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a 37188 szamu,
Nagyfelbontasu elvalasztastechnikai médszerek
(MEKC, CZE) kidolgozasa. Gyakorlati alkalmazasok bioldgiailag aktiv molekulak
fizikai-kémiai és biologiai tulajdonsagainak jellemzésére.

cimt palydzathoz

témavezet6: Idei Miklos

I. A palyazat az alabbi feladatok végrehajtasat tiizte ki:

Az analizdlt molekuldk és a micelldk kozotti kolcsonhatds jellemzése micelldris
elektrokinetikai kromatografidban (MEKC).

A MEKC-ben alkalmazott pseudostacioner fazisok jellemzése.

Gydgyszermolekuldk és biomembranok kozotti kolcsonhatds modellezése

Antitumor hatdstd, illetve multi drug rezisztenica (MDR) ellenes kombindcios
molekulakonyvtarak analizise.

Polimer gy6gyszerhordozé molekuldk jellemzése

Il. A palyazat keretében elért eredmények révid ismertetése

1. Médszerfejlesztés

1.1. Az analizalt molekuladk és a pszeudo-stacioner fazisok kozotti kolcsonhatas
jellemzése

Maodszert dolgoztunk ki a micelléris elektrokinetikai kromatografidban (MEKC) a normalizalt
retencios faktor (k’’) felhasznalasaval az un. fazistartozkodasi id0 szamitasara. Ez az adat
megadja, hogy az analizélt molekula mennyi id6t tolt a hidrofil vizes-, illetve a hidroféb
micelldris (pszeudo-stacioner) fazisban. El6szér SDS pszeudo-stacioner fazison éallapitottuk

meg, hogy j6 linearis Osszefiiggés van a micellaris fazistartozkodasi id6 €és a kémiai szerkezet



alapjan szamitott lipofilitdsi ért€ék (CLOGP) kozott, bizonyitottuk, hogy a micelléris
fazistartézkodasi 1d0 igy alkalmas a molekula lipofilitdsdnak gyors kisérleti meghatdrozdsara:
minél nagyobb az analizalt molekula lipofilitdsa, anndl nagyobb a micelldris fazistartozkodasi
ideje. A lipofilitds és a micelldris fazistartézkodasi 1d0 kozotti Oszefliggés vizsgdlatat
kiterjesztettiik az SDS-en kiviil mas micellaképzdkre is. Osszesen 6, kémiailag kiilonbozé
(kationos €s anionos) pszeudo-stacioner fazison (SDS, TTAB, HTAB, SC, SDC, LiPFOS)
végeztiikk el a fazistartdzkoddsi idok meghatdrozasit és a szamitott lipofilitdssal (CLOGP)
val6 Osszevetését. Az SDS-en tett megallapitdsokat igy kiterjeszthetjiik, altalanosithatjuk: jo
linedris Osszefiiggés all fenn az analizdlt molekula micelldris fazistartézkodasi ideje és
lipofilitasa kozott (ez a megéllapitds nemcsak az SDS esetében igaz).

Bevezettiik a relativ (normalizalt) fazistartozkodasi idot, amely megadja, hogy az
analizalt molekula teljes analizisidejének mekkora héanyadat tolti a pszeudo-stacioner
fazisban. A relativ fazistartéozkoddsi id0 esetében is bizonyitottuk a szamitott lipofilitassal
(CLOGP) valo jo6 osszefiiggését mind a 6 vizsgalt pszeudo-stacioner fazisra. Ez a paraméter,
relativ adat 1évén, alkalmasabb Osszehasonlitasi célokra, mint az abszolut fazistartézkodasi

1d6.

1.2. Pszeudo-stacioner fazisok jellemzése, osszehasonlitasa
Az eldézéekben nyert adatok nemcsak a vizsgdlt molekuldk lipofilitisanak jellemzésére,
Osszehasonlitdsdra, hanem a pszeudo-stacioner fazisként alkalmazott micellaképzok
jellemzésére alkalmazhat6ak. Kidolgoztunk egy olyan szdmitdsi moddszert, amellyel egy
megfelelden kivalasztott tesztelegy tagjai normalizalt micelldris fazistartézkodédsi idoinek
meghatdrozasaval egy, az all6fazis lipofilitisdnak szdmszerli jellemzésére alkalmas adathoz
jutunk. Bevezettiik a CLOGPs, fogalmat: az a lipofilitdsi (CLOGP) érték, amely CLOGP
értékkel rendelkeznie kell egy virtudlis molekulanak ahhoz, hogy teljes analizisidejének a
felét toltse a micelldris fazisban. Ez az adott fazisra, annak lipofilitasara jellemzo érték, amely
jellemzi az adott alléfazis lipofil molekuldkkal valé kolcsonhatdsra vald hajlanddséagat.
Meghataroztuk a vizsgalt 6 pszeudo-stacioner fazis CLOGPs értékeit és bizonyitottuk, hogy
ez a szamadat alkalmas a kiillonbozd pszeudo-stacioner fazisok lipofilitdsanak, a lipofil
molekuldkkal val6 kolcsonhatasuk er0sségének Gsszevetésére.

Bizonyitottuk, hogy a relativ fazistartozkodasi 1d0, a Martin egyenlet alkalmazasaval

lehetOvé teszi az dll6fazisok metilén szelektivitdsanak jellemzését €s 6sszehasonlitasat is.



1.3. Elvalasztasi mechanizmus befolyasolasa, az elvalasztasi mechanizmus vizsgalata
1.3.1. Szerves oldoszerek, mint puffermodositok szerepe a CZE elvdlasztasban

A palyazat végrehajtdsa soran folytattuk a kapilldris elektroforézisben puffer médositoként
alkalmazott szerves olddszerek elvalasztisra gyakorolt hatdsdnak vizsgélatat. Megéllapitottuk,
hogy a szerves olddszerek, mint puffermédositok megvéltoztatjdk a hattér elektrolit
viszkozitdsit, ez a valtozds azonban nem elégséges a szerves olddszerek mobilitasra,
migricids sorrendre gyakorolt hatdsdnak magyardzdsara. Szomatosztatin analég peptideket,
mint modell vegyiileteket alkalmazva vizsgaltuk a peptidek diffiziéallandéjaban a szerves
puffermddosité hatdsdra bekovetkezd valtozast. A vizsgalt peptideknek a kiillonbozd szerves
olddszer tartalmu pufferekben kisérletileg (ultracentrifugaval) meghatarozott (Dyer) illetve az
Einstein egyenlet alapjin szadmitott (Dc,c) diffizié allandoéit 6sszehasonlitottuk. Bizonyitottuk,
hogy a peptid és az alkalmazott szerves olddszer kozotti kdlcsonhatds eredményeképpen az
analizalt molekula hidrodinamikai paramétereit befolydsolé konformacio-, illetve szolvatacio
valtozas is fellép. Ezek, a diffuzié allando valtozasat okozo kolesonhatdsok is hatdssal vannak
a mobilitasra és ezdltal az elvdlasztasra, melyeket figyelembe kell venniink a puffer

modositéknak az elvdlasztasra gyakorolt hatdsa vizsgalatakor.

1.3.2. Polimer hordozok vizsgdlata, alkalmazdsi lehetoségei CZE-ben

Polimer bevonatok specidlis alkalmazdsa a kapillaris moédositdsdndl kaphat jelentOséget.
Szerepe lehet az elektoozmoétikus dramlds (eof) befolydsoldsdban, az adszorpcid
szabdlyozasaban. Kiilonbozé polimerek adszorpcids, bevonatképzd tulajdonsédgait, igy
pluronic blokkos kopolimerek adszorpcidjdnak a szilard feliilet nedvesedésére, illetve
adszorpcids sajatsdgaira gyakorolt hatdsat vizsgiltuk. Az orvosi-, illetve gyodgyszerészeti
gyakorlatban (pl. gydégyszerhordozdoként) elterjedten alkalmazott politejsavnak (PLA)
hatranya hidroféb jellegébdl kovetkezd erds hajlama a fehérje/peptid adszorpcidra. Az erdsen
hidroféb politejsav (PLA) hidrofil poli-etilénoxid (PEO) tartalmi polimerrel (Pluronic)
alkotott kiilonboz6 Osszetételli kopolimerjeinek feliileti adszorpcids tulajdonsdgait, valamint a
kiillonbozo Osszetételii kopolimerek feliiletének hidrofilitdsat vizsgaltuk. Megéllapitottuk,
hogy megfeleld Osszetételli PLA/Pluronic kevert rendszerek kialakitdsaval a kevert polimer
feliiletének hidrofébitdsa, és ezzel a nemkivdnatos fehérje-, illetve peptid adszorpcid
jelentdsen csokkenthetd. Vagyis a kapillaris falanak megfeleld Osszetételli polimerrel torténd
bevondsdval moédosithatjuk az elektroozmdzist, illetve csokkenteni tudjuk az analizdlt minta

kapillaris falon végbemend adszorpcidjat, az elvalasztas soran fellépd, az analitikai eredményt



torzitani-, és a reprodukdlhatésdgot csokkenteni képes mintaveszteséget. Mindezeket, a
modell anyagokon megszerzett ismereteket hasznosithatjuk a jovoben részben a hordozok
analizisében, részben pedig az un. biokompatibilis, pl. fehérjék, peptidek analizisére alkalmas
kapillaris elektroforetikus moddszerek, az ilyen analizisekhez megfeleldo feliileti

tulajdonsagokkal rendelkezd kapillaris boritasok tervezésében, kidolgozasaban.

2. Fizikai-kémiai paraméterek meghatarozasa elvalasztasi modszerekkel
2.1. pK, érték meghatarozasa CZE-vel
Gyors kapilléris elektroforetikus mdédszert dolgoztunk ki és alkalmaztunk morfolin gytiriit
tartalmazé Mannich ketonok pK, értékének kisérleti meghatdrozdsara. Ezeket a kisérletileg
meghatéarozott értékeket Osszevetettiik a kémiai szerkezet alapjan szamitott pK, értékekkel. A
pH — mobilitds gorbék felvétele alapjan nemcsak a vizsgalt molekuldk pK, értékeit, hanem az
elvalsztasukhoz sziikséges optimdlis pH értéket is meg tudtuk hatdrozni. Olyan moddszert
dolgoztunk ki, amely (ellentétben a kémiai szerkezet alapjan torténd pK, predikcidval)
alkalmasnak bizonyult az egymastdl pl. csak a morfolinhoz kapcsolédd gytiri tagszaméban
kiilonb6zé molekuldk baziserdsség kiillonbségének meghatarozasara, valamint az ezen pK,
kiillonbség alapjan torténd elvalasztasukhoz sziikséges paraméterek gyors meghatarozésara.
Vizsgdltuk a molekula szerkezete és baziser6ssége kozotti Osszefiiggést. A
baziserdsség befolyasolja a Mannich ketonok szervezeten beliili lebomlasa elsé dezaminécids
1épésének a sebességét, ennek a 1€pésnek pedig dontd szerepe van a Mannich ketonok
bioldgiai hatdsossdga szempontjabdl. Az eddigi adatok alapjan megallapithatd, hogy a
Mannich ketonok béziserdssége a szerkezettdl fiiggd moddon csokkent az anyamolekula
(morfolin) baziserdsségéhez képest. Ez alatdmasztja az eldallitott j molekuldk baziserdssége
kisérleti meghatdrozdsanak fontossagat, hogy azt Osszevethessiik a késObbi vizsgalatokban

ugyanezen molekuldk bioldgiai hatdsossagdval illetve bomlasi mechanizmuséval.

2.2. Lipofilitas meghatarozasa HPLC-vel

Forditott fazisi folyadékkromatografidss modszereket dolgoztunk ki kiilonb6zd szerkezeti
molekulakonyvtarak tagjai elvdlasztdsara, lipofilitdsdnak jellemzésére. A Kkisérletileg
meghatarozott lipofilitasi adatokat minden esetben Osszevetettiik ugyanezen molekuldknak a

kémiai szerkezet alapjan szamitott lipofilitasi értékeivel (CLOGP). Vizsgadltuk a kisérletileg



meghatérozott, illetve szamitott lipofilitasi adatok és ugyanezen molekuldk biolégia aktivitdsa
(citotoxikus-, illetve citosztatikus hatds, tirozin kindz gétlé hatds) kozotti korrelaciot.

A kidolgozott elvdlasztdsi mddszereket szdmos, kiillonboz6é kémiai szerkezeti tipusu,
antiproliferativ hatasi molekulakonyvtar jellemzése sordn alkalmaztuk (kondenzilt- , illetve
konjugat Mannich ketonok; auronok, tioauronok, kromanonok, tetralonok és hetero
analdgjaik, valamint szubsztitudlt szarmazékaik; oxigén-, illetve kén heteroatomot tartalmazo
carboxamide konyvtarak)

Az oxigén-, illetve kén hetero atomot tartalmazé parallel konyvtarak esetében
bizonyitottuk, hogy az oxigén kén hetero atomra torténd cseréje minden esetben a lipofilitas
(retencid) és egyben a molekula bioldgiai (antiproliferativ) hatdsanak novekedésével jar.
Bizonyitottuk valamennyi vizsgalt molekulakonyvtar esetében a kisérletileg meghatdrozott és
a szerkezet alapjan szdmitott lipofilitdsi adatok kozotti jo linedris korrelaciot. Ezzel
bizonyitottuk, hogy a megfeleléen kidolgozott forditott fazisi HPLC mddszer alkalmas arra,
hogy felhasznéldsaval a vizsgdlt molekuldk lipofilitdsat jellemz0, kevés anyagot igényld gyors
modszerrel meghatdrozhaté szdmszerli kisérleti adathoz jussunk. A kidolgozott HPLC
modszer alkalmasnak bizonyult az izomerek (pl. orto-, para izmerek) elvalasztasara, a koztiik
1évo csekély lipofilitasi kiilonbség kimutatdsara. Ugyanezen (egyébként bioldgiai hatdsukban
is kiilonbozo) izomerek lipofilitasi kiilonbségeire a predikciés modszerek nem bizonyultak
érzékenynek.

A Kkisérletileg meghatarozott lipofilitdsi értékek a bioldgiai aktivitds kozotti jo
korrelaci6 felhaszndlhat6 az eldallitott molekulakonyvtarak tagjai varhat6 bioldgiai hatdsanak,
gyors mérés alapjan torténd becslésére. Ez megkonnyitheti a fejlesztés sordn az elsd 1épésben
eldallitott un. diverz molekulakonyvtarak sziikitését, a szerkezet optimalizdldshoz a leginkdbb
megfelelé molekuldk kivalasztasat. A kisérleti lipofilitasi érték és a bioldgiai hatds kozotti
korreldcié meghatdrozdsa timpontot adhat a kovetkezd sorozatok szintéziseinél a megfeleld
aktivitdssal rendelkezd szerkezetek tervezéséhez, és igy ezeket az informdciokat
felhaszndlhatjuk a szintetikus munka (tervezés) tdmogatdsidra. A kidolgozott moddszer
gyakorlati alkalmazdsa sordn aril-metil tetralon molekulakonyvtar esetében sikeriilt

meghatdroznunk a j6 antiproliferativ hatds eléréshez sziikséges optimélis lipofilitasi értéket.



3. MDR (multidrug rezisztencia) ellenes molekulakonyvtar vizsgalata

A kemoterdpia sulyos problémdja a kezelések sordn kialakulé multidrug rezisztencia MDR).
Kialakuldsdnak egyik oka bizonyos transzport fehérjéknek a tumoros sejtek plazma
membréanjan valé megjelenése és miikodése. Ezek az un. multidrog transzporterek katalizaljak
a citotoxinok sejtbdl vald eltavolitasat, és ezzel akaddlyozzdk a terdpids szereket hatdsuk
kifejtésében. Csoportunk az el6z0 palydzati ciklusban erdsen hidroféb peptideket
(REVERSIN® elnevezéssel ismertté valt vegylileteket), valamint aminosav- illetve tercier
amin szarmazékokat 4llitott eld, amelyek felhaszndldsra szdmithatnak az MDR ellenes
terapidban. Jelen palyazatban vizsgaltuk tirozin kindz inhibitorok MDR-ben jatszott szerepét.
Megallapitottuk, hogy a tumoros betegségek klinikai kezelésében jelentds szereppel bird
tirozin kindz inhibitorok szubsztritjai az MDR proteinnek, amit a terdpids hatékonysig
szempontjabol nagyon fontos lehet. Ez alapjan folytattuk djabb MDR ellenes alkalmazdsra
kiprébaland6 peptidek, peptido-mimetikumok eldallitasat, illetve az eldallitott molekuldk

elvalasztasi médszerekkel (HPLC, MEKC) valé min0sitését.

II1. Osszefoglalas

Az elvalasztasi modszerek fejlesztése sordn vizsgaltuk a CZE-ben puffer médositoként
alkalmazott szerves olddszereknek az elvdlasztdsi mechanizmusra gyakorolt hatdsat.
Megkezdtilk a biokompatiblis CZE mddszerek kifejlesztése sordn alkalmazhaté polimer
bevonatok tulajdonsdgainak, alkalmazhatésaganak vizsgélatat.

Bizonyitottuk, hogy a bevezetett normalizalt (relativ) micelldris fazistartézkodasi id6
alkalmas egyrészt az analizalt molekuldk lipofilitdsdnak kisérleti meghatarozdsara, masrészt —
megfelelden megvalasztott tesztelegy alkalmazdsaval — alkalmas a MEKC-ben alkalmazandé
micelaris (pszeudo-stacioner) fazisok lipofilitdsanak szamszer( jellemzésére. Bizonyitottuk,
hogy a CLOGPs érték alkalmas a micelléris fazisok egymassal valé Osszehasonlitdsdra. Ez
tampontot adhat a MEKC mddszerfejlesztés sordn az adott elvalasztasi feladathoz leginkabb
megfeleld megosztofizis kivalasztasdra.

CZE és HPLC modszereket dolgoztunk ki a vizsgédlt molekuldk fizikai-kémiai
paramétereinek meghatarozasara. Bizonyitottuk a kisérleti lipofilitasi adatok €s a molekuldk
biologiai aktivitdsa kozotti jo Osszefiiggést. Ezeket a mddszereket kiilonb6zo kémiai
szerkezetli molekulakonyvtarak jellemzésében, lipofilitdsuk meghatdrozasdban, valamint a
szintetikus  tervezOmunka tdmogatisdban az optimalizdlni érdemes szerkezetek

kivalasztasaban hasznaltuk fel.



IV. A palyazat végrehajtasa soran elért eredmények

A pélyézat keretében elért eredményeinket 9 kozleményben, 14 eldadasban és 23 poszterben
ismertettiik, valamint 1 szabadalmi bejelentést tettiink. A pdalyazat témakorében megjelent
kozlemények egyesitett impakt faktora: 19.57.

A pélyazat témakorében megjelent kozleményeinkre az eddigi hivatkozasok szdma: 9

V. A kutatémunka folytatasanak tovabbi lehetséges iranyai:

Micellaris elektrokinetikai kromatografidban a normalizalt fazistartézkodédsi i1d6 és a
CLOGPsy érték alkalmazasi lehetoségének vizsgélata kevert (tobbféle micellat) tartalmazo
pszeudo-stacioner fazisok jellemzésére.

A kidolgozott elvdlasztasi médszerek (HPLC, CZE, MEKC) gyakorlati alkalmazésa
antiproliferativ  hatdsi  molekulakonyvtarak  tagjainak  jellemzésére, fizikai-kémiai
paramétereik meghatdrozdsara. A meghatdrozott fizikai-kémiai paraméterek és a mért
biol6giai hatdsok kozotti korrelacio elemzése alapjan a szintetikus tervezést timogato, illetve
az elddllitott molekuldk vérhaté biologiai hatdsainak becslésére alkalmas predikcids
modszerek kidolgozdsa és gyakorlati alkalmazdsa. A meghatarozott fizikai-kémiai jellemzok

QSAR szamitasokban torténd felhaszndlasa.
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