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Bevezetés

A mikotoxin elnevezés a gorog mykes = gomba ¢€s a latin toxikum = méreg szobol
ered. A gombdk altal termelt méreganyagoknak latszélag nincs szerepilk a gomba
metabolizmusaban, mégis potencidlis veszélyforrast jelentenek a novényekre és allatokra,
tovabba a taplaléklancba bejutva az emberre is. Elsdsorban az éllati takarmanyban taldlhatok
meg nagy mennyisében. A kiilonbozé gabonafélékben, az aratasi iddszak elétt, illetve azt
kovetden termelddnek. A termények feldolgozasa, tarolasa és az etetés koriilményei is
kedvezéek lehetnek szaporodasuknak, mely komoly gazdasagi veszteséget okozhat.
Statisztikai adatok alatamasztottak, hogy az alapvetd élelmiszerek 25-50 %-a - melyet
vilagszerte termelnek - fertézottek valamilyen mikotoxin altal. Biologiai hatasuk rendkiviil
szerteagazo; elsdsorban vese-, idegrendszer- és majkarosito sajatsaguk kiemelkedd, valamint
egyes szarmazékok karcinogén tulajdonsaggal is rendelkeznek.

A mikotoxinok kimutatasara alkalmas moddszerek fejlesztése napjainkban nagy
jelentdségli. Ezen torekvések egy része olyan kolcsonhatasok tanulmanyozasara irdnyul,
melyben altaldban olyan vegyiileteket hasznalnak, amelyek a kimutatandé mikotoxinokkal
gyenge kolcsonhatasba 1épnek, komplexet alkotnak és ennek eredményeképpen valamely jol
mérhetd fizikai-kémiai tulajdonsdguk megvaltozik. Az egyik ilyen eredményesen alkalmazott
vegyiiletcsoport a ciklodextrinek, melyek szamos mikotoxinnal, mint példaul az Ochratoxin
A-val, zearalenonnal vagy éppen a citrininnel is komplexet alkotnak és a komplexképzddés
soran erdsitik a mikotoxin természetes fluoreszcencidjat. A kornyezeti, €lelmiszer vagy
takarmanymintak esetében az egyik legnehezebb, ugyanakkor legfontosabb feladat a
mikotoxinok szelektiv kimutatasa mellett a mintdk toxinmentesitése. Ehhez kapcsolédoan
munkank soran mikotoxinok nagy érzékenységli szelektiv kimutatisa valamint a
toxinmentesitési eljarasok fejlesztése céljabol tanulmanyoztuk e vegytleteknek, mint
vendégmolekulaknak ciklodextrinekkel mint gazdamolekuldkkal 1étrejovo kolcsonhatasat,
annak fizikai-kémiai hatterét. Jelen munkankban 6t B-ciklodextrin szarmazék citrininnel
alkotott ~ komplexének  stabilitdsat  tanulmanyoztuk  valamint meghataroztuk a
komplexképzddést kisérd termodinamikai paramétereket. A molekularis szintli értelmezés

céljabol méréseinkhez elméleti kémiai szamitasokat végeztiink.



|. Irodalmi attekintés

A mikotoxinok kiilonb6zé fonalas gombak anyagcsere-folyamatainak kéros hatast
melléktermékei. Szerkezeti és kémiai tulajdonsdgukat tekintve is kiilonbozéek. Egyes
képviseldik kozott eléfordulnak egyszerti, heterociklusos gytirtibdl all6 molekulak, melyeknek
molekulatomege elérheti akar az 50 Da-t, ugyanakkor Iéteznek 6-8 szabalytalan
elrendezddésti, heterociklusos gytiriiket tartalmazo, és 500 Da molekulatomeggel rendelkezo
vegyliletek is.t

A mikotoxinok egyik csoportjat alkotjak, az Aflatoxinok, melyeket széleskorlien
tanulmanyoznak.? Jellemz8 tulajdonsaguk, hogy képesek a sejtek o6rokitd anyagahoz
hozzakotddni, ezéltal befolydsolva a fehérjeszintézist. Hasonld sajatsdggal rendelkezik az
Ochratoxinok csalddjahoz tartozé Ochratoxin A, melynek szerkezete a fenilalaninhoz hasonlo,
s ez lehetéséget ad arra, hogy gatolja a sejtek életfolyamatait irdnyitd enzimek miikddését.®*
A Fusarium gombafajok altal termelt mikotoxinoknak t6bb alcsoportja ismert. Ide sorolhatok

a Fumonizinek, a Zearalenone ¢€s a Trichotecének. Mindhdrom toxin nagy hdstabilitdst mutat,
e 15

I.1 Citrinin altalanos jellemzése

Az éltalunk vizsgalt mikotoxin a citrinin, melyet elészér Penicillum citrinum,® majd
Aspergillus’ és Monascus® fonalas gombakbol izolaltak. Figyelembe véve antibakterialis
tulajdonsagat, kezdetben antibiotikumként tartottak szamon,’ majd késdbb megallapitottak,
hogy az allatokban idegméregként viselkedik,'® tovabba vese- és kronikus majkarosodast

11,12 1= , .. , . s
e Kozvetett és kozvetlen uton torténd szervezetbe

eredményez0 hatasat is igazoltak
jutdsanak megel6zése ezért kiemelt fontossagi. A citrinin elsésorban gabonaban talalhato
meg, de eléfordul kiilonb6zd gylimolcsokben, hiisban €s sajtban is. Korabbi munkék soran
megfigyelték hd tlird képességét, mely neheziti a mérgezd sajatsaganak csokkentésére
iranyuld eljarasok fejlesztését. Kis mennyiségli viz jelenlétében melegitve ugyanakkor mar
130 °C-on jelentds csdkkenés figyelhetd meg a citrinin toxikussagat illetden.™

A toxinmentesitési eljarasok mellett természetesen szamos munka fokuszal a citrinin
kimutataséara is. Mikotoxinok analizélasara a legelterjedtebben a kiilonb6z6 kromatografias
moédszereket hasznaljak még ma is,"*"® de mar az 1980-as és 1990-es években is szamos

1617 Kedvelt elvalasztds technikai moédszer volt a

tanulmany sziiletett ezen a teriileten.
vékonyréteg-kromatografia, mely gyors, koltséghatékony eljarasnak szamitott a

nagyhatékonysagli folyadékkromatografids elvalasztds (HPLC) térhoditasat megeldzden.



Lehetdséget nytjtott a citrinin mindségi és mennyiségi meghatarozasara egyarant, ugyanakkor
korabbi munkakban beszamoltak arrol, hogy 10-50 ng/g tartomédnyban mar Kkis
érzékenységgel rendelkezik. %% Az utobbi évtizedekben mikotoxinok ételekbdl és
kiilonbozé gombafajokbol torténd kimutatdsara mar HPLC technikéat alkalmaznak, mely
elvalasztas-technikai moddszert elsésorban tdmegspektrometris (HPLC-MS)?*  vagy
fluoreszcencias (HPLC-FLD)* detektalassal kombinalva hasznaljak. Ez utobbi esetben

lehetdség nyilik a citrinin mennyiségi meghatarozasara ng/g koncentracidtartomanyban.
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1. abra A citrinin szerkezeti képlete. IUPAC-név: (3R,4S)-8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-0x0-4,6-
dihidro-3H-izokromén-7-karbonsav

A citrinin konjugalt, planaris szerkezete természetes fluoreszcencids sajatsagot
kolcsondz szamara, mely savas kornyezetben tovabb erésitheté (1. abra). A citrinin
kelatképz6 tulajdonsaggal is rendelkezik, két lehetséges tautomere az orto-, illetve a para-
kinon forma. Kristalyos allapotban szerkezete rendezetlen, viszont a két izomer azonos
mennyiségben van jelen. Ez az 1:1 ardny a toxin oldatba vitelével felborul, és dontéen az
orto-kinon keril talsulyba. A reakciomechanizmus felderitése soran megallapitottak, hogy az
atalakulas a Michael-féle nukleofil addici6 alapjan jatszodik le. A folyamat reverzibilis, és az
izomerek aranya az oldoszerrel, illetve a hémérséklettel is befolyasolhatd. Valoszintisithetd
tovabba, hogy az el6zéekben emlitett antibakteralis sajatsaga és a szerkezete kozott kapcsolat
all fenn.

Korabbi tanulmanyban vizsgaltak a citrinin komplexképz6 sajatsagat réz(Il)-
ionokkal.® Ennek kapcsan megallapitottak, hogy a citrinin a fémionnal 1:1, illetve 1:2
komplexet alkot, ahol — a korabbi tapasztalatokat kisérletekkel alatimasztva — az orto-kinon
formdja dominal. Kutatdcsoportunk is tanulmanyozta mar kordbban ezt a mikotoxint, a

citrinin glutationnal vald kolcsonhatas tanulmanyozasaval foglalkoztak fluoreszcencia

spektroszkopias modszerek segitségével.26 Az eredményeik szerint a gyenge kolcsonhatas



hatterében a vizsgalt molekulak kozotti hidrogén-, illetve kénhidrogén kotések kialakulasa all,
mely szerepet jatszik a citrinin akut toxicitdsdban, tovabba a sejtekben 1évé ionhaztartas

egyensulyat felboritva, azok halalat okozhatjak.

1.2 Ciklodextrinek altalanos jellemzése

A ciklodextrinek nagy népszeriiségnek orvendenek a kiilonb6z6 iparagak teriiletén,
mint példaul kozmetikai-, élelmiszer- ¢és gyogyszeripar, de alkalmazzak példaul
elvalasztastechnikai eljarasok soran is. Mindez elsdsorban kedvezO szerkezeti ¢és
komplexképzd sajatsagaiknak koszonhetd. Az elsé ciklodextrinek megjelenése az 1890-es
évek végére tehetd, amikor egy francia tudos, Villers izolalta emészthetd keményitdbél.2” Ezt
kovetéen Schradinger adott pontos leirast két kristalyos vegyiiletrél, az o- és f-
ciklodextrinrél, melyeket burgonyakeményitébél szintetizalt.?® A y- szarmazék eldallitasa
pedig Freudberg és Jacobi nevéhez fiiz6dik.”® A magyarorszagi ciklodextrin kutatds Uttoréje
Szejtli Jozsef volt, aki éveken at tartd CD-ekkel végzett kutatomunkaja utan, 1989-ben
megalapitotta a Cyclolab Kft.-t.%°

A szakirodalomban t6bb mint, 1500 kiilonboz6é ciklodextrinrél olvashatunk, a
legjelentésebbek azonban az eldbb emlitett a-, - és y- ciklodextrinek (2. abra), melyek 6, 7
cukoregységeket a-1,4 glikozidkotések kotik Ossze egy koriv mentén ismétlddve. Ennek
koszonhetden a molekula egy belsd iireggel rendelkezd csonka kuphoz hasonlit. A perem
szélesebb részén talalhatok az elsddleges-, mig a sziikebb részen a masodlagos hidroxil-
csoportok, igy a ciklodextrinek kiilsé fele hidrofil, mig a belsd tireg lipofil sajatsagl. Ez a

felépités lehetdséget nyujt lipofil molekuldk, vagy molekularészek befogadasara.



2. abra Az a-,j3- és y- ciklodextrinek szerkezeti képlete



Gyakori alkalmazasuk hatterében jo komplexképzd hajlamuk all, melyek un. *host-
guest’ vagy ’gazda-vendég’ kolcsonhatdsokon alapulnak. Ezen folyamatok lejatszodasan
keresztiil képesek modositani, vagy akar teljesen megvaltoztatni a {iregbe beiild
gazdamolekula tulajdonsagait. Szejtli és munkatarsai mar 1998-ban megjelent munkajukban
osszefoglaltdk a ciklodextrinek lehetséges felhasznalasait.®® Eszerint mezégazdasagi
térhoditasuk mogott az 4all, hogy komplexet képeznek a kiilonbdz6 ndvényveédo-, rovarirtd
szerekkel, feromonokkal, ¢és novekedést segitdé hatdanyagokkal. Kromatografias
elvalasztasoknal oszlopkomponensként torténd alkalmazasat is leirtdk mar az emlitett
munkaban, melynek soran az izomerek és enantiomerek elvalasztasara, vagy a mérgezé
komponensek  koncentraciojanak ~ csokkentésére  hasznaljak  ezen  vegyiileteket.
Elelmiszeriparban valé megjelenésiik tobb okbol is adodhat. A ciklodextrinek, mintegy
kapszulaként viselkedve képesek megkotni az illat-, és izanyagokat, megtartani az ételek
vitamintartalmat, és megévni azokat a fény-, és egyéb modosité hatasoktol. 3% A p-
ciklodextrin feldolgozasi segédanyagként vald felhasznalasanak kulcsszerepe van a
koleszterin tartalom csokkentésében tejtemékekben.30’34 Tovabbi egyedi sajatsaga még, hogy
segiti a gyogyszerek sejtmembranon vald atjutasat Ggy, hogy el6szor a lipid kettds réteghez
szallitja a hatoanyagot. Mivel a B-ciklodextrin mérete, és hidrofil kiilsé szerkezete miatt nem
tud athatolni a sejtfalon, ezért az extracellularis térben marad vizes fazisban, mig a szallitott
gyogyszer hatdbanyag atlép az intracellularis térbe.*!

A ciklodextrinek irdnyadba mutato egyre nagyobb érdeklddés nem utols6 sorban annak
is koszonhetd, hogy konnyen hozzaférheték és viszonylag olcsok. A nativ ciklodextrinek
kémiailag modositott szarmazékai ma mar ugyancsak elérhetéek, bar azok sokszor sajnos elég
dragak az alapszarmazékokhoz képest. A hidroxil csoportok kiilonb6zd szubsztituensekkel
valo helyettesitése azonban befolyassal van a molekula kémiai és fizikai tulajdonsagaira.
Modositasuk, példaul akar hidrofob metoxi csoporttal meglepd modon noveli az
oldhatosagukat vizes kozegben. A B-ciklodextrin esetében ez a folyamat a hidroxil csoportok
haromnegyedének metil csoportokra torténd lecserélése utdn megall, és tovabbi mddositas
utana szolubilitasa Ujra lecsokken.*® A kémiailag modositott ciklodextrinek oldhatosagaban
szerepet jatszik, hogy hany funkcios csoportot kapcsolunk a hidroxil csoportok helyébe, és ez
kapcsolatba hozhatd azzal, hogy a teljes helyettesitéssel lecsokken a lehetséges izomerek
szama. Bar manapsiag nagy mennyiségben zajlik szintetizaldsuk, illetve a szakirodalom is

k,36’37

egyre tobbet foglalkozik velii potencialis gyogyszeripari felhasznalasuknak gatat szab,

hogy a toxikologiai vizsgalatok rendkiviil koltségesek. Tovabbi nehézséget okoz, hogy



ameddig az uj modosulatok nem mutatkoznak elénydsebbnek a korabban alkalmazottaknal,

az ujonnan kifejlesztett ciklodextrinek elterjedése nem valdszind.

1.3 Jelen vizsgalatok el6zményei
1.3.1 Gazda-vendég kolcsonhatasok tanulmanyozasa

A m-elektron-rendszereket tartalmaz6é molekulak kozott 1étrejovo kolcsonhatasok
kozismerten fontos szerepet jatszanak a bioldgiai folyamatokban, valamint a kémia szdmos
teriletén. A  kalixarének kosar alaki befogadd molekuldk, melyek példaul a
gyogyszerkémiaban molekularis csomagoloanyagként, a kornyezeti kémia teriiletén pedig
érzékeny detektorként jatszhatnak fontos szerepet.

Témavezetdm ¢és munkatdrsai a kalixarének vizsgalataihoz kapcsoldddan kalixarén-
szarmazékok aromds semleges molekulakkal alkotott komplexeit részleteiben
tanulmanyoztak. A gazda-vendég  kolcsOnhatasokat — meghataroz6  molekularis
hattérfolyamatok tanulmanyozéséara irdnyulé munkéjuk soran felderitették a komplexképzési
hajlam részletes termodinamikai hatterét, vagyis a komplexképzddést kisérd szabadentalpia-,
entalpia- és entropiavaltozasok nagysagat, és e valtozasok okat.®% Kalixarén molekulak
molekularis csomagoléanyagként torténd gyakorlati felhasznalhatésaga céljabol molekularis
szinten vizsgaltak tovabba a komplexképzédési, valamint disszociacios folyamatokat.4o’4l

Ezen korabbi gazda-vendég tipusu kdlcsonhatasok komplexképzddési és disszociacios
folyamatainak termodinamikai és kinetikai szempontbol torténd vizsgalatai soran nyert
tapasztalatok eredményesen felhasznalhatdbak a mikotoxin — ciklodextrin kd&lcsonhatas

tanulmanyozasa soran is.

1.3.2 A citrinin — B-ciklodextrin kolcsonhatas

Habar a szakirodalomban szamos munka foglalkozik a mikotoxin — ciklodextrin
kolcsonhatasok Vizsgaila‘céwal,42’43 csupan egyetlen olyan kozleményt talaltunk, melyben a
citrinin és B-ciklodextrin kozott lejatszodé komplexképzédés kémiai hatterét kutattak.* Zhou
¢s munkatarsai ezen munkdjukban részletekbe menden bemutatjak, hogy milyen hatassal van
a kialakul6 kolcsonhatasra a mikrokdrnyezet megvalasztdsa. Ennek soran kiilonb6zo tipusu és
pH-ju puffer oldatokat alkalmaztak, illetve megfigyelték, hogy hogyan valtozik a citrinin
emisszids spektruma emelkedd ciklodextrin-koncentracié mellett. Eredményeik azt mutattak,
hogy az olddészer pH-ja és a mikotoxin fluoreszencia jelének intenzitasa Szoros kapcsolatban

allnak egymadssal, azaz a puffer pH-értékének csokkentése a fluoreszcencia intenzitas



novekedését vonja maga utan. Megallapitottak tovabba, hogy mivel a B-ciklodextrin lipofil
iirege megfeleld mikrokornyezet biztosit a citrinin szadmara, a kdlcsonhatds kialakul, s6t a
komplex fluoreszcencia intenzitdsa és a tiszta mikotoxiné kozott akar egy nagysagrendbeli
kiilonbség is elérhetd.

Igaz ugyan, hogy ezen publikacio alapjan el6zéekben ismertetett eredmények atfogd
képet adtak a citrinin — B-ciklodextrin kozott 1étrejové kolcsonhatas kémiai hatterérol,
azonban a komplexképzddés mélyebb szinti megértéséhez nélkiilozhetetlen a folyamat
fizikai-kémiai alapjainak felderitése. Ebben kiemelt szerephez jut a komplexstabilitas, a
citrinin — ciklodextrin koélcsonhatds homérsékletfiiggésének vizsgalata, illetve elemzése.
Tovabba felmeriil a kérdés, hogy a nativ P-ciklodextrinhez képest a citrinin hogyan
viselkedik egyéb kémiailag modositott szarmazékokkal, melyeknek a mikotoxin —
ciklodextrin kolcsonhatasra gyakorolt lehetséges elényeirdl szamos tanulmanyban

k’45,46

olvashatun mégis citrininnel vald kolcsonhatasukat még senki nem vizsgalta.

1.3.3 Mikotoxinok kolcsonhatasainak fluoreszcencia spektroszkopiai
vizsgalatai

Témavezetdm ¢és munkatarsai, korabbi mikotoxinokhoz kapcsolodd kutatomunkajuk
soran az Ochratoxin A-t részletesen vizsgaltak, mely vegyiilet a citrininhez hasonl6an szintén
idegrendszert karosité mikotoxin.
Mivel az Ochratoxin A (OTA) toxikokinetikajaban, és mérgez6 hatasanak Kkifejtésében
Kulcsszerepe van a mikotoxin albuminhoz val6 nagyfokt kotédésének, ezért munkajuk soran
olyan gyogyszerek azonositdsdhoz jarultak hozza, amelyek kolcsonhatdsa albuminnal
erésebb, mint OTA-val.*"*® Igaz, hogy az OTA — fehérje kolcsonhatisok meghatarozoak a
toxin hatasmechanizmuséban, ugyanakkor a szervezetben jelenlévd ionokkal kialakitott
kolesonhatasokon keresztiil az ionhaztartds egyensulyanak felboritdsa komoly egészségiigyi
kockazatokkal jar. Tanszékiinkon ezen mikotoxin kiilonb6zo alkali-, és alkalifoldfémekkel
kialakuld kolcsonhatasat vizsgaltak, melyek koziil az alkalifoldfémek esetében tapasztaltak a
legjelentésebb intenzitasnovekedést.*® Termodinamikai szamitasaik alatdmasztottak tovabba,
hogy a folyamat entropia vezérelt, és hogy a szervezetben nem kotott allapotban az OTA Mg-
komplexek formajaban van jelen dontd mennyiségben, valamint eredményeik hozzajarultak
uj, nagyeérzékenységli miiszeres analitikai eljarasok kifejlesztéséhez is.>®

Az OTA karos hatdsanak visszaszoritasa érdekében, korabbi kozleményekben

foglaltakra tamaszkodva vizsgaltak ezen mikotoxin és egy kémiailag modositott szarmazék, a



kvaterner ammonium béta-ciklodextrinek kolcsonhatasat is. Az OTA — kvaterner ammonium
béta-ciklodextrin esetében joval stabilabb komplexet talaltak, mint a korabban publikalt OTA
— B-ciklodextrin komplexképzddés esetében.”! Ezen eredmények ramutattak mas mikotoxinok
¢s modositott P-ciklodextrinek kozott lejatszodd  komplexképzddés  vizsgalatanak

fontossagara.
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I1. Célkitiizés

A mikotoxinok karos hatasukat az élet szinte minden teriiletén kifejtik. Ennek teljes
megsziintetése nem all modunkban. Manapsag egyre tobb detoxifikacids stratégiat
alkalmaznak, melynek kapcsan a ciklodextrinek megjelenése és potencialis mikotoxint
befogadd vendégmolekulaként torténd felhasznaldsa tovabbi lehetséges alternativ modszerek
alapjat képezhetik. Kutatocsoportunk korabbi mikotoxin — ciklodextrin kolcsonhatasok
tanulmanyozasahoz kapcsoloddo eredményei felvetik a mikotoxinok és ciklodextrin
szarmazékok kozott lejatszodd komplexképzddés tanulmanyozasanak sziikségességét.

Témavezetdom ¢és munkatarsai korabbi gazda-vendég tipusu kolcsonhatasokra és
mikotoxinok molekularis kolcsonhatasaira vonatkozo, az el6zéekben ismertetett eredményei
alapjan jelen munkankban a célunk a citrinin — pB-ciklodextrin gazda-vendég tipusu
kolcsonhatasanak részletes tanulmanyozasa optikai spektroszkopiai modszerekkel. Habar a
kolcsonhatast az alapszdrmazék esetében mar leirtdk, de a komplexképzodését kisérd
folyamatokat részleteiben még nem tanulmanyoztak, ezért a fizikai-kémiai hattér leirasahoz
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A nativ B-ciklodextrin hidroxilcsoportjait egyéb funkcios
csoportokkal helyettesitve megvaltoznak az alapvegyiilet fizikai és kémiai tulajdonsagai.
Ezért tovabbi célul thztik ki olyan kémiailag modositott B-ciklodextrinek azonositasat,
melyek nagyobb stabilitasu komplexet képeznek a citrininnel és/vagy jelentds mértékben
fokozzak annak fluoreszcenciajat. Tovabba a citrinin — [-ciklodextrin kolcsonhatas
molekularis folyamatainak leirasahoz a komplexképzddési hajlam részletes termodinamikai
hatterének tanulméanyozéisara iranyuld vizsgalatainkkal valamint elméleti kémiai

szamitasokkal kivanunk hozzajarulni.
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II1. Vizsgalati anyagok és modszerek

II1.1 A vizsgalt mikotoxin — ciklodextrin komplexek

Munkank soran a mikotoxinok koziil tehat a citrinint (CIT) tanulmanyoztuk. 5 mM-o0s
etanolban oldott oldatat a Sigma Aldrichtol vasaroltuk. A citrinin — ciklodextrin kdlcsonhatas
vizsgalatahoz a kiilonb6z6é ciklodextrineket (CD) a Cyclolab Ciklodextrin Kutato-fejleszto
Laboratorium® bocsatotta ingyenesen rendelkezésiinkre. A vizsgalataink sordn a B-, a (2-
hidroxipropil)-p-, a heptakisz(2,6-di-O-metil)-p-, a random metil-B- valamint a szulfobutilalt

B-ciklodextrineket tanulmanyoztuk (3. abra).

3. abra Az altalunk tanulmanyozott ciiklodextrinek:
BCD:R;,R2,R;=OH;DIMEB:R;,R,=OCH3,R,=OH;RAMEB:R;,R2,R3=OR,R=H,CHj3
HPBCD:Ry,R,,R3=OR,R=CH,CH(OH)CHs.
SBCD:R1,R2,R3=OR,R=H,CH,CH,CH,CH,SOsNa

II1.2 Oldatkészités

A CIT 5mM-os etanolos torzsoldatat a mérés soran alkalmazott olddszerrel két
lépésben higitottuk gy, hogy el6szor egy 100 uM-os, majd végiil 2 uM-0s torzsoldatot
kaptunk. A mérésekhez felhasznalt CD torzsoldatok pedig 20 mM-osak voltak. A citrinin —
ciklodextrin kolcsonhatas tanulmanyozéasahoz olyan oldatsorozatokat készitettiink, melyben a
citrinin Koncentracidja allanddo 1 uM, mig a ciklodextrin koncentracioja 0-10 mM kozott
valtozott. Tizenegy kiilonb6z6 mintat allitottunk Ossze az |. tablazatban osszefoglaltaknak
megfelelden. A tablazatbol latszik, hogy anyagtakarékosan dolgoztunk ¢és igy a

mintakészitésnél a térfogatokat additivnek vettiik, ami némi pontatlansagot okoz ugyan, de

2 http://www.cyclolab.hu
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ezek ellenére is mérési hibahataron belill tudtunk maradni.  Olddszerként pH=2 foszfat
puffert alkalmaztunk. A puffer 6sszeallitasahoz ultra-tiszta desztillalt vizben késziilt 0,05 M
koncentracioji Na,HPO,4-12 H,0 ¢és 0,05 M-0s foszforsav oldatokat hasznaltunk. A puffert 2-
es pH-ra a foszforsav-oldat segitségével allitottuk be. A citrinin és ciklodextrin-oldatok
minden esetben a mérés elott frissen késziiltek. Az oldatkészitést és a puffer pH-janak

beallitasat egyarant 25°C-on végeztiik.

l. tablazat A méréseinkhez készitett oldatsorozat

2 uM CIT- 20mM CD-  puffer CIT-konc. CD-konc  Ossztérfogat

oldat (ul) oldat (ul) (1) (nM) (mM) (1D
1. 1000 0 1000 1 0,00 2000
2. 1000 25 975 1 0,25 2000
3. 1000 50 950 1 0,50 2000
4. 1000 75 925 1 0,75 2000
5. 1000 100 900 1 1,00 2000
6. 1000 150 850 1 1,50 2000
7. 1000 200 800 1 2,00 2000
8. 1000 300 700 1 3,00 2000
9. 1000 500 500 1 5,00 2000
10. 1000 750 250 1 7,50 2000
11. 1000 1000 0 1 10,00 2000

II1.3 Kisérletes modszerek

I11.3.1 Fluorimetrias mérések

A fluorimetrias vizsgalatok soran a méréseket Fluorolog 13 spektrofluoriméterrel
(Jobin-Yvon/Spex) végeztik (4. abra). A miszer gerjesztési, emisszios, polarizacios és
anizotropia-lecsengési gorbék felvételéhez, valamint fluoreszcencia élettartam mérésére
alkalmas.  Adatgy(ijtési  integracios 1idének 0,1 masodpercet valasztottunk. A
monokromatorokon a gerjesztési, illetve az emisszios oldalon a savszélességet egyarant 3-3
nm-re allitottuk. A mérések soran 1x1 cm-es akril kiivettakat hasznaltunk, valamint meréleges
Right Angle, (RA) detektalast alkalmaztunk. A mérések 298,2 K-en, illetve a termodinamikai
paraméterek meghatarozasahoz sziikséges vizsgalatok 6t kiilonb6zé hémérsékleten: 293,2 K,
298,2 K 303,2 K 308,2K ¢s 313,2 K-en torténtek. A termodinamikai egyensuly bealltahoz 7
perces varakozasi id6t allitottunk be minden minta esetében. Az emisszids spektrumokat 400-

680 nm hullamhossz-tartomanyban detektaltuk 330 nm-es gerjesztés mellett.
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4. abra Fluorolog t-3 spektrofluoriméter az Altalanos és Fizikai Kémia Tanszéken

I11. 3.2 A komplexképz6dés meghatarozasa fluorimetriasan

A citrinin konjugalt, planaris szerkezete (1. 4bra) természetes fluoreszcencids

sajatsagot kolcsond6z a molekulanak. Ezen mikotoxin fluoreszcencidjdnak intenzitdsa

ciklodextrinekkel alkotott komplexek képzédésekor né (5. 4abra). A  detektalt

crer

7

as (cps)

Fluoreszcencia Intenzit

400 450 500 550 600

Hullamhossz (nm)

5. abra A citrinin fluoreszcencia intenzitasanak valtozasa ciklodextrinekkel torténo
kolesonhatasa soran

A CIT — CD kolesonhatas vizsgéalata soran a komplexképzddést kisérd stabilitasi

allando meghatarozasara a Benesi-Hildebrand modszert™ hasznaltuk, melyet ezt megeléz6en
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mér sikeresen alkalmaztak mikotoxin — ciklodextrin kolcsonhatas tanulményozasakor.”
Munkankban az alabbi 0sszefiiggést alkalmaztuk:

b _ 1 1
M -1, AK[CD]' A

ahol Iy a CIT maximum FL intenzitasa, mig | a CIT- CD komplex maximum FL intenzitasa,
A konstans, [CD] az oldatban jelenlév6 szabad ciklodextrin koncentracidja, és n pedig a
kotéhelyek szama. Ha feltételezziik, hogy [CD] >> [CIT] és ezért élhetink a [CD] =
[CD]o=[CD]+[CIT-CD] egyszerisitéssel, ahol tehat [CD]o a CD bemért analitikai
koncentracidja, akkor a CIT-hez képest nagy CD felesleg esetében az Ip/(I-lp) értékeit az
1/[CD]o" fiiggvényében abrazolva a (1) egyenlet alapjan a mérési eredményekre illesztett
egyenes egyenletébdl K értéke meghatarozhat6. 1:1 komplexet feltételezve (n=1 esetén), ha a
fenti egyenlet bal oldalat a ciklodextrin koncentracio reciprokanak fiiggvényében abrazoljuk,
akkor egyenest kapunk, és a mérési pontokra illesztett egyenes egyenletébdl a K stabilitasi
allando kiszamolhato.

Mig a stabilitasi allando ugyan jellemzi az egyensulyt, az még egyszerli rendszerek
esetén is erdsen fligg a homérséklettdl. Ezért célszeri a kémiai egyensuly leirdsara a
termodinamikai paramétereket hasznalni. A stabilitdsi alland6 ¢és a termodinamikai
paraméterek kozott a van’t Hoff egyenlet teremt kapcsolatot:

AG _ AH N AS

NK=——=-———
(2) RT RT R

Az egyenletben a AG a szabadentalpia valtozas, a A4S az entropiavaltozas, 4AH pedig
entalpiavaltozas a komplexek képzddésekor. A fenti Osszefliggés értelmében az egyensulyi
allandok reciprok hdomérséklet fliggvényében abrazolt pontjaira illesztett egyenes
meredekségébdl az entalpiavaltozas, mig a tengelymetszetbdl az entropiavaltozas hatdrozhato

meg, tovabba ezek ismeretében a szabadentalpia valtozas is kiszdmithato adott hdmérsékleten.

I11.4 Elméleti kémiai szamitasok

A kvantumkémia az atomi szintli szerkezetanalizis egyik leghatékonyabb eszkoze, a
molekuladinamikai moddszerek pedig adott hOmérsékleten a dinamikai tulajdonsdgok
molekularis tanulmanyozasara adnak lehetéséget. fgy értheté, hogy a szakirodalomban
szamos, a mikotoxinok és/vagy ciklodextrinek kdlcsonhatdsaival foglalkozd elméleti

szamitasokon alapulé munkékkal talalkozunk.>*°>°
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Jelen munkéaban az elméleti kémiai szamitasok sordn az a célunk, hogy a kisérletek
soran megfigyelt jelenségeket molekularis szinten tudjuk leirni és értelmezni. Vizsgalataink
soran elsO 1épésként meghataroztuk a molekularis dokkoldsi szamitasokhoz a kiindulasi
geometriakat: A citrinin egyenstlyi konformaciojat vakuumban B3LYP/6-31G(d)
szerkezeteit molekuladinamikai szimulaciok eredményeként hataroztuk meg a viz oldoszer
molekuldinak explicit figyelembevételével MM+ erdtér alkalmazasaval. Mind a citrinin, mind
a ciklodextrinek esetében az atomi toltéseket a természetes palyak betoltottségének
Osszegzésével (Natural Population Analysis — NPA) szamitottuk B3LYP/6-31G(d) szinten.

Munkank sordn a DFT (Density Functional Theory — stirliségfunkcional elmélet)
szamitasokat Gaussian 09,°"® a molekuladinamikai szamitasokat HyperChem Professional

8, mig a molekularis dokkolasi szamitasokat a Vina 1.1.2%° programokkal végeztiik. Ez

utodbbihoz sziikséges .pdbqt kiindulasi fajlokat az OpenBabel programmal allitottuk eld.

® A Gaussian 09 programcsomaggal végzett kvantumkémiai szamitasok a Nemzeti Informacios Infrastruktira
Fejlesztési Intézet Pécsi Tudomanyegyetemen talalhato SGI Ultra Violet 1000 szuperszamitégépen torténtek.
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IV. Eredmények

IV. 1 Elévizsgalatok a megfelel6 mérési koriilmények beallitasahoz

A citrinin-ciklodextrin kolcsonhatasban fontos szerepet jatszik a megfeleléen
megvalasztott kozeg. A mérési koriilmények pontos bedllitdsanak érdekében eldkisérleteket
végeztiink a megfeleld kémiai kornyezet biztositasanak céljabol. Ezek soran felvettiik a
gerjesztési és emisszids spektrumokat, valamint vizsgéltuk a puffer és pH hatasat a
kolcsonhatasara, tovabba tanulmanyoztuk a kiértékeléshez sziikséges optimalis CD

koncentraciotartomanyt is.

IV.1.1 Citrinin emissziés spektrumai a gerjesztési hullamhossz valamint a
koncentracio fiiggvényében

Az eldvizsgéalatokat sordn elsd 1épésként meghatdroztuk, hogy melyik az a
hullamhossz, amelyen a citrinint gerjesztve maximalis fluoreszcencia (FL) intenzitast
detektadlunk. Ennek érdekében, felvettik pH=2,5 foszfat puffer oldoszerben a 25 pM-0s
citrinin oldat emisszids spektrumait 280-700 nm hullamhossztartomanyban, mig a gerjesztési
hullamhosszakat 250 nm-t6l 500 nm-ig valtoztattuk, 2 nm-enként haladva. A 6. abra a

emisszids hulldmhosszakat a gerjesztési hulldimhossz fiiggvényében abrazoltuk.

FL Intenzitas

0

2,55
5,10
7,65

(x106 cps)
10,20
12,75

14,00

14,50

Emisszios hulldamhossz (nm)

250 300 350 400 450 500
Gerjesztési hullamhossz (nm)

6. abra A citrinin oldat emisszids fluoreszcencia spektrumai a gerjesztési hulliamhossz

fiiggvényében foszfat pufferben (pH=2,5)
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Az 6. dbra alapjan megallapithatd, hogy a citrinin maximum fluoreszcencia intenzitasa
490-510 nm kozott figyelheté meg 320-330 nm gerjesztési hullamhossz mellett. Az optimalis
gerjesztési hullamhossz kivalasztasanak érdekében a becsiilt hullamhossztartomanyban
megvizsgaltuk a mért intenzitasértékeket. Mivel a 326-338 nm kozotti intervallumban az
intenzitasok kozel azonosak, a mérések soran a tovabbiakban 330 nm-es gerjesztési
hullamhosszat alkalmaztunk, mely Osszhangban van Zhou és munkatarsai altal hasznalt
mérési beallitasokkal.**

Fluorimetrias méréseink soran tanulmanyoztuk tovabba a citrinin FL intenzitasanak
koncentraciofiiggését is. A mikotoxin 50 pM-os oldatat szintén pH=2,5 foszfat puffer
oldoészerben felez6 higitassal addig higitottuk, amig még detektalhatd fluoreszcencia jelet
lattunk. A koncentracié csokkenésével aranyosan valtozik a citrinin mért FL intenzitasa is, a

vizsgalt molekuldris kdrnyezetben 3,125 uM citrinin koncentracié mellett még detektalhat6 a

citirinin emisszidja.

IV.1.2 A puffer kivalasztasa

Elsdsorban olyan puffereket kerestiink, melyeket 2 és 5 kozotti pH tartoményban lehet
alkalmazni. Habar a szobajohetd glicin/sésav, citromsav/Na-citrat és foszfat pufferek esetében
pH=2-nél mar nem vagyunk az optimalis puffekapacitast biztositd tartomanyban, a citrinin
alacsony koncentracidja, illetve az altalunk vizsgalt semleges ciklodextrinek miatt nem volt
sziikséges a magas pufferkapacitas elérése. A FL intenzitdsnak a citrinin koncentraciotol
fliggésére vonatkozd méréseinket kiilonbozd pufferekben is elvégeztiik, eredményeink szerint
megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 puffereknek nincs jelentés hatdsa a citrinin FL
intenzitasara. Ezt kovetéen a foszfat puffert alkalmaztuk oldészerként, mely valasztasunkat
az indokolja, hogy eredményeinket Ossze tudjuk vetni Zhou ¢és munkatarsai altal
publikaltakkal.**

crcr

crer

crer

citrinin koncentracioja a mérések soran allando, 25 pM volt. Megallapitottuk, hogy a
koncentracié csokkentésével megnd a citrinin fluoreszcencia intenzitasa (7. abra). Ez azt
jelenti, hogy az ionerdsség csokkenésével a fluoreszcencia intenzitds nd. Ennek hatterében az

all, hogy a pufferben jelenlévé ionok mennyiségének minimalizéldsaval csokkentjik az
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esetleges potencidlis zavard hatasokat, mint példaul a jelenlévdé ionok és citrinin kozti
kolcsonhatast, melyek a mikotoxin természetes fluoreszcencigjat befolyasolhatjak és
csokkenthetik. Emellett természetesen az is nyilvanvald, hogy a koncentracio csékkentésével
lecsokken a pufferkapacitas is, viszont ez a mar korabban ismertetett okok miatt vizsgalataink

eredményességét nem befolyasolta.

—— 25 uM citrinin 0,28 M foszfat puffer

2 1 —— 25 uM citrinin 0,10 M foszfat puffer
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crer

oldatokban és a tiszta puffer-oldatok emisszios spektrumai azonos mérési beallitasok mellett

(pH=2,5) b) A citrinin FL intenzitasanak pH-fliggése

A korabbi tanulmany alapjan tudjuk, hogy a citrinin fluoreszcencia intenzitdsa a pH
csokkenésével n6,* ezért munkank soran kiilonboz6 pH értékeken torténd vizsgalatokat is
végeztiink. Ehhez pH=2; 2,5; 3; 4 foszfat puffer oldatokat készitettiink. Osszhangban a
szakirodalommal az altalunk kapott eredmények is azt tiikrozik, hogy a legkisebb pH-ju
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foszfat pufferben a legmagasabb a citrinin fluoreszcencia intenzitasa (7. abra). Ez azzal
magyarazhatd, hogy a CIT egy savas karakterii toxin, pKs értéke 2,3. Ebbdl addddan
alacsonyabb pH értékeken a protonalt forma dominal. Az alacsony pH-n kapott
eredményeinket 0sszehasonlitottuk sdésavban mért eredményeinkkel és megallapitottuk, hogy
alacsony puffer koncentracié mellett a citrinin FL intenzitasa elsésorban az oldoszer pH-jatol
fligg, mig az ionerdsségtél kevésbé fiigg, vagyis a pufferben jelenlévé ionok, mint
molekularis kornyezet mar nem vagy csak kis mértékben gyakorol hatdst a citrinin
fluoreszcencidjara. Sosavas kozegben a pH tovabbi csokkentésével tovabbi FL intenzités
novekedés érheté el. Reményeink szerint eredményeink felhasznalhatéoak lehetnek majd
kiilonboz6 elvalasztas-technikai modszerek esetében mint, példaul mikotoxinok és igy citrinin
kimutatdsa sordn is alkalmazott nagyhatékonysaga folyadékkromatografias analizisnél. Ebbol
a megfontolasbodl vizsgalataink sordn nem tartottuk indokoltnak pH=2-nél alacsonyabb pH-ju
oldatokban torténd méréseket, mivel a kromatografids oszlopok, - beleértve a
felilletmodositottakat is - ennél savasabb kdzeget mar nem birnak el.

Ahogy a fejezet elején mar emlitettem a foszfat puffer kapacitdsa alacsony pH-n, igy
az altalunk is hasznalni kivant pH=2 esetben mar nincs benne a puffer optimalis alkalmazési
tartomanyaban. Kutatdmunkank soran azonban szamos olyan kozleményt talaltunk
melyekben szintén 2-es pH-ju foszfationokat tartalmazo oldoszert alkalmaztak kiilonbdzo

60,61

biologiai alapu folyamatok tanulmanyozasa soran, igy esetlinkben is elfogadhato

crer

tovabbi méréseink soran oldoszerként hasznéaltunk. Itt jegyezném meg, hogy az igy
megvalasztott alacsony puffer koncentraciéo mellett 1,0 uM citrinin koncentracié mellett még
detektalhatd a citirinin emissziot mértiink, mely Osszhangban van az eldvizsgalataink soran

tapasztaltakkal.

IV.2 A citrinin fluoreszcencia intenzitasa ciklodextrinek jelenlétében

A kiilonboz6 nativ ciklodextrinek lipofil bels6 iiregének atmérdje eltéré: az a-
ciklodextrin esetében ez az érték 4,7-5,3 A, a B-ciklodextriné 6,0-6,5 A, mig a y-ciklodextrin
7,5-8,3 A belsé atmérdvel rendelkezik. A citrinin a legnagyobb szélesség kb. 6.5 A, mig a
teljes hossza kb. 8.2 A, mely a PB-ciklodextrin belsd iiregébe illeszkedik a legjobban.
Altalanossagban is elmondhaté, hogy a legalkalmasabbnak a mikotoxinok vizsgalatara a [3-
ciklodextrinek bizonyulnak®®. Tovéabba kutatdcsoportunkban erre vonatkozolag torténtek

probamérések y-ciklodextrinnel, am ezek eredményei a BCD-hez képest lényegesen
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alulmaradtak mind intenzitasban, mind komplexstabilitdsban. Ezért jelen munkankban csak a
B-ciklodextrinek szarmazékokat tanulmanyoztuk.

A korabbi tanulméanyban*® azt valoszindsitik, hogy van der Waals- , hidrogénhid- ,
ionos-, m — m tipusuy, elektrosztatikus- valamint toltésatadason alapuld kolcsonhatasok
befolyasoljak a komplexképz6dés folyamatat. Munkank soran azt a jelenséget hasznaljuk Ki,
hogy a ciklodextrinek hozzaadasaval, a citrinin fluoreszcencia intenzitasa megnovekszik (8.
abra). Ez az erdsité hatas foként annak tulajdonithatd, hogy a ciklodextrin hidrofob iirege
megfelel6 mikrokdrnyezetet biztosit a citrinin szamara és megakadalyozza vagy mindenestre
csokkenti a viz fluoreszcencia kioltd hatasat. A kolcsonhatas soran tapasztalt fluoreszcencia
intenzitds novekedésének magyarazata tehat a kovetkez6: a citrinin aromas w-elektronjai
gerjesztés hatasara magasabb energiaszintre keriilnek, majd alapallapotba vald
visszatérésiikkor a felvett energiatobblet egy részétél a molekularis kornyezettel torténd
litkozések révén szabadul meg, mig a fennmaradot fény formajaban emittalja. Mivel vizes
kozegben szolvatalt allapotban van, vagyis olddszer molekulak veszik korbe, a gyakoribb
titk6zések miatt tobb energiat ad at a kdrnyezetének és az emisszid gyengébb, mint mikor
ciklodextrin tiregében van. Ekkor ugyanis a CD altal biztositott molekularis kornyezetben a
vizmolekulak kevésbé férnek hozza a mikotoxinhoz és igy nem vagy csak alig oltjak ki annak

fluoreszcencidjat.
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O 4,0+ ——5mM DIMEB
© ——5mM RAMEB
T 25 ——5mM HPBCD
et ——5mM SBCD
;q(n__z %01 —— 1 uM citrinin
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(&)
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8. abra Ciklodextrinek hatasa a citrinin FL intenzitasara

A 8. abra alapjan jol lathato, hogy a legkisebb mértékben a BCD novelte a citrinin

fluoreszcencia intenzitast, mig a legnagyobb novekedést a DIMEB esetében talaltuk, ahol
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tobb mint kétszeres intenzitasnovekedést tapasztaltunk. Az oldatban jelenlévé 1 uM
leheté legnagyobb intenzitdsnovekedést, mely az SBCD, HPBCD, RAMEB ¢és DIMEB
szarmazekok esetében rendre 1,8; 1,8; 2,0 és 2,2-szeres volt, mig a citrinin oldészerben mért

FL intenzitasahoz képest a BCD jelenlétében csupan 1,6-szoros intenzitasndvekedés érheto el.

IV.3 A citrinin — ciklodextrin komplexek stabilitasi allando6i
A CIT — CD komplexek stabilitasi allandoit tehat a Benesi-Hildebrand modszerrel

hataroztuk meg, amit a random metilalt szarmazék példajan ismertetek. Ahogy az 9. a) abran

e ey

crer

fliggvényében abrazolva egy telitési gorbét kapunk.

Ahhoz, hogy a Benesi-Hildebrand 6sszefliggést jol tudjuk alkalmazni a kdlcsonhatas
leirasara, fontos a megfeleld koncentraciotartomany megvalasztasa. Habar ahogyan azt mar
korabban emlitettem a mddszer alkalmazhatosaganak feltétele, hogy jelen esetben az oldatban
citrininhez képest feleslegben alkalmazzuk, ennek ellenére az alacsony ciklodextrin
koncentracidhoz tartozo pontok a mérési eredmények kiértékelése soran kulcsfontossaguak.
Ennek oka, hogy ahogy haladunk a magasabb koncentraciok felé, egyrészr6l azok reciprok
értékei, melyek a mérési eredmények kiértékeléséhez sziikségesek, egyre kisebb értéket
vesznek fel, azaz a pontok egyre kozelebb esnek egymashoz. Masrészrél a ciklodextrin
lényeges intenzitisvaltozas. Eppen ezért fontosak szamunkra elsésorban a kisebb
koncentraciok, amelyek viszont nagymértékben hozzajarulnak a regresszids egyenes
meredekségének alakulasahoz. Viszont ha tul alacsony ciklodextrin koncentraciokat
alkalmazunk és nem igaz jelen esetben a [RAMEB] = [RAMEB],=[RAMEB]+[CIT-
RAMEB] kozelités, akkor ezen pontok képesek meghamisitani a mérési eredményeinket.

Mivel az 1:1 sztochiometridji komplexképzddésre alapozott grafikus kiértékelés soran
kivalo illeszkedést értiink el a mérési pontokra illesztett egyenes esetében (9. b) abra), ez
alatamasztotta a feltételezésiinket, miszerint a CIT — CD gazda-vendég tipusu kolcsonhatas

soran 1:1 sztochiometriaji komplexek képzédnek.

22



m ——1.00 uM citrinin
8 20- ——0,75 mM RAMEB
~ ——1,00 MM RAMEB
© 18

= L8 ——1,50 MM RAMEB
X 161 ——2,00 MM RAMEB
L 4] ——3,00 MM RAMEB
= 4 ——5,00 MM RAMEB
g 1.2- ——7,50 MM RAMEB
2 5] ——10,00 MMRAMEB
= )

& 087

(&]

S 06-

2 04

A 02]

o

o 0.0 T T T T v T

E 400 450 500 550 600

Hullamhossz (nm)

40+
y=0,002185x+0,85939 =
2

o]  R=0,99647

304
:ﬂ 25
=

204

154

1.0 T T T T T T T T T T T T T 1

o 200 400 600 BOO 1000 1200 1400
-1
1o ]

9. abra a) A CIT —- RAMEB emisszios spektrumai b) A Benesi-Hildebrand abrazolas CIT —
RAMEB 1:1 komplex esetében.

A szamitott stabilitasi allandokat a Il. tablazatban foglaltuk 6ssze, mely értékek 25°C-
on tortént mérésekbdl hatdroztunk meg. A nativ BCD-re meghatarozott komplextabilitas
2,69-10%-0s értéket adott, ettd] 1ényegesen nem tért el a SBCD. Kis mértékben nétt a random
metilalt szarmazékndl, mig a DIMEB esetében lényegesen magasabb komplexstabilitast
tapasztaltunk. Igy ezen szarmezék citrininnel 1étrejové kolesonhatdsa nemcsak a legnagyobb
FL intenzitasnovekedést idézi eld, hanem egyben a legstabiliabb komplexet is alkotja a

vizsgélt CIT — CD rendszerek esetében. A szulfibutilalt-B-ciklodextrin citrininnel vald

23



kolcsonhatasa egy tipikus példa arra, hogy mig fluoreszcencia intenzitasban meghaladja a
CIT-BCD FL intenzitasat, addig a CIT-SBCD komplexre szdmolt stabilitasi allando érték
kisebb, mint a CIT-BCD esetében.

I1. tablazat A szamitott stabilitasi allandok (25°C)

log K
@dmimoly P
HPBCD 218:10°  0,013-10°
BCD 2,69-10°  0,013-10°
SBCD 2.69-10°  0,012-10°

RAMEB 3,71-10°  0,011-10°
DIMEB 8,13-10°  0,011-10°

IV.4 A citrinin-ciklodextrin komplexképzodést Kkiséré termodinamikai

paraméterek

Mivel a dimetilalt szarmazék esetében mértiik a legerdsebb kolcsonhatast a citrininnel,
ezért megvizsgaltuk a CIT — DIMEB komplexképzddést kiséré termodinamikai
paramétereket. Osszehasonlitds céljabol az entalpia-, entropia- és szabadentalpia véltozasokat
a CIT — BCD komplex esetében is tanulméanyoztuk. Munkdnk sordn 5 kiilonb6zd
hémérsékleten: 20, 25, 30, 35 és 40 °C-on meghataroztuk a CIT — DIMEB valamint a CIT —
BCD komplexek stabilitasi allandoit, majd ezt kovetéen a termodinamikai paramétereket a
van’t Hoff egyenlet segitségével szamitottuk ki. Az (1) szamu egyenlet a kovetkezd, altalunk

alkalmazott formdaban is felirhato:

-AH 1 AS
logK = —+
3) 2303-R T 2.303-R

A 10. abra alapjan megallapithat6, hogy a B-cCiklodextrin esetében a hdmérséklet
emelésével nd, mig a dimetillalt szarmazéknal csokken a komplexstabilitas. Ahhoz, hogy ezt
a jelenséget értelmezni tudjuk, tegyiink egy kis kitérét és roviden foglaljuk 6ssze, hogy mit
tudunk a ciklodextrinek oldhatosagarol.

Ismeretes, hogy a B-ciklodextrin oldhatosaga sokkal kisebb 25 °C-on (18,5 g/L), mint
a tobbi, o- (145 g/L) ill. y-ciklodextriné (232 g/L)*°, mely jelenséget eleinte azzal
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magyaraztak, hogy a B-ciklodextrin esetében intramolekularis intergliik6z hidrogén-kotések
stabilizaljadk ezen makrociklusok ’kerek’ szerkezetét, melyek némileg merevvé teszik a
molekula vazat. Elméleti kémiai szamitasok alapjan a B-ciklodextrin kisebb oldhatésaganak
ma elfogadott magyarazata az, hogy a hidratburkéban a vizmolekuldk sokkal rendezettebbek,
mint az o- ¢és y-CD esetében, ami a szobahOmérsékleten torténd oldaskor nagy
entropiacsokkenést okoz, mely nem kedvez az oldasi folyamatnak.*® Kevésbé ismeretes
ugyanakkor, hogy amig a hémérséklet emelésével a nativ CD-k oldhatésaga né,% addig a
metilalt szarmazékaik oldhatosadga ezzel ellentétesen valtozik, azaz csOkken: Az altalunk
vizsgalt DIMEB esetében a gyartd Cyclolab cég 25 °C-on 500 g/L feletti, mig 100 °C-on 10
g/L alatti vizben t6rténd oldhatésagot jeldl meg.’® Emellett fontos megjegyezni, hogy a
metilalt szarmazék szobahdmérsékleten tobb mint 25-sz6r jobban oldhat6 vizben, mint a nativ
CD. Az ellentétes hdmérsékletfiiggés hatterében molekularis szinten az allhat, hogy mig a
BCD esetében a homérséklet novelésével nem valtozik jelentdésen az oldat szerkezete ¢€s
ezaltal a BCD molekula hidrataltsaga, addig a DIMEB els6é szolvatacids héjaban jelentds
atrendezddések torténnek, mely foként a metil csoportokat érinti, el6térbe helyezve ezaltal a
molekula hidroféb jellegét.67 A hémérséeklet novelésével nem meglepé modon gyorsul a —CHj3
¢s —CH,-O-CH3 csoportok mozgasa, mely szerepet jatszhat a szolvatacidos héj
atrendez6désében. Ezen csoportok mozgasanak gyorsuldsa azonban megall 30-35 °C
hémérséklettartomanyban, majd enyhén lassulni kezd, mely a magasabb hdOmérsékleten
és/vagy nagyobb koncentraciotartomanyban 1étrejovo aggregatumképzddéssel

magyarélzhat().68

3,2+
3,0 4 A

2,84
Hm CIT-BCD

A CIT-DIMEB

logK

2,44

2,2 1

0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345

i /4§

10. abra van't Hoff dbrazolasok



I11. tablazat A CIT — BCD és CIT — DIMEB komplexképzddést kisérd termodinamikai
paraméterek

CIT-BCD CIT-DIMEB

AH [kJ mol ] 30 -23
AS [J K mol™] 144 -17
AG (25 °C) [kJ mol ] -13 -17

A komplexstabilitas és oldhatésag kozti kapcsolat konnyen belathato: ahogy a
hémérséklet emelésével a CD oldhatosaga né/csokken ugy nd/csékken a CIT — CD komplex
stabilitasa. A CD-k oldasa soran lejatsz6dod folyamatoknak azonban ennél nagyobb szerepiik
van a komplexképzddés soran, mely a termodinamika paraméterekben valik lathatova. A Ill.
tablazatban osszefoglalt, a komplexképzodést kisér6 érdekes entalpia- és entropia valtozasok
is értelmezhetéek a CD-k oldhatdsagaval, mely a komplexképzddés molekuldris szinten
lejatszodo folyamataiba enged betekintést.

Ennek megeértéséhez tegylink egy jabb kitérét, melyben a komplexképzddést kisérd
entropialvaltozasra fokuszalunk: A komplexképzddés soran bekovetkezd entropiavaltozast a
11. &bra sematikus abran szeretném szemléltetni. Oldat fazisban a gazda- és
vendégmolekuldkat egyardnt szolvatburok veszi koril, ¢€és az olddszermolekuldk
elhelyezkedése koriilottiik kiillonbozé mértékben rendezett. Ahhoz, hogy a komplexképzodés
lejatszodjon és a vendégmolekula belépjen az iiregbe, két energiagatat is le kell gydznie.
Egyrészt le kell vetkdznie a szolvatburkat, masrészt pedig ki kell szoritania a vizmolekulakat
a gazdamolekula belsé iiregébdl. Ez a folyamat nagy entropiandvekedéssel jar, mivel a
vizmolekuldk egy valamilyen mértékben rendezett allapotbdl, a hidratburokbol egy sokkal
rendezetlenebbe, az oldoszer tombfazisaba keriilnek. Amennyiben a vendégmolekula bejut a
gazdamolekula iiregébe, tehat kialakul a kolcsonhatas, tigy ennek eredményeképp 1étrejovo
gazda-vendég komplex egy 10j rendezett allapotot képvisel, ami kismértéki
entropiacsokkenést produkal. Esetlinkben a gazdamolekula hidratburkdnak a rendezettsége

lesz a meghatarozo6 a komplexképzddési folyamat teljes etropiavaltozasa szempontjabol.
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11. abra Entrépiavaltozas komplexképzddéskor

Mindezek alapjan jelen elképzeléseink szerint, mivel a BCD hidratburkaban a
vizmolekulék rendezettek, a CIT-BCD komplexképzddéskor a BCD esetében a vizmolekulak
kiszoritasa a BCD iiregébdl nagy energiat igényel, amit a citrinin — 3-cikldextrin kdlcsonhatés
nem fedez. Viszont az erésen kotott vizmolekulak szabadda valasakor felszabadul6 entropia a
szabadentalpiat szobahéméréskleten mar negativ tartomanyba viszi. A CIT-DIMEB komplex
kialakulasakor a DIMEB-bel gyengébb kdlcsonhatasban 1évd és ezaltal keveésbé rendezett
vizmolekulék kiszoritasa konnyebb, a DIMEB-viz kdlcsonhatds megsziintetéséhez sziikséges
energiat a CIT-DIMEB kolcsonhatas fedezi, ezért az entalpiavaltozas negativ, ugyanakkor az

entropiaprodukci6 kisebb, ami miatt a teljes entropiavaltozas a negativ tartomanyban marad.

IV.S A Kkisérleti eredmények molekularis szinti magyarazata elméleti

kémiai modszerekkel

Munkénk soran a CIT-DIMEB komplexképzddést kisérd folyamatokat elméleti kémiai
modszerek alkalmazasaval is modelleztiik. A szamitasok soran a DIMEB esetében mindegyik
gliikoz alegységhez kapcsoldodo hidroxil csoport hidrogénjét két metil-csoporttal helyettesitjiik
a cukorgyiirli 2-es és 6-0s szénatomjan. A RAMEB-nél a -CHj3 szubsztituensek a ciklodextrin
szintézisekor véletlenszerien kapcsoldodnak a szénhidrat gytirikh6z, ezért a modellezés soran
minden OH-csoportot egyenértékiinek tekintettiink, igy a random metilalt szarmazék

tiregének alsé peremén elhelyezkedd szénatomok esetében 4 metil-csoport szubsztitualta a
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hatos helyzetben 1évé -OH csoport hidrogénjét, mig a gliikkopiran6z-gytriik altal alkotott
csonka kup struktira felsé régioiban a hidroxilcsoportok hidrogénjeit nyolc -CH3 csoportra
cseréltiik, 2-es és/vagy 3-as helyzetben. A kisérletes munka soran vizes kézegben 2-es pH-ju
foszfat pufferben végeztik a méréseket, ezért a szamitdsok soran pKs=2,3 értékkel
jellemezhetd citrinin molekulat semleges t6ltéssel modelleztiik.

hataroztuk meg a ciklodextrin iiregében (12. abra). A citrinin molekulanak a dimetilalt
heteroatomot tartalmazo gyiirtinél a legnagyobb a szélessége (~6.5 A), igy nem meglepd,
hogy amikor a citrinin molekula beleiil a ciklodextrin iiregébe, akkor ez a molekularész
talalhatdo a CD fels6 pereménél, hiszen ezen kup alaki molekula belsé iireg atméréje itt a
legnagyobb (~7.8 A). Molekularis dokkolasi szdmitasok tjan nem csak kotShely, kotési
orientacid és annak kolcsOnhatasai hatarozhatdéak meg, hanem szamithat6 a folyamat kotési
affinitasa is. Az alkalmazott modellben ez az érték tartalmazza a van der Waals
kolcsonhatasokbol, a hidrogén-kotések kialakulasabol és a hidrofob kolcsonhatasokbol
szdrmazo hozzdjaruldsokat, igy tulajdonképpen megadja a dokkolasi folyamat kotési
szabadentalpia valtozasat, azaz AG-t. A legmagasabb kotési affiinitast (-27,2 kdJ/mol) a CIT —
DIMEB esetében hataroztuk meg és a CIT — RAMEB esetében ehhez igen kozeli értékek (-
26,8 kJ/mol), mig a CIT — BCD-hez — &sszhangban a kisérleti eredményeinkkel — némileg
kisebb komplexstabilitas rendelheté (-24,7 kd/mol). A modositott CD szarmazékok esetében
az erGsebb kotddést azzal magyarazhatjuk, hogy a citrinin molekula karboxil csoportjai
talalhatéak a CD fireg alsdé pereménél és ezen csoportok orientacidja az alsé perem éteres
oxigén atomjaihoz képesek erdsiteni a CIT — CD kodlcsonhatast.

A mérések soran a citrinin legnagyobb fluoreszcencia intenzitas ndvekedését a
DIMEB-bel 1étrejovo kolcsonhatds esetében hataroztuk meg, mely a modellezések esetében a
legmagasabb kotési affinitas értékkel magyarazhato. A DIMEB estében a legjobban hidrofil
tulajdonsdgu a ciklodextrin belsd iiregének alsé pereme, ami megvédi a citrinin molekula
nagyobb részét az oldoszermolekulaktol. Eszerint a ciklodextrin iiregében erds
komplexképzddés soran a vizmolekuldk fluoreszcencia kiolté hatdsa csak kismértekben
érvényesill, raadasul az erés komplexstabilitaishoz az —OCHjz csoportok iranyitott
elhelyezkedése is hozzajarul. A CIT — DIMEB esetében mind a mért mind pedig a szdmitott
eredmények némileg nagyobb komplexstabilitast feltételeznek Osszehasonlitva a CIT —
RAMEB komplexekkel, ahol hasonléan az —OCHg; csoportok stabilizald hatasa érvényesiil.
Az eltérés annak tulajdonithatd, hogy a CIT — RAMEB komplexek esetében az el6bb

bemutatott ktési orientacio mellett egy masik szerkezet is igen kedvezd, amikor is a citrinin
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karboxil csoportjai a RAMEB iiregének fels§ peremén talalhatdo éteres oxigénekhez
orientdlodnak. Ebben az esetben a citrinin molekula aromas része kevésbé védett a
vizmolekulaktol, raadasul ez az elrendez6dés lehetéséget nyajt a citrinin molekula fel-le
mozgasanak a ciklodextrin liregében, amely altal az iireg fels6 pereménél és afelett talalhato
vizmolekuldk fluoreszcencia kioltd hatasa kevésbé lesz gatolt és id6rdl iddre jol érvényesiil.
Ezen eredmények ravilagitanak a metilalt szarmzékok esetében az -OCHj3 csoportok irdnyitott

elrendezddésének a fontossagara.

12. abra DIMEB — CIT komplex kialakulasanak legkedvezobb esete a) feliil nézetbdl b) oldal

nézetbol
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Osszefoglalas
Munkank soran a citrinin — ciklodextrin kdlcsonhatasokat tanulmanyoztuk fluoreszcencia
spektroszkopiai és elméleti kémiai modszerekkel. Erdeklédésiink kozéppontjaban a citrinin,
mint vendégmolekula és a kiilonboz6 kémiailag modositott ciklodextrinek, mint
gazdamolekuldk kozott 1étrejovo gazda-vendég tipusu kolcsonhatas fizikai-kémiai alapjainak
megismer¢se allt.
Eredményeink alapjan a kovetkezé megallapitasokat tettiik:
e Megallapitottuk, hogy a citrinin a nativ p-ciklodextrin kiilonb6z6 mddositott
szarmazékaival két-haromszor stabilabb komplexet képez a BCD-hez képest.
e A leghatékonyabb ciklodextrin szarmazéknak a dimetilalt-B-ciklodextrin (DIMEB)
bizonyult, amelynél a BCD-vel 0Osszehasonlitva kozel kétszeres fluoreszcencia

intenzitas novekedést tapasztaltunk a tiszta CIT oldathoz képest. Tovabba a CIT —

DIMEB komplex is hiromszor stabilabb szobahdmérsékleten a CIT — BCD
komplexnél.
e A CIT — CD komplexek stabilitasanak homérsékletfliggése ravilagitott a

ciklodextrinek oldhatosaganak és az olddszer molekula — ciklodextrin kdlcsonhatasnak
a citrinin — ciklodextrin komplexképz6dés soran betoltott fontos szerepére.

e A termodinamikai paraméterek meghatarozasa alapjan megallapitottuk, hogy mig a
CIT — DIMEB komplex képzédése entalpia-, addig a CIT — BCD entropia kontrolalt
folyamat.

e Az elméleti kémiai szamitasok eredményei ravilagitottak a metilalt ciklodextrin
szarmzékok esetében az ~OCH3; csoportok iranyitott elrendezddésének a fontossagara.
A ciklodextrin iiregének als6 peremén talalhatd hidroxil csoport hidrogénjének metil-
csoporttal torténd helyettesitése kulcsfontossagu a kdlcsonhatas stabilizalasban, mivel
a kolcsonhatas szempontjabol az a legkedvezdbb, ha ciklodextrin ezen éteres oxigén

atomjaihoz orientalédnak a hidroxil csoportjai a citrininnek.

Reményeink szerint eredményeink hozzajarulhatnak a nativ B-ciklodextrin céliranyos
modositasanak tervezhetdségével és a mar rendelkezésre 4ll6 szarmazékok céliranyos
megvalasztdsaval a toxinmentesitési eljarasok tovabbfejlesztéséhez vagy éppen a
széleskoriien alkalmazott HPLC-FLD eljarason alapulé mennyiségi meghatdrozas kimutatasi

hataranak csokkentéséhez.
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