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l. Egy uj B-ciklodextrin konjugatum eléallitasa és onszervezédése

L 1. A konjugatum eléallitisa és karakterizaldasa

Munkank soran permetil-6-amino-6-deoxy-p-ciklodextrint (PMe-B-CD) polietilén-
glikollal (PEG) kapcsoltunk 0ssze és vizsgaltuk az dnszervez6do tulajdonsagat[1].
A ciklodextrinek egy nagyon fontos alosztalyat alkotjak az olyan nem kovalens ciklodextrin
szarmazékok, mint a rotaxanok. A ciklodextrinek ¢€s a poliéterek szdrmazékaiként johetnek
létre rotaxan szerkezetek, a makrociklus iiregén keresztiil. A CD iiregek viszonylag kotott
mérete kisebb komplex képzé képességéhez vezet. Ennek a nem kivant tulajdonsagnak
elkeriilésére a ciklodextrinekhez kovalens kotéssel polietilén ¢€s polipropilén-glikolok
kapcsolhatéak, minek kovetkeztében egy olyan eldnyds tulajdonsagokkal rendelkezd
molekulat kapunk, melynek a makrociklus iiregei szabadok ¢és ez felhasznalhato pl.
idegrendszerre hat6 gyogyszerhatdéanyagok szallitasara az agyba.
Jelen ismereteink alapjan még senki nem allitott el ciklodextrin alapt amfifilikus
polimer molekulat. A hidrofil polimer ldnc és a mddositott hidrofob ciklodextrin gytirii
kombinacigjanak legnagyobb elonye, hogy molekularis szinten feliili szerkezeteket
hoznak létre ¢és ugyanakkor jo komplex képzdk is egyben. A micella/vezikula magja
dopolhato, fiiggetleniil a ciklodextrin gytiri liregétdl ezért megteremti a lehetdségét 0j
tipusu multifunkcionalis gyégyszerek eldallitasanak.

A PMe-B-CD-PEG molekuldt az a,o-dikarboxil-PEG és PMe-B-CD reakcidjaval

allitottuk eld, melyet az 1. abran mutatunk be:
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1. abra

PMe-B-CD-PEG eldallitasa és a képzddott termék szerkezete



A kapott késztermékiink tisztasdgat méret kiszoritdsos kromatografiaval (GPC-vel)
ellendriztiik. A kromatogram minddssze egyetlen éles csucsot tartalmazott, mely a tiszta
késztermékiink volt. A késztermék szerkezetének az igazolasara elkészitettiik a minta 'H-

NMR spektrumat, amelyet a 2. 4bra mutat be:
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2. abra

o,0-dikarboxil-PEG-PMe-B-CD 'H-NMR spektruma. A csillaggal jelzett nagy csucs a jelen
1év6 vizhez tartozik.

(T=300 K, c= 10 mg/ml D,0 oldodszerben)

Azért, hogy kizarhassuk a lehetséges molekulan beliili zarvany komplexet és tovabbi
informaciokat kaphassunk a szerkezetrél, MALDI-TOF MS méréseket végeztiink. A MALDI-
TOF MS spektrumot a 3. abran mutatjuk be:
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3. abra

a,m-dikarboxil-PEG-PMe-B-CD MALDI-TOF MS reflektron mddban felvett spektruma. A
csillaggal jelolt kis csticsok a protonalt molekulakbol szarmaznak, mig a f6 csucsok melletti

szamok a PEG lanc etilén-oxid csoportjainak a szdmat (n) jelolik.

A MALDI-TOF MS spektrumban megjelend tomeg sorozatokat (M) a kovetkezd
Osszefiiggéssel fejezhetjiik ki:

M=M_,+M +nM

végcsoport r

Ahol M., a kation, M,secs0pors @ végesoportok és M, az ismétlodd egységek tomegét jelentik, n
pedig a polimerizacid6 fokot. A f6 cstcssorozatot a natriummal kationizalt termékként
azonositottuk, mig a kis csticssorozatok a protonalt molekuldkhoz tartoznak. A mért molekula

tomegek megegyeztek a vart PMe-B-CD-PEG molekula toémegekkel.



1.2. A PMe-f-CD konjugdtum énszervezddése

Ellentétben a kiinduldsi PMe-fB-CD-el a termékiink jol oldodik vizben. Opalos oldatot
kapunk, amely aggregdtumok képzdédésére utal. A viszonylag kis PEG lanc elegendden
nagynak mutatkozott ahhoz, hogy a nagy hidroféob cukor molekulat oldatba vigye. A vizes
oldatban kialakulé aggregatumokat DLS mérésekkel vizsgaltuk. A méret eloszlasokat a 4.

abran mutatjuk be:
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4. abra
PMe-B-CD-PEG vizben képzddott aggregatumok részecske méret eloszlasa
(T=25 °C, c=10 mg/ml, 6=90°, d=4tmérd)

Ahogy az a 28. abrabol is lathatd viszonylag nagy aggregadtumok képzdodtek, az atlagos
micella atméré 170 nm volt és szilk méreteloszlast mutatott. A legvaloszinlibb micella
szerkezet vizben, a CD egységek a micella belseje felé orientalddnak, mig a PEG részek az
aggregatum kiilsé részében foglalnak helyet.

A képz6dott aggregatumok még 1 nap elteltével is stabilak maradtak, amit a DLS méréseink
igazoltak. A PMe-B-CD-PEG klasszikus amfifilikus polimerként viselkedik, ezért inkabb
micellak és/vagy vezikuldk kialakuldsa varhat6 mintsem belsé komplex képzddése a belsd
PMe-B-CD gytrli és a PEG lanc kozott. Azért, hogy teljes egészében kizarhassuk ezt a
lehetéséget 2D NOESY NMR vizsgalatot végeztiink. A spektrum egy kinagyitott részét az 5.

abran mutatjuk be.



4.00

5. abra
PMe-B-CD-PEG kinagyitott NOESY NMR spektruma
(T=300 K, c=10 mg/ml D,0-ben)

A spektrum alapjan megallapithat6, hogy nincsenek szdmottevd kereszt csticsok a PEG {6
lanc CH; protonjai (3,5 ppm) és a PMe-B-CD belsé lireg protonjai kozott (5,2 ppm). Ez teljes
mértékben Osszhangban van Harada eredményeivel, aki bizonyitotta, hogy nincs komplex
képz8dés a PEG lanc és a nem modositott B-CD gyiiriik kozott'”’. A PEG lanc a képzédott
aggregatum kiilsé részében helyezkedik el, mig a PMe-B-CD gytiriikdn beliil foglalnak helyet.
Ha figyelembe vessziik, hogy a kapott vegyiilet vizoldhat6 és a PMe-B-CD iirege iires, akkor
talalhatoak olyan vizben nem oldodé molekuldk, vagy gyogyszerhatdoanyagok, melyek
beleillenek az iiregbe, igy azok vizes oldatba vihetok.

Fontos, hogy ismerjiik a képzddott aggregatum tomegét és aggregdcios szdmat is, ezért a
PMe-B-CD-PEG-et D,O-ben oldottuk és az oldatot 2D DOSY NMR modszerrel vizsgaltuk. A

kapott spektrumot a 6. abran mutatjuk be:



ppm (t2)7-0

6. abra
PMe-B-CD-PEG 2D DOSY spektruma nehézvizben
(HDO; T=300 K c=10 mg/ml D,0O-ben)

A DOSY NMR technika sikeresen alkalmazhaté kiilonbozé keverékek vizsgalatara,
aggregatumok karakterizalasara €s intermolekulasris kdlcsonhatasok vizsgalatara. A 30. 4bra
sorban 1évd jelek diffuizids konstansa azonos, ezért azonos molekula tdmeghez tartoznak. A
molekulatdmeg egyszeriien szdmolhato a félanc CH; lecsengési jelére illesztett exponencialis
gorbébdl az (1) €s (2) egyenlet alapjan:
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Ahol D a diffuzios koefficiens és T a hdmérséklet.

ﬁ_ Drc?/’ 3 (2)
M _\'D

Ahol k£ a Boltzman allando, # az olddészer viszkozitdsa; r,; a molekula hidrodinamikai

atmérdje; M; a molekula tomeg; M, belsé referencia vegyiilet tomege. D; és D, az



aggregatum ¢és a referencia vegylilet diffuzidé koefficiense. Gomb alakot feltételeztiink és
nehézvizet hasznaltunk referencia molekulanak. Az aggregatumra kapott eredményeink
alapjan egy molekula tomege megkozelitleg 20 kDa (egy 0,1 ppm ndvekedés a 6. abra
fiiggdleges tengelyén egyenld egy kétszeres molekulatomeg ndvekedéssel). Ez az érték alatta
van, annak az értéknek, amit a fényszérds mérések alapjan vartunk. Erre egy egyszer
magyardzat lehet: az aggregatumok anizotropikus diffuzioja. A DOSY technika csak egy
fiiggdleges gradienst hasznal és jO eredményeket csak gdmb alaki molekuldk esetén ad.
Figyelembe kell venniink, hogy a CD gyiirli sokkal nagyobb, mint a PEG lanc ezért arra
kovetkeztethetlink, hogy a vizes kdzegben az aggregatumok megnyult szerkezetiiek, ahol a
CD gyturtik egymas mellé rendezddnek, igy egy hosszii hidroféb lancot alkotva, ezzel
szemben a PEG lancok merdleges irdanyban a hidrofil kozeg felé orientalddhatnak, ezzel
hidrofil oldallancokat létrehozva. A CD gytirtik 1ancokat hozhatnak 1étre és megfeleld polimer
lanccal olyan flexibilis amfifilikus graft kopolimert nyerhetiink, melyben PEG lancok
rotacidja szabad a CD lanc koriil.

A fenti elméletiink aldtdmasztasara és, hogy bizonyitsuk az amfifilikus rotaxanok képzodését,
poli-propilén-glikolt (My= 1000 Da) adtunk a PMe-B-CD-PEG vizes oldatdhoz, és az
eredmény azonnali fehér csapadékkivalas volt, mely egyértelmiien a rotaxanok képzddésének

a kovetkezménye.



CH,

I1. Poliizobutilén-poli-vinil-alkohol blokk kopolimerek mint
gyogyszerhordozo nanostrukturak

2.1. A PIB-PVA kopolimerek eloallitasa és vizsgalata

A poli-vinil-alkoholok (PVA) a gyoégyszeriparban széles korben alkalmazott adalékanyagok
poléris természetiik miatt. Egy olyan blokk kopolimer, mely tartalmaz egy polaris PVA
lancot, valamint egy apolaris poli-izobutlén (PIB) részt vizes kozegben aggregatumokat
képez, és ez akar gydgyszerhatdanyag ,szallitdsara” is felhasznalhat6. Munkank soran
poliizobutilén-polivinil-alkohol (PIB-b-PVA) blokk-kopolimereket allitottunk eld, és -
lehetséges bioldgiai alkalmazasok miatt - az aggregacids tulajdonsagaikat vizsgaltuk vizes
kozegben, majd karakterizalas utdn Indometacinnal doépoltuk, és vizsgaltuk a micellaméret
valtozasait, valamint a micelldba bevihetdé Indometacin mennyiségét €s azt, hogy ez hogyan
valtozik a hidrofil PVA lanc hosszaval alland6 hossziisagu PIB rész mellett [2].

A vizsgélatainkhoz PIB-b-PVA amfilikus blokk kopolimert szintetizaltunk, az apolaris PIB
lanc hossza valamennyi esetben azonos, de a polaris PVA lanc hossza kiilonb6zd volt.
Polivinil-alkoholt nem lehet egyszeri polimerizacioval eldallitani, ezért a szintézis elsod
1épésében poliizobutilén-blokk-poli-terc-butil-vinil-étert (PIB-b-PtBVE) allitottunk eld, majd
a PIB-b-PtBVE hidrogén-bromidos hidrolizisével allitottuk elé PIB-b-PVA-t.

A teljes szintézist a 7. abra 0sszefoglalva mutatja be:
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7. abra
A PIB-b-PVA kopolimerek eléallitasa
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A molekula tomegeket és a PIB-b-PtBVE mintdk molekula tomeg eloszlasait mind GPC-vel

mind "H-NMR médszerrel meghataroztuk. Az eredményeket az 1. tablazatban foglatuk Sssze.

1. tablazat
Szintetizalt poliizobutilén-terc-butil-vinil-éter polimerek molekula tdmege és molekula tomeg
eloszlasa.
Minta jele M(Ié/(l(j(ﬂ)C) M, ((;511;11:11;/[ R) PD
PIB 900 750 1.19
PIB-b-PtBVE1 5300 5800 1.10
PIB-b-PtBVE2 11700 13000 1.08
PIB-b-PtBVE3 17400 18000 1.08
PIB-b-PtBVE4 25800 24000 1.11

A kiilonbdz6é modszerekkel meghatarozott molekulatomegek jo egyezést mutattak.

Az 'H-NMR-rel meghatarozott molekulatomegek problémajat a 8. abran mutatjuk be.

ﬂ\

CH (DTE aromas)

Ju

ppm (fﬁ 150 7. 100 7.4 050 7. 000 6. 950

CH: (aniny

CH, (pBVE)

ppm (f1) 4- %

/ CH (pBVE)

CH; pBVE

~

CHj; piB)

L

ppm (f1) 7.0

PIB-b-PtBVE jellegzetes 'H-NMR spektruma

(Oldoészer:CDCls, T=298K, belso standard: TMS)

8. abra

1.0
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A legfébb probléma, hogy a PIB és a PtBVE részek f6 lancainak proton jelei atlapolnak, ezért
a szamitasainkat az aromas DTE protonok ¢s a BVE metilidén (CH) protonjainak a
jelintezitasainak az aranya alapjan végeztiik.

A tBVE csoportok atalakitdsit PVA csoportokkd HBr-dal végeztiik, diklor-metdnban. A
tBVE csoportok eltavolitasa jelentés molekula tomeg csokkenéssel jart. A szintetizalt PIB-b-
PVA polimer csak polaris oldoszerekben oldhatd, mint pl. viz, dimetil-formamid, dimetil-
szulfoxid és dimetil-acetamid. Mivel THF-ban nem oldodott, ezért a molekula témeget GPC-
vel nem tudtuk meghatdrozni. A PIB protonok és a PVA metilén protonok jeleinek teljes
atlapolasa miatt 'H-NMR-rel molekulatdmeg meghatarozasa nem lehetséges:

A fent felsorolt problémék miatt a szintetizalt polimerek pontos molekula tomegét MALDI-

TOF MS-val hatéroztuk meg (9. dbra).

Intensity
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9. dbra

A PIB-b-PVA2 kopolimer linearis modban felvett MALDI-TOF MS spektruma.

A polimerek mért és szdmitott molekula tomegeit a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze:

12



2. tablazat
Eléallitott Poliizobutilén-poli-vinil-alkohol mintdk molekula tdmegei.

PIB-b-PVA1 2950 3250
PIB-b-PVA2 5800 6500
PIB-b-PVA3 8350 9500
PIB-b-PVA4 12000 14500

A szamitott és mért molekula tomegek jo egyezést mutattak rovid PVA lancok esetén, de a
kiilonbség a PVA lanc hosszaval nott. A szamolt molekula tomegek tartalmaztak a GPC
mérés hibait, a MALDI viszont abszolut mddszer a molekula tdémeg meghatarozasra azért a
tovabbi vizsgalatainkhoz a MALDI-TOF MS-sel meghatarozott molekula tomegeket
hasznaltuk.

2.2 Cmc és micella méret meghatdrozdsa
A PIB-b-PVA kopolimerek egyik lehetséges alkalmazasi teriilete az orvostudomény, ahol

mint gydgyszerhatdbanyag hordozok segitheti a hatdanyagok célbajuttatisat az €16 szervezeten
beliil. Vizes oldatukat két modszerrel allitottuk eld, majd fényszoras fotometriaval vizsgaltuk.
A polimerek vizben oldddnak, ezért az elsé oldatsorozatot kozvetlen oldassal készitettiik, a
masodik oldatsorozat esetén a polimereket N,N-dimetil-acetamidban oldottuk, majd desztillalt
vizben 1 hétig dializaltuk. Mindkét sorozat esetén a tervezett koncentraciora higitottuk a
torzsoldatokat, 24 6ran keresztiil hagytuk az egyensulyt beallni, majd mérés eldtt sziirtiik.
A dinamikus fényszoras mérésekkel kapott eredményeket, a kritikus micellaképzddési
koncentraciot és az effektiv micella atmérot a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze:

3. tablazat

PIB-b-PVA kopolimerek vizes oldatainak DLS mérésekkel meghatarozott micellaris

paraméterei.
Kozvetlen oldassal Dializalva
Kopolimerek cme Cmc Micella cme cmce Micella
(mg/mL) (mmol/mL) méret (nm) (mg/mL) (mmol/mL) méret (nm)

PIB-b-PVA1 0.045 1.38E-5 185 0.056 1.72E-5 180
PIB-b-PVA?2 0.056 8.61E-6 180 0.071 1.09E-5 130
PIB-b-PVA3 0.061 6.42E-6 165 0.100 1.05E-5 105
PIB-b-PVA4 - - - 0.120 8.27E-6 85
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Az eredményekbdl lathatd, hogy a kozvetlen oldassal készitett oldatsorozat esetén a cmc
értékek kisebbek lettek, mint a dializalt oldatsorozaté. Ennek egy lehetséges magyarazata
lehet, hogy szilard fazisban a PVA lancok erds hidrogén kotésekkel kapcsolodnak ssze, és az
aggregatumoknak kiilsé része felé orientdlodnak a PIB-lancok, ezért a viz nehezen éri el a
szilard kopolimer aggregatum belsejét, igy ahelyett, hogy a viz beoldana a polimert, nagyobb
kopolimer aggregatumok lesznek jelen a vizes fazisban. Ez a hatas fokozottabban jelentkezett
a PVA lanc novekedésével. A PIB-b-PVA4 minta esetében fényszorast nem tapasztaltunk
miutdn a mintat 1 pm-es membransziirdn szlrtiik. A kevésbé polaris oldoszer mindkét részt
oldja, ezért dializises modszerrel megfeleld oldat készithetd. A tablazat adataibol jol latszik,
hogy a cmc értéke a PVA lanc csokkenésével csokkent, ami a varakozasainknak megfeleld,

hiszen a tenzidek apolarossaganak a novekedésével a cmc értékek csokkennek.
2.3. Statikus fényszoras mérések

Az SLS mérések is igazoltdk, hogy a micella mérete csokkent a molekula tomeg
novekedésével. Alacsonyabb molekulatomegli kopolimerek esetén az apoléris (PIB) és a
polaris (PVA) részek kozel azonosak, ezért a legvaldsziniibb, hogy nagy aggregéacids szamu
gémb alaku (mag-héj) micelldkat képeznek. A hidrodinamikai atmérd (Ry) csak kis mértékben
kiilonbozik a forgasi atmérétdl (R,). Az Rg/R; hanyados értékébdl kovetkeztethetiink a
micella alakjara. Gombalaku micelldkra ez a hanyados 0,8-1,3 tartoméanyba esik. Mivel a mi
altalunk meghatarozott hanyadosok a molekula toémeggel nem valtoztak jelentdsen (0,78-0,93)
¢s beleestek a fenti tartomanyba, ezért gombalakt micellakat feltételezhetiink. Habar az R,/Ry,
hanyados a PIB-b-PVA1 minta is gdmbmicella képzddésére utal, de a nagy aggregacios szdm
miatt (NAgg>104) a klasszikus mag-héj micella kialakulasa valoszintitlen és a képzddott
aggregatumok nagy valoszinliséggel vezikulak.

Amennyiben a polaris rész nagysaga tobbszordse az apolaris rész, nagysadganak az
aggregacios szam nagymértékben lecsokken, amely az erés PVA-viz kolcsonhatassal
parosulva kisebb micella méretet eredményez. A PIB-b-PVA4 minta esetében az Ry/Ry=0,78,
ami majdnem egyenld az elméleti homogén gombmicelldkat tartalmazo rendszerre vonatkozo

0,775 értekkel, bar a micellak mérete és az aggregacids szama a vartnal nagyobb.
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2.4. Az aggregdatumok dopolasa indometacinnal

A kopolimerek vizben képzddott aggregatumai egy apolaris maggal rendelkeznek,
amelyek felhasznalhatéak apoldris gyogyszerhatoanyagok szallitasara. Egy tokéletes példa
apolaris gydgyszehatébanyag molekulara az Indometacin (10. d&bra), amely vizben
gyakorlatilag nem oldodik, Az Indometacin (INN) vagy Indomethacin (USAN) egy nem-
szteroid tipusi gyulladascsokkentd gydgyszer, melyet 14z, izommerevség, duzzanatok

kezelésére haszndlnak. Ezeket a tiineteket, a prosztaglandin-szintézis gatlasaval csokkenti.

Cl o

OMe

COOH

10. abra
Indometacin szerkezeti képlete

crer

kiilonbozé adatokat taldlunk.. Mi UV-VIS spektroszkopiat valasztottuk a koncentracio
meghatarozdsadra. Az Indometacint etanol/viz=3/1 (v/v) oldoszerkeverékben oldottuk, a
megfeleld koncentraciora higitottuk, majd az oldatsorozatot UV-VIS spektrométeren mértiik.
Az abszorbancia maximum 321 nm-nél volt, ezen a hullimhosszon mért abszorbancia
értékeket abrazoltuk a koncentracié fiiggvényében. Ezt a kalibracios egyenest hasznaltuk a
kopolimer oldatokban.

A kopolimer mintdkat és az Indometacint N,N-dimetil-acetamidban oldottuk, 1 hétig
desztillalt vizben dializaltuk. A dializis végén a vizes oldatot szlrtiik, majd UV-VIS
spektrofotométerrel vizsgaltuk.

Azért, hogy a mérés sordn az esetlegesen fellépd fényszords hatdsat kikiiszoboljiik,
Indometacin nélkiili PIB-b-PVA kopolimer oldatokat is dializaltunk azonos koriilmények
kozott, majd a két spektrumot kivontuk egymasbol. Igy, a kiilonbség spektrum 321 nm-nél

mért abszorbancia érték tisztan az Indometacinbdl szarmazott.
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A spektrumoknal ellendriztiik az esetlegesen visszamaradt N,N-dimetil-acetamidbol szarmazo
csucsokat, de az olddszerre jellemzo sévok teljes egészében hidnyoztak a spektrumbol.
a kalibraldo egyenes alapjan hataroztuk meg. Az abszorbancia értékek alapjan szamitott

Indometacin koncentraciokat a 4. tdblazatban foglaltuk ossze.

4. tdblazat
Indometacin oldhatdsdga a kopolimer oldatokban vizes kozegben 25°C-on
. Polimer Polimer Indometacin
Molekula tomeg [ e s [ es o
(g/mol) koncentracio koncentracio oldhatosaga
(mg/mL) (mmol/mL) (mg/mL)
Vizben
kozvetlen 0 0 0,0038
oldéssal
Viz 0 0 0,0071
PIB-b-PVAIl 3250 5,76 0,0018 0,0167
PIB-b-PVA2 6500 7,04 0,0011 0,0494
PIB-b-PVA3 9500 8,17 0,0009 0,0248
PIB-b-PVA4 14500 11,34 0,0008 0,0265

Valamennyi kopolimer oldatban novekedett az Indometacin oldhatéosdga. Az oldhatdsag
legnagyobb mértékben a PIB-b-PVA2 kopolimer esetén nott, ebben az esetben az
Indometacin oldhatosaga tobb mint tizszeresére ndvekedett a tiszta vizhez képest, bar a
novekedés nem linearis. Azért, hogy az Indometacin oldhatdsagat jobban Ossze tudjuk

crer

Azonos polimer koncentracio esetén mért Indometacin oldhatosdgokat a 11. abran mutatjuk
be.

0,07

0,06 -

0,05 -

0,04

indomethacin koncentracié (mg/ml)

0,00 ,_\

0 2500 5751 8750 13750
PVA blokk molekula témege (g/mol)

11. abra

Telitett Indometacin oldat koncentracioja a PVA rész hosszanak a fiigvényében.
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Ahogy az a 11. abrén jol lathato, azonos polimer koncentraciok esetén is a PIB-b-PVA2
kopolimer vizes oldataban a legnagyobb az Indometacin oldhatdsdga, ami majdnem kétszeres
oldékonysagot jelent a tobbi kopolimerrel dsszehasonlitva. Ez a jelenség a kopolimer micellak
tulajdonsdgaival magyardzhato.

Rovid PVA lanc esetén (PIB-b-PVA1) nagy aggregacios szamu micellak képzddnek, ami
alacsony micella koncentraciot eredményez €s ezzel egyiitt az apolaris liregek koncentracidja
is kicsi. Ezzel ellentétben, hosszi PVA lancok esetén (PIB-b-PVA4), az aggregécios szdm
jelentés mértékben lecsokken, de a molekula tomeg nagymértékii novekedése miatt a
kopolimer egységnyi tomegére szamitott micella koncentracié alacsonyabb, mint kdzepes
méreti PVA lancokat tartalmaz6 (PIB-b-PVA2 és 3) polimerek esetén, ami a 11. abran
egyértelmiien lathato.

A dopolt micellak tulajdonsédgait szintén vizsgaltuk DLS-sel. A micella méretet és a mért cmce

értékeket a 12. abran foglaltuk ossze.

0,12 + 120
[ |

0,1+ ¢ - 100
L 2 —_
- £
~ 0,08 - 180 £
£ ¢ o
I *— \©
£ 0,06 - - 60 £

Q —m
:
S 0,04 - 40 $
b
Q
0,02 — - 20
0 1 1 1 0

PIB-b-PVA1 PIB-b-PVA2 PIB-b-PVA3 PIB-b-PVA4
12. 4bra

Dopolt PIB-b-PV A kopolimer micella mérete és cme értékei DLS mddszerrel meghatarozva

(oldészer: viz, T=25°C, ®=90°)
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A dopolt kopolimerek cmc értékei nem térnek el jelentdsen a tiszta kopolimerek cmc
értékeitdl, az eltérés a mérési hibahataron beliili (<10%). A micella méretek viszont, minden

esetben csokkentek, melyet a 13. 4brdn mutatunk be.

200 -
180 - . @ PIB-b-PVA
= dépolt PIB-b-PVA
160 -
E 140 - .
10 120 -
‘@
£ 100 - O ¢
\m .
2 80 °
% [ |
£ 60 -
11}
40 -
20 -
0
PIB-b-PVA1 PIB-b-PVA2 PIB-b-PVA3 PIB-b-PVA4
13. abra

PIB-b-PVA ¢és Indometacinnal dopolt PIB-b-PV A polimerek micella mérete.
(olddszer:viz, T=25°C, ©=90°)

A legnagyobb valtozast a PIB-b-PVAT1 kopolimer esetén figyeltiink meg, ebben az esetben a
micella méret majdnem a kiindulasi méret felére csokkent (180 nm-rél, 102 nm-re), a PVA
lanc novekedésével a méret csokkenés egyre kisebb mértékii, PIB-b-PVA2 esetén 40 nm,

PIB-b-PVA3-4 esetén minddssze 20 nm.
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III. A bisz(a,B-D-gliikopiranozil) poliizobutilén aggregacios tulajdonsaganak vizsgalata

Az Aaltalunk korabban eldallitott gliikoz funkcionalizalt poliizobutilén (glu-PIB-glu)
amfifilikus volta miatt képes, mind szildrd, mind oldatfdzisban mikrostruktarakat kialakitani.
Az oldatfazisbeli mikrostruktirdk szerkezetének pontos ismerete elengedhetetlen a jovébeni
felhasznalds szempontjabol, ezért fényszoras ¢és kiillonb6z6 magneses rezonancia
modszerekkel részletesen karakterizaltuk éket. Diffiizios NMR vizsgalatokkal megallapitottuk
a micelladk molekulatomegét, ezaltal aggregacios szamat. Részletes NOESY mérésekkel
kimutattuk, hogy mind az alfa mind a béta gliikopiranozil végli poliizobutilén micelldkat
képez oldatfazisban, ahol is a cukoregységek alkotjdk a micella inflexibilis részét és a
kozottiik 1évé kolcsonhatas felelés a micella Osszetartasért, mig a poliizobutilén lancok a
micella flexibilis fazisat alkotjak [3].

A Glu-PIB-Glu oldhatatlan hexanban, de konnyen fel lehet oldani tetrahidrofuranban. A
Glu-PIB-Glu tetrahidofurdnos és vizes oldata is szorja a fényt, amely micelldk és/vagy
vezikuldk, azaz aggregatumok jelenlétére utal. Tetrahidrofurdnos oldatban az aggregatumok

méreteloszlasat dinamikus fényszoras fotometridval hataroztuk meg (14. ébra).

100
80+
;@ 601
[
@
=
401
201
10 100 1000
d (nm)
14. abra

A bisz(a,pB-D-gliikopiranozil) poliizobutilén tetrahidrofuranos oldatdban képzddott

aggregatumok méreteloszlasa.(t=25 °C, ¢=25 mg/mL, [1=90°)
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Amint a 14. abran lathat6, viszonylag nagyméreti, 177 nm datlagos atméréju és szik
eloszlasu (polidiszperzitas:1,06) aggregatumok képzddtek. A tetrahidrofuran jo oldoszere a
poliizobutilén szegmensnek, de a gliikopiranéz egységet rosszul szolvatalja; ez az
gliikoz egységek valdsziniileg az aggregatumok belsé része felé¢, mig a PIB szegmensek a
kiilsO rész felé orientalddnak. Ha a Glu-PIB-Glu tetrahidrofurédnos oldatat vizzel 1:100 (V/V)
aranyban kevertiik, akkor a képzddott aggregatumok atlagos atmérdje 280 nm,
polidiszperzitasa 1,05.

A képz6dott aggregatumok legalabb egy napig stabilnak bizonyultak DLS mérés alapjan.
Az aggregatumok kiilsé részében levo gliikkopirandz egységek jelenléte megakadalyozza ezen
aggregatumok nagyobb aggregatumokka valo csoportosulasat.

Habéar a dinamikus fényszoras fotometria segitségével szdmos fontos informaciot
nyerhetiink a képzdédott aggregatumokrol (pl. atlagos részecskeméret, részecskeméret-
eloszlas, stb.), azonban az aggregadtumok szerkezetére vonatkozdéan nem nyujt adatokat. A
modern NMR modszerek, mint példdul a NOESY és a DOSY nemcsak a részecskék méretére,
illetve tdmegére vonatkozoan, hanem a képzd6dott aggregatumok szerkezetével kapcsolatosan

is szolgaltatnak informaciét. A Glu-PIB-Glu NOESY spektrumat a 15. dbra jeleniti meg.

ppm |
(&
3.2
34 O
36 H2()
38
40 e
00 O CD O©
y -’(:' = . ’ = ._ AN L 3 ; Saaae
4-4 . H‘(N H5(B)  H3(p) H2(B)
46 :':I‘yd . crq: . . ,
/ﬁ 1,2-transz-diaxialis kolcsonhatas
48 Hl(a)’i- g 1.2+ Irans-diaxial interaction
48 4.6 4.4 42 4.0 3.8 3.6 34 32 ppm
15. abra

A bisz(a,pB-D-gliikopiranozil) poliizobutilén NOESY spektruma (részlet).
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A 15. abran lathato jelek pozitiv fazisuak. Ez a gliikkopiranéz gytliri viszonylagos
merevseéget jelzi, ami azért meglepd, mert altaldban a gliikkopirandz gytri igen flexibilis. Ezért
a merevségért a micellaképzddés a felelds, mivel a gliikopiran6z végcsoportok egymashoz
kozel helyezkednek el, a kialakuld hidrogénkotés és egyéb kolcsonhatasok pedig az
intramolekularis molekularis mozgésokat jelentdsen akadalyozzak. A [B-D-gliikkopiranozid
szarmazeékoknal az 1,2-transz-diaxialis NOE-kolcsonhatas az esetek talnyomo részében
kismértékli (a nagy térbeli tdvolsdg miatt), azonban a Glu-PIB-Glu esetében az anomer
hidrogén (1) a legnagyobb NOE-keresztcsticsot a 2-es hidrogénnel mutat, ami valdsziniileg a
micellaképzddés kovetkezménye. A micellaképz6dés soran sok esetben megfigyelték a TMS
(tetrametil-szilan) jelének ,,megduplazddasat”. A jelenség oka, hogy a micellan kiviili és a
micellaba bedgyazott TMS molekuldkra kicsit eltérd nagysagii magneses tér hat. Az effektus
kismértékli, azonban ebben az esetben is megfigyelhetd volt. Az 1,2-transz-diaxialis
kolesonhatas még 2 mg/600 pl koncentracio esetén is megfigyelheté a NOESY spektrumban.

A 15. dbran az a-anomer hidrogénnek harom NOESY keresztcsucsat figyelhetjik meg. A
legintenzivebb keresztcsucs 3,58 ppm-nél talalhato, ez az a-anomer H2 hidrogénjének felel
meg. Bar a masik két keresztcsucsot a spektralis atfedések miatt nem lehetett egyértelmiien
azonositani, azonban az kijelenthetd, hogy ezek — részben — az a-anomer *C; konformerének
intermolekularis kolcsonhatasainak kovetkeztében alakulnak ki, ugyanis a kevéssé valoszinii
1C* konformer képzédése esetén is csupan két intramolekularis NOE-csucsot kellene latnunk
(H1-H2, H1-HS). Nem meglepd modon a B-anomer hidrogénnek tobb NOE-keresztcsticsa
van, mivel az intermolekularis NOE-kolcsonhatasokon kiviil még intramolekularis H1-H3 ¢és
H1-HS5 kolcsonhatas is megfigyelhetd.

A 16. é4bra a Glu-PIB-Glu NOESY spektrumanak a poliizobutilén metil- ¢és
metilénprotonjainak jeleit mutatja. A 28. dbran lathatd, hogy a poliizobutilénhez tartozé jelek
negativ fazisuak, ez arra utal, hogy a poliizobutilén lanc viszonylag flexibilis, még
asszociatumok képzodése esetén is.

A képzodott aggregatumok méretét DOSY technikaval vizsgaltuk.
A gradiens impulzusok alakjat a szinusz hulldm és a teriiletek négyzetének aranyéanak (2/r)
megfelelden korrigaltuk. A latszolagos diffuzids allandokat a Stejskal-Tanner egyenlet

egyszerl exponencialis illesztésével hataroztuk meg.

In(R) = —*DG*{5*(A-5/3)+ B}
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, ahol R a gradiensekkel ¢és a gradiensek nélkiil mért jelek intenzitdsdnak aranya; D a
transzlacios diffuzids egyiitthato; y a vizsgalt mag giromagneses hanyadosa; G a By gradiens

térerd; O a gradiens impulzus hossza és A a diffizids késleltetés.

g

ppm ]
1.0 ere

: negativ fazisu jel
11
1.2
1 - @
1.4 3 =
L5 5 negativ fazisu jel
1.6 O

1 T T T T Tt T T T

1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 ppm
16. abra

A bisz(a,B-D-gliikopiranozil) poliizobutilén NOESY spektruma (részlet).
(c=16,7 mg/ml)

cre

viszkozitdsa, s6t bizonyos mértékben a kisérlet hibjat is csokkenteni lehet ugyanabban az
oldatban

Referencia  vegyiiletként tetrametil-szilant (TMS) és  toluolt alkalmaztunk.
A diffuzios adatokat inverz Laplace transzformacioval is feldolgoztuk (Bruker XWINNMR
2.6 DOSY Package program, beallitott paraméterek: STE, biexp mode, offset fit = YES,
Si1=128, Sdev = 0.04, solution bonds = 1-1000, solution grid = log-quad). Az eredményeket a
kovetkezd DOSY spektrumon lathatjuk (17. abra).
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7.5 7.0 65 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 ppm
17. dbra

A bisz(a,B-D-gliikopiranozil) poliizobutilén 'H-DOSY spektruma.

(c=83 mg/ml, referenciavegyiilet: toluol)

Lathato, hogy a TMS és a toluol kozel azonos latszolagos diffiizios allandonal jelenik meg
koszonhetden hasonld molekulatomegeiknek (88 illetve 92 g/mol). Az is megfigyelhetd, hogy
a polimer aggregatumok tomege joval nagyobb a polimer tomegénél. A Glu-PIB-Glu tomegét
a toluol tomegéhez vonatkoztattuk, mivel a toluol relaxacioja gyorsabb, mint a TMS-¢, és ez a
mérés szempontjabol kedvezdbb.

A deuterokloroformban képz6dott aggregatumok molekulatomege kortilbeliil 30-as
aggregacios szamnak felel meg. Még 3,3 mg/ml koncentracioban is képzodtek aggregatumok,
igaz joval kisebb, mintegy 4-es aggregacios szdmmal. Az aggregatumok molekulatdmegének
koncentraciofiiggése a polimer aggregatumok nyitott asszociaciés mechanizmusat jelzi. A
NOESY mérésekbdl szarmazo informaciok (a gliikopiranozil gytiriik mobilitasanak meglepd
hianya, valamint a poliizobutilén lancok nagyfoku flexibilitdsa az aggregatumokban) alapjan
feltételezhetd, hogy deuterokloroformban olyan micelldk képzOdnek, melyben a

gliikkopiranozil gytirlik alkotjdk a magot, mig a héj a poliizobutilén lancokbol épiil fel.
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IV. Az 1,6-ditio-D-mannitol polikondenzacidja

alkalmaztuk oxidaloszerként [4]. A reakciokoriilmények beallitdsa soran azt tapasztaltuk,
hogy savas ¢és semleges koriilmények kozott nem indul be az oxidacid, gyengén lugos pH-ju
oldatban (pH ~ 7,5) pedig csak igen lassan megy a reakci6. Ha tiol-csoportok oxidacidjara
oxigént hasznalunk oxidaloszerként, akkor sziikség van bazis jelenlétére. A reakciokat ezért
9-10 pH-ju oldatban végeztiik.

A reakcid soran nyiltlanc (108 ny.) ¢és gylris (108 gy.) oligomerek is
keletkezhetnek (18. abra), ezért fontos a két forma keletkezésének vizsgalata, és lehetdség

szerinti szabalyozasa.

CH,SH
HO—
HO—

CH>SH CH, H2C—S>*S—CH2
HO— HO— HO— HO—
HO— OX. HO—] . HO—] HO—

—OH Et;N —OH —OH —OH
—OH pH=9-10 —OH —OH  [—OH
CH,SH CHy HZC—S>S—CH2
n
107 \-Sk/n
? 108 gy.
CH,
HO—
Ho—] n=0, 1,2, 3, ...
—OH
—OH 108 ny.
CH,SH
18. abra

Az 1,6-ditio-D-mannitol oxidativ polikondenzacioja.
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Vizsgaltuk a polikondenzécio id6- és olddszerfliggését is. Oldoszerként desztillalt
vizet, metanolt, dimetil-formamidot (DMF), dioxant &s piridint alkalmaztunk. A
mannitolra nézve. A keletkezett oligomereket MALDI-TOF MS modszerrel vizsgaltuk.

Az oxidativ polikondenzacié sordn, mint ahogyan az varhat6 volt, gytliris és
nyiltldnch oligomerek is keletkeztek a koriilményektdl fiiggden. A MALDI-TOF
tomegspektrumok alapjan a trimertdl kezdve fokozatosan csdkken az egyes oligomerek
mennyisége a reakcidelegyben. A polikondenzicid legtobbszor 10-12 monomer
Osszekapcsolodasaig ment el, 2500-as tOmegegység felett mar altalaban alig volt lathatod
molekulacstics a spektrumban. Ez azzal magyarazhatd, hogy a nagyobb molekulatomegi
egységek vagy kivaltak az oldatbol, vagy pedig a gylriiképzddések miatt ledllt a
polikondenzécio.

A szakirodalom tanulmanyozisa soran azt tapasztaltuk, hogy a néhany
monomeregységbdl allo, kozepes méretii gyliriis diszulfidokat oxidacioval altalaban csak igen
hig oldatokban lehet eldallitani, és a reakcido hozama legtobbszor nem tal j6. Ezzel szemben
az altalunk végzett reakciok egyik érdekessége az volt, hogy az oldoszer mindségével
befolyasolni lehetett a gytirlis és a nyiltlanct forma keletkezését. Mig pl. DMF-ben és deszt.
vizben a gylrlis oligomerek keletkeztek nagyobb mennyiségben (~ 90 %-ban), addig
metanolban €és dioxanban a nyiltlanct forma volt talstlyban (5. tablazat).

Az oxigénen kiviil méas oxidéaldszereket is kiprobaltunk. Az oxidacié gyorsabban
végbement, ¢s azt tapasztaltuk, hogy az oxidaldszer mindsége is befolydsolhatja a nyiltlancu
¢s gylris forma aranyat a reakcidelegyben. Jod esetén pl., ha metanolban végeztik az
oxidaciot, a vart nyiltlancu oligomerek helyett gytliriis molekulak keletkeztek. Ks[Fe(CN)g]-os
oxidacié esetében oldoszerként DMF/viz elegyet haszndltunk. Mindkét olddszer esetében
gytirtis oligomerek keletkezését vartuk, €s trietilamin jelenlétében valoban gytiriibe zarodtak a
molekulak. Ezzel szemben, ha a K;[Fe(CN)g] mellett nem volt jelen bazis a reakcidelegyben,

nyiltldnct oligomerek keletkeztek (5. tablazat).
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5. tablazat

A polikondenzdcio soran keletkezett gytiriis és nyiltlancu trimer ardnya kiilonbozo oldoszerek

és oxidaloszerek esetén.

Gylris trimer Nyiltlancu trimer

Oldoszer Reakcididé (m/z =659 Th) (m/z =661 Th)

(Yo) (Y0)
DMF 1 hét ~90 ~10
MeOH 1 hét <5 > 95
H,0 1 hét > 85 <15
piridin 1 hét ~ 88 ~12
dioxan 1 hét ~20 ~ 80
MeOH / I, 6 Ora ~90 ~10
DMF/H;0, .
K4[Fe(CN)q] 6 ora ~90 ~10
DMF/H,0 .
K,[Fe(CN)q]. 0 E,N 6 ora ~20 ~ 80

Az oligomerek koziil legtobbszor a trimer esetén a legnagyobb a gytirlis forma

aranya, ¢s ahogy ndé a polimerizacio foka, annal tobb nyiltlincu forma van jelen a gytiriis

oligomerek mellett (6. tdblazat).

6. tablazat

Az egyes oligomerek esetén a gyiiris és a nyiltlancu forma szazalékos aranya.

Trimer Tetramer | Pentamer | Hexamer | Heptamer
Oldoszer
gy. / ny. gy. / ny. gy. / ny. gy. / ny. gy. / ny.
H,O 88 /12 87 /13 81/19 751725 67 /33
MeOH 7/93 6/94 <1/>99 | <1/>99 | <1/>99
DMF 90/10 86/ 14 79 /21 71/29 58/42

Vizsgaltuk a reakcid koncentraciofiiggését is metanolban €s vizben. A koncentracio

novelésével csokkent a gytirlis oligomerek ardnya a nyiltldnctiakhoz képest (7. tablazat).
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7. tablazat

A nyiltlancu és a gytiriis forma szdzalékos aranya a koncentracio fiiggvényében.

Koncentracio Trimer Koncentracio Trimer

MeOH %) gy./ ny. H;O0 %) gy./ ny.
(%) (%)

0,1 227178 0,1 94/6

0,25 10/90 0,25 86/ 14

0,55 7793 0,5 85/15

Az oligomerizacié semleges kozegben, enyhe koriilmények kozott is véghezvihetd,
ha reagensként dimetilszulfoxidot (DMSO-t) hasznalunk. A reakcid soran a tiolbol diszulfid
lesz, ¢s a DMSO dimetil-szulfidda redukalodik. o,w-Ditio-polietilénglikolokat illetve -
oligoetilénglikolokat is polikondenzaltattak mar DMSO jelenlétében. A reakcidkban
oldoszerként DMSO vagy DMSO-viz keveréket hasznaltak. Azt tapasztaltdk, hogy a
legjobban akkor ment a polikondenzécio, ha az olddszer mennyiségének csak 20 %-a volt a
DMSO.

Harom parhuzamos kisérletet végeztiink (8. tablazat). Az elsdben csak DMSO volt
jelen oldoszerként, a masodikban DMSO:viz = 1:1 aranyt alkalmaztunk, a harmadikban pedig
csak 20 %-nyi DMSO volt jelen a viz mellett. A reakcidelegyek 0,25 %-osak voltak 1,6-ditio-
mannitolra nézve, €és bazis jelenlétére nem volt sziikség a reakcio lejatszodasahoz. Az elsé
esetben ment a leglassabban az oxidacid, a harmadik esetben pedig a keletkezd oligomerek
egy 1d6 utan kivaltak az oldatbol. A jelen levd 20 %-nyi DMSO nem volt elegendd ahhoz,
hogy oldatban tartsa a nagyobb polimerizaciofokt oligomereket.

A legjobbnak a DMSO:viz = 1:1 arany bizonyult. A reakcidelegyben mar négy nap
utan jelentds mennyiségii (85-90%) gytirtis oligomer volt jelen. Mint mar lathattuk korabban,
a DMSO-val torténd diszulfidképzési reakcidkban linearis diszulfid-polimereket kaptak
termékként és csak igen hig oldatot hasznalva keletkeztek gytirlis polimerek a reakciok soran.
Ezzel szemben, az 1,6-ditio-mannitol DMSO-viz elegyben torténd polikondenzacidjakor nagy

szazalékban gylrls oligomerek keletkeztek.
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8. tablazat
Az 1,6-ditio-D-mannitol reakcioja DMSO-val.

DMSO : H,0O Reakcibidd Gytirtis trimer | Nyiltlanca trimer | Polimerizaciofok
(%) (%)
1:0 4 nap 5 95 5
9 nap 18 82 7
1:1 4 nap 91 9 13
1,6 :0,4 4 nap 86 14 14

4.2. A templateffektus tanulmanyozdasa

Szamos olyan gyogyszermolekula létezik, ami nem vagy csak igen rosszul oldodik
vizben. A keletkezett gytirlis cukor-oligomerek alkalmasak lehetnek ezen vegyiiletek
molekularis kapszulazasara. Az oligomerek hidroxil-csoportjai hidrogénkdtések segitségével
hozzékapcsolodhatnak a megfeleld célmolekulahoz, és ezzel ndvelhetik vizoldhatosagat.

A vankomicin egy glikopeptid antibiotikum, mely a Gram-pozitiv baktériumok
sejtfalanak bioszintézisét gatolja. Olyan esetekben alkalmazzak, amikor egyéb antibiotikumok
hatastalanok, pl. multirezisztens torzseknél. Manapsag egyre nagyobb problémat jelent, hogy
Ujabb ¢és ujabb vankomicinrezisztens baktérium torzsek jelennek meg. Ezért a meglevd
antibiotikumok modositasaval 1j szarmazékokat allitanak eld a rezisztencia kivédésére. A
vankomicin diszacharid egységének eltavolitdsaval kaphatjuk meg a vankomicin aglikont
(110), amely egy szintén antibakteridlis hatasu vegyiilet. Mivel az aglikon vizoldhatdsaga
meglehetdsen rossz, s a molekula mérete viszonylag nagy, ezért ezt a vegyiiletet valasztottuk
modellvegyiiletnek a templateffektus tanulmanyozasahoz. Az is eldnyt jelent, hogy a
molekula szdmos hidrogén-kotés kialakitdsara képes, ezért erds kolcsonhatas johet 1étre a

mannitol-oligomerekkel.
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Vankomicin aglikon.

Vizes oldatban templatmolekulaként alkalmaztuk a vankomicin aglikont. A cél az
volt, hogy koriilfogjuk a molekulat gylrlis cukor-oligomerekkel, és ezaltal noveljiik a
vizoldhatosagat. Az oligomerizacidt vankomicin aglikon jelenlétében hajtottuk végre. Azt
vartuk, hogy majd gytiriis oligomerek fognak keletkezni, ezzel szemben nagy szdzalékban a

nyiltlanct forma kertilt talsulyba (9. tablazat).

9. tablazat
A gyiiriis és a nyiltlancu oligomerek arany vizben vankomicin aglikon

Jjelenléte nélkiil és jelenlétében.

Trimer Tetramer Pentamer Hexamer Heptamer
gy./ ny. gy. / ny. gy. / ny. gy. / ny. gy./ ny.
(%) (Y0) (Y0) (%) (%)
H,O 88 /12 87/13 81/19 751/25 67 /33
H;0 11/89 12 /88 8/92 9/91 8/92
Vank. agl.

A vankomicin aglikon és az 1,6-ditio-D-mannitol feltételezhetéen hidrogénkdtések
segitségével dsszekapcsolodik, és errdl az adduktumrdl indul el a polikondenzacids folyamat.
A keletkez6 oligomerek feltekerednek a templatmolekuldra, és ez gatolja a lancvégi
tiolcsoportok reakcidjat a lanckozi diszulfidhidakkal, az tgynevezett ,,back-biting” reakciot.

Ennek kovetkeztében gyliris diszulfidok helyett nyiltlinci oligomerek keletkeznek. A
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vankomicin aglikonbdl és a diszulfid-oligomerekbdl kialakuld asszocidtumok jelenlétét ESI-
TOF MS modszerrel is alatamasztottuk. A komponensek kozott kialakuld erds kolcsonhatést
mutatja, hogy a nyiltlanct oligomereket és vankomicin aglikont tartalmazé oldat ESI-TOF
tomegspektrumdban megtalalhatéak a képz6dd aglikon-oligomer molekulakomplexek
jelenlétére utald csticsok. A 19. dbra ennek a tomegspektrumnak egy részletét mutatja, ahol a
vankomicin aglikon nyiltlancu dimerrel alkotott asszociatumédnak proton- illetve

natriumcsucsa lathato.

H i +
Intensity [vma + C,, + H]
8
+

6 [vma + C, + Na]

4]

21

0 ML el d'[“‘“L MWWU IV R ALAN A LN P
1560 1570 1580 1590 1600 m/z

19. abra

A vankomicin aglikon nyiltlancu dimerrel alkotott asszociatumanak proton- illetve
natriumcsucsa az ESI-TOF tomegspektrumban.

A 20-as abran egy hexamer és egy vankomicin aglikon molekula 3 dimenzios abraja
talalhat6. Jol lathato, hogy a hexamer molekula mérete alkalmas arra, hogy kialakitson egy

olyan gytriit, ami koriilfoghatja a vankomicin aglikont.

20. abra

A hexamer és a vankomicin aglikon 3 dimenzios abraja.
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A vankomicin aglikon oldoédasanak ditio-mannitol-szarmazékok hatdsara
bekovetkez0 novekedését UV-VIS spektrofotometrias modszerrel vizsgaltuk. Az aglikon
abszorbancidjanak kb. 278 nm-en van maximuma, ezen a hullamhosszon a ditio-mannitol
oligomerjeinek nincs elnyelése. Az oldodas mértékének meghatarozasdhoz kalibralé egyenest
vettlink fel. Ezutan megvizsgaltuk a ditio-D-mannitol monomert, a nyiltlancu oligomereket ¢s
a gyuris oligomereket tartalmazd oldatok hatasat is a vankomicin aglikon oldddasara.
Kétszeresére higitott, vankomicin aglikonra nézve telitett oldatokat hasznaltunk a méréshez.
A ~278 nm-en mért maximumok ¢és a kalibralé egyenes alapjan meghatarozhat6 az adott
minta aglikonkoncentracioja.

Legjobban a nyiltlancu oligomereket tartalmazo oldat ndvelte meg az aglikon
oldhatdsagat vizben. A kalibraloé egyenesrdl leolvashatoak az egyes abszorbanciaértékekhez
tartozd koncentraciok (10. tablazat). A %-ban megkapott értékeket kettdvel megszorozva
kapjuk a tényleges koncentraciokat, mivel kétszeresére higitott mintakat hasznaltunk.

10. tablazat
Az 1,6-ditio-D-mannitol és a kiilonbozo diszulfid-oligomer oldatok hatasa

a vankomicin aglikon vizoldhatosdgara.

_ . koncentraci6o/2 | tényleges koncentracio
minta abszorbancia
(7o) (o)
vankomicin aglikon (v.a.) oldat 1,1998 0,117 0,234
v.a. + ditio-mannitol monomer 1,5020 0,146 0,292
v.a. + gylriis oligomerek 1,5881 0,155 0,310
v.a. + nyiltlanca oligomerek 1,9651 0,191 0,382

Molekularis kapszuldzassal tehat tobb mint 60 %-kal ndvelni tudtuk a vankomicin
aglikon vizoldhatosagat. Mivel az 1,6-ditio-D-mannitol oldhatosaga is korlatozott vizben a

molekulan levé nagy térkitoltésti kénatomok miatt, ezért az aglikon tovabbi oldasanak

crer
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V. Neodol mintak karakterizalasa és onszervezodése

5.1. Neodol mintak karakterizdalasa

A nemionos feliiletaktiv anyagok a legfontosabb vegyiiletek koz¢ tartoznak az iparban
¢s a kutatasban egyarant. Az etilén-oxid bazisu feliiletaktiv anyagok legtobbszor kiilonb6zd
molekulatomegli tenzidek keverékei. Az ilyen tipusi vegyiiletek egyik legfontosabb
paramétere a HLB ¢érték (hydrophile-liphopile balance), ami egy nemionos tenzid

hidrofilitasat mutatd empirikus érték és a kovetkezod 0sszefiigéssel szdmolhato:

HLB:20(1 - ML/MT)

Ahol M, a molekula hidroféb részének a tomege, Mt pedig a tenzid molekula teljes tomege.
A HLB értékkel jol leirhaté egy nemionos tenzid emulzidképzd tulajdonsaga vizes vagy
olajos rendszerekben, ezért a nemionos feliiletaktiv anyagok HLB értékének a meghatarozésa
a mindennapi felhasznalas szempontjabol fontos, mert ezzel behatarolhatok a nemionos
tenzidek felhasznalasi teriiletei is. Ha ezeket az anyagokat vizben oldjuk, akkor az amfifilikus
molekulak oOnszervezddése révén valtozatos formdju aggregatumok johetnek Ilétre a
molekulaszerkezettdl, és fizikai paraméterektdl fliggben. A kialakuld aggregatumok
mikroszerkezete fontos, mind termékstabilitas, mind kdrnyezetvédelmi szempontbol.
Vizsgalatainkhoz hasznalt Neodol 91 alkohol-etoxilat sorozat egy az iparban széles
korben elterjedt nemionos feliiletaktiv anyag. Mivel ezek polidiszperz rendszerek ezért,
mieldtt onszervezddd tulajdonsagait vizsgéltuk volna, karakterizaltuk a mintdkat [5].
Mivel a MALDI technika egy viszonylag gyors eljaras a molekula tomegek meghatarozasara
ezért vizsgaltuk, hogy alkalmazhato-e, a vizsgéalt Neodol sorozat molekula tomegének a
meghatdrozasara. A mintdk szamatlag molekula tomegét 'H-NMR modszerrel is
meghataroztuk, és ezt tekintettilk referencia molekula tomegnek és az ebbdl szamolt HLB
értéket pedig referencia HLB értéknek.
A 'H-NMR és MALDI-TOF-MS spektrumokbdl meghatarozott M, és HLB értékeket a 11.
tablazatban foglaltuk 6ssze:
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11. tdblazat.
MALDI-TOF-MS ¢és 'H-NMR modszerekkel meghatarozott Neodol minték szamatlag
molekulatomege ¢s HLB értéke

Neodol Neodol Neodol Neodol
91-2.5E 91-5E 91-6E 91-8E
Kiindulasi alkohol C9-C11 C9-Cn Cg-Cn Cg-CU
M, (g/mol), MALDI/'H
429/257/270 506/370/387 590/410/424 614/486/512
NMR/gyartd

HLB, MALDI/'H NMR 12,8/7,7/8,1 13,8/11,5/11,6 | 14,6/12,3/12,5 | 14,8/13,5/13,7

HLB MALDI/'H NMR
eltérése a gyarto altal 58/5 19/0,9 17/1,6 8/1,4
megadott értéktdl (%)

A tablazat adataibol jol lathato, hogy jelent6s kiilonbség van a MALDI-TOF MS-sel és az 'H-
NMR-rel meghatarozott molekula tomegek ¢és HLB értékek kozott. Az adatokbol
egyértelmiien latszik, hogy a MALDI-TOF-MS spektrumokbdl szamitott M, ¢s HLB értékek
minden esetben nagyobbak, mint az 'H-NMR-rel meghatarozott értékek.

A kiilonbségek a két modszerrel meghatarozott M, és HLB értékek kozott csokkennek az EO
csoportok szaméanak ndvekedésével az dsszetartozd Neodol mintak esetében.

Ezen eredmény azt mutatja, hogy a MALDI-TOF MS spektrumban a nagyobb EO lancot
tartalmazo oligomerekbdl szarmazod jelek lesznek a meghatarozoak €s nem a rovidebb EO
lancokat tartalmazdak, ami egy eltolodast okoz a nagyobb M, értékek felé¢. Ennek az
eltoloddsnak a magyarazata, hogy azok az oligomerek, melyek hosszabb hidrofil részt
tartalmaznak (tobb EO egységet) konnyebben ionizalédnak, és ezeknek a molekuldknak az
ionizacios hatasfoka magasabb, mint a rovidebb EO csoportokat tartalmazo oligomereknek.
Mig az M, és a HLB érték jelentdsen fiiggenek az EO lanc hosszatol, addig a Cy, Cyo és Cy;
alkoholokbol felépiild oligomerek relativ csticsintenzitasa (1(Co), 1(Co), r(Cy;)) fliggetlen az
EO egységek szamatol, amit a 21. abra is mutat. A relativ cstcsintenzitasokat 3-5 egyenlet

alapjan hataroztuk meg, ahol IC9 IC10 és ICH, a Cy,Cyyp és C;; alkoholokbdl felépiild

oligomerek MALDI-TOF MS csucsintenzitasai.

HCy) =1, NI, +1c, +1. ) A3)

r(cm):]cm /(]C9+]Cm+]q]) (4)
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HC) =1 Nl +10 +1, )

V(C]]):]-V(Cg)-l’(cl()) (5)

Az eredményeket a 21. dbran mutatjuk be. A Co, Cio és C;; alkohol alapu oligomerek relativ
cslicsintenzitdsa azonos, alacsony (4-5 EO egység) és magas (18-19 EO egység) EO dsszetétel

esetén is, fliggetleniil a Neodol mintdk természetétol.
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21. abra

Neodol 91-5E ¢és Neodol 91-8E MALDI-TOF MS csucsok relativ intenzitasa (r) az EO

csoportok szamanak fiiggvényében (ngo).

A 21. abra alapjan, valamint feltételezve, hogy a végcsoportok modositasa egy vagy két CH,
egységgel nincs jelentds hatdssal az ionizacid hatasfokara, arra kovetkeztethetiink, hogy
valamennyi Neodol minta megkdozelitdleg 50% Cio, 30% Cy; és 20% Co alkoholbdl épiilt fel.
Mivel 4ltalanosan elfogadott, hogy az 'H-NMR protonok jele ardnyos a proton
koncentracidval, ezért mi is elfogadtuk, hogy a 'H-NMR-rel kapott M, és HLB értékek a
helyesek.

34



5.2. Neodol mintak onszervezodeése

Vizsgaltuk, hogyan valtozik a kritikus micella képzddési koncentracié a Neodol
mintak HLB értékének a valtozasaval. Azt vartuk, hogy a nagyobb hidrofil részt tartalmazo
mintdk (ami magasabb HLB értéket is jelent), jobban oldédnak vizben, mint azok, amelyek
rovidebb hidrofil lanccal rendelkeznek. A lipofil rész hossza minden minta esetén allandd
volt. Ezért azt is vartuk, hogy a kiilonb6z6 Neodol mintdk cmc-je ndvekszik a HLB értékkel,

amit a méréseink be is igazoltak, ezt a 22. dbran mutatjuk be:

1 _
0.8 -
i ——35C
-B8-25C
% 0.6 -
: -
€
[T) 4
0.4 -
0.2 -
O T T T T T T T T T T T T
7 9 11 13
HLB
22. abra

Neodol mintdk cmc véltozasa a HLB érték fiiggvényében
T=25°C,35°C
Azért, hogy a kritikus micella képzddési koncentraci6 HLB érték fliggését
megmagyarazhassuk, el0szor a micella képzddés termodinamikajabol kell kiindulnunk. A

micella képzddés szabadentalpidja a (6) egyenlettel adhatd meg:

AG,,. = RTIn(cmc) (6)
A AG,,~ kifejezhetd, mint

AG,. = Ath" + AGhyd° (7)

Ahol AG,,,” és AG,," alipofil és a hidrofil rész hozz4jarulasa a teljes szabadentalpidhoz.
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Ha AG," egy EO csoport szabadentalpiajinak a hozzajarulasa a AG,,,” -hoz, akkor n szimu
EO csoportbdl 4116 hidrofil rész esetén a AG, " -t a kdvetkez6 dsszefiiggéssel fejezhetjiik ki:

AG’hydO = nAGEOO (8)

A (7) és a (8) egyenletet visszahelyettesitve a (6) egyenletbe akkor a kovetkezd Gsszefiiggést
kapjuk:

In(cme) = AG,,” (RT)+nAG,, /(RT) )
A (9) egyenlet azt mutatja, hogy ha az In(cmc)-t dbrazoljuk a molekulaban taldlhato EO
csoportok szamanak (n) a fliggvényében, akkor egyenest kell kapjunk, ahol az egyenes
meredeksége AG,, /RT . Itt kell megjegyezni, hogy ez csak abban az esetben igaz, ha a

lipofil rész nem valtozik. A fenti levezetés igazolasara az In(cmc)-t abrazoltuk az atlagos EO

szam fiiggvényében kiillonbozd hdmérsékleten (23. 4bra).
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EO egységek atlagos szama

23. 4bra
In (cmc) valtozésa az EO atlagos szamanak fliggvényében
(T=25 °C, 35 °C)
A kapott egyenesek meredekségébdl meghataroztuk, hogy AG,," =0,9 kJ/mol 25 °C-on és 0,3
kJ/mol 35 °C-on.
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Ez alapjan a kritikus micella képzddési koncentraci6 HLB érték fliggése most mar kdnnyen
megmagyarazhatd, ha figyelembe vessziik, hogy az EO csoportok atlagos szama aranyos
HLB/(20-HLB) értékkel.

Vizsgaltuk a Neodol mintakbdl képzddott micellak méretét is fényszoras fotométerrel.

A DLS mérések eredményét a 12. tablazatban foglaltuk 6ssze:

12. tablazat
Effektiv micella atmérdk 25 €s 35 °C-on, DLS mddszerrel meghatarozva. A zarojelben a
részecske méret eloszlasat is feltiintettiik

Neodol Neodol Neodol Neodol

91-2.5E 91-5E 91-6E 91-8E
Effektiv atméro

326 (0,29) 135 (0,33) 60 (0,20) 5,4 (0,48)
(nm), T=25 °C
Effektiv atméro

232 (0,49) 78 (0,29) 73 (0,18) 6,6 (0,31)
(nm), T=35 °C

A tablazat adataibol jol lathatd, hogy a micella mérete csokken a HLB érték ndvekedésével.
Blokk kopolimerek esetén jol ismert, hogy blokkszelektiv oldoszerben oldva az ilyen tipusu
vegyiileteket, mind az Osszetételiik, mind a szerkezetiik befolyasolja a képz6dd aggregatum
szerkezetét és méretét. Az nyilvanvalo, hogy a Neodol mintdk esetén a micella méret nagyban
fligg a hidrofil rész hosszatol. Mar korabban bizonyitottak, hogy a rdvid jol oldodd részt
tartalmazo tenzideket blokkszelektiv oldoszerben oldunk (pl. hidrofil lanc révid a hidrofébhoz
képest, és polaris olddszert hasznéalunk), vezikula képzddése a valdsziniibb. Ha a jol oldodo
lanc hossz ndvekszik, egyre inkabb mag-héj tipusu micelldk képzddése varhatd. A Neodol
mintak esetében a vizben jol 0ldddo rész az EO lanc, ezért az EO lanc hossza meghatdrozza a
vizben képzO6do aggregatumok méretét és szerkezetét. Az aggregatumok mérete fiigg a
homérseklettdl is. A legvaldsziniibb, hogy a homérsékletfiiggést az EO lanc és a viz
molekulak kozotti kdlesonhatas okozza. A hdmérseklet emelése a konformacié valtozashoz
vezethet, ami azt jelenti, hogy alacsonyabb hdmérsékleten a poléarisabb konformer a
dominansabb, mig magasabb homérsékleten a kevésbé polaris rész lesz a meghatirozo. Az
ilyen tipusti GjraszervezOdésre mutat jO példat a micella méret valtozadsa a homérséklet
fiiggvényében a Neodol mintdk esetén.

Vizsgaltuk a micelldk idébeli stabilitasat is. A vizsgalat idétartama minden esetben
egy hét volt. A méréseket 15, 25 és 35 °C-on végeztiik, az oldat készitésekor valamint 1-2-7

nap utan. A mintdkat a két mérés kozott is a mérés homérsékletén termosztalva tartottuk. A
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Neodol 91-5E ¢és 6 E mintdk esetén micellak mérete novekedett az id6 fiiggvényében és ez a
méretndvekedés a hdmérséklet emelkedésével egyre nagyobb mértékii volt. 35 °C-on mar 2
nap utan sem tudtuk a micelldk méretét meghatarozni, a 1ézer fényben atiszo aggregatumok

miatt, ugyanakkor a 15 °C-on a micelldk mérete alig valtozott (24. abra).
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24. abra

Neodol 91-6E minta micella atmérd valtozasa az 1do fliggvényében kiillonb6zé hdmérsékleten

A diszperz rendszereinkben magasabb homérsékleten az aggregacios folyamatok 1ényegesen
gyorsabban jatszodtak le, mint alacsony hémérsékleten. Mivel nemionos tenzideket
hasznaltunk, a micelldkat hidrat réteg stabilizalja és akadalyozza meg a diszperz rendszer
azonnali koagulalasat. A homérsékletet emelve a tenzid molekulak etilén-oxid csoportjainak
(igy a micellanak is) a hidratacidja csokken, ami el6szor micella méret ndvekedését okozza,
majd a hémérséklet tovabbi ndvelésével a rendszerben két fazis kialakulasahoz vezet. A
képzo6dott aggregatumok nagysaga sokszorosa a kiindulasi micella méretének. Ez a folyamat a
hémérséklet novelésével gyorsul. A Neodol 91-2.5E ¢s 8E mintdk esetén (azaz a legkisebb ¢s
legnagyobb EO lancot tartalmazo tenzidek esetén) a micelldk mérete szdmottevOen nem
valtozott az id6vel, még a 35 °C-on sem. Aminek az lehet a magyarazata, hogy a Neodol 91-
2.5 E minta esetén az etilén-oxid lanc hossza nagyon rovid, mig a Neodol 91-8E mintaknal tul

hosszu ahhoz, hogy abban a hdmérséklet tartomanyban, amiben dolgoztunk (25 +10 °C) a

crer
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V1. Ciprofloxacin-Poli(etilén-glikol) konjugatum fragmentacios
viselkedésének tanulmanyozasa

Munkédnk soran ciprofloxacin-poli(etilén-glikol) konjugdtum fragmentacids viselkedését
tanulmanyoztuk ESI tomegspektrometrias koriilmények kozott. Litium, natrium és kalium
vizsgaltuk az iitkdzési energia fliggvényében [6]. A fragmentacios viselkedés jobb megértése
érdekében mas kis molekulatomegii anyagok és poliéterek tomegspektrometrias vizsgalatat is
elvégeztik [7-9].

A ciprofloxacin a fluoroquinolonok csoportjanak egyik legjelentdsebb képviseldje. Gyakran
hasznaljak széles spektrumu antibiotikumként, mind emberi, mind allati szervezetben
baktériumos fertdzések megelézésére ¢és kezelésére. Az ¢Elelmiszerekben visszamaradd
antibiotikumok altal kivaltott rezisztancia elkeriilésére az Europai Unid szabalyozast vezetett
be az ¢élelmiszerekben taldlhatd antibiotikumok mennyiségének korlatozdsara. A szigoru
szabalyozas miatt egész sor kvalitativ €s kvantitativ analitikai modszert fejlesztettek ki az
antobiotikumok meghatarozasara. Leghatékonyabb a folyadékkromatografiaval csatolt
tomegspektrometria. Ezért nagyon fontos az antibiotikumok, kozottik a ciprofloxacin
fragmentacios vizsgalata elektroporlasztasos korilmények kozott. Vizsgalatainkhoz a

ciprofloxacin polietilén glikollal képzett konjugatumat (P_Cf) hasznaltuk (25. 4bra).
S
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(\ N“ N OCHj
H n
(A

HOOC

-

25. abra

A ciprofloxacin-polietilén glikol konjugatum (P_Cf) szerkezete

A P _Cf konjugatum tomegspektrometrids vizsgalata azt mutatta, hogy konnyen képez
egyszeresen ¢és tobbszorosen toltott adduct ionokat alkalifém kationokkal a polietilén lanc
jelenlétének  koszonhetden.  Tomegspektrometrias  szempontbol  fontos annak a
tanulmanyozasa, hogy a kation, a toltés az iitkdzési energia, milyen mdédon befolyasolja a

fragmentécios viselkedést.
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6.1. A ciprofloxacin-polietilén glikol konjugatum ESI-TOF MS vizsgalata

A ciprofloxacin-polietilén glikol konjugatum (P_Cf) ESI-TOF MS vizsgalata alkalifém ionok
(Li", Na", K") jelenlétében +1 - +4 tdltésti adduct ionok jelenlétét mutatta (26. abra).
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26. abra
A ciprofloxacin-polietilén glikol konjugatum ESI-TOF MS spektruma natrium ionok

jelenlétében

Ezen adduct ionok mellett a ciprofloxacin bazikus nitrogénjének koszonhetden protonalt
molekulak ([P_Cf+H]") és vegyes adduct ionok [P_Cf+H+Na]*"is megjelentek a spektrumban
Hasonlo spektrumokat kaptunk a P Cf Li" és K" ionokat tartalmazo oldatanak vizsgalatakor
is, azonban azt talaltuk, hogy a legvaldszinlibb csticshoz tartozo polimerizaciofok (DP)

valtozott a toltéssel és a kationnal.
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6.2. A ciprofloxacin-polietilén glikol konjugdatum ESI-TOF MS/MS vizsgalata

A P _Cf alkalifém ionokkal kationizalt adduktjanak fragmentacios viselkedésének
tanulmanyozasadhoz néhany oligomer csucsot valasztottunk ki az MS/MS vizsgélatokhoz. Az
elsddleges cél a fragmentacio fliggésének vizsgalata volt a kationoktol és az iitkdzési
energiatol. A [P_Cf+2Na]*" prekurzor ion elsd generacios (ESI-QqTOF MS/MS) termék ion

spektrumat a 27. dbran mutatjuk be.
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27. abra
A kétszeresen toltott natriummal kationizalt ciprofloxacin-polietilén glikol konjugatum elsé
generacios termék ion spektruma 53 eV iitkdzési energianal.
(DP=22)

eredményezi egy semleges ciprofloxacin molekula eliminacidja soran. Ezzel parhuzamosan
lejatszodik egy CO, molekula kilépése a prekurzor ionbodl a [P Cf —-CO2 + 2Na]*" iont
eredményezve. A CO, molekula vesztésével képzdodott termékionok csak nagyon kis

intenzitassal jelentek meg a spektrumban.
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Az egyszeresen tOltott natriummal kationizalt P_Cf {itkozés indukalt fragmentécioja csak két
termék iont eredményezett: [P Cf —CO2 + Na]™ és [P + Na]". A [Cf + Na]™ termék ion
képzddése egyaltalan nem figyelhetd meg.

Az egyszeresen €s tobbszordsen toltott P Cf alkélifém ionokkal képzett addukt ionjainak

javasolt fobb fragmentacios sémait a 28. abra foglalja Ossze.
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28. 4bra.
A ciprofloxacin-polietilén glikol konjugatum alkalifém ionokkal kationizalt aduktjainak
javasolt fragmentacids sémdja (M = Li, Na, K és x = 2, 3).

.....

folyamatok sordan. Az a folyamatban egy végcsoportvesztés torténik [P + xM]*" termék ionok
és Cf semleges fragmens képzOdését eredményezve. A [P + xM]*" tovabbi bomlasa is
megtorténhet az M" ion lehasadasaval [P + (x-1)M]*"" jont eredményezve (d folyamat). A b
folyamat [P + (x-1)M]*P" termék ionokat és [Cf + M] -t eredményez. Az a és b
folyamatokkal parhuzamosan egy CO, molekula eliminécidja is lejatszodik a prekurzor ionbdl
(¢ folyamat), [P Cf —CO2 + xM]*" iont kapva, mely tovabb bomolhat [P Cf —-CO2 + (x-
DM]*D* s [CE—CO2 + M]" ionokka. (e folyamat). Itt hangsalyoznunk kell, hogy a [P_Cf—
CO2 + (x-1)M]*P*" ¢s [Cf—CO2 + M]" ionok csak nagyon kis intenzitassal jeletkeznek a

tobbi termékionnal 6sszehasonlitva.
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Eredményeinket 0Osszefoglalva azt tapasztaltuk, hogy a fémion nincs jelentdés hatassal
kisérleti eredmények alapjdn fragmentaciés mechanizmust javasoltunk az egyszeres ¢€s
tobbszoros toltésti ciprofloxacin-poli(etilén-glikol) konjugatum alkalifémekkel képzett addukt
ionjaira és értelmeztiik a termékionok jelintenzitdsdnak valtozasat az litkozési energia

fliggvényében.
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VII. Szupramolekularis guanozin alapi polimerek eloallitasa

A guanozinnak olyan telekelikus szarmazékat allitottuk elé 1500 g/mol atlagos
molekulatdomegli polietilénglikolbdl, amely nem vizes kdzegben (kloroform) kalium-ionok
altal stabilizalva dinamikus szupramolekularis polimerrendszer kialakitasara képes [10]. Az
onszervezOdésre jellemzd karakterisztikus spektrumot kaptuk cirkularis dikroizmus
vizsgélataink sordan, a DOSY NMR mérések pedig azt mutattdk, hogy a létrejott
aggregatumok a 6-9, 20-30 és 100-400 kDa-os tomegtartomanyokba esnek. A fényszoras
fotometria soran tapasztalt bimodalis eloszlas (0,1 és 1 um atmérdji részecskék) valamint a
transzlacids elektronmikroszkopos felvételek szintén alatamasztottdk ezen szupramolekularis

polimerrendszer jelenlétét.

A G-kvartettek (Gs) Onszervezddés soran jonnek Iétre, mikozben sikalkati guanozin
tetramerek képzodnek Hoogsteen-tipusu hidrogénkotések altal (29. 4abra) Ezeket az
asszociatumokat gyakran stabilizaljdk egy kozponti alkalifém kation (Na® vagy K")
hozzaadasaval. Guanozinban gazdag részeket taldltak az €16 szervezetben sok helyen példaul
a kromoszomak telomer régidiban, melyeknek fontos szerepe van a sejtosztédasban.

A telomerdz enzimek nagy koncentrdcidoban vannak jelen tumor sejtekben és képesek
Ujraszintetizalni ezeket a részeket, ezért fontos szerepet toltenek be a rakkutatdsban. A
guanozin tartalmiit DNS szalak G-kvadruplex alapti szupramolekularis szerkezeteket
tartalmaznak, melyeket alkalifém stabilizal.

Az 1990-es évek kozepén Gottarelli és Davis ravilagitott, hogy nemvizes kézegben a lipofil
guanozin szarmazékok kvartettekbe vagy kvadruplexekbe rendezddnek. Egy ilyen
szervezOdés folyaman a Gy kation-dipolok oktamerré alakulhatnak (29. dbra b.), melyek

hexadekamerré vagy oszlop alaku aggregatumokka allhatnak 6ssze kalium ion segitségével.
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29. abra

a) A G-kvartett szerkezete. b) A [Gg] K™ oktamer szerkezete.

Jelen kutatés témdja a szupramolekularis polimerek kialakuldsanak vizsgalata volt a nemvizes
kozegben kialakuld kvadruplex szerkezet felhasznaldsaval. Ennek elérésére az 1. vegyiilet
hemiszukcinatjat kovalensen kotottiik oim-diamino-polietilén glikolhoz 1étrehozva a 2.
telekelikus makromonomert (30. dbra). A makromonomer szerkezetét NMR és MALDI-TOF

MS mérésekkel igazoltuk.
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30. abra

A szupramolekularis makromonomer eléallitasa.
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A Cirkularis Dikroizmus (CD) spektroszkopiat gyakran alkalmazzak lipofil guanozin
szarmazékok Onszervezddésének tanulmanyozasara. Egy 260 nm-nél jelentkezd intenziv
negativ CD csucs, még mas kromoforok jelenlétében is jellemzd olyan aggregatumokra,
amelyek legalabb két G-kvartettbdl allnak egymashoz képest kirdlisan elforgatva. A negativ
CD csucs a hosszl tengely mentén polarizalt G-kromofornak kdszonhetd negativ fazisa pedig
balforgast hélixes elrendezddésre utal.

A 2 vegyiilet CD spektruméaban megfigyeltiik ezt a negativ fazisu jelet CHCI; és CH3CN
oldatban kis intenzitissal K’ ion hozzdadasa nélkiil is, valésziniileg a szennyezéként
jelenlévé Na' vagy K' ionok miatt. A kloroformos oldat kalium pikratos kezelése utan az
oldat egy intenziv negativ jelet adott, mely G-kvartettekbodl felépiilé balforgasu hélixes
szerkezet kialakulasat, ezaltal szupramolekularis szerkezet megjelenését jelezte. Mas lipofil
G-aggregatumokkal ellentétben a pikrat anion nem szorosan kotott, mivel a 365 és 413 nm-es
karakterisztikus CD atmenetek hidnyoznak a spektrumbol. Vizben vagy DMSO-ban nem
kaptunk exciton-jelet, mivel ezen olddszerek kompetetiv hidrogénkdtési folyamatokban

vesznek részt.

ME

-40 |

240 260 220 300 azo 340
wawvelength {nm

31. abra
A 2 vegyiilet CD spektruma, acetonitrilben (folytonos vonal) és kloroformban (pontozott
vonal) K+ ion hozzaadasa nélkiil, valamint vizes kalium pikratos extrakci6 utan (szaggatott
vonal)

A 3 vegyiilethez rendelhetd latszolagos molekulatomegeket DOSY NMR modszerrel

hatéroztuk meg. Az eredmények harom komponens jelenlétét mutattdk oldatban: egyet a 6-9
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kDa, egy masikat a 20-30 kDa, és egy harmadikat a 100-400 kDa régidoban (32. abra). A

tomegaranyok alapjan 0sszetételt javasoltunk a komponensekre.

Apparent molecular weight

10°
[kDal 16*4* G4-(PEG)4-G4
N /
4* G4-(PEG)4-G4
)
"

10 . G4-(PEG)4-G4

o 1 1 1 1 1 ]
0 1 z 2 4 5 &

Time course of DOSY experiment [ h ]
32. abra.
A 2-bdl képzodott szupramolekularis aggregatumok DOSY -val meghatarozott
molekulatomegei.

Az aggregdtumok méretét dinamikus fényszords fotometridval is aldtdmasztottuk.

Kloroformban bimodalis eloszlast talaltunk 0,1 €s 1 pm mérettartomanyban. A 2 vegyiilet

nagyon sziik molekulatomeg eloszlasdnak koszonhetéen a bimodalis eloszlast nagy

valoszinliséggel nem a kiindulasi vegytilet polidiszperzitasa okozta.

A kalium pikratot tartalmaz6é minta TEM (transmisszids elektron mikroszkop) felvétele

szalszerli képzOddmények jelenlétét mutatta az olddszer elparologtatdsa utan (33. dbra). Az

ismétlodo gombszerii egységek becsiilt atmérdje koriilbeliil 10nm. Azt feltételezziik, hogy ez

a legkisebb szerkezet (azaz gyongy a lancban) négy PEG lanccal Osszekapcsolt két Gy

kvartettel szemléltethetd, ahogyan a 33. dbra b. részén is lathato és ezeket a kalium ion fiizi

Ossze lanccé a Gg komplex-képz0 hatas éltal.
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33. abra

a) A szupramolekularis polimer TEM felvétele 2. b) A G4-(PEG)4-G4 makromonomer

lehetséges szerkezete a szupramolekularis polimerben
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