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1.1 - MEKC : elvalasztast befolyasol6 paraméterek vizsgalata
1.2 - CE : elvalasztast befolyasold paraméterek vizsgalata
1.3 - HPLC:hidrofébitas vizsgalata IAM és RP-HPLC oszlopokon

2. Elvdlasztas-technikai modszerek alkalmazasa kiilonbozo tipusu molekulakonyvtarak
jellemzeésére: modell vegyliletek hidrofobitasanak kisérleti és szamitogépes titon
torténd meghatarozasa
2.1 - benzylidén cikloalkanon szarmazékok
2.2 — izokromanonok

3. Molekulakonyvtarak fizikia-kémiai és biologiai karakterizaldasa
3.1 - peptidomimetikumok (tumor és neurogén gyulladasgatlok, retencios idok —
hidrofobicitas)
3.2 - angiogenezisre hato peptidek (stabilitas vizsgalata HPLC-vel, kapszulazashoz)
3.3 - ionos folyadékok

1. Kiilonbozo elvalasztas-technikai modszerek fejlesztése és karakterizaldasa
1.1. MEKC : elvalasztast befolyasolo paraméterek vizsgalata

A micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC) segitségével modszert
fejlesztettiink ki kiilonb6z6 vegyiiletcsoportok hidrofobicitdsanak meghatarozasara. A vizsgalt
vegylletek CLOGP értékeit Osszehasonlitva a kutatocsoport altal kordbban bevezetett
micellaris fazisra vonatkozo fazistartozkodasi id6 (tmic) valamint az Gjonnan bevezetett
normalizalt fazistartozkodasi idékkel (toropmic=tmictm), linedris korrelaciot talaltunk a vizsgalt
értékek kozott, amely lehetdvé teszi a vegyliletek hidrofobicitas értékeinek a meghatarozasat.

A torop,mic paraméter segitségével nem csak a hidrofobicitas, de a pszeudostacioner (PS)
fazis és a minta kozotti kolcsonhatas is jellemezhetdveé valt. A fazistartdzkodasi 1dok
gyakorlati alkalmazhatosaganak vizsgalata soran bizonyitottuk, hogy a micellaris
fazistartozkodasi id6 (tmic), mint kisérletileg meghatarozhaté paraméter alkalmazasaval
jellemezni, illetve Osszehasonlitani tudjuk a micellaris elektrokinetikai kromatografiaban
alkalmazott kiilonbdz6 kémiai jellegli pszeudo-stacinaris fazisok hidrofobicitasat. Az elemzést
a leggyakrabban alkalmazott NaDS megosztofazison til mas kationos és anionos PS fazisokra
is kiterjesztettiikk, melynek alapjan a kovetkezd sorrendet allitottuk fel a vizsgalt PS fazisok
hidrofobicitasa kozott: SDS>HTAB>TTAB>SC>LIPFOS>SDC (natrium-dodecilszulfat >
hexadecil-trimetilammonium-bromid > tetradecil-trimetilammonium-bromid > natrium-kolat
> lithium-perfluorooctanesulphonate > natrium-deoxocolat). Az 1. abra szemlélteti a
kiilonb6z6 tesztvegyliletek normalizalt fazistartozkodasi idejét két kiilonb6zé PS fazison
(HTAB és TTAB). Jol lathaté hogy minden esetben a tyropmic €rték nagyobb a HTAB fézis,
mint TTAB fazis esetén, ami azt jelenti, hogy a HTAB, amely két metilén-csoporttal hosszabb
lanccal rendelkezik, mint a TTAB, erdsebb kolcsonhatasba 1ép a teszt vegyiiletekkel.
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1. abra
A normalizalt fazistartozkodasi ido 6sszehasonlitasa TTAB és HTAB allofazis esetében

A normalizalt fazistartozkodasi id6 segitségével meghataroztuk a kisérletek soran alkalmazott
pszeudofazisok metilénszelektivitdsat is. A szadmitasokhoz a Martin egyenletet (log
torop,mic=A.1gZ+B; ahol Z az alkil lanc szénatomszama, A az illesztett egyenes meredeksége,
amely egyben a metilén szelektivitast jellemzi) ) és egy alkil benzol homoldg sor migracios
adatait hasznaltuk fel. A vizsgélt PS fazisok kozott, metilénszelektivitas alapjan, az alabbi
sorrendet allitottuk fel: LiPFOS>SDC>TTAB>SDS>SC>HTAB (2. abra). A LIiPFOS
bizonyult a leginkabb metilénszelektiv PS fazisnak, mig a HTAB a legkevésbé szelektivnek.
Ezen adatok ismerete megkonnyiti egy adott kisérlet megtervezése soran az elvalasztashoz
legalkalmasabb PS fazis kivalasztasat.
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2. abra
Alog Z vs. 109 tpropmic.dbra, a kiilonbozd fazisok metilénszelektivitasanak meghatdarozdsdhoz

Elvégeztik a micellaris fazistartozkoddsi id0 alkalmazasat kevert PS féazisok
jellemzésére, Gsszehasonlitdsara is. A micellaris elektrokinetikus kromatogratiaban (MEKC)



alkalmazott detergensekbdl, litium-dodecil-szulfatbol (LDS) és litium-perfluoro-oktan-
szulfonatbol (LiPFOS) kevert pszeudo-allofazisok lipofilicitasat €s metilén-szelektivitasat
vizsgaltuk. Ezen vegyes Osszetételli micella-fazisok visszatartasi képességét kiilonbozo
vegyiiletcsoportokba (alkil-benzolok, alkil-fenolok és alkoholok) tartoz6 mintak segitségével
hataroztuk meg. A vizsgalt retencids paraméterek és a kevert pszeudo-allofazisok osszetétele
kozott linearis Osszefliggés mutatkozott, igy a tiszta detergensek megfeleld aranyu
elegyitésével tetszOlegesen valtoztathatd a vegyes Osszetételti micella-fazisok lipofilicitasa és
metilén-szelektivitasa

1.2. CE: Elvalasztast befolyasolo paraméterek vizsgalata

Folytattuk a kapillaris elektroforézisben az elvalasztast befolydsoldé paraméterek
vizsgalatat, kiilonos tekintettel a falon torténd adszorpcid befolyasoldséara. A kapillaris falanak
kiilonb6z6é polimerekkel torténd bevonisa modosithatja a mintakomponensek falon térténd
adszorpcidjat, befolydsolva ezzel az elvalasztasi folyamatot. Ennek kiilonosen nagy
jelentdsége lehet bioldgiailag aktiv molekuldk, polipeptidek, fehérjék analizisénél.

Az ELTE Kémiai Intézetével egylittmikodve, fizikai hatarfelilleti vizsgélati
modszerek alkalmazéasaval vizsgaltuk kiilonb6zé polimerek adszorpcids, bevonatképzd
tulajdonsagait, vizsgaltuk a polimereknek hidrofil/hidrofob hatarfeliileten —mutatott
viselkedését. E munkat kiterjesztettiik poli-tejsav [PLA]/ poli(eilénoxod)-poli(propilénoxid)-
poli(etilénoxid) [Pluronic] alapti kevert bevonatok tulajdonsagainak vizsgalatara. A bevonatok
biokompatibilitdsat, a biokompatibilitds novelésének lehetdségét, valamint lipid réteg és
hatéanyagok (analizalandd molekulak) kolcsonhatasat vizsgaltuk. A Langmuir-mérleg
technika rendkiviil jol alkalmazhatd6 modszernek bizonyult a falbevonat és az oldatfazisban
1évé molekuldk kolcsonhatasanak vizsgalatdban. Megallapitottuk, hogy a falbevonat
PLA/Pluronic &sszetételének valtoztatasaval a fal adszorpcids tulajdonsagai valtoztathatok, és
megfeleld Osszetételli bevonat alkalmazasaval a nem kivanatos adszorpcio (pl. fehérje
adszorpcid) csokkenthetd

1.3 HPLC: Hidrofébitas vizsgalata IAM és RP-HPLC oszlopokon

Ujonnan  eldallitott  molekulakonyvtarak — tagjainak lipofilitisat  jellemeztiik
konvencionalis forditott fazisi oszlopokrél (RP HPLC) ill. un. membran-mimikald
(immobilized artifitial membrane) IAM HPLC oszloprol torténd eliciojuk alapjan. Az igy
nyert retencids adatokkal jellemeztiik a vizsgalt molekuldk hidrofobitasat, ill. a molekulak és
az 1AM oszlop kozotti kolesonhatast, és ezzel a varhatdé membran kolcsonhatasokat. A
konvencionalis, alkil-lancokat tartalmazd RP oszlopok az analizdlandé mintat pusztin a
hidroféb kolcsonhatasok alapjan valasztjdk el, mig az IAM oszlopok esetében a
kolcsonhatasokban szerepet jatszanak hidrofob, ionos és hidrogénhidas koélcsonhatasok is,
hasonldan a valdsagos bioldgiai membranokhoz.

Kisérleteinkben hagyomanyos C8 (MOS) RP HPLC oszlopot és IAM-PC oszlopot
hasznaltunk. Ez utébbiban az IAM fazist foszfatidilkolin monolayer képviseli. Hasonlo
kémiai szerkezettel rendelkezd, 38 auron ¢és tioauron szarmazék elvalasztasa és lipofilitdsanak
karakterizalasa tortént meg mindkét oszlopon. A kisérletileg meghatarozott lipofilitasi
adatokat (k’mos €s k’jam) 0sszehasonlitottuk a szamitott lipofilitasi paramétereikkel (CLOGP).
A kisérletileg meghatarozott és szamitott lipofilitasi adatok mind a MOS mind az IAM oszlop
esetében jo korrelacidt mutattak. Ezen beliill az IAM oszlop hatékonyabb volt az izomer
auron-tioauron vegyiiletek elvalasztasaban, igy lipofilitasuk megkiilonboztetésében is. Ezek
az adatok is azt bizonyitjak, hogy az alkalmasan megvalasztott HPLC technika, mint gyors és



egyszeri modszer, nagy segitség a szerkezetileg hasonld gyogyszerjeldlt molekulak
lipofilitasanak jellemzésében.

2. Elvalasztas-technikai modszerek alkalmazasa kiilonbozo tipusu

molekulakonyvtdrak jellemzésére (modell vegyiiletek hidrofobitasanak kisérleti és
Szamitogépes uton torténd meghatarozasa)

A kutatds soran, a Pécsi Egyetem kutatoival egylittmiikddésben, elvégeztiikk kiilonb6zo
molekulakonyvtarak szintézisét, és tagjainak gyogyszerré fejlesztés szempontjabol fontos
karakterizalasat. A hatékony elvalasztas-technikai médszer egyszerre tud adatot szolgaltatni a
vegyllet tisztasagarol ¢és olyan fizikai-kémiai tulajdonsagairdl, amelyek a gyogyszerré
fejlesztés szempontjabol fontosak, mint pl. hidrofébitas, membrannal valé kdlcsonhatasok
(lasd. 1.3 fejezet), fajlagos toltések stb. Gyors és hatékony HPLC rendszereket fejlesztettiink
ki Dbenzylidén cikloalkanon szarmazékokbodl, izokromanonokbdl, és hydroxiquinolin
szarmazékokbol felépiilé konyvtarak tagjainak elvalasztasara és jellemzésére.

2.1 - benzylidén cikloalkanon szarmazékok

A benzylidén cikloalkanon szarmazékok 24 tagh ,konyvtart” képviselnek, amelynek
szintézisét ¢és karakterizalasat végeztilk el. Szerkezetiik alapjan a konyvtar tagjai két o
csoportot alkotnak, az egyiket szubsztitudlt arylmethylene-cyclopentanonok a masikat
szubsztitualt arylmethylene-cyclohexanonok alkotjak. Az egyes csoportokban a tagok az
alkalmazott szubsztituensekben tértek el egymastol, amelyek gy lettek megvalasztva, hogy
elektron-kiilds, ill. elektron-szivo tulajdonsagaik hatdsat tanulmanyozni lehessen. A
kifejlesztett izokratikus RP-HPLC modszer gyorsan és hatékonyan valasztotta el a kiilonb6z6
szubsztitualt cikloalkanonokat. Lipofilitasukat mind kisérletileg (k) mid komputeres
predikcioval (CLOGP) meghataroztuk és jo korrelaciot mutatod linearis Osszefiiggést kaptunk.
A vegyliletek sejtndovekedést gatlo hatasat A431 humdn epidermoid tumor-sejteken vizsgalva
néhany esetben igen alacsony (13 - 6.6 uM) ICsy értékeket kaptunk. A ciklohexanonok
altalaban aktivabbak voltak, mint a ciklopentanonok, és elektron-szivd szubsztituensek
elényosen novelték ezt a hatast Az RP-HPLC metodika, ellentétben a szamitasi modszerrel,
képes volt megkiilonboztetni az orto- és para-izomereket, kihasznalva a lipofilitasukban és
biologiai aktivitdsukban mutatkoz6 kiilonbséget. Az ily modon kisérletileg meghatarozott
fiziko-kémiai paraméterek (k, log k) megbizhato és hasznos adatokat szolgaltatnak kiilonboz6
konyvtarak tagjainak eld-tesztelésére, valamint bioldgiai hatékonysag szempontjabol fontos
szerkezeti elemek becslésére.

2.2 - izokromanonok

A cikloalkanonoknal bemutatott kisérletsorozathoz hasonléan egy 19 tagu
izokromanon konyvtar vizsgalatat is elvégeztiik. A konyvtar tagjainak szintézisekor, a
Knoevenagel kondenzacids reakcié aldehid komponensétdl fiiggden, sok esetben az E és Z
izomerek keveréke keletkezik. fgy a konyvtar tagjainak kromatografids elvalasztast és
jellemzését megnehezitette az izomerek jelenléte. Ebben az esetben is sikertilt egy olyan RP-
HPLC eljarast kidolgozni, amelyben nem csak a kiilonb6zd szubsztituenseket tartalmazo
tagokat, de az azonos szubsztituenseket o-, m-, vagy p-, helyzetben tartalmazo6 vegyiileteket,
valamint az E és Z izomereket is sikeriilt elvalasztani. Osszehasonlitva a kromatografias
paramétereket (logk’) és a computer altal szamitott adatokat (CLOGP), ebben a sorozatban is
J0 korrelaciot mutatd linedris 0sszefiiggést kaptunk (3. abra).
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3. abra.
Osszefiicoés az izokromanon kényvtdr tagjainak szdmitott (CLOGP) vs. mért (logk)
lipofilitasi ertékei kozott.

A biologiai vizsgalatok kiillonbséget mutattak az E és Z izomerek aktivitdsdban, az E
izomerek bizonyultak aktivnak a tumoros sejtndvekedés gatlasaban. A morfologiai képek azt
mutattdk, hogy a gatlo hatédst apoptozis indukalasa utjan valtja ki az aktiv vegytilet ezt a hatast
FACS analizis vizsgélatokkal is igazoltuk.

Osszefoglalva a  molekulakonyvtarak — lipofilitisaval — kapcsolatos — kisérleti
eredményeket: Optimalis HPLC analizist dolgoztunk ki a lipofilitas jellemzésére, amelyet a
biologiai hatékonysag jellemzésére sejtes assay-vel kombindltunk. Az igy nyert adatok
segitségével meghatdroztuk az adott konyvtarra jellemzd optimalis lipofilitasi tartomanyt,
amelyet 0j, antiproliferativ hatast vegyiiletek tervezésében lehet hasznositani.

3. Molekulakonyvtarak fizikia-kémiai és biologiai karakterizdldsa
3.1 - peptidomimetikumok

Elvégeztiik a klinika II vizsgélatokon taljutott antitumor és neurogén gyulladasgatlo
hatasu, a kutatdcsoport altal kifejlesztett, TT232 molekula kdvetdé molekuldinak a szintézisét
¢s ennek a kombinacidos molekulakonyvtarnak a fizikai-kémiai, valamint biologiai
karakterizalasat. A vegyiiletek egy egyszeri, flexibilis mag (triszamino-etilamin: TAEA)
koriil elrendezve tartalmazzak a bioldgiai hatas szempontjabol fontos funkcids csoportokat
(aromas, heteroaromas, bazikus) kiilonb6z6 aminosavak oldallancaiban (4. abra).
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4. abra: TAEA- szarmazékok altalanos keplete




A vegyiileteket fizikai kémiai ¢és RP-HPLC-s adatokkal jellemeztiik, valamint
biologiai vizsgalatukat is elvégeztiik, mind proliferadcio-, mind neurogén gyulladéas gatlasara.
Megallapitottuk, hogy a kivant bioldgiai hatas eléréséhez nem sziikséges mind a harom
funkcios csoport (aromas, heteroaromas, bazikus) egyidejii jelenléte a molekuldban, igen erds
neurogén gyulladasgatlo hatds érhetd el, mindossze két csoport jelenléte esetében is
(heteroaromas-aromas, ill. aromas-bazikus). Az egyik vegyiilettel, melynek angiogenezist
modulalé hatasa van, spanyol kutatokkal egylittmiikodésben, micro- és nano-kapszuldk
készitése és jellemzése is megtortént. Analitikai vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a
hatdanyag felszabaduldsa aktiv és kontrollalt (néhany naptol, tobb mint egy honapig)
formaban torténik.

3.2 - Dipeptidamidok

A TT-232 ciklikus heptapeptid koveté molekulainak szintézise soran, japan kutatokkal
egylttmiikodve, a heptapeptid szerkezetét sikeriilt olyan kis linearis dipeptidamidokra
egyszerlsiteni, amelyek megorizték, a kiinduldsi molekula erds tumor- és neurogéngyulladas-
gatld hatasat. A biologiailag aktiv molekularészletet a —Tyr-D-Trp- szekvencia részlet
képviseli, amelynek N- és C-terminalis részét kiilonbozo szubsztituciokkal varialtuk. A
vegyiiletek RP-HPLC karakterizalasa és biologiai aktivitasa alapjan megallapitottuk, hogy a
nagy, hidrofob szubsztituciok mind az N- mind a C-terminalison ndvelik a bioldgiai
hatékonysagot, de ezen tilmenden az alifas tulajdonsidg és a molekula rigiditasa is fontos
tényezok.

Osszefoglalva: Az 0j vegyiiletek mind a két tipusdban volt olyan molekula, amely in vitro
a P anyag felszabadulasat jelentésen (90-100 %) gatolta. A leghatékonyabb vegyiiletek in vivo
1.p. adagolas mellett 50-55 %-ban gatoltak az akut neurogén gyulladast, és p.o adagolva is 30
%-os gatlast mutattak. Az eldallitott molekuldk kozott ordlisan hatd vegyiiletek is vannak,
melyek lehetdséget nyujtanak a TT232 kovetd molekulaiként egy 0j gyogyszer kifejlesztésére.

3.3 - ionos folyadékok

23 hydroxiquinolin alapt, un. ,,ionos folyadék™ szintézisét oldottuk meg, a Queen’s
University of Belfast-al egyiittmtikodésben, abbdl a célbdl, hogy a kiindulasi vegyiiletek
vizoldékonysagat noveljiik. A hydroxiquinolinok széleskorii biologiai hatdssal rendelkezé (pl.
malaria ellenes szerek, tumorgatlok) vegyiiletcsoportot alkotnak, azonban gyenge
vizoldékonysaguk miatt bio-transzportjuk nehezen megoldhaté. Biologiailag aktiv, vizoldhatd
sova torténd alakitdsuk nagy jelentdséggel birna a gydgyszertranszport szempontjabol. So-
képzésiikket oldatban (kdmforszulfonsav és kénsav sgeitségével) ¢és por-forméaban
(kdmforszulfonsav segitségével) is elvégeztiik, az igy kapott vegyiileteket kiilonb6zo
analitikai vizsgalatokkal (NMR, MS-ES, X-ray diffrakcio) jellemeztiik. A kiindulasi
hydroxiquinolin szarmazékok vizoldékonysagat megndvelte ionos folyadékka torténd
atalakitdsuk és néhany esetben A431 sejtvonalon mért sejtndvekedést gatld hatasuk is
jelentdsebb volt.



