oraval és a felhasznalasig 4°C-on volt tarolva.

A spektrumfelvételi paramétereket az 6. tablazat foglalja 6ssze.

6. tablazat: A CD spektroszkopias mérések paraméterei

felvételi sebesség akkumulacid résszélesség
(nm/perc) szama (nm)
DNS CD spektrumok 50 3 2
plazmid validalas 200 5 2
kurkumin és
kurkuminoidok 200 3 .
szunitinib vizsgalata 200 3 2
arisztolochiasav |

., 200 3 2

vizsgalata
antifungalis azolok

o 50 3-5 2
vizsgalata

nimeszulid vizsgalata 100 5 2

3.2.1. CD-melting mérések
A DNS CD-melting méréseket Jasco J-815 spektropolariméteren végeztiik, 25 —
98°C hdmérséklettartomanyban, 359 nm-en. A fiités 1°C/perc sebességgel tortént. A

kisérletekhez 1 cm hosszusagt kvarc kiivettat hasznaltunk.

3.3. pUC18 plazmid DNS preparalas

Az elvégzett kisérletes munka egy részében bakteridlis eredeti plazmid DNS-t
hasznaltunk. A molekuldhoz a Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai Intézettel valo
egylttmiikdés keretében jutottunk hozza, ahol a prepardlast és a tisztitast az alabbi
protokoll szerint végezték. Kémiailag kompetens (atjarhato sejtfallal rendelkezd)

crer

DNS-sel. Ezutan 100 ml, 100 pg/ul ampicillint tartalmaz6é LB tapoldatot inokulaltak
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egyetlen baktériumkoloniaval, amelyet 37°C-on 180 rpm mellett tenyésztettek 8 6ran
keresztiil. A tovabbiakban ebbdl a tenyészetbdl 14-14 ml-rel inokulaltak 700 ml friss
taptalajt és tovabb tenyésztették egy éjszakan keresztiil. Az E. coli-bdl a plazmid DNS
felszabaditasa QIAfilter Plasmid Giga Kit alkalmazasaval tortént a gyarté utasitasai
alapjan, majd a megtisztitott plazmidot nukledzmentes desztillalt vizben oldottak. A
mintakat tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A DNS fontosabb adatait az 7. tablazat

tartalmazza.

7. tablazat: A pUC18 plazmid DNS fontosabb paraméterei

Bézisparok szdma 2686
Molekulatomeg (Da) 1659680
GC-AT ardny (%) 50,7:49,3

3.4. DF-STD-NMR mérések

Az NMR mérések elvégzéséhez egy 599.9 MHz-es Varian VNMRS spektrométert
hasznaltunk, amely kétcsatornas, inverz detektaladsos gradiens mérdfejjel volt felszerelve.
A plazmid DNS-b6l és a ligandumbol D2O-val késziilt oldat, hogy utobbi koncentracioja
koriilbeliil 1 mmol/dm?® legyen. Az ,.off resonance” referencia spektrum felvétele -16

ppm-es besugarzassal tortént 128-as akkumulacio mellett, 4 masodperces szaturacioval.

3.5. Stabilitasi allandok szamitasa

Az antifungélis azolok és a nimeszulid komplexek stabilitasi allandoinak
szamitadsa nemlinedris paraméterillesztést alkalmazva tortént Origin Pro 8.5 szoftvert
felhasznalva, az aldbbiak figyelembevételével. 1:1 aranyd komplex képzddése esetén a

kovetkez6 egyensulyi allandot lehet felirni:

Ko = s (19)

ahol Ke jel6li a komplexképzddés egyensulyi allandojat, [He] a gazdamolekula, [Ge] a
vendégmolekula, [HG] pedig a képz6dott komplex egyensulyi koncentracidja. Ezeket az

egyensulyi koncentraciokat ki tudjuk fejezni a gazdamolekula [Ht] és a vendégmolekula

crer

[He] = [H] - [HG] (20)
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[Ge] = [Ge] — [HG] (21)

A 19-21. egyenletek 6sszevonasaval az egyensulyi dllandot az alabbi modon fejezhetjiik
ki:

[HG]
([H] = [HGD([Ge] — [HG])

K, = (22)

Figyelembe véve a feltételt, hogy [Gt] > [HG] >0 a 22. egyenletbdl a komplex egyenstlyi

allandojat az aldbbi masodfokll egyenlet forméjaban tudjuk kifejezni:

G+ [H + = G+ [H] + 0 —4(GIH] ()

[HG] = >

crcr

egy telitési gorbét kapunk, amelynek lefutdsa a komplex stabilitasatol és a gazdamolekula

feleslegétol fiigg. A detektalt CD jel (0) szelektiv a komplexre, igy annak intenzitasa a

crer

kapunk, amikor az dsszes vendégmolekula mar komplexaldodott:

Omax < [G¢] = [HG] (24)
6 _ IHG] -0 = —=2[HG] (25)
Hmax B [Gt] a [Gt]

A 23-25. egyenleteket felhasznalva tudjuk meghatarozni a komplexképzddés egyensulyi
alland6it nemlinedris paraméterillesztést alkalmazva. Amennyiben az ellipticitas az
alkalmazott CyD (vagy fehérje) feleslegnél eléri a telitési értéket (Omax) Ugy a szamitasnal
csak Ke értékét kell becsiilni. Ha a telités az alkalmazott CyD feleslegnél még nem

kovetkezik be, akkor a paraméterillesztés sordn Omax becslésére is sziikség van.
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4. Eredmények
4.1. DNS vizsgalatok

A DNS-kotodési vizsgalatokat tobbféle DNS-t felhasznalva végeztiik el. Ezek
koziil harom: a csirke eritrocita (ChE), a borju csecsemdmirigy (CT) és a lazac sperma
(SS) DNS természetes eredeti, linearis polinukleotidok. Ezek heterogén vegyiiletek,
vagyis a polimerlancok hossza nem egységes. Ezekkel dsszevetve a tisztitott bakterialis
eredetii plazmid DNS cirkuléris szerkezettel rendelkezik, amely tovabb tekeredve
szuperhélixet képez. Nagy elonye ennek a DNS-nek, az elébbiekkel ellentétben, hogy

teljesen homogén, ismert a nukleotidlanc szekvenciaja.

4.1.1. pUCI18 plazmid DNS felhasznalhatésaganak validalasa

Kisérleteink soran pUC18 plazmid DNS-sel dolgoztunk. A plazmid legfontosabb
adatait a 3.3. fejezetben talalhatd 6. tdblazat tartalmazza.

Ahhoz, hogy megallapitsuk alkalmazhato-e a plazmid DNS kotddési
vizsgalatokra, eldszor felvettiik a molekula sajat CD spektrumat, hogy van-e eltérés egy
linearis DNS spektrumahoz képest. A plazmid DNS spektruma a 13. 4brdn, a harom

masik természetes DNS spektruma pedig a 14. abran lathato.

CD [mdeg]

15 Il Il
200 250 300 330
Wavelength [nm]

13. abra: A pUC18 plazmid DNS CD spektruma
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CD [mdeg]

R I 1
200 250 300 330
Wavelength [nm]

14. abra: A ChE (fekete), a CT (kék) és a SS (piros) DNS CD spektruma

A DNS-ek sajat spektrumainak felvétele utan két mintavegyiilettel, az interkalalo
etidium-bromiddal (EtBr), valamint a kisarokba kot6 berenillel teszteltiik, hogy plazmid
DNS esetében a spektralis valtozasok mennyiben hasonlitanak vagy térnek el egy
természetes DNS-sel kivitelezett kotddési vizsgalat soran regisztralt spektrumtol. A
természetes DNS-ek koziil a vizsgalathoz a ChE DNS-t valasztottuk. Az interkalald EtBr-
dal valo titralas spektrumai a 15-16. abrakon lathatoak, mig a kisarokba kotodo berenillel

torténd kisérlet eredményeit a 17-18. abrakon tiintettiik fel.
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15. abra: Plazmid DNS titralasa EtBr-dal
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+32,1 pM EtBr
+40,2 M EtBr
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16. abra: ChE DNS titralasa EtBr-dal
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17. abra: Plazmid DNS titralasa berenillel
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20,0 ng/ml DNS +8,2 uM berenil
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+4,9 pM berenil
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300 400
‘Wavelength [nm]

18. abra: ChE DNS titralasa berenillel
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4.1.2. Kurkumin és kurkuminoidok vizsgalata

A kurkumin egy természetes eredetii molekula, amely a kurkuma (Curcuma
longa) egyik biologiailag aktiv vegyiilete. A vegyiiletet, valamint harom szarmazékat, a
demetoxikurkumint, a biszdemetoxikurkumint és a ciklokurkumint a névény 3-5 %-ban
tartalmazza. Ezek koziil kiemelt szerepe a kurkuminnak van, amely sejtndvekedést gatlo
hatassal rendelkezik tobbféle tumor esetében, mint példaul kiilonbozé boér vagy
emésztOrendszeri daganatok[118]. Miel6tt a kurkuminoidokat megvizsgaltuk volna,
célszertinek tiint, hogy a kiindulasi vegyiilet DNS-kot6édését jellemezziik, hogy a kapott
eredményeket Osszevethesslik a szarmazékok tulajdonsagaival. A kurkumin kotédése

soran kialakul6 spektrum a 19. abran lathato.

33,3 ng/ml DNS

+25,0 pM kurkumin
+50,0 uM kurkumin

+75,0 pM kurkumin

CD [mdeg]

A i S
o oH
O - // O
HO
OCH, OCH,
I . 1 .

230 300 400 500 600 630
Wavelength [nm]

19. abra: A ChE-kurkumin komplex CD spektruma

e
kurkumin
OH
1

Ezt kdvetben Osszesen 28 kurkuminoid DNS kotodését vizsgaltuk. A 28 vegyiilet
koziil minddsszesen 5 esetben volt kimutathatd kotddés a felhasznalt ChE DNS-hez: a
HIBR-26, HIBR-27, HIBR-44, HIT-205 és HIBR-9 esetén. A regisztralt spektrumok a
20-24. 4brékon lathatok.



CD [mdeg]

CD [mdeg]

DOI:10.14753/SE.2021.2497

HIBR-26

33,3 ng/ml DNS

+8,55 uM HIBR-26

+34,2 puM HIBR-26
31 +68,4 uM HIBR-26
' 0 ‘

Wavelength [nm]

20. abra: A ChE DNS-HIBR-26 komplex CD spektruma

400

=

33,3 pg/ml DNS

2 ~ = +8,3 uM HIBR-27
Bk +33,1 uM HIBR-27
+66,1 pM HIBR-27
4
30 2;0 I 3(I)0 ‘ 35‘0
Wavelength [nm]

21. abra: A ChE DNS-HIBR-27 komplex CD spektruma
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HIBR-44 o

33,3 ng/ml DNS
+4,2 pM HIBR-44
+8,4 uM HIBR-44
+16,8 puM HIBR-44

CD [mdeg]
0 Fa =W o NPV VAN Y
-530 I 3l;0 I 4l;0 I 5l;0 I 600
‘Wavelength [nm]
22. abra: A ChE DNS-HIBR-44 komplex CD spektruma
6
HIT-205 Q
ok
CD [mdeg]

33,3 ng/ml DNS
+8,3 pM HIT-205

+24,9 uM HIT-205

+41,5 uM HIT-205

9 . 1 . . 1
230 300 400 500 600
Wavelength [nm]

23. abra: A ChE DNS-HIT-205 komplex CD spektruma
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33,3 ng/ml DNS

+12,8 uM HIBR-9

CD [mdeg]

12,8 pM HIBR-9

HIBR-9 17,1 puM HIBR-9
‘ |

230 300 400 500 530
Wavelength [nm]

24. abra: A HIBR-9 vizsgalata soran regisztralt CD spektrumok

piros és kék: a vegyiilet spektruma DNS nélkiil

zold és okkersarga: a vegyiilet spektruma DNS-sel

4.1.3. Szunitinib vizsgalata

A szunitinib egy nem-szelektiv tirozin-kinaz inhibitor, amely gatolja tobbek
kozott a VEGFR-1, a VEGFR-2 (vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptor), az
FLT3 (fms-szerii tirozin-kinaz), a KIT , a PDGFRa és a PDGFRp (vérlemezke eredetii
novekedési faktor receptor) receptorokat[119], azonban szerkezetében jelen vannak olyan
elemek, amelyek potencidlis DNS-koto vegyiiletté teszik, emiatt vizsgaltuk a kotodését
elészor ChE és SS, majd plazmid DNS-hez. A regisztralt spektrumokat a 25-27. abrakon
tiintettiik fel.
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n
T

/ \ szunitinib
0 33,3 ng/ml DNS

+16,7 nM szunitinib

0 = et N AN OIS e, promer B o ripnd
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Wavelength [nm]

25. abra: A szunitinib ChE DNS-kotédése
11
107
33,3 ng/ml DNS
+16,7 pM szunitinib
+33,3 uM szunitinib
0 V/\w
% | . 1 . 1
230 300 400 500 530
Wavelength [nm]

26. abra: A szunitinib SS DNS-kétodése
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CD [mdeg]
0

+14,6 uM szunitinib

14,62 ng/ml DNS

+24.3 uM szunitini
+4,9 uM szunitinib 4,3 pM szunitinib

+9,7 uM szunitinib +38,9 pM szunitinib

+ 48,6 uM szunitinib

5 . I . 1 . I
230 300 400 500 530
Wavelength [nm]

27. abra: Plazmid DNS titralasa szunitinib bazissal

Abrazoltuk a 359,2 nm-en mért ICD jel intenzitasat a szunitinib koncentracio

fliggvényében. A kapott gorbe a 28. dbran lathato.

E
- | n
£ 31 -
o "

2 4

n
1 4
u
o+ -
0 10 20 30 40 50 60

szunitinib koncentracié (uM)

28. abra: Az ICD jel intenzitasanak valtozasa a szunitinib koncentracio6

fiiggvényében 359,2 nm-nél
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Végeztiink CD-melting méréseket is két szunitinib koncentracional. A modszer a
DNS esetében a helikalis struktura megsziinésérdl nytjt informéciot. Tmaz a hdmérséklet,
amikor a polinukleotid 50%-a egyszali formaban van jelen. A mérésekhez a
koncentraciokat gy valasztottuk meg, hogy a 28. abran lathaté gorbe két kiilon

1épcsdéfokara essen. A 359 nm-en regisztralt melting gorbéket a 29. dbran tiintettiik fel.

14,62 ng/ml DNS
+29,2 uM szunitinib

+53,5 uM szunitinib

CD [mdeg] 2

a1 . 1 . I . 1 .
2497 40 60 80 98.07
Temperature [C]

29. abra: Szunitinib CD-melting 359 nm-en

A CD mérések kiegészitéseként végeztiink DF-STD-NMR vizsgélatot is plazmid
DNS esetében. Az 1.3.2.3. fejezetben leirt BMI meghatdrozasaval kivantuk igazolni
feltételezéseinket. A mérési eredményeket és a szamolt értékeket a 8. tablazat foglalja

0ssze.
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8. tablazat: A szunitinib STD-NMR adatai

, S/N SIN

csuces 9 (ppm) (aromas) (alifas) BMI
CHs-etil 1,19 1,11 0,67 1,66
CHs 2,20 1,36 1,38 0,98

CHs 2,24 1,22 1,36 0,89
CHo-etil 3,16 1,09 1,19 0,91
NH-CH,-CH2-N 3,23 1,04 1,20 0,86
NH-CH,-CH2-N 3,60 0,94 1,11 0,85
4-Ar 6,74 1,26 1,14 1,10

6-Ar 7,14 1,09 1,19 0,92

7-Ar 7,29 1,98 1,32 1,50

4.1.4. Arisztolochiasav | (ARS 1) vizsgalata
Az arisztolochiasav I a kiilonféle arisztolochiasavak koziil a legnagyobb mennyiségben
el6forduld vegyiilet, amely az Aristolochiacea csaladba tartozé legtobb ndovényben
megtalalhat6. Az Aristolochia fajok bizonyos tagjait némely afrikai orszagokban, mint
példaul Nigéria, Egyiptom vagy Dél-Afrikai Koztarsasag gyogyndvényként alkalmazzak
kiilonféle megbetegedések kezelésére, annak ellenére, hogy az arisztolochiasavakat
kiilonboz6 vesebetegségekkel hoztak Gsszefliggésbe[120].

Vizsgéltuk a vegylilet DNS-kotddését eldszor két természetes eredetli DNS-en,
majd plazmid DNS-en is. A regisztralt spektrumok a 30-32. abrakon lathatok.
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30. abra: CT DNS titralasa ARS I-gyel

400

33,3 pg/ml DNS
+7,8 tM ARS 1

+15,6 pM ARS |
+23,4 pM ARS |

+31,3 nM ARS 1

250 300 350
Wavelength [nm]

31. abra: ChE DNS titralasa ARS I-gyel
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CD [mdeg]
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3 I . 1 . I .
230 250 300 350 400
Wavelength [nm]

32. abra: pUC18 plazmid DNS titralasa ARS I-gyel

4.2. Ciklodextrin (CyD) komplexek vizsgalata

A doktori munka sordn 6t antifungalis azol nativ és szintetikus CyD-ekkel valo
komplexképzését vizsgaltuk. Valasztasunk azért esett ezekre a vegyliletekre, mert vizben
rosszul oldodnak, illetve par vegyiilet mar forgalomban van CyD komplexként. Az 6t azol
koziil egy triazol-, a tobbi imidazol-szarmazék volt. A nativ CyD-ek koziil mindharom,
az ACyD, a BCyD és a GCyD, szintetikus szarmazékaik koziil pedig a CMBCyD, a
DMBCyD, a TMBCyD, a SBBCyD, valamint a HPBCyD komplexképzését vizsgaltuk.

4.2.1. Flukonazol (FLZ)

Flukonazol esetében nem detektaltunk ICD jelet semmilyen azol:CyD aranynal.

4.2.2. Bifonazol (B1Z)
A bifonazol bifenil funkciojanak 250 nm kornyékén rendelkezd intenziv aromas
sdvja miatt a méréseket 0,2 cm-es kvarc kiivettat hasznalva végeztiik el. Néhany komplex

CD és UV spektrumat a 33. abran mutatjuk be 6tszorés CyD feleslegnél.
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BIZ
BIZ-BCyD
BIZ-GCyD

BIZ-SBBCyD

CD [mdeg]

wn

130 240 260
Wavelength [nm]

230 240 260 Waveleagts ] 280 300 310
33. abra: BIZ-CyD komplexek CD (fent) és UV (lent) spektrumai 6tszéros CyD
koncentracional

A stabilitasi allandé kiszdmitdsahoz szilikségiink volt a kiilonb6z6 CyD

koncentracioknal mért ellipticitas értékre. Az értékeket a CD maximum hulldmhosszan
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olvastuk le és a CyD koncentracio fliggvényében abrazoltuk. Az igy kapott gorbéket a

34. abran mutatjuk be.

—=—BCyD
—es—HPBCyD
—i&— SBBCyD
—v— GCyD
CMBCyD
DMBCyD
—»— TMBCyD
—e— ACyD

CD (mdeg)

v

! I ! I ! I ! I
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
CyD koncentracio (M)

34. abra: A BIZ-CyD komplexek mért ellipticitasa kiilonb6zé CyD

koncentracioknal

A szamolt stabilitdsi allandokat a kiilonb6zé BIZ:CyD komplexekre a 9.

tablazatban foglaltuk Ossze. Zarojelben az illesztésre vonatkozo regresszios koefficiens

olvashato.

9. tablazat: A BIZ-CyD komplexek szamolt stabilitasi allanddi és regresszios

koefficiensei

CyD logK1:1 (M) R?
ACyD 2,74 0,9966
BCyD 3,40 0,9964
GCyD 4,04 0,9636
DMBCyD 4,21 0,9986
TMBCyD 2,95 0,9975
CMBCyD 3,40 0,9950
HPBCyD 4,46 0,9957
SBBCyD 4,72 0,9962
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4.2.3. Klotrimazol (CLZ)
Klotrimazol esetében is elvégeztiikk a komplexképzést a CyD-ekkel, akarcsak a

B1Z esetében. Néhany komplex jellegzetes CD spektrumat a 35. abra mutatja be tizszeres

CyD feleslegnél.
4
0
CD [mdeg]

CLZ-BCyD
ClZ-DMBCyD

Al CLZ-SBBCyD
CLZ-TMBCyD

) . ! L 1 . ! . ! L |

250 260 270 280 290 300
Wavelength [nm]

CD [mdeg]

CLZ-HPBCyD

2 ! 1 ! !
250 260 270 280 290 300
Wavelength [nm]

35. abra: CLZ-CyD komplexek CD spektrumai tizszeres CyD koncentraciénal
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A nemlinearis paraméterillesztéshez sziikséges adatokat a spektrumokrol az adott
komplex maximuménak vagy minimumanak hullimhosszanal olvastuk le. A 36. dbran

lathato a leolvasott CD jel CyD koncentraci6 fliggvényében abrazolva.

—=—BCyD
3 5 —e—HPBCyD
1 —&— SBBCyD
—¥—GCyD
CMBCyD
DMBCyD
TMBCyD

CD (mdeg)

F Y

&
r

! ] ! ] ! ] ! 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
CyD koncentracié (M)

36. abra: A CLZ-CyD komplexek mért ellipticitiasa kiilonb6z6é CyD

koncentracioknal

A szamitott stabilitasi allandok a 10. tdblazatban keriiltek Osszefoglalasra, az

illesztés regresszios koefficienseivel egyetemben.

10. tablazat: A CLZ-CyD komplexek szamolt stabilitasi allandoi és regresszios

koefficiensei

CyD logK11 (M) R?
ACyD - -
BCyD 2,65 0,9861
GCyD - -

DMBCyD 3,23 0,9924
TMBCyD 1,48 0,9996
CMBCyD 2,91 0,9802
HPBCyD 2,09 0,9966
SBBCyD 3,47 0,9972
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4.2.4. Mikonazol (M12)
A mikonazol esetében is sikeriilt joI mérhetd ICD jelet detektalni. Néhany

képzo6dott komplex CD és UV spektrumat a 37. dbran tiintettiik fel tizszeres CyD

feleslegnél.

10

MIZ

MIZ-BCyD
MIZ-GCyD
MIZ-SBBCyD

mdeg]

SIStT

Wavelength [am]

1 . 1 i ———
280 300 320
Wavelength [am]

0
260

37. abra: MI1Z-CyD komplexek CD (fent) és UV (lent) spektrumai tizszeres CyD

koncentracional
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Akarcsak a kordbban targyalt két vegyiilet esetében, itt is elvégeztik a
koncentracio-CD adatparokra a paraméterillesztést. Az illesztett gorbék a 38. abran

lathatok, az ezekbdl szamolt stabilitasi allandokat pedig a 11. tablazatban foglaltuk Gssze.

10 —s—BCyD
—e»—HPBCyD
—A— SBBCyD
—v—GCyD
81 CMBCyL
DMBCyC

CD (mdeqg)

0 T T T T T T

0,000 0,[;05 0,61 0 0,015 0,020
CyD koncentracié (M)

38. abra: A MIZ-CyD komplexek mért ellipticitasa kiilonb6zé CyD

koncentracioknal

11. tablazat: A MIZ-CyD komplexek szamolt stabilitasi allanddi és regresszios

koefficiensei

CyD logK1:1 (M) R?
ACyD - -
BCyD 2,70 0,9943
GCyD 3,37 0,9969

DMBCyD 3,68 0,9995
TMBCyD - -

CMBCyD 2,96 0,9963
HPBCyD 2,71 0,9949
SBBCyD 3,18 0,9925
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4.2.5. Tiokonazol (T1Z)
Utolso vizsgalt azolunk, a tiokonazol volt. A 39. abran néhany komplex

jellegzetes ICD spektruma lathato kétszeres CyD koncentracional.

TIZ

TI1Z-HPBCyD
T1Z-GCyD
T1Z-ACyD

2k
™~ (0]
CD [mdeg] §
——

Cl Cl

4 I . I . 1 .
263 270 280 290 300
Wavelength [nm]

39. abra: TIZ-CyD komplexek CD spektrumai kétszeres CyD koncentracional

Ismételten abrazoltuk a mért CD jelet a CyD koncentracio fliggvényében (40.
abra), majd az adatokbol kiszamitottuk a stabilitasi allandokat (12. tablazat).
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M — v
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T T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

CyD koncentracio (M)
40. abra: A TIZ-CyD komplexek mért ellipticitasa kiilonb6zé CyD

koncentracioknal

12. tablazat: A TIZ-CyD komplexek szamolt stabilitasi allandéi és regresszios

koefficiensei

CyD logKi:1 (M) R?
ACyD 3,12 0,9877
BCyD 3,18 0,9925
GCyD 3,71 0,9921

DMBCyD 3,86 0,9997
TMBCyD - -

CMBCyD 2,85 0,9783
HPBCyD 3,30 0,9998
SBBCyD 3,97 0,9996

A 13. tablazatban Osszefoglaltuk az altalunk szamolt stabilitasi allandokat az
irodalomban mar fellelhet6 adatokkal, zarojelben megnevezve a modszert, amivel ezeket

meghataroztak (PSS: fazisoldhatosagi vizsgalat).
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4.3. Fehérjekotodési vizsgalatok
4.3.1. Nimeszulid HSA-kotodésének vizsgalata

A HSA egy 66,5 kDa molekulatomegii fehérje, amely két savas kotohellyel
rendelkezik, igy képes lehet a savas karakteri nimeszulid megkotésére. Ezt a kotddést
vizsgaltuk CD spektroszkopidval, a regisztralt spektrumsorozat a 41. dbran lathato.

A nimeszulid fehérjek6tdodése igen konnyen vizsgalhaté, mert az aromas
gylrtth6z kapcsolodd csoportok kovetkeztében 300 nm folott is rendelkezik
fényabszorpcioval. A regisztralt ICD jel ebben az esetben is a Kialakult komplexre

szelektiv.

\S//O
V4 "

4F O
|
NO,

nimeszulid

(=]
T

CD [mdeg]

1,1 mg/ml HSA
+16,2 pM nimeszulid +81,1 pM nimeszulid

+32,4 uM nimeszulid

|
(=]
T

+48,6 M nimeszulid

4 | .
250 300 400 500
Wavelength [nm]

41. abra: HSA titralasa nimeszuliddal
Megvizsgaltuk, hogy a nimeszulid koncentracid fiiggvényében, dallando

fehérjekoncentraci6 mellett hogyan véltozik az ICD jel. Az Osszefliggés a 42. abran

lathato.
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42. abra: A mért ICD jel a nimeszulid koncentracié fiiggvényében 377 nm-en

A kapott spektrumsorozatot felhasznalva, az antifungalis azolok esetében is
alkalmazott nemlinearis paraméterillesztéssel szamoltunk kotédési allandot a
nimeszulidra. A harom parhuzamos mérésbdl szamitott adatokat a 14. tablazat foglalja

0ssze.

14. tablazat: A nimeszulid-HSA komplex szamolt logK (M) értékei és

regresszios koefficiensei

1. mérés 4,63 0,9971

II. mérés 4,75 0,9959

III. mérés 4,71 0,9990
Atlag | 4,70+0,06
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5. Megbeszélés
5.1. DNS vizsgalatok
5.1.1. pUC18 plazmid DNS felhasznalhatésaganak validalasa

Osszehasonlitva a 13. 4bran feltiintetett plazmid CD spektrumat a 14. abran
lathatd természetes eredetli DNS-ek spektrumaval, lathatova valik, hogy nincs jelentds
kiilonbség kozottik. A savok maximumai, illetve minimumai néhany nm eltéréssel
ugyanazoknal a hullamhosszoknal talalhatok. A megfeleld hullamhosszak a 15.

tablazatban kertiltek 6sszefoglalésra.

15. tablazat: A felhasznalt DNS savok minimumainak (-) és maximumainak (+)

helyei
() (+) () ()
puUC18 209,1 nm 211,1 nm 246,5 nm 275,4 nm
ChE 208,6 nm 218,6 nm 247,8 nm 276,6 nm
SS 209,8 nm 218,4 nm 247,6 nm 277,6 nm
CT 210,0 nm 218,4 nm 247,6 nm 276,6 nm

A 15. ¢és 16. abran lathato a kétféle DNS esetében regisztralt spektrumsorozat
EtBr-dal val¢ titralas esetén a 17. és 18. abra pedig a berenillel torténd titralasi sorozat
eredményeit mutatja be. Osszevetve a megfeleld spektrumokat, lathatova valik, hogy az
ICD alakja mindkét DNS esetében ugyanolyan. Jelentsebb kiilonbség egyediil a 276 nm
koriil megjelend pozitiv sav valtozasaiban jelenik meg, amely feltehetden arra vezethetd

vissza, hogy a plazmid DNS cirkularis szerkezettel rendelkezik.

5.1.2. Kurkumin és kurkuminoidok vizsgalata
A kurkumin szerkezeti képlete a 43. abran lathat6. Szerkezetét tekintve a
polifenolok koz¢ tartozik, a konjugalt kettdskotés rendszer kovetkeztében a vegyiilet

sarga szin{i. A molekulanak két tautomer formaja 1étezik, a keto- és az enol-forma.

o] OH

7T
Ho OH

OCH, OCH,

43. abra: A kurkumin szerkezeti képlete (enol-forma)
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A kurkumin abszorpciés savjanak tartomanyaban egy igen nagy intenzitasu ICD jel

lathatd, amely egyértelmiien utal a DNS kotddésre. A vegyiilet szerkezete és a regisztralt

jel alapjan az volt a feltételezésiink, hogy a molekula a polinukleotid lanc kisarkaba

kotodik. Ez az elmélet megegyezik az irodalomban fellelheté adatokkal[129].

Az 5 vegyiilet szerkezetét, ahol tudtunk DNS-kotddést kimutatni a 16. tablazat

foglalja 6ssze. A tobbi struktura a feltiintetett vegyiiletekhez képest a ciklohexanon gytir(i

crer

crer

16. tablazat: A vizsgalt kurkuminoidok szerkezete, molekulatomege és torzsoldat

koncentracioja
Sorszam Torzsoldat
Sorszam Szerkezeti képlet Molekulatomeg koncentracioja
(mM)
(g/mol)
HIBR-9
N /
HPOhSA® 514
H,CO OCH, 350,4
[e]
HIBR-26
2 10,26
292,3
HIBR-27
3 9,92
292,3
HIBR-44
4 10,09
376,5
HIT-205
5 4,98
361,5
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A 2-5. vegyiiletek szerkezetének k6zos jellemvonasai a ciklohexanon gyfirti 4-es
helyzetében 1évé vagy ahhoz kapcsolodd heteroatom (N vagy O), amelynek egyik
szubsztituense hidrogénatom, illetve a benzilidén gylirtben taldlhaté vagy ahhoz
kapcsolddo nitrogén. A HIBR-26 és a HIBR-27 szerkezete mindossze a piridin gylriiben
1évé nitrogénatomok helyzetében kiilonbozik, de CD spektrumuk kozott lathatdé némi
eltérés: HIBR-26 esetén a koncentracié novekedésével erésen megugrik az ICD jel
nagysaga, mig HIBR-27 esetén ez nem tapasztalhatd, az ICD jel gyakorlatilag
ugyanakkora marad. Utobbi esetben feltételezhetd, hogy elértiik a telitési koncentraciot,
azonban az ICD jel elénytelen jel/zaj viszonya miatt ezt nem lehet teljes bizonyossaggal
kijelenteni. Az eldnytelen jel/zaj viszony oka ebben az esetben, a magas fényabszorpcio,
de az alacsony ICD jelintenzitas is hatranyosan befolyasolja.

Eltér6 esetet képvisel a HIBR-9-cel jelzett molekula. Bar szerkezetében nem
talalhatdé N atom az oldallancban, ennek ellenére mégis értékelheté ICD couplet-et
kaptunk a mérések soran. A couplet jel miatt felvettiik a szabad molekula CD spektrumat,
tapasztaltuk, hogy bar nem kiralis a molekula, mégis detektalhatdo egy gyenge ICD
couplet jel, amely feltehetdleg oxo-hidroxi asszociacié kovetkezménye. Osszevetve a
DNS-t nem tartalmazé molekula, valamint a DNS-molekula komplex CD spektrumait,
lathatova valik, hogy a két ICD jel kozott jelentds eltérés van, igy ez a vegyiilet
asszociatumként is képes a DNS-hez kotédni. HIBR-44 esetén szintén ICD couplet-et
detektaltunk, itt azonban a molekula sajat spektrumanak nem volt ICD jele, igy itt maga
a monomer molekula kétédik a makromolekuldhoz.

A kapott adatok alapjan feltételezhetd, hogy a kotddés a molekulakban 1évo
heteroatomok és a DNS-lanc kozott kialakuld hidrogénhid kdlesonhatasok eredménye.
Ezen feliil 1athato, hogy a DNS savok jelentds valtozast nem szenvednek, a polinukleotid
a nativ B-forma allapotaban marad. Az ICD jel alacsony intenzitasa és a szerkezet alapjan
(a kozépsd gylirli konformacids szabadsaga miatt nem biztos, hogy illeszkedni tud a
kisarokba) feltételezésiink, hogy a molekuldk aspecifikusan kiviilrél kotédnek a

polinukleotid cukorfoszfat lancahoz.
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5.1.3. Szunitinib vizsgalata

A szunitinib szerkezetében (44. dbra) jelenlévo tercier amino-csoport és a planaris
heteroaromas szerkezet miatt szerettiik volna tesztelni a szunitinib bazis DNS-hez valo
kotodését. E16szor a harom természetes eredetii DNS-en vizsgaltuk, hogy Kimutathat6-e
barmiféle kolcsonhatas a makromolekulaval. Mindharom DNS esetén tudtunk
kolcsonhatast kimutatni — a ChE DNS esetén kapott spektrumot a 25. abra, a SS DNS
esetén kapott spektrumot pedig a 26. abra mutatja be — azonban a két nagyobb
molekulatomeggel rendelkez6 DNS (ChE, CT) esetén mar alacsony ligandum
koncentraciondl is oldhatésagi problémakba iitkoztiink, sargas vagy sargasfehér anyag

csapddott ki a kiivettaban.

I=

44, abra: A szunitinib szerkezeti képlete

Ezutan kezdtik meg a plazmid DNS-sel valo kisérleteket. A tisztitott
makromolekulédt tartalmazo torzsoldatbdl az optimalis bemérés 70 pl-nek adodott,
amelyet még 2,5 ml desztillalt viz hozzdadasaval higitottunk tovabb. A végtérfogatban a
DNS koncentraciot a CD spektrummal parhuzamosan felvett UV spektrum alapjan
mért abszorbancia értéke 1. Ez alapjan a titralasaink soran a plazmid koncentracio 14,62
ug/ml-nek adédott. A ligandumot 12,5 nmol-onként névekvé mennyiségben adtuk az
oldathoz. A regisztralt spektrumok egy része a 27. abran lathatd. Megvizsgalva a
spektrumok lefutasat, kétféle ICD jelet tudunk megfigyelni: alacsonyabb
koncentracioknal (~30 uM-ig) egy viszonylag alacsony intenzitasu, ellaposoddé ICD
gorbe lathato, mig a koncentraci6 emelésével (30 uM felett) megjelenik egy ennél

nagyobb intenzitassal rendelkez6 ICD couplet. Az ICD jel ilyesfajta kettGssége
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Oonmagaban is utal arra, hogy a molekula a koncentracié fliggvényében kétféle kotddési
modot mutat a plazmid DNS-hez. Szintén erre utalo jel a spektrumokban az izoelliptikus
pont hidnya. Eltérés a természetes DNS-ek esetén felvett spektrumoktol, hogy ezeknél
hidnyzik az ICD couplet megjelenése elbtti ellaposodd ICD jel. Feltételezhetd, hogy ez
az eltérés a DNS-ek szerkezetében 1év6 kiilonbség eredménye.

A 28. éabran feltiintetett grafikonon lathat6, hogy ~20 puM koncentracional
megjelenik egy platd szakasz, azonban a koncentracié tovabbi novelésére ez megsziinik,
az ICD jel ismét ndvekedni kezd, mig elér egy masodik platd szakaszt. Ez a tapasztalat
szintén a kettds kdtddési modot tamasztja ala.

A 29. abran lathatoéak a 359 nm-en rogzitett CD-melting gorbék 29,2 és 53,5 uM
szunitinib koncentracional. A spektrumokbdl azt lehet leolvasni, hogy a hémérséklet
emelésével a két ligandumot tartalmazd oldat CD jelintenzitdsa egyenlévé valik a
ligandumot nem tartalmazé mintaéval, ebbdl kovetkezéen a molekula csak az intakt
kettds hélixti DNS molekulahoz képes kapcsolodni, egyszali molekulahoz nem, ilyenkor
szétesik a komplex.

A kettés kotddési mod tovabbi igazoldsira DF-STD-NMR méréseket is
végeztiink. A mddszer validalasara els6ként az irodalomban leirt referencia anyagokra
szamitottunk BMI értékeket, hogy megvizsgaljuk a reprodukalhatosagot a pUC18
plazmid DNS-en. A kapott értékek jo egyezést mutattak az irodalomban leirtakkal[97]:

e doxorubicin
= mért: 1,30 és 0,26
= irodalmi: 1,33 és 0,2

e netropszin

= mért 0,98

= jrodalmi: 0,90
e EtBr

= mért: 0,93

= jrodalmi: 0,90.

Ezutan a méréssorozatot elvégeztiik a szunitinibbel is. Az STD-NMR mérésekbdl
szamolt BMI adatokat a 8. tdblazat foglalja 6ssze a szunitinib protonjaira nézve. Ezek

alapjan szunitinib esetében a BMI értéke 1,1+0,3-nak adodott, amely az interkalaciora és
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a kisarok kotédésre jellemz6 értékek hataran mozog. Ez tovabbi bizonyitéka lehet annak,
hogy a szunitinib kettds kotédési modot mutat a felhasznalt plazmid DNS-hez.

A fentiek alapjan az a feltevésiink, hogy a szunitinib két 1épésben kapcsolodik a
cirkularis szerkezetli pUC18 plazmid DNS-hez. Els6 1€pésben a vegyiilet oldallancaban
talalhatd protonalt nitrogén atom elektrosztatikus kolcsonhatas 1étrehozéasa altal
kapcsolodik a DNS foszfat gerincéhez, az aromas gyliriirendszer pedig a molekula
Kisarkaba kotédik. Ennek eredményeként a plazmid szuperhélixe kitekeredik, masodik

1épésként pedig a ligandum interkalacidja zajlik le.

5.1.4. Arisztolochiasav | (ARS I) vizsgalata
Az arisztolochiasav I szerkezeti képlete a 45. abran lathat6. A planaris triciklusos

aromas gylrlirendszer, illetve a rajta taldlhatd nitro-csoport igen erds indikatora egy

lehetséges DNS-kitddeésnek.

[e]

Q
< OH
o | NO,
l OCH,

45, abra: Az ARS I szerkezeti képlete

Els6 lépésként ebben az esetben is a természetes eredeti DNS-sel valo
kolesonhatast vizsgaltuk. Lathato, hogy sem a CT, sem pedig a ChE DNS esetében nem
tapasztaltunk valtozast a spektrumokban (30-3 1. abrak). ICD jel nem jelent meg és maguk
a DNS savok is érintetlenek maradtak a vizsgalt koncentraciotartomanyban. Ezzel
szemben a plazmid DNS esetében mér tudtunk kotddést kimutatni (32. abra). Erdekesség,
hogy ICD jel ebben az esetben sem jelent meg a spektrumokon, azonban a DNS savok
torzultak: a pozitiv sav és a negativ sav intenzitasa is valtozott, ezen feliil eldbbi még
batokrom eltolodast is mutatott, illetve a negativ sav mellett egy 0j pozitiv jelent meg. A
spektrumban megjelend két izoelliptikus pont (263,4 nm és 291 nm) egyértelmii utalas
arra, hogy ebben az esetben csak egyféle kotddési modrol van szo. Feltételezéseink

szerint a molekula a plazmid DNS szuperhélix szerkezetében okoz véltozasokat.
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5.2. Ciklodextrin (CyD) komplexek vizsgalata

A vizsgalt antifungélis azolok szerkezete a 46. abran keriilt 0sszefoglalésra.
Szerkezetiiket tekintve a FLZ triazol, mig a masik négy vegyiilet imidazol szarmazék. A
BIF, a MIZ ¢és a TIZ rendelkeznek kiralis szénatommal, ezeket a vegyiileteket racém
elegyként hasznaltuk a mérések soran és a gyogyszerkonyvekben (Ph. Hg. VIII. és Ph.

Eur. 10.2) is ilyen forméban hivatalosak.

<:]\\—1\\] flukonazol [\
N/

HO.

N mikonazol
O /@\ O
Q cl a a cl
A
N
tiokonazol N\%
Cl
~ O
S
o

cl cl
46. abra: A vizsgalt gombaellenes azolok szerkezeti képletei

amelyeket a kisérletek soran tovabb higitottunk, igy a végsé koncentracio 0,0016M lett.
A CyD-ekbdl desztillalt vizzel 0,016M-os torzsoldat késziilt. A mérésekhez a kovetkezo
CyD:azol koncentracidaranyokban késziiltek az oldatok: 0:1; 0,5:1, 1:1, 2:1, 5:1, 10:1.
Egyes vizsgalatokhoz késziiltek tovabba 20:1, illetve 50:1 aranyu oldatok is, ilyenkor a
CyD-t kozvetlen beméréssel adtuk az azolokhoz. Az azolok oldhatdsédganak eldsegitésére
a pH-t 2 kortlire allitottuk be 5 pul 2M-os HCI felhasznalasaval.

A vegyiiletek vizsgalata soran ICD jelet abban az esetben kaptunk, amennyiben

létrejott a komplexképzés. Onmagéaban se a CyD-ek, se az azolok nem szolgéltatnak CD
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jelet, mert a CyD-ck bar kiralisak, de nem rendelkeznek kromofor csoporttal, az azolok
pedig vagy akiralisak vagy racém elegyként keriiltek felhasznalésra.

A felhasznalt azolok néhany fizikai-kémiai paraméterét, amely a tovabbiakban az
egyes komplexek értékelésénél jelentéséggel bir, a 17. tablazat foglalja Ossze. (PSA:
polaris molekulafelszin, logP: oktanol/viz rendszerre vonatkoztatott megoszlasi

hanyados logaritmusa).

17. tablazat: A felhasznalt azolok fizikai-kémiai paraméterei

Azol PSA (A?)[130] logP

FLU 81,65 0,41[131]
BIF 17,82 4,77[132]
CLZ 17,82 5,20[132]
MIZ 27,05 4,50[133]
TIZ 27,05 5,12[132]

5.2.1. Flukonazol (FLZ)

A flukonazol vizsgalata soran nem regisztraltunk ICD spektrumot. Ennek oka
feltehetben a vegyiilet alacsony lipofilitasa és magas PSA értéke (17. tablazat), valamint
az irodalomban korabban leirt alacsony stabilitasi allandé érték. NMR spektroszkopiasan

mérve a protonalt flukonazol BCyD-nel képzett komplexének logK értéke 1,03 volt[99].

5.2.2. Bifonazol (B1Z)

Kisérleteink soran ACyD esetén mar 0tszords és tizszeres CyD feleslegnél is
anyagkivalas tortént, igy a stabilitdsi alland6 meghatirozésa kevesebb adatpontbol
valosult meg €s ezért kevéssé megbizhat6. BCyD, DMBCyD, GCyD és CMBCyD esetén
a kezdeti ellipticitas maximum elérése utan az ICD jel intenzitasa csokkenni kezdett,
amely arra utal, hogy az 1:1 aranyt komplexen kiviil més Osszetételi komplex is
keletkezik megfelelden magas CyD feleslegnél (34. abra). Ennek kovetkeztében a
stabilitasi allandok szamolasanal az utolsé adatpontot figyelmen kiviil hagytuk. A
vegyiilet szerkezete alapjan, a fenil- és a bifenil-csoport egyarant részt vehet a
komplexképzésben.

A 33. abran lathat6 a BIZ-BCyD, a BIZ-GCyD és a BIZ-SBBCyD komplexek CD
¢s UV spektruma 6tszords CyD felesleg esetén. Lathato, hogy a GCyD spektrum erds

batokrom eltolddast mutat a masik két CyD spektruméhoz képest, illetve megjelenik egy
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kisebb cstics 235 nm-nél. Az eltolodés arra utal, hogy a bifenil kromofér nem parhuzamos
a CyD tengelyével, aminek az eredményeként a fenil-csoport egy része is bekeriil az
iiregbe. Bar a BCyD és a SBBCyD UV spektruma gyakorlatilag megegyezik egymassal,
ICD spektrumuk jelentés eltérést mutat. Az ICD spektrumok kiilonbsége alapjan
feltételezhetd a komplexek geometridjanak és stabilitdsdnak kiilonbsége. SBBCyD
esetében az ionos kotés befolyasolja a bifonazol bemertilését a CyD iiregébe, emiatt lesz
mas a spektrum.

A 34. abran 1év6 gorbék lefutasa alapjan azt vartuk, hogy a BCyD és a CMBCyD
komplex stabilitasi allandoi kozeli értékek lesznek, mivel kezdeti meredekségiik egybe
esik. A legnagyobb stabilitasi allandot a BIZ-SBBCyD komplexre szamitottunk,
amelynek oka a negativan tolt6tt szulfobutil oldallanc és a bifonazol imidazol gytr{ijének
savas pH-n protonalt nitrogénje kozott 1étrejové ionos kolcsonhatas. A bifonazol

komplexek szamolt stabilitasi allandoit a 9. tablazat foglalja 6ssze.

5.2.3. Klotrimazol (CLZ)

A CLZ PSA értéke ugyanakkora, mint a BlZ-¢, ellenben lipofilitisa magasabb
(17. tdblazat) a klorfenil-csoportnak koszonhetéen. Ezen paraméterek alapjan a stabilitasi
allandok értékét a BlZ-¢hoz hasonlonak vartuk, a komplex geometrigjat viszont
eltéronek. A molekula szerkezetét megfigyelve (46. é&bra) lathatd, hogy a CLZ
kompaktabb szerkezettel rendelkezik a BIlZ-hoz képest, emiatt alacsonyabb a
konformacids szabadsiga és nincs lehetdsége mélyen belemertilni a CyD-ek apolaris
iiregébe.

A CLZ-CyD komplexek CD spektrumait (35. abra) harom csoportba tudjuk
osztani az eldjel alapjan. A TMBCyD és a SBBCyD esetén dominansan negativ ICD
savokat kaptunk. BCyD, valamint a DMBCyD esetén az ICD el6jele a teljes hullamhossz
tartomanyban pozitiv, azonban sokkal kevésbé strukturalt a jel alakja az el6bbiekhez
képest. A CMBCyD, illetve a HPBCyD komplexek esetében detektalt ICD jel pedig
alternald pozitiv és negativ sdvokat tartalmaz. A spektralis valtozasokat figyelembe véve,
a Kodaka-Harata szabalyok felhasznalasaval lehetéség van a komplex szerkezetének a
becslésére. SBBCyD esetén, a negativan toltott oldallanc €s a ligand protonalt nitrogénje
kozotti ionos kdlcsOnhatads gatolja a vendégmolekula bemertilését az iiregbe. A révidebb

oldallancokkal rendelkez6 CMBCyD ¢s HPBCyD esetében a CLZ komplexképzédésben
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résztvevo szubsztituensének mélyebb inklizioja képzelhetd el, mig a pozitiv ICD jelet
ado komplexek esetében (BCyD és DMBCyD) nincs a peremen 1év6 oldallancok miatti
sztérikus gatlas és a molekula adott szubsztituense képes a mélyebb inklaziora.

Az elébbiek alapjan feltehetd, hogy a SBBCyD-CLZ komplex esetén a CLZ
dontden a CyD iiregén kiviil helyezkedik el, csak egy kis része keriil bele az liregbe. Az
¢lesen elkiiloniil atmenetek a csokkent konformécids szabadsagra utalnak. Szintén ezt
erositi meg a BCyD iiregének €s a ligandum van der Waals térfogatanak a mérete is:
elébbi 307 A3, mig utobbi 309 A% koriil van. Mivel ez a két érték igen kozel esik
egymashoz, emiatt is feltehetd, hogy a teljes molekula nem fér bele a CyD iiregébe. Ezt
a tényt irodalmi adatok is meger6sitik, melyek szerint a molekuldnak csak a fenil vagy
klorfenil csoportja képes behatolni a CyD-ek iiregébe[134]. Ezt mindegyik BCyD
szarmazEk esetében figyelembe kell venni, emiatt a 10. tadblazatban 6sszefoglalasra kertilt
stabilitasi allando értékek alacsonyabbnak addédtak a BIZ-ra szamolt értékeknél. A
stabilitasi allandokat a 36. abran lathatd gorbék alapjan szamoltuk.

ACyD ¢és GCyD esetén a mérések soran csapadéklevalas tortént, emiatt nem
lehetett a komplexek stabilitasi allandoit szamolni, bar mindkét esetben megjelent az ICD
jel. A GCyD iiregmérete nagyobb a BCyD-ckénél, emiatt feltételezhetd, hogy a
komplexképzés le tud zajlani, ACyD esetében azonban elsddlegesen egy kiilsé kotédést

lehet feltételezni a kisebb liregméret miatt.

5.2.4. Mikonazol (M1Z)

A mikonazol PSA értéke némiképpen magasabb mind a BlZ-énal, mind a CLZ-
énal, mig logP értéke a BIZ-éhoz hasonld. Szerkezetét tekintve nagyobb konformacios
szabadsaggal rendelkezik mindkét korabban targyalt vegyiiletnél. Ezek alapjan a
stabilitasi allando értékeket a BIF és a CLZ-ra kapott értékek kozé vartuk. A MIZ UV
spektruma a BlZ-¢hoz képest magasabb hullamhosszaknal jelentkezik a diklorfenil
szubsztituensnek koszonhetéen. A 37. abran lathato a MIZ, illetve néhany CyD
komplexének UV spektruma. A komplexek spektruma hiper- és batokrom eltolodast
mutat az eredeti vegylilet spektruméahoz képest, azonban a BCyD ¢s SBBCyD komplex
spektruma gyakorlatilag teljes egyezdséget mutat, emiatt a két komplex k6zott nem lehet
kiilonbséget tenni. Egyediil a GCyD esetén regisztralt spektrum mutatott eltérést, ahol

jelentésebb batokrom eltolodast tapasztaltunk. Erdekesség még, hogy a korabban
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bemutatott vegyiiletekkel szemben az UV spektrumokban megjelennek a benzoil savok
karakterisztikus csucsai.

A CD spektrumok (37. abra) igen jelentés eltérést mutatnak a kiilonbozo
komplexek esetén, amely a vegyiiletek CyD-ek {iregébe torténd eltéré mértéka
bemeriilésébdl eredhet. A CD spektrumokrol leolvasott ellipticitas értékek koncentraciod
fliggése a 38. abran lathato, az ebbdl szamolt stabilitasi allandok pedig az 11. tablazatban
talalhatoak. Feltehet6en a sztérikus gatlasbol eredéen, nem a MIZ-SBBCyD komplex
adddott a legstabilabbnak, mind a GCyD, mind pedig a DMBCyD esetén kapott értékek
magasabbak ennél. A sztérikus gatlas a diklorfenil gyiirii nagyobb térkitoltésére, valamint

a molekula magasabb konformacios szabadsagara vezethetd vissza.

5.2.5. Tiokonazol (T1Z)

A tiokonazol szerkezetileg hasonld a mikonazolhoz, a kiilonbség, hogy az egyik
diklorfenil szubsztituenst itt klortiofén helyettesiti, amely méretben kisebb. Ez a
szerkezetbeli modosulas a PSA értéket nem valtoztatja meg, azonban a lipofilitast enyhén
megnoveli. A spektrumokban (39. abra) a legmagasabb hullamhossznal jelentkezo,
legintenzivebb atmenet a diklorfenil gytirGitdl szarmazik, akarcsak a MIZ esetében. A
szerkezeti hasonlosag ellenére, a MIZ- ¢és a TIZ-CyD komplexek kozott lehet
kiilonbségeket talalni. Elsdként érdemes kiemelni a GCyD komplexek CD spektrumanak
ellentétes eldjelét, amely MIZ esetében pozitiv, TIZ esetében viszont negativ. Ebbdl az
kovetkezik, hogy a kromofér mas orientacioban helyezkedik el a komplexekben.
CMBCyD esetében ICD jel egy maximum elérése utan 0ijbol csokkenni kezd (40. abra),
amely arra utal, hogy az 1:1 ardnyu komplexen kiviil més 0sszetételii komplex keletkezik
magasabb CyD koncentracié esetén. A stabilitasi allandok szamolasanal ebben az esetben
az utolsé két adatpontot figyelmen kiviil hagytuk, ennek ellenére a regresszios koefficiens
értéke tovabbra is alacsony a tobbi CyD komplexre szamolt adatokhoz viszonyitva (12.
tablazat). A t6bbi CyD komplex spektruma is jol megkiilonboztetheté volt egymastol.
ACyD ¢és BCyD esetén is az ICD jel két, koriilbeliil azonos intenzitdsu maximummal
rendelkezett. HPBCyD, SBBCyD, DMBCyD ¢s CMBCyD komplexeknél batokrom
eltolodast tapasztaltunk, valamint a magasabb hullamhosszndl megjelend maximum
magasabb intenzitassal rendelkezett. GCyD esetében pedig egy még erdteljesebb

batokrom eltolodast és negativ eldjelt ICD jelet regisztraltunk.
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5.3. Fehérjekotodési vizsgalatok
5.3.1. Nimeszulid HSA-kotédésének vizsgalata

A nimeszulid a nemszteroid gyulladascsokkent6k csoportjaba tartozd vegyiilet,
melynek szerkezeti képlete a 47. dbran lathat6. A molekula szulfonamid csoportjanak
koszonhetden savas karakterrel rendelkezik, igy képes kotédni a HSA-hoz. A cél a
kotédési allandd meghatarozasa volt a regisztralt ICD spektrumok alapjan, a korabban

(3.5. fejezet) ismertetett nemlinearis paraméterillesztés felhasznalasaval.

~7
O// SH

NO,
47. abra: A nimeszulid szerkezeti képlete

A mérésekhez a HSA-bol desztillalt viz felhasznalasaval 3,33 mg/ml
igy a végkoncentracio 1,11 mg/ml lett. Ezt az oldatot titraltuk a nimeszulidbol metanollal
készitett 3 mg/ml koncentracidju torzsoldattal. A regisztralt spektrumsorozatot a 41. abra
illusztralja. A kotddés indukalta CD jel 290 nm feletti tartomanyban jelenik meg, a
fehérjesdvok megfigyelésére ezekkel a paraméterekkel nem volt lehetoség, mert a
nimeszulid abszorpcids hozzédjaruldsa miatt kedvezdtlen volt a jel/zaj arany.

A kotddési allandd meghatarozasa harom parhuzamos mérésbdl valosult meg az
ICD jel maximumanak hullamhosszan, 377 nm-en. Az egyik mérés pontjaira illesztett
gorbét a 42. abran mutatjuk be. A mérésekbdl szamitott adatokat a 14. tablazat foglalja

Ossze. Az értékek alapjan a nimeszulid igen erésen képes kotédni a HSA-hoz.
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6. Kovetkeztetések

A doktori munka soran szamos kismolekula kotddését vizsgaltuk biopolimer
makromolekulakhoz CD spektroszkopias modszerrel. A vizsgalt hatébanyagok vagy
hatoanyag-jelolt molekulak akiralis vagy racém molekulak voltak, mig a biopolimerek
mindegyike kiralis.

A CyD-ek esetében a komplexalddas soran mérhetd ICD jel nagyon szelektiven
csak a komplexalodas eredményét képes detektalni. A regisztralt ICD spektrumok sokkal
informativabbak, mint pl. az UV spektrumok, és alig marad el az informaciotartalma az
NMR spektroszkopiaétol, ugyanakkor érzékenységben esetenként feliil is mulja azt. A
szelektivitas kiillondsen a stabilitasi allandok szamitasanal jelent nagy eldonyt, mert mas
modszerek esetén altaldban a mért jel a szabad ligandum vagy vendégmolekula ¢és a
komplex moltortekkel sulyozott atlagjelétol szarmazik, mig az ICD jel csak a komplextdl
ered. A modszer alapjaul szolgalhat egy olyan gyors és szelektiv informaciot nyujtd
eljarasnak, melynek segitségével szamos CyD probalhatdé ki egy adott
vendégmolekulaval, és az ICD mérések alapjan kivalaszthato az adott célra leginkabb
megfelel6 CyD. Méréseink soran meghataroztunk 27 db allandot, amelyeket a 13.
tablazatban foglalunk 0ssze. Ezek kozott vannak olyanok, amelyek az irodalomban még
nem talalhatéak meg, illetve vannak olyan allandok, amelyek az irodalomban fellelhetdk,
de mas modszer alapjan szamitott értékek. Szamos ezek kozil jol korrelal a mi
eredményeinkkel, azonban vannak jelentds eltérést mutatd esetek is. Az eltéréseknek
szamos oka lehet. Ilyen okok lehetnek a CyD-ek kiilonb6zé mértékii szubsztitucidjabol
adodo eltérések, vagy a jelentOsen eltérd kisérleti koriilmények. A CyD-ekkel végzett
kisérletek eredményei alapjan tervezziik a kdlcsonhatasok vizsgélatdnak kiterjesztéseét
mas poliszacharid jellegli segédanyagokra is.

A fentiekben leirt szelektivitasra utald megallapitas érvényes a sajat CD
spektrummal rendelkez6 DNS és fehérje esetén is, amikor a makromolekulak abszorpcios
sdvjaival nem atfedd atmenettel rendelkez6 molekuldk ICD jelét értékeljiik. Ezeknél a
makromolekulaknal ugyanakkor a sajat CD spektrumuk valtozdsa a ligandum
kotddésének hatasara szintén a komplex kialakulasat jelzi. A kapott eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a CD spektroszkdpia érzékeny modszer az ilyesfajta kdlcsonhatasok

vizsgalatara.
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A kisérletek soran sikeriilt igazolni, hogy a bakterialis eredetli plazmid DNS
alkalmazhaté kotédési vizsgalatokra, azonban figyelembe kell venni, hogy az eltérd
szuperhelikalis szerkezete miatt a kapott spektrumokban eltéréseket lehet felfedezni a
nyilt lanct DNS-ek spektrumaval 6sszevetve.

Osszevetésre keriilt a kurkuminnak és néhany kurkuminoidnak a DNS kotddése.
Megallapitottuk, hogy mig a kurkumin mutat DNS-ko6tddést, a vizsgalt, mintegy 30
szintetikus kurkuminoid esetében ez elvétve volt kimutathato. Az ICD jel és a szerkezetek
alapjan kurkumin kisarokba ko6t6d6 vegyiilet, mig a kurkuminoidok aspecifikusan
kotédnek a DNS cukorfoszfat lancahoz. Kijelenthetd tovabba, hogy a kurkuminoidok
esetében tapasztalt sejtosztodast gatld hatas nem a DNS-kotddés eredményeként jon
létre[135, 136].

CD ¢és NMR mérések alapjan megallapitottuk, hogy a szunitinib molekula képes
a heterogén, természetes eredetii és a bakterialis plazmid DNS-hez is k6tédni. A plazmid
DNS-kotodés két 1épésben zajlik le, elsé 1épésként a szuperhelikalis polinukleotid lanc
kitekeredik, majd ezutdn interkal4cio zajlik le.

Az arisztolochiasav | esetében feltartuk, hogy a molekula természetes eredetii
nyilt lancd DNS-ekhez nem kotédik, ellenben bakterialis eredetii cirkularis DNS-hez
igen. A kiilonbség a plazmid cirkularis szerkezetének eredménye. Ez a jelenség alapja
lehet olyan gyogyszerek fejlesztésének, melyek a baktériumok plazmidhoz kothetd
tulajdonsagainak (pl.: rezisztencia) gatlasaval fejtik ki hatasukat.

A fentiek alapjan elmondhat6, hogy az ICD jel igen jol hasznalhatd kiilonféle
DNS kolcsonhatasok kimutatasara in vitro, valamint lehetéséget nyujt a kotédési mod
megallapitasara. Az egyébként kindz-gatld hatasu szunitinib DNS-kotodése szerepet
jatszhat az oralis adagolas soran tapasztalhaté mellékhatasok kialakuldsaban is, mivel a
bélham sejtek osztddasat befolyasolhatja.

Az ICD spektroszkopia szintén alkalmas gyogyszerek fehérjekotédésének
vizsgalatara. A modszert az irodalombdl mar ismert nimeszulid-HSA kotédeés
igazolasaval ,validaltuk”. Amennyiben a vizsgalt molekula rendelkezik olyan
kromoforral, amely kiviil esik a fehérjék abszorpcids tartomanyan (A>280 nm), tgy az
ICD spektrum segitségével lehetdség van a kotddés igazoldsan tilmenden a stabilitdsi
allandé szamitasara is. Tovabba lehetOséget biztosit receptorok vagy mas célfehérjék

hatdéanyag-kotésének gyors detektalasara is.
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7. Osszefoglalas

A doktori munka soran azt vizsgaltuk, mennyire alkalmazhaté az indukalt
cirkularis dikroizmus jel kiilonféle makromolekuldk ligandum-kotédésének a
jellemzésére. A vizsgalt nagymolekulak kiilonféle DNS-ek, ciklodextrinek, valamint a
human szérum albumin fehérje volt. DNS-kotddés esetében megallapitottuk a feltételezett
kotédési modot, ciklodextrin komplexeknél, illetve a fehérjekdtddés esetében pedig a
képz6do komplex stabilitasi allandoit is sikertil kiszamolni a kotddés igazolasa mellett.

A DNS-kotédési vizsgalatokat természetes eredetii heterogén DNS-eken kiviil, a
szunitinib molekula, illetve az arisztolochiasav I esetében egy bakterialis eredetii
cirkularis plazmid DNS-en is elvégeztiik, amely E. coli baktériumbol lett eldallitva. Azt,
hogy a plazmid DNS alkalmazhato a kotddési vizsgdlatokra, két modellvegyiilet
felhasznalasaval igazoltuk. A szunitinibnél €s az arisztolochiasavnal is lathatova valt,
hogy a kiilonféle DNS-ek esetében eltérd eredményeket kapunk, amely elsdédlegesen a
plazmid DNS cirkuléris és szuperhelikalis szerkezetére vezethetd vissza.

A kurkuminnak, illetve szamos szintetikus ton eldallitott kurkuminoidnak is
vizsgaltuk a DNS-kotédését. A kurkuminnal detektaltunk ICD jelet, azonban a szintetizalt
vegyiiletek koziil csak 5 esetben tudtunk DNS-k6tédést kimutatni.

Vizsgaltuk 6t antifungalis azol kiilonféle ciklodextrinekkel képzett komplexeit. A
komplexek CD spektrumanak felvételén tul, nemlinearis paraméterillesztést felhasznalva
kiszamitottuk a komplexek egyensulyi stabilitasi allandoit: a kapott 27 allandobol 16-ot
korabban még nem hataroztak meg. Tovabba ramutattunk az adott modszer egyediilallo
szelektivitasara.

Végiil pedig egy nemszteroid gyulladascsokkentd molekulanak, a nimeszulidnak

hataroztuk meg a human szérum albuminhoz valé kotddésének egyensulyi allandojat.
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8. Summary

In this Ph.D. work the application of the induced circular dichroism signal for
ligand binding of different macromolecules has been investigated. The investigated large
molecules included different types of DNA, natural and synthetic cyclodextrins as well
as the human serum albumin. For ligand-DNA binding the mechanism of the interaction
has been established, while for CyD and protein binding, in addition to proving the
complexation, the stability constants could be calculated.

DNA binding studies for sunitinib and aristolochic acid | have been performed on
natural heterogenic DNA types and the pUC18 plasmid DNA extracted from E. coli
bacteria. Before these experiments, the usability of plasmid DNA for binding studies has
been validated with two model compounds. For sunitinib and aristolochic acid, the
obtained results showed differences for the natural DNAs than the plasmid, which is
probably originated from the circular and supercoiled structure of the former.

The binding for the naturally occurring curcumin and a number of its synthetic
derivatives has also been investigated. Curcumin showed a definitive DNA binding;
however only 5 of the derivatives gave positive result for the same experiments.

The complexation of five different antifungal azoles, as model compounds, with
various cyclodextrins has also been investigated. As well as recording the CD spectra for
all complexes, using nonlinear parameter fitting, 27 stability constants have been
calculated among which 16 have not been published in the literature previously.
Furthermore, the unique selectivity of the method has been pointed out.

At last, the binding of a non-steroidal anti-inflammatory drug, nimesulide has
been investigated to human serum albumin. Based on the acquired data, the binding

stability constant could be calculated.
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