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1. Bevezetés

Makromolekuldknak  nevezzik  azokat a
vegyiileteket, amelyek egy kis molekulatomegi
épitdelem (monomer) ismétlodo egységeibdl épiilnek fel.
Ide soroljuk tobbek kozott a természetben eléforduld
nukleinsavakat, peptideket és fehérjéket, de a kiilonféle
milanyagok és makrociklusos vegyiiletek, mint a
ciklodextrinek is makromolekulanak tekinthet6k.

A kiilonbozé kismolekuldk, mint példaul a
gyogyszerek is kolesonhatasba 1éphetnek
makromolekuldkkal. Ez megtorténhet az emberi
szervezetben is (pl.: gyogyszerek fehérjekotése, DNS
tamadaspontd  citotoxikus  szerek), valamint a
gyogyszertechnoldgidban IS kihasznalhat6 a
segédanyagok megvalasztasakor.

Az ilyenfajta kolcsonhatasok konnyen
vizsgalhatok cirkuldris dikroizmus spektroszkopiaval.
Amennyiben egy kromofor csoporttal rendelkezd,
akiralis kismolekula valamilyen mddon kélcsonhatasba
Iép egy kirdlis makromolekuldval, tgy a kromofor
kirdlisan zavarttd valik és a ligandum abszorpcids

tartomanyaban egy indukalt CD (ICD) jel jelenik meg,



amely szelektiv a kialakult komplexre. Az ICD jel alakjat
¢s nagysagat a kotddési mod meghatarozasara és a

kotddés erdsségének jellemzésére lehet felhasznalni.

2. Célkitiazések

A doktori munka célkitiizése volt, hogy
megvizsgaljuk a cirkuldris dikroizmus spektroszkopia
egy sajatos aganak, az indukélt cirkularis dikroizmus
spektroszkopidnak a felhasznalasi lehetdségeit. Az ICD
jelensége  régéta  ismert, azonban sem a
gyogyszerkutatasban, sem a gyogyszeranalitikdban nem
alkalmazzak, annak ellenére, hogy fontos informéciot
szolgaltathat a hatéanyag és kiilonféle makromolekulak
vagy biopolimerek kdlcsonhatdsairdl.

Célkitlizéseink kozott szerepelt hatéanyagok
DNS-sel, valamint fehérjével torténd kolcsonhatasainak
vizsgalata, tovabba a gyodgyszerészetben széles korben
felhasznalt ciklodextrinek komplexképzo
tulajdonsagainak vizsgalata.

A hatéanyagok DNS-kolesonhatasanak vizsgalata
alapjaul  szolgalhat egy in Vvitro genotoxicitasi

eloszlirésnek, a fehérjékkel valé komplexképzés pedig



ujonnan fejlesztett hatdanyagok esetében eldre jelezheti a
plazmafehérjékhez valé kotddés mértékét. Ciklodextrinek
esetén az adott hatdanyag szamdara leginkabb megfeleld
ciklodextrin  kivalasztasdhoz kivantunk gyors és

informativ modszert fejleszteni.

3. Maoadszerek

A DNS-, illetve a fehérjekotédés meghatarozéasa
¢s a ciklodextrin  komplexek  vizsgalata CD
spektroszkopiaval tortént. DNS-kotédési vizsgalatoknal
kiegészitésként  végeztink  differencia  frekvencia
szaturacié transzfer differencia NMR méréseket,
valamint CD-melting kisérleteket is.

A pUCI18 plazmid DNS eldallitasat és tisztitasat a
Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémia Intézetében
végezték a megfeleld protokoll szerint.

A ciklodextrin és a fehérje komplexek stabilitasi
alland6it nemlinearis paraméterillesztéssel szamoltuk,

Origin Pro 8.5 programot hasznalva.



4. Eredmények
4.1. DNS-kotodési vizsgalatok

A munka sordn tobbféle kismolekula DNS-
kotodését  vizsgaltuk. Ezekhez a  vizsgalatokhoz
felhasznaltunk természetes eredetll linedris DNS-eket,
illetve bakterialis eredetli plazmid DNS-t, amely
cirkularis szerkezettel rendelkezik.

Els6ként azt kivantuk feltérképezni, hogy a
plazmid DNS alkalmazhaté-e kotddési vizsgalatokra.
Ehhez el6szor Osszehasonlitottuk a plazmid DNS CD
spektrumdt a tobbi DNS-ével. Ezutan valasztottunk két
olyan molekulat, amelynek jol ismert a kotddési modja a
linearis DNS-ekhez: az interkaldlo etidium-bromidot és a
kisarokba kot6do berenilt. A kiillonb6z6 DNS tipusokkal
kapott spektrumokat 0sszehasonlitottuk, az eredmények
alapjan pedig azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy a
plazmid DNS-t fel lehet hasznalni  kotodési
vizsgalatokhoz.

A kisérletek sordn felhasznalt kismolekuldk
kozott szerepelt a természetes eredetli kurkumin és 28 db
kurkuminoid, a szintén a természetben is el6forduld

arisztolochiasav |, illetve a jelenleg kinaz-gatloként
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forgalomban 1év0 szunitinib. Az arisztolochiasav I és a
szunitinib esetében végeztiink plazmid DNS-ko6tédési
vizsgalatokat, a kurkuminoidok esetében csak a
természetes eredetli csirke eritrocita (ChE) DNS-hez
torténd kotddést kivantuk feltérképezni. A szunitinib
méréseket a CD spektrumok felvételén tal még CD-
melting és NMR kisérletekkel egészitettiik ki.

Kurkumin esetében a regisztralt CD spektrumok
kimutattdk a DNS kotddést, ugyanakkor a vizsgalt
kurkuminoidok koziil minddssze 5 esetben figyeltiink
meg ICD jelet, a tobbi esetben a kotddési vizsgalatok
negativnak adodtak.

Az arisztolochiasav I esetében nem tudtunk
kolesonhatast kimutatni a természetes DNS-hez, azonban
a molekula képes a plazmidhoz kotddni, mert a
spektrumban a DNS savok jelentds valtozast szenvedtek,
amely utal a kolcsonhatasra. Feltételezhetben az
arisztolochiasav 1 a plazmid szuperhélix szerkezetét
bontja meg.

A szunitinib bazis esetében tudtunk DNS-ko6tédést
kimutatni mind a természetes, mind a plazmid DNS-hez.

Elobbi esetben nem lehetett részletes titralasokat



elvégezni, mert alacsony ligandum koncentracional is
anyagkivalas tortént. A plazmidnal a CD- és az NMR-
mérések alapjan kettés kotdodési modot feltételeziink,
amelyre utal az ICD jel koncentraciofiiggd kettOssége,
illetve az NMR mérésekbdl szamolt 1,1-es kotodési
index, amely az interkalaci6 és a kisarok kotodés hataran

van.

4.2.  Ciklodextrin komplexek vizsgalata

A doktori munka sordn Otféle antifungalis azol
nativ és szintetikus CyD-ekkel valdo komplexképzését
vizsgaltuk.  Vélasztasunk azért esett ezekre a
vegyiiletekre, mert vizben rosszul oldddnak, illetve par
vegylilet mar forgalomban van CyD komplexként. Az
otféle azol koziil egy triazol-, a tobbi imidazol-szarmazék
volt. A nativ CyD-ek koziil mindhdrom, az ACyD (a-
ciklodextrin), a BCyD (B-ciklodextrin) és a GCyD (y-
ciklodextrin), szintetikus szarmazékaik kozil pedig a
CMBCyD (karboximetil-p-ciklodextrin), a DMBCyD
(dimetil-B-ciklodextrin), a TMBCyD  (trimetil--
ciklodextrin), a SBBCyD (szulfobutiléter-B-ciklodextrin),



valamint a HPBCyD (hidroxipropil-p-ciklodextrin)
komplexképzését vizsgaltuk.

Az egyetlen triazol-szarmazék, a flukonazol
esettben nem detektaltunk ICD jelet, igy komplex
stabilitasi allandokat nem tudtunk szamitani. A tobbi
négy vegyiilet (bifonazol-BlZ, klotrimazol-CLZ,
mikonazol-MIZ, tiokonazol-TIZ) allandoéit az 1. tablazat

foglalja Gssze.

1. tablazat: A vizsgalt antifungalis azolok ciklodextrin
komplexeinek szamitott stabilitasi alland6inak logaritmusa (M)

BIF CLZ MIZ TIZ
ACyD 2,74 - - 3,12
BCyD 3,40 2,65 2,70 3,18
GCyD 4,04 - 3,37 3,71
DMBCyD 4,21 3,23 3,68 3,86
TMBCyD 2,95 1,48 - -
CMBCyD 3,40 2,01 2,96 2,85
HPBCyD 4,46 2,09 2,71 3,30
SBBCyD 4,72 3,47 3,18 3,97

4.3. Fehérjekotodési vizsgalatok

A nimeszulid a nem szteroid gyulladascsokkentok
csoportjaba tartozd vegyllet, amely szulfonamid
csoportjanak koszonhetden savas karakterrel rendelkezik,

igy képes kotddni a human szérum albuminhoz (HSA). A
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cél a kotddési allanddo meghatirozasa volt a regisztralt
ICD spektrumok alapjan. A harom parhuzamos

kisérletbdl szamitott allandokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: A nimeszulid-HSA komplex szamolt logK (M)
értékei (és regresszios koefficiensei)

I. mérés 4,63 (0,9971)

II. mérés 4,75 (0,9959)

ITI. mérés 4,71 (0,9990)
Atlag 4,70+0,06

5. Kovetkeztetések

Doktori munka soran szamos kismolekula
kotddését vizsgaltuk biopolimer makromolekuldkhoz CD
spektroszkopids modszerrel. A vizsgalt hatdéanyagok
vagy hatéanyag jelolt molekulak akiralis vagy racém
molekuldk voltak, mig a biopolimerek mindegyike
kiralis.

A CyD-ek esetében a komplexalodas soran
mérhetd ICD jel nagyon szelektiven csak a
komplexalodds eredményét képes detektdlni. A
regisztralt ICD spektrumok sokkal informativabbak, mint
pl. az UV spektrumok, ¢és alig marad el az informacid

tartalma az NMR spektroszkopiatol, ugyanakkor




érzékenységben esetenként felil is mulja azt. A
szelektivitas kiilondsen a stabilitasi dllandok szamitasanal
jelent nagy elényt. Mas modszerek esetén altalaban a
mért jel a szabad ligandum vagy vendégmolekula ¢és a
komplex moltortekkel sulyozott atlagjelétdl szarmazik,
mig az ICD jel csak a komplextl ered. A modszer
alapjaul szolgalhat egy olyan gyors ¢&s szelektiv
informdciot nyujtdé eljardsnak, melynek segitségével
szamos CyD probalhat6 ki egy adott vendégmolekulaval,
¢s az ICD mérések alapjan kivalaszthatdé az adott célra
leginkdbb ~ megfelel6 ~ CyD.  Méréseink  sordn
meghataroztunk 27 db 4llandét, amelyeket az 1.
tablazatban foglalunk 0Ossze. Ezek kozott vannak
olyanok, amelyek az irodalomban még nem talalhatoak
meg, illetve vannak olyan allandok, amelyek az
irodalomban fellelheték, de mas modszer alapjan
szamitott értékek. Szamos ezek koziil jol korreladl a mi
eredményeinkkel, azonban vannak jelentds eltérést
mutato esetek is. Az eltéréseknek szamos oka lehet. Ilyen
okok lehetnek a CyD-ek kiilonb6zé  mértékii
szubsztiticiojabol adodod eltérések, vagy a jelentdsen

eltéré Kkisérleti koriilmények. A CyD-ekkel végzett
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kisérletek eredményei alapjan tervezzik a
kolcsonhatdsok  vizsgalatdnak  kiterjesztését  mas
poliszacharid jellegli segédanyagokra is.

A fentiekben leirt szelektivitdsra  utald
megallapitds érvényes a sajat CD  spektrummal
rendelkez0 DNS ¢és fehérje esetén is, amikor a
makromolekuldk abszorpcidés savjaival nem atfedd
atmenettel rendelkezd molekuldk ICD jelét értékeljiik.
Ezeknél a makromolekuldknal ugyanakkor a sajat CD
spektrumuk valtozasa a ligandum kotodésének hatasara
szintén a komplex kialakuldsat jelzi. A kapott
eredmények alapjan  elmondhaté, hogy a CD
spektroszkopia  érzékeny moddszer az ilyesfajta
kolcsonhatasok vizsgalatara.

A kisérletek soran sikeriilt igazolni, hogy a
bakterialis eredetli plazmid DNS alkalmazhat6é kotédési
vizsgalatokra, azonban figyelembe kell venni, hogy az
eltér6 szuperhelikalis szerkezete miatt a kapott
spektrumokban eltéréseket lehet felfedezni a nyilt lancta
DNS-ek spektrumaval dsszevetve.

Osszevetésre keriilt a kurkuminnak és néhany

kurkuminoid szarmazékanak a DNS kotddése. Ebben az
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esetben lathatova valt, hogy mig a kurkumin mutat DNS-
kotddést, a vizsgalt, mintegy 30 kurkuminoid esetében ez
elvétve volt kimutathatd. Az ICD jel és a szerkezetek
alapjan kurkumin kisarokba kot6do vegyiilet, mig a
kurkuminoidok  aspecifikusan kotédnek a  DNS
cukorfoszfat lancahoz. Kijelentheté tovabba, hogy a
kurkuminoidok esetében tapasztalt sejtosztodast gatld
hatas nem a DNS-ko6tddés eredményeként jon létre.

CD ¢és NMR mérések alapjan megallapitottuk,
hogy a szunitinib molekula képes a heterogén,
természetes eredetii és a bakterialis plazmid DNS-hez is
kotddni. A plazmid DNS-kotédés két 1épésben zajlik le,
els6 1épésként a szuperhelikalis polinukleotid lanc
kitekeredik, majd ez utan interkalacio zajlik le.

Az arisztolochiasav 1 estében feltartuk, hogy a
molekula természetes eredetli nyilt lanca DNS-ekhez
nem ko6todik, ellenben bakterialis eredett cirkularis DNS-
hez igen. A kiilonbség a plazmid cirkularis szerkezetének
eredménye. Ez a jelenség alapja lehet olyan gyogyszerek
fejlesztésének, melyek a baktériumok plazmidhoz
kothetd tulajdonsdgainak (pl.: rezisztencia) gatlasaval

fejtik ki hatasukat.
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A fentiek alapjan elmondhat6, hogy az ICD jel,
igen jol hasznalhato kiilonféle DNS kolcsonhatdsok
kimutatdsdra in vitro, valamint lehetdséget nyujt a
kotédési mod megallapitasara. Az egyébként kinaz-gatld
hatasu szunitinib DNS-kotédése szerepet jatszhat az
ordlis adagolds soran tapasztalhato —mellékhatasok
kialakulasdban is, mivel a bélhdm sejtek osztodasat
befolyasolhatja.

Az ICD spektroszkopia szintén alkalmas
gyogyszerek  fehérjekotodésének — vizsgalatara, A
modszert az irodalombdl mar ismert nimeszulid-HSA
kotddés igazolasaval validaltuk. Amennyiben a vizsgalt
molekula rendelkezik olyan kromoférral, amely kiviil
esik a fehérjék abszorpcids tartomanyan (A>280 nm), ugy
az ICD spektrum segitségével lehetdség van a kotddeés
igazolasan tulmenden a stabilitasi allando szdmitasara is.
Tovabba lehetdséget biztosit receptorok vagy mas

célfehérjek hatdanyag-kotésének gyors detektalasara is.
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