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1. Bevezetés

Napjaink egyik jelentds kutatdsi témdja a biokompatibilis €s/vagy biodegradabilis
polimerek felhasznalhatosdga az orvosbiologia és a gyogyszerészet teriiletén. Ezek koziil
kiemelhetd kiillonbozé szabalyozott hatéanyag hordozod rendszerek kiépitése, melyek
segitségével csokkenthetd az alkalmazott dozis és ndvelhetd a terdpia hatékonysaga [1; 2].
Gyodgyszerhordozd rendszerek kiépitéséhez a legalkalmasabb vegyiiletek a biopolimerek
lehetnek. [3] Ezek egyik nagy csoportja a poli(aminosavak).

A poli(aminosav)-ak elénye mas polimerekkel szemben, hogy a szervezetben
nagyszamban megtaldlhatd aminosavakbol épiilnek fel, igy lebomlasukkor nem keletkezik
immunvalaszt kivaltd, karos anyag. Mivel a szervezetben nagyszamu enzim specifikusan
bontja ezen vegyiileteket, igy a polimer kémiai szerkezetének moddositasaval megtervezhetd
ezen molekulakra épiilé hatdanyag hordozd rendszerek lebomlésa. Igy egyenesen a
célszervbe juttathatjuk a gydgyszermolekuldkat, melynek kovetkeztében alacsonyabb dozist
alkalmazhatunk, ami lecsokkenti vagy megsziinteti a mellékhatasok kialakulasat [3-5].

A Semmelweis Egyetem Nanokémiai Laboratériumédban régota folynak a
poli(aszparaginsav)-val (PASP) és anhidridjével, a poli(szukcinimid)-el (PSI) kapcsolatos
gyogyszerészeti kutatdsok [6, 7, 8]. TDK hallgatoként kutatdsi munkdm célja volt

poli(szukcinimid) alapt hatdéanyaghordozé rendszer kiépitése ¢és ezen anyagok

crcr

crer

hanyatlast idézhet el6 a neurokognitiv funkciokban (Parkinson-kor). Mivel a dopamin nem
képes atjutni a vér-agy gaton, ezért terapids szerként nem alkalmazhat6o. Munkamban olyan
poli(szukcinimid) alapu gyogyszerhordozét szintetizaltam és vizsgaltam, amely a dopamin
periférias rendszerben valod lebomlésat gatolhatja és a véragy gaton vald atjutasat segitheti
eld.

TDK dolgozatomban &sszefoglaltam a poli(szukcinimid) - dopamin (PSI-DOPA)
gyogyszer konjugatum eldallitasat. Az igy eldallitott konjugatumok kémiai szerkezetének
(NMR) és fizikai-kémiai paramétereinek (oldhatosag, logP) meghatirozasat. Emellett
megvizsgaltam a dopamin bomlasat, illetve a dopamin felszabaduldasdnak kinetikajat a

konjugatumroél (kiilonb6z6 enzimek hatasara) RP-HPLC- MS segitségével.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Polimer molekuldk a gyogyaszatban

A polimerek olyan nagy molekulatomegli anyagok, amelyek kovalens kotéssel
Osszekapcsolt, ismétlddo szerkezeti egységekbdl (agynevezett monomerekbdl) épiilnek fel.

El6fordulasuk illetve eldallitdsuk szerint meg lehet kiilonbdztetni természetben
el6forduld (celluloz, fehérje); természetes alapanyag(ok)bdl mesterségesen eldallitott
(viszkoz, politejsav); ¢€és mesterséges alapanyagokbol mesterséges uton eldallitott
makromolekulédkat (polietilén, polisztirol). [3; 4]

A mesterségesen eldallitott polimerek gyogyaszati és életmindséget javitd alkalmazasai
a gyogyaszati  segédeszkozokon,  protéziseken, implantitumokon,  szabalyozott
gyogyszerleadast biztositd gyogyszerhordozokon at, akar az ngynevezett génterdpiaban
alkalmazott DNS-, RNS- és fehérje hordozokig terjedhetnek. [1-3]

Orvosbioldgiai felhasznalasuk esetén az egyik legfontosabb tulajdonsag hogy ezen
anyagok biokompatibilisek, vagyis ne valtsanak ki immunreakciot €s biodegradabilisek
legyenek, tehat a szervezetben ¢épitdelemeikre bomoljanak le. Gyodgyszerhordozok
felépitésénél a biodegradabilitas illetve annak id6beli lefutdsanak ismerete kiemelten fontos,

hiszen igy megtervezhetjiik a hatbanyag szervezetben torténd felszabadulasat.[1-5, 6]

2.1.1. Gydgyszerhordoz6 rendszerek alapjai: Biokompatibilis ¢és

biodegradabilis polimerek

Az utobbi idokben a gydgyszerkutatdsban egyre nagyobb figyelem iranyul olyan
gyogyszerhordoz6 rendszerek kifejlesztésére, amelyekkel szabalyozott hatdanyagleadas
érhetd el. Ezek alapjat legtobb esetben biokompatibilis és/vagy biodegraddbilis polimerek
képezik. Ilyen molekuldk alkalmazéasdval novelhetd a hatdéanyagok hasznosuldsa a
szervezetben, igy olyan molekuldk is alkalmazhatoak lehetnek terapids célokra amelyek
egyszerli formulazasi eljarasokkal nem [3].

A biopolimerek felfedezése és kutatasa kozel egy idore teheté a polimer kémia

kezdeteivel. A természetes makromolekulak koziil 3 csoportot kiilonboztethetiink meg: a



poli(szacharid)-ok (glikokonjugatumok [9]), a nukleinsavak illetve a poli(aminosav)-ak
(poli(lizin) [10] vagy poli(aszparaginsav) [7] alapu gyogyszerkonjugatum). A természetes
polimerek felfedezése lehetové tette, hogy a kémia fejlodésével ezeket az anyagokat
mesterségesen is eld tudjuk allitani, illetve 1j, biologiailag aktiv makromolekulakat
készithessiink, melyeknek a tulajdonsagai széles keretek kozott valtoztathatoak. A
poli(aminosav)-ak a szervezetben aminosavakra bomlanak, amelyeknek fontos szerepiik van
a bioldgiai rendszerek vazanak felépitésében és a 1étfenntartd biokémiai folyamatokban [11].
Eppen ezért a poli(aminosavak) lebomlasaért a szervezetben tobb enzim is felelés. Megfelelé
kémiai modositdsokkal adott enzimcsoport célozhatd meg, igy a hatdoanyag a célszervben

szabadulhat fel.

2.2. Polimer alapt gyogyszerhordozo rendszerek

A gybgyszeres terapidkban régota megoldandd probléma, hogy a kezelés gy legyen
hatasos, hogy kozben a legkevesebb mellékhatassal jarjon. Ezt Ggy érhetjik el, ha a
hatéanyag molekulankat egy gydgyszerhordozo rendszer segitségével a terapias célponthoz
juttatjuk, ahol az felszabadulva kifejti a hatasat [12-14].

Az orvosi alkalmazasokban fontos szerepe van a szabalyozott gyogyszeradagolasnak,
ahol a gyogyszermolekuldk és a hordozok kozotti kotés teszi lehetdveé a gyogyszer-adagolas
optimalizalasat a diagndzis és a paciens egyedi tulajdonsigainak figyelembevételével. A
hagyomanyos formuldzasi eljarasokkal késziilt készitményeknek szamos hatranyuk van.
Eléfordulhat, hogy a hatéanyag nehezen szivddik fel, nem jut el megfeleldé mennyiség a
célszervbe. A szabalyozott gyogyszerhordozo rendszerek (Controlled Drug-Delivery-System)
az adagolas lokalizaldsaval, a hatdéanyag-felszabadulas kinetikajanak optimalizalasaval
altalaban kisebb gyodgyszermennyiség mellett hatékonyabb gydgyitast tesznek lehetdvé.
Ezaltal csokkenhet a mellékhatasok és a tuladagolas kockazata is. [7,8, 12-15]

A gybgyszerkutatds egylk modern tendencidja a polimer gydgyszerhordozok
felhasznalasa a kiilonb6z6 kismolekuldju hatdéanyagok szervezetbe vald bejuttatasara.
Makromolekuldkhoz vald kapcsolasuk altal megné a hatéanyagok felezési ideje, kémiai
stabilitasuk. Javulhat szelektivitasuk, csokkenhet a citotoxicitasuk és enyhébb immunvalaszt
eredményezhetnek. A legfontosabb kovetelmény az ilyen készitményekkel szemben, hogy
biodegradabilisak és biokompatibilisek legyenek. Hordozérendszerek alapjat képezhetik

polipeptidek, illetve politejsavak, melyek alkotorészei (aminosavak, tejsav) lebomlasuk utan



tavoznak a szervezetbdl vagy ujra felhasznalodnak. [14, 15]
A polimer alapu gydgyszerhordozokat két nagy csoportba lehet osztani:

e Fizikai kotés a gyogyszerhatoanyag és a hordozd kozott: kisebb egységek,

.....

rendelkeznek egy hatoanyag-szallitasra alkalmas tireggel (pl. liposzoma).

e Kémiai kotés a gyodgyszerhatdbanyag és a hordozo kozott: mikro- és
nanorészecskék, mikrogélek, dendrimerek (szabélyos, elagazd szerkezetli, gombszerii

polimer molekuldk) és a polimer-hatéanyag konjugatumok.

2.2.1. Fizikai kotésen alapulo gyogyszerhordozdok

Fizikai kolcsonhatason alapuld gyogyszerhordozok esetében a gyogyszermolekula és a
hordoz6 kozott csak gyenge (masodrendli) kotések vannak. Erre legismertebb példak a
mikrokapszuldk és a mikrorészecskék, melynek osztalyozasat 1. dbra mutatja be. A

mikrokapszuldk 0,5-2000 “m &atmérdjii szabalyos alakzatok, amelyek egy vagy tobb

polimerbdl felépiild, atereszté bevonattal ellatott rendszerek. [13;15]
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1. abra: Mikrokapszulak és mikrorészecskék tipusai[13]

A mikrokapszula és mikrorészecske kozott kiilonbséget kell tenni. A mikrokapszula

egymastol jol elkiilonithetd falbol és belsé magbol épiil fel, szemben a mikrorészecskékkel,



ahol nincsenek ilyen egyértelmti hatarok. A mikrorészecskék szerkezete az eldallitasi
modszerrel befolyasolhat6, €és igy pordzus vagy nem pordzus struktara kialakitdsara egyarant
van lehetdség [13,15].

A mikrokapszulazas szilard, folyadék és gaz halmazallapotti anyagok bezarasara is
alkalmas eljaras, de biologiai mintak egyarant felhasznalhatéak. Az eldallitasi mod
segitségével a kivant hatdanyag-leado profila készitmény készithetd. Mikrokapszulak
alkalmazaséaval lehet6ség van a hatdanyag vérben torténd akkumuldlodas elkertilésére, ezen

feliil a betegek igényeihez rugalmasan idomulo6 készitmény kifejlesztésére. [16]

2.2.2. Kémiai kotésen alapuld gyogyszerhordozok

A polimer gybdgyszerhordozok kozé tartoznak a polimer mikro- és nanorészecskeék,
mikrogélek, dendrimerek (szabalyos, elagazé szerkezetli, gdmbszert polimer molekulak) és a
polimer-hatéanyag konjugatumok is.

A tobbkomponensii polimer terapeutikumoknak a szerkezet alapjan valo csoportositasat

mutatja a 2. abra:

dendrimer Liposzdma-hatdaryag

2. dbra: Tobbkomponensii polimer terapeutikumok szerkezete [10]

A lebomld polimer alapanyagii hordozok segitségével szabalyozott hatdanyag-
felszabadulés érhetd el, ami az adagolés gyakorisagat és a hatdsos dozist egyarant csokkenti.

Ha ismerjiik a hordozo polimer fizikai, kémiai tulajdonsagait, megtervezhetd a lebomlasa a



szervezetben, ezaltal megvalosithatd a hatdéanyag felszabaduldsanak optimalis sebessége.

[14,17]

2.3. Poli(aminosav)ak eldallitasa és csoportositasa

Emil Fischer fedezte fel a 19. szazad végén, hogy a fehérjéket aminosavak épitik fel
amelyek peptid kotéssel kapcsolddnak egyméshoz. Ett6l a pillanattol kezdve folynak
kutatdsok fehérjék illetve poli(aminosav)-ak mesterséges uton torténd eldallitasara.
Kideriilt, hogy az amidkotés létrehozdsa két aminosav molekula kozott kiilonleges
koriilményeket igényel. Az elsé polipeptidek nem rendelkeztek nagy molekulatomeggel
valamint a szintézisek minden aminosavra masképpen milkddtek. Az igy eldallitott
polimerek nagy része toxikus volt, ezért orvosi felhasznalasra sem voltak alkalmasak. [18]
A 70-s évektdl kezdve az 0j eljarasok megjelenésével (folyadék-folyadék fazisa, szilard-
folyadék fazisu szintézis, védd ¢és aktivaldo csoportok alkalmazdsa) egyre nagyobb
molekulatomegli és diverzitast peptideket voltak képesek eldallitani. Ennek kovetkeztében
felhasznalasuk is egyre nagyobb teret nyert el a gydgyaszatban [6, 18, 19].

Hatéanyag szallit6 rendszerek alapjdul szolgalhatnak, 1igy megoldva a
gyogyszermolekula kontrollalt kioldodasat. [6, 18-20]

A poliaminosavakat tobbféleképpen csoportosithatjuk. Az Oket Osszekotd kotések,

illetve felépitd aminosav molekulak alapjan 3 csoportot kiilonboztetliink meg [20]:

* Hagyomdnyos poli(aminosav)-ak: A polimert csak egy- vagy tobbféle
aminosav ¢épiti fel amelyek peptid kotéssel kapcsolodnak egymashoz.

« Pszeudopoli(aminosav)-ak: A polimert szintén csak egy- vagy tobbféle
aminosav ¢épiti fel, amelyek nem peptid kotéssel (észter, éter stb.) kapcsolodnak
egymashoz.

« Poli(aminosav) kopolimerek: A polimert nem csak aminosavak, hanem mas

monomerrel 6sszekapcsolva alkotnak polimert. [6, 20]



2.4. Poli(szukcinimid) ¢és poli(aszparaginsav) torténete

Az aminosavak koziil el0szor az aszparaginsavat fedezték fel, valamint a
poli(aminosav)ak kozott is ¢ lett az elsé, mivel az aszparaginsav molekula 6sszekapcsolasa
termikus uton is megoldhatd. Schaalnak mar 1871-ben sikeriilt megvalositania 2 monomer
Osszekotését [21], majd 1897-ben Schiff eldallitotta a kristalyos tetra-aszparaginsavat €s az
amorf okta-aszparaginsavat [22]. 1951-ben Frankel és Berger mar nagyobb molekulatomegti
poli(aszparaginsav) elGallitasara volt képes N-karboxianhidrides (NCA) moédszerrel [23].
Termikus uton eldallitott poli(aszparaginsav) szintézisét Kovacs Jozsef, Konyves Imre és
Pusztai Arpad valositottdk meg 1953-ban. A polimerizacié 180 °C-on ment végbe oldészer
nélkiil és kozel 8 kDa-s molekulatomegi poli(aszparaginsav) keletkezett [24].

Az 1950-es évek végén Harada dolgozott ki kiillonbozo eljarasokat poli(aszparaginsav)
eléallitasara [25-26]. A termikus polimerizacidos eljaras mellett kopolimerizaldssal
(maleinsavamin ¢és maleinsav) kis polimerizaciofokkal, késébb pedig monoammonium-
fumarsav ¢s almasav elegyébdl poli(aszparaginsav)at szintetizalt [27].

Igazan nagy molekulatomegli polimerek eloallitasara csak a 90-es években kertilt sor.
Tomida ¢és munkatarsai dolgoztak ki tobbféle eljarast nagy molekulatomegii
poli(aszparaginsav) eldallitisara Nagy mennyiségli foszforsavban oldva sikeriilt magas

polimerizaciofokot elérni [28], de a termékbdl a foszforsav nehezen volt eltavolithato.

2.5. A poli(szukcinimid) reaktivitasa

A PSI konnyen reakcioba viheté nukleofil reagensekkel. Ezt a tulajdonsagat az Ot
felepitd, aktivalt imidkotéseket tartalmazo szukcinimid egységeknek koszonheti. Hidroxil
csoporttal lugos kozegben gytrifelnyilasi reakcid6 megy végbe és poli(aszparaginsav)
keletkezik. N tartalmt nukleofilok esetén reakciopartnerek lehetnek az aminok, diaminok és

hidrazinok. A folyamat altalanos egyenlete a 3.abran lathato [6, 29-33]:
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3. abra: PSI reakcioN-nukleofil reagenssel

A lagos hidrolizis soran a szukcinimid gyliribol aszparaginsav lesz, igy a

poli(szukcinimid)-bdl poli(aszparaginsav) keletkezik (4.abra).
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4. gbra: PSI reakcidja OH ionnal reagenssel

Primer aminocsoportot tartalmazé hatdanyagokkal modositva a PSI-t az el6zéekben

emlitett polimer-hatdanyag konjugatumot allithatunk elé. Ilyen molekula példaul a dopamin.
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2.6. Dopamin

A dopamin a katekolamin-csaladba tartozik, és prekurzora két neurotranszmitternek, az
epinefrinnek (adrenalin), valamint a norepinefrinnek (noradrenalin). Emellett sajat receptor
csaladdal rendelkezik mind a periféridn mind a kozponti idegrendszerben, igy Onmaga is
neurotranszmitter. Mivel a dopamin nem képes atjutni a vér-agy gaton, igy a mellékvese és a
hipotalamusz is termeli. A kiindulasi vegylilete az L-Tirozin, amibdl Levodopa (L-DOPA) lesz ¢s

végiil a Dopamin (DA) [33-35]. A dopamin eldallitasanak folyamat az 5. abran lathato.

* NHz o, MO « _NH, AADC HO:O/\
T Y — > H
/©/\EZOH coon O g NH
HO HO

L-Tirozin Levodopa (L-DOPA) Dopamin (DA)

AADC: aromas amino-sav dekarboxilaz enzimet

5. abra: Dopamin keletkezése a szervezetben

Az agy eliilsé lebenyében a dopamin kontrollalja az informacioaramlast. Ebben a
régioban a dopamin rendellenesség hanyatlast idézhet el6 olyan neurokognitiv funkcidokban,
mint emlékezés, figyelem, valamint problémamegold6 képesség. Ezt aldtdmasztja az is, hogy
a skizofréniat, a Tourette szindromat és a tikk-et a magas dopamin szint (kezelése pl.:
Haloperidollal), a Parkinson-kort pedig ugyanezen neurotranszmitter hianya és a Nigrostrialis
palya degeneracioja okozza. [34]

A Parkinson-kornal a dopamint termel6 idegsejtek mintegy 70-80 szazaléka karosodik
vagy elveszik. Mindez az agy substantia nigra részében zajlik, ahol dopamin hianyaban az
idegsejtek miikodése nem megfeleld, és ez okozza a betegség tipikus tiineteit (kéz- és
labremegés). A dopaminnak a szervezetben sok lebomlasi Gtvonala van (lasd 2.6.1. fejezet). A
kéaros metabolitok az agyban neurotoxikusak lehetnek, igy eldsegitve annak karosodasat és a

Parkinson-kor kialakulasat [36].

2.6.1. Dopamin atalakulasa a szervezetben

A test fiziologiai pH-jan a dopaminbdl toxikus metabolitok kelekezhetnek, melyek a

szervezetre artalmasak lehetnek. Ezen vegyiiletek nagy része neurotoxikus, emellett fehérje
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denaturaciot illetve a dopamin receptorok degeneralodasat okozhatjak. [34]
A dopamin biztonsdgos datalakulasanak részletes 1épései a 6. abran lathatdak

(neuroprotektiv 1t).

HO B
Oxidacio
e
NH, NH,

HO' o
Dopamin (DA)

Gyara ziréda'/
JEE—" .
Leukoaminokrom Aminokrom (AC)

Atrende)z%(
HO N

H

Dopamin-o-kinon (DQ)

Indol-5,6-kinon (IQ)

\ Polimerizacio

| (NEURO)MELANIN

ey

A dopamin hidroxil-csoportjan 1évé H atomok fontos szerepet jatszanak az oxidacid
soran, mivel a fizioldégids pH-n disszocidlnak. Ez a folyamat eldsegiti a Dopamin /
Dopamin- o-kinon atalakulast. A Dopamin-0-kinon fiziologias pH-n nem, csak a pH<2
tartomanyban stabil. Emiatt Leukoaminokromma alakul gy, hogy a szabad amino-
csoportja segitségével intramolekularis gylirtizarédds megy végbe. Tovabbi oxidacio
hatdsara Aminokromma alakul. A szervezetben a Dopaminbdl Aminokromma alakulast a
flavonoid, illetve a tirozinaz enzimek és a fémionok (mangan, réz vagy vas) segithetik eld.
Az Aminokrém a melanin prekurzora. A melaninna alakulas fiigg attol, hogy az
aminokrém milyen mértékben alakul at indol-5,6-kinonné, melyet egy polimerizacids
folyamat kovet. Ez a polimer egy fekete szinli csapadék, melyek a bérben, hajban, a retina

pigmentalt részén és az agyban (neuromelanin) talalhatok meg. Amennyiben a neuromelanin

crer

[33-35].
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Az aminokrom 0Osszekapcsolddhat enzimekkel és/vagy fehérjékkel (DJ-1 fehérje),
ezaltal inaktivalhatja, illetve 11j, a szervezetre artalmas képességekkel ruhdzhatja fel azokat.
Emellett a citoszkeletonban aggregatum képzOdésre is hajlamos (aktin; o és B-tubulin). Ezen

uton neurotoxikus aggregatumok johetnek létre. [33; 37, 38]

2.7. Parkinson kor gydgyszeres kezelésének hatranyai

Noha a Parkinson-kor kezelésével kapcsolatban folyamatos eldrelépésrdl lehet
beszamolni, még se a megeldzése se a gyogyitdsa nem lehetséges. A tiinetek azonban
meglehetdsen jol kontrollalhatoak és a betegség eldrehaladasa lassithato. [36]

A dopamin gyogyszerként is hasznalhato, mely a szimpatikus idegrendszerre fejti Ki
hatasat, emelve a pulzust és a vérnyomast. Mivel a dopamin (szerkezetéb6l adodoan) nem
képes atjutni a vérereken és a vér-agy gaton, igy gyogyszerként vald hasznalata nem
befolyasolja kdzvetleniil a kdzponti idegrendszert. Ahhoz, hogy a Parkinson-korban szenved6
betegeknek a dopamin-szintjét lényegesen megnoveljilk az agyban, nagy dopamin
mennyiséget kellene alkalmazni (naponta tobbszor is), mivel a bevett dopamin
mennyiségének 85%-a kiiirlil a szervezetbdl 24 ora alatt (enzimatikus lebomlas vagy diffuzio
révén). Manapsag a gyogyszeres kezelést a dopamin szintetikus perkurzoraval, az ,,el6”-
dopaminnal (L-Dopa, mas néven levodopa) oldjak meg, mivel ez képes atjutni a vér-agy
gaton és a kozponti idegrendszerben dekarboxildz enzimek hatasara ezutdn dopaminna

alakulni [39].

Parkinson-kor esetében ezért megoldast jelenthet a gyodgyszerhordozd rendszerek
alkalmazésa. Ha a dopamin fizikailag vagy kémiailag csapdazva van egy hordozo6 rendszerre
(esetemben poli(aminosav)-ra), akkor az megvédheti a lebomlastol, stabilizalhatja. A nagy
molekulatomegii polimerrel egyiitt nem képes atjutni a vér-agy gaton a dopamin, de a
szervezetben 1évd enzimek hatdsara kis fragmensek valhatnak le a konjugatumrol. A kis
fragmensek képesek lehetnek atjutni a vér-agy gaton, majd az agyban leszakadva elérhetjiik,
hogy folyamatos dopamin felszabadulds alakulhasson ki, igy egy alland6 dopamin szintet
tartsunk fenn.

Irodalomban mar eléallitottak néhany dopamin tartalmt gyogyszer konjugatomot, ahol

a hordozo zsirsav [40], illetve poli(etilén-glikol) (PEG) volt [41].
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2.8. HPLC hasznalata a gyogyszer, illetve a bioanalitikaban

A korszeri gyogyszerkdnyveknek, a legfontosabb modszerei a  kiilonféle
kromatografids technikdk. Az alig 30-35 éves multra visszatekintd nagyhatékonysagu
folyadék kromatografia (HPLC-DAD) mara a gyogyszeranalitika egyik legfontosabb
modszerévé valt. Altaldban ezt alkalmazzak gyogyszeralapanyagok és készitmények
hatdanyagtartalmanak meghatarozasara, illetve gyodgyszer stabilitasi vizsgalatoknal. Emellett
rokonszerkezetli szerves vegyiiletek elvéalasztasara, szennyezések kimutatdsara ¢és
meghatarozasara is. [42, 43]

A HPLC-MS a mai nagymiszeres analitika egyre szélesebb korben elterjedt kapcsolt
technikdja. Nagyfoku szelektivitast, univerzalitdst (a tomegmérés (MS) univerzalis
detektalast) tesz lehetové. Alkalmas szerkezeti informéciok szolgaltatdsara és nagy
érzékenysége miatt a nagyon kis mennyiségi minta komplex matrixokban torténd
meghatarozasaban az elsé szamu maddszerré 1épett eld az utobbi évtizedben. Ezt a technikat
azért szeretik a gyodgyszerészek, mert a poldrostdl az apolarosig, a kis és nagy
molekulatomegli vegyliletek egyidejiileg elvalaszthatéak és mérhetdek. Emellett sokféle
ionizator (EIL, CI, ESI, Maldi) és detektor (MS, MS-MS, UV/VIS) all rendelkezésre, ezért a
céljainknak megfelelden épithetjiik meg késziilékiinket. [42, 44]
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3. Celkitlizés

Kutatasom célja volt nagy molekulatomegii poli(szukcinimid) (PSI) el6allitasa
savkatalizalt termikus polikondenzacioval L-aszparaginsavbol. Az igy eldallitott polimer
molekulatomegének meghatarozasa vibracios viszkoziméter hasznalataval. Feladatom volt a
tisztitott polimert modositani dopaminnal és igy kiilonbozé Osszetételii  gyodgyszer
konjugatumokat szintetizalni (PSI-DOPA).

Tovabba munkadm volt a kiilonb6z6 dopamin tartalmii gyodgyszer konjugatumokat
szerkezetkutato modszerrel (‘*H NMR) megvizsgalni, és ellenérizni, hogy a modositott
polimer Osszetétele megegyezik-e az elméletivel. A konjugatumok fizikai-kémiai
paraméterinek (oldhatosag és lipofilitas) meghatarozasa, egyszerii elvalasztd tolcséres
eljarassal [45].

A konjugatumok illetve szabad dopamin degradacios vizsgalataihoz kifejleszteni, illetve
optimalizalni egy HPLC-MS mérési eljarast,. Ezzel a modszerrel megvizsgalni a gyogyszer
konjugatumokrol torténd dopamin felszabaduldsdnak kinetikdjat kiillonb6z6 enzimek

(Bromelain enzimcsoport, a-Kimotripszin) jelenléte mellett.
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4., Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

L-aszparaginsav (Sigma Aldrich; 98%); o-foszforsav (Sigma Aldrich; 99%); foszforsav oldat
(VWR; 86%); Dopamin-hidroklorid (Sigma Aldrich; 99,9%); Dibutilamin (DBA) (Sigma
Aldrich; 99,5%); Dimetilszulfoxid (DMSO) (VWR; 99,9%); Dimetilformamid (DMF) (VWR;
99,5%); Litium-klorid ((Sigma Aldrich; 99%); Natrium-hidroxid (VWR; 99%); Oktanol
(VWR; purum); Boérax (Hungaropharma Kft; purum); Ecetsav (Sigma Aldrich; Kromasolv);
Acetonitril (Sigma Aldrich; Kromasolv); Bromelain enzimcsoport (ananész szarbol) (Sigma
Aldrich; 4-7 units/mg); a-Kimotripszin enzim (Sigma Aldrich; 40 units/mg)

4.2. Poli(szukcinimid) (PSI) eldallitasa

)
d COOH /[k
HoN cc HyPO, R

n N——R,
180 °C
COOH B O |n
L - Aszparaginsav Poli(szukcinimid)

7. abra: a: A PSI eldallitasi egyenlete; b:A végtermék

A poli(szukcinimid)-et L-aszparaginsavbol allitottam el sav katalizalt termikus
polikondenzécidval. A reakcid soran monomerenként 2 viz molekula 1ép ki. Azonos tomegi
L-aszparaginsavat és szilard foszforsavat mértem be egy csiszolatos gomblombikba. A
reakcio elegyet ezutan fokozatosan 180 °C-ra melegitettem, mikozben a nyomast 5-10 mbar-
ra csOkkentettem. A reakciohdmérséklet elérése utan tovabbi 7 oran 4t kevertettem a
reakcioelegyet. A terméket dimetilformamidban (DMF) feloldottam, majd desztillalt vizben
kicsaptam. Ezutan desztillalt vizzel semleges pH-ig mostam, majd szarit6 szekrényben 50 °C-

on szaritottam. A 7.b dbran lathato az igy eldallitott polimer szaritas utan.
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4.3. PSI molekulatomegének meghatarozasa

cyey

LiCI/DMF-ben oldva. Az oldatok viszkozitasatSV-10 vibracids viszkoziméter (8. Abra)

segitségével mértem meg.

-~
| - _

SV-10 Vibro viscometer

8. abra: SV-10 vibracios viszkoziméter
A mérési eredményekbdl meghataroztam az oldatok relativ viszkozitasat (1) az alabbi

egyenlet segitségével:

Nyel = %

ahol n a polimer oldat viszkozitasa, no pedig a 0,1M LiClI/DMF oldat viszkozitasa. A

relativ viszkozitasbol szamolhato a fajlagos vagy mas néven specifikus viszkozitas:

Nsp = Nret — 1
ahol mg jeloli a polimer oldat fajlagos viszkozitasat. A fajlagos viszkozitds és a

koncentraci6 hanyadosa adja az oldat redukalt viszkozitasat (1req):

Nsp

Nrea = ——
re C

crer

redukalt viszkozitast a koncentracié fliggvényében éabrazolva, c=0 pontban kapjuk meg a
hatarviszkozitast[n] (jellemzd viszkozitast):
AR
[n] = lim (%)
c->0\ C
A Kuhn-Mark-Houwink egyenlet segitségével a hatarviszkozitasbol meghatarozhat6 a

polimer szamatlag szerinti molekulatomege:
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[n] = K » M*

ahol M a szamatlag szerinti molekulatomeg, K és a pedig kézikonyvekben megadott
allandok.

Az irodalomban ismertek a Kuhn-Mark-Houwink egyenletben hasznalatos K és a

paraméterek [46]:

K=1,32*10" a=0,76

4.4. Dopaminnal funkcionalizalt poli(szukcinimid) (PSI-DOPA)

eloallitasa

A szukcinimid N vagy O tartalmu nukleofilekkel reakcioba vihetd gytiri felnyilas
kozben, ahogy ez a 2.5. pontban szerepelt. A dopamin a primer-amin csoportjan keresztiil
képes nukleofil addicios reakcioba lépni a szukcinimid gylriivel. A gylriifelnyilas soran
savamid kotés alakul ki a dopamin és a polimer kozott.

A mobdositashoz a PSI-re nézve 20 tomeg%-s dimetilszulfoxidos (DMSO) oldatot
készitettem. Egy masik fé6zopoharba kimértem a dopamin-hidrokloridot, feloldottam DMSO-
ban és dibutilamint (DBA) adtam hozza, hogy a dopaminon 1év6 hidrokloridot megkdsse. A
féz6poharak tartalmat 6sszekevertem és 45 °C-os olajfiirddbe helyeztem 5 napra.

Moddositas soran 1, 2 illetve 4-es graftolasi fokt polimereket allitottam eld, ahol a graftolasi
fok (tovabbiakban GF) azt mutatja, hogy statisztikailag minden X.-edik szukcinimid gytirci

lett modositva dopaminnal. Az igy eldallitott konjugadtumok szerkezete a 9. dbran lathatoak.
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9. dbra: A PSI-DOPA mintak eldallitasi egyenletei és a végtermékek

GF=2-es és 4-es polimert desztillalt vizzel csaptam ki majd a csapadékot iivegsziiron
leszlirtem és 3 napra 50 °C-os szaritoszekrénybe raktam. GF=1 esetén a modositott polimer
vizbe Ontés hatasara nem csapodik ki rendesen, igy szlirésre alkalmatlan. Ehelyett 14 kDa-0s
membranba toltottem, hogy a DMSO-s fazist lecseréljem vizes fazisra. Az igy kapott vizes

oldatot szarazra paroltam.

4.5. Magneses magrezonancia vizsgalatok (NMR)

Az NMR spektroszkdpia (magneses magrezonancia spektroszkopia) napjaink
legelterjedtebben alkalmazott kémiai szerkezetkezet vizsgalati mddszere, mert szerkezeti
informaciot nyujthat szilard €és oldatfazisii mintdkrol is. Az NMR spektroszkopia az egyes

molekuldkat felépitd atomok magjdnak ¢és a radidfrekvencids tartoméanyba esé
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elektromagneses hullamoknak a kdlcsonhatasat vizsgalja

Az atommagok az 6ket felépitd nukleonok mozgasabol kdvetkezden sajat spin impulzus
momentummal illetve magspinnel rendelkeznek. NMR spektroszkopia szempontjabol azok az
atommagok aktivak, amelyek a benniik 1évé nukleonok kvantumszamainak 6sszegzése utan
nullatol kiilonboz6 magspinnel rendelkeznek. Ezek az atomok (*H,C, N, stb.) kiils6
mégneses tér hatisara polarizalédnak [47]. Az egydimenzios 'H spektrumok alapjan
megallapithatjuk, hogy a molekuldban talalhato kiilonb6z6 hidrogén atomok milyen kémiai
kornyezetben fordulnak el a molekulan beliil.

Az NMR spektrumok felvételéhez DMSO-d6-ban feloldottam 30mg PSI, illetve a
kiilonb6z6 graftolasi foki PSI-DOPA mintakat, majd az oldatot kétcsatornas Jastec 400MHz-
es spektrométerben helyeztem el. A késziilékhez egyszerre két mag manipulalasara alkalmas
inverz szélessavii mérofej, pulzusforma generator, és pulzus térgradiens meghajtdo (PFG)
csatlakozott. A kvantitativ "H-NMR spektrumokat 16 s relaxacios id6vel, 3 s mintagy(ijtési

iddvel, és legkevesebb 32 akkumulacids iddvel rogzitettem.

4.6. Fizikai paraméterek meghatarozéasa

A szerkezet-hatas Osszefiiggések felismerése Ota a gyogyszerkémikusok szamara az
ujonnan szintetizalt vegyliletek fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzése mindig is hasznos
informacioval szolgalt, hogy megjosoljak a gyogyszerkészitmények varhato bioldgiai hatdsat,
illetve a szervezeten beliili mozgasat. A fenti célra leggyakrabban hasznalt fizikai-kémiai

paraméterek az oldhatdsdg, az ionizdcio, a lipofilitdas és a permeabilitas. [45]

46.1. LADME leirasa

Az orvostudomany elképzelhetetlen farmakonok, vagyis az €l szervezet miikodését
mar kis koncentracidoban is szamottevéen befolydsoldé molekuldk alkalmazasa nélkiil. A
farmakon szélesebb értelemben minden bioaktiv agens, sziikebb értelemben terapidsan
alkalmazott hatdanyag. A farmakonok tulajdonsédgait, hatdsmechanizmusat, hasznalatuk

altalanos szempontjait a farmakologia (gydgyszertan) irja le. Ez két f6 részre bonthat6: az €16
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szervezetnek a farmakonra kifejtett hatasaval foglalkoz6 farmakokinetikdra, és a
farmakonnak az ¢él6 szervezetre kifejtett hatdsat targyald  farmakodinamiéra
(gyogyszerhatastan). [48,49]

A farmakokinetikat didaktikai megfontolasbdl kvalitativ €s kvantitativ részre oszthatjuk. A
kvalitativ farmakokinetika az ¢€l6 szervezet azon mukodéseivel foglalkozik, amelyek
meghatarozzak a szervezetbe keriilt farmakon sorsat. A farmakont érinté fobb eseményeket
altalaban az un. ADME felosztas keretében oktatjak, amely az adott szer utjat a felszivodastol
(abszorpcid) a megoszlason (disztribiicid) €s a metabolizmuson at a kivalasztasig (exkrécio)
koveti. Ha a szer sorsat a gyogyszerformabodl valo felszabaduldstol (liberacio) vizsgaljuk, a

LADME roviditést hasznaljuk. [48, 49]

4.6.2. Oldhatosag vizsgalat (abszorpcio)

A gyogyszervegyliletek kémiailag kiilonbozd szerkezetliek, igy viselkedésiikben,
valamint fizikai-kémiai paramétereikben (oldhatosag) is kiilonboznek egymastol. Az
oldhatosag tehat az anyag szerkezetébdl eredé molekuldris tulajdonsdg, mely anyagi
mindségére jellemzd érték. [45, 50]

A szervezet miikodéséhez sziikséges biologiai, kémiai és biokémiai folyamatok vizes
kozegben mennek végbe. Ezért biohasznosithatosag szempontjabol a gyodgyszerjelolt
vegylletek legfontosabb tulajdonsdga vizben valdo oldhatésaguk. A gydgyszerkutatis
kiilonboz6 fazisaiban az oldhatdsdg meghatarozasi modszerek kiilonbozdek. A korai fazisban
elegendéek a tajékoztatdo adatok, késdbb azonban nagy pontossdgi eredményekre van
sziikség. Munkdm soran az altalanos razoétoleséres oldhatosagi vizsgalatot végeztem el. [50,
51]

Az oldhatésag a gydgyszerkonyvben is benne van, mint mindségi kritérium. Az Eurdpai
(Ph. Eur.) és a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv (Ph. Hg. VIIL.) szinte minden kémiai

alapanyagnal vizsgaltatja az oldodast.
4.6.3. Lipofilitas (disztribtcio)

A lipofilitas a legrégebben hasznalt fizikai-kémiai paraméter a gyogyszerkutatdsban. A
lipofilitas megmutatja egy gyogyszermolekula affinitdsat az apolaris kdrnyezethez (kettds

foszfolipid réteghez). Emiatt meghatarozza a gyogyszermolekula szervezetbeli eloszlasat,
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mind a farmakokinetikai mind a farmakodindmias fazisban. Jellemzésére a 1gP (megoszlasi
hanyados tizes alapu logaritmusa) adat szolgal. [48 ,52 ,53]

Kalibrald sorozatot készitettem ultratiszta vizben (MQ), illetve oktanolban oldott
dopaminra. Spektrofotométer segitségével meghataroztam ezeknek az oldatoknak az
abszorbancidjat 280 nm-en, ahol a dopaminnak elnyelési maximuma van. Az aldbbi

kalibraciét hasznaltam a mérések kiértékeléséhez (10. abra).
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o | B Interce | 0,027 0,0207 b ',i./ B Interce| -0.01 0.01731
0.0 "' B Slope 3,029 0,07103 " B Slope | 2473 0.05447
¥ T T T T T 1 0.0 T T T T T T T T T T T 1
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10. abra: Dopamin kalibral6 egyenese (a: MQ; b: oktanol)
A dopamin kalibralé egyenesének egyenlete:

* MQ-ban: y = 3,0292*x + 0,0274
= Oktanolban: y = 2,4735*x - 0,0145

A mérések soran 0,1 g modositott polimert mértem be 11cm?® ultratiszta vizbe, hogy igy
biztositsam az anyagfelesleget az oldatban. 24 o6ra elteltével 0,2 pum-es szlir6n sziirtem at,
majd spektrofotométer segitségével megmértem az oldat abszorbancidjat az elébb emlitett
hullamhosszon. M¢érdhenger segitségével meghataroztam a szlrt oldat térfogatat, majd
beletoltottem egy elvalasztd tolcsérbe. A vizes fazis térfogatanak megfeleld mennyiségi
oktanolt ontdttem hozzd és jO alaposan Osszerdztam. 24 Orat vartam a mérés eldtt, hogy
biztositsam az egyensuly beallasat a 2 fazis kozott. Megmértem a vizes, illetve az oktanolos
fazis elnyelését. A spektrofotométeres vizsgalatok utan a razotdlesért Gjra sszeraztam. Ujabb
24 éra eltelte utan ismét megmértem a fazisok abszorbanciajat. igy megkaptam a 24, illetve

48 ora eltelte utdni megoszlast a fazisok kozott.
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4.7. Dopamin felszabadulasanak vizsgalata forditott fazist
nagyhaté¢konysagu folyadékkromatografiahoz kapcsolt
tomegspektrometrias technikaval (RP-HPLC-MS)

4.7.1. Enzimatikus reakcid vizsgalata

A vizsgalatokhoz a 11. dbran lathato elrendezésii rendszert hasznaltam. Bemértema 1 g
PSI-DOPA és az enzimoldatot (18 mg enzim + 6 cm® foszfat (PBS) puffer) a membranba. A
mérésekhez 3,5 kDa-os membrant alkalmaztam, mert a nagy molekulatomegii vegyiileteket
bent tartja (modositott polimer, enzim), mig a kis molekulatomegli vegyiileteket (dopamin)
atengedi, igy csak a tiszta dopamin, illetve a kisebb polimer fragmensek jutnak at rajta. A
kiils6 térben az enzimoldat alapjaul szolgalo PBS puffer oldat talalhato (60 cm ). A méréseket
37°C-n (testhdmérséklet modellezése), 0,1M-s pH=7,5 PBS-ben végeztem.

Dializaldo
Enzim oldat 7 hartya
PSI-DOPA
“‘1-.‘_‘. e
-
™ puffer

11. abra: Az enzimes degradacios mérések soran hasznalt berendezés modellje

A 0. iddpillanatban kezdtem a mintavételt a kiils6 térbdl és 20 percenként vettem 10 pl
mintat. Perisztaltikus pumpa segitségével kevertettem a rendszert, hogy mindenhol homogén
legyen a kiilsé tér.

A kiilsé térbdl vett mintat 3000-szeresére higitottam (1% ecetsavas) ultratiszta vizzel

(MQ).
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4.7.2. A mérés soran alkalmazott enzimek:

Bromelain enzimcsoport:

A bromelain egy féleg proteazokbdl allo keverék enzimcsoport, melynek az atlagos

molekulatomege 45 kDa.

- .
R1§iNHé
- B O
M o- 1
~—{ ?—OH

OH

N—R,

12.4bra: Bromelain hasitasi helye

a-Kimotripszin enzim:

A bromelain proteédzai a cisztein proteazok csoportjaba
tartoznak, azaz szabad szulfhidril-csoport talalhaté az
enzimek aktiv centrumaban. Ez az enzimcsoport az
Aszparagin-Aszparagin  kotést, illetve az  Aszparagin-
Dopamin kotést is hasithatja [47,54].

Az a-Kimotripszin a szerin proteazok csoportjaba tartozik. Kedvezményezetten olyan

helyeken bontja a peptid vagy észter kotést, ahol aromas aminosav (fenilalanin (Phe),

triptofan (TRP) tirozin (Tyr)) van jelen. Molekulatémege 26 kDa.

o) O
R1] NH N—R,
- B O
NH o-1*
— ?—OH
OH

13.4bra: a-Kimotripszin hasitasi helye

Az a-Kimotripszin bonto hatasat foleg a Dopamin—
Aszparaginsav  kotés mentén fejti ki, mivel a
dopaminnak hasonlé szerkezete van mint a tirozinnak.
[55]
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4.7.3.

Kvantitativ analizis RP-HPLC-MS-ben

A méréset Agilent HPLC — QQQ miiszeren végeztem.[47,48]

a

&Control W,

Data B .
Processing = ==

Punp
Movs 50-5000p Livvin

14. abra: a: HPLC-MS elvi felépitése, b: Agilent HPLC-QQQ mtiszer

HPLC beallitasai:

e Ascentis Express (XDB-Cig) oszlop,150mm * 3mm * 2,7um
e aramlasi sebesség: 0,3 ml / perc

e cluens Gsszetétel: (1% ecetsavas) MQ :acetonitril

e (Qradiens elucio:

0 - 2 percigl% acetonitril
2 - 6 percig90% acetonitril
6 = 10 percigl% acetonitril

teljes mérési 1d6: 18 perc

MS paraméterek:

electrospray ionforras, pozitiv ionizacidos mod
tomegtartomany: m/z 50-500 Da

scan time: 800 msec

fragmentor fesziiltség: 135 V

itkdzési energia (collision energy): 5 eV
kapillaris fesziiltség: 1950 V

ionforras hdmérséklet 300 °C

szaritogaz sebessége: 5 1/ perc

nebulizer gaz: 11 1/ perc
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A kromatogram kiértékeléséhez Mass Hunter Qualitative Analysis programot
hasznaltam

A minta, mikozben keresztiilhalad a kolonnan, az all6 fazissal vald specifikus kémiai
vagy fizikai kolcsonhatasok, illetve a nagy molekulatomegbeli kiilonbség révén
szeparalodnak egymashoz képest. Az oszlopon 1év0 visszatartds mértéke a vizsgaland6 anyag

¢s az allofazis tulajdonsagaitol valamint a mozgd fazis dsszetételétol fliigg.

4.7.4. Kalibral6 egyenes

A kalibracidhoz készitettem egy mintasorozatot, ahol a koncentracié tartomany

25 - 1000 pg/ml kozotti lineéris tartomanyt fedte le.

%104 |+ESI TIC MRM Frag=72.0V CID@5.0 (™ -> ™) dopakal 3-500-2.d

43
46
44]
42]

3.8
36
34
32

2.8
26
24
22

Intenzitas

1.8
16
14
12

0.8
0.6
0.4
0.2

282 284 286 288 29 2% 254 2% 288 3 302 30¢ 305 308 31 372 314 376 378 32 322 324 326 328 33 332 334 336 338 34

Retencios 1d6 / perc

15. abra: A kalibral6 pontok kromatogramjainak egyiittese

A 15. abra lathato kromatogram alapjan megfigyelhetd, hogy a dopamin kb. 3 percnél

elualodik az oszloprol.
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16. abra: Kalibral6 egyenes

A dopamin kalibral6 egyenes egyenlete: y = 174183 = x + 275,73

A 16. dbran lathat6 kalibral6 egyenes R értéke 0,995 felett van, illetve a cstcsok elucios
ideje is 2% hibahataron beliil vannak (3,080+0,062 perc), igy elmondhat6 hogy a kalibracids

egyenes hasznalhato a kiértékelésekhez a tovabbi méréseknél.

4.8. Dopamin degradacidja

A dopamin a RP-HPLC-MS-ben t6ltott idé alatt is degradalodik a 2.6.1-es pontban
leirtak szerint. Emiatt a pontos dopamin koncentraciok meghatarozasahoz meg kellett
vizsgalnom a degradacidos folyamatokat pH=7 (foszfat puffer) és 9-es (borat puffer)
koriilményeken. A degradacids méréseket ugyanolyan mérési koriilmények kézott végeztem,
mint az enzimes vizsgalatokat.

A mérések sordn a dopamin, illetve az Aminokrom molekulaionjat, illetve a
fokomponenseit detektaltam. A dopamin esetében egy ammonia (NHjz) kilépés soran
keletkezé m/z 137-es fragmenst, mig az aminokrom esetében metilamin (-CH,-NH3) hasad ki
a molekulabol, igy m/z 122 Da-nak felel meg. A vegylileteknek a szerkezete a 17. abran
lathato. [56, 57]
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HO HO
OH OH

Dopamin ion (154) 137-es fragmens

@
HO -CH,NH, HO CH,
—_—
N
HO H, HO

Aminokréom (150) 122-es fragmens

17. abra: Dopamin és Aminokréom fragmentacidja

Semleges kozegli foszfat puffer oldatbol (pH=7,0) elkészitettem egy 600 pg/ml

cre

készitettem. A mérések soran csak semleges kozeghez kozeli pH-n (7,5) vizsgaltam a mintat,

igy a korrigalashoz azt a mérési eredményeket hasznaltam fel.
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5. EREDMENYEK

5.1. Poli(szukcinimid) molekulatomegének meghatarozasa

A 43. fejezetben leirtak alapjan, a 18. abran lathatd egyenesek tengelymetszetébdl
meghataroztam az altalam hasznalt két PSI minta atlagos molekulatomegét, amelyeket a 1.

tablazatban foglaltam Gssze:

100 -

80 -
o e 1. minta
\Q_ ] A 2 minta
Q"’ 60

40

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
3
c/ g/dm
18. abra: A PSI mintak specifikus viszkozitasanak valtozasa a koncentraci6 fiiggvényében
A 18. abran lathatd grafikonrol leolvashatjuk a polimerekhez tartozo hatarviszkozitas

értékeket. Ezt behelyettesitve a Kuhn-Mark-Houwink egyenletbe megkaphatjuk a polimerek

atlagos molekulatomegét. Az igy kapott eredményeket az 1. tdblazatban 6sszegzem.

1. tablazat: A PSI oldatok egyenesének kiértékelése:

Hatarviszkozitas érték [ NIm Atlagos molekulatomeg | kKDa

1. minta 34,08 + 1,33 30,86 + 1,58
2. minta 29,37 +1,21 25,37 +1,51

Az eredmények alapjan lathatd, hogy az altalam hasznalt poli(szukcinimid) atlagos

molekulatomege 25 kDa felett volt.
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5.2. NMR meérések eredményei

PSI spektruma:

A PSI pontos szerkezetének igazolasa céljabol 'H-NMR felvételt készitettem.

[Weter]  [DWtSO)]
0.4 3
= \
5 03 -
ERE
= E
[ 7
= 0.2 3
< 3
g4
Q -
“ 01 4
1.00 0.95 1.04
— = =
llllllllllllll]lllllllII|IIIIIIllIlIllllllllllllllllll]lllllIIII|IIII|II[I|II[I
7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)

19. abra: A PSI NMR spektruma

A PSI 'H-NMR spektrumaban 3 csucsot lehet megfigyelni (19. 4dbra). A metilén
csoporton 1évd két proton jele két kiilon helyen jelenik meg 2,5 ppm-nél és 3,2 ppm-nél, a
metin csoportban 1évd szén kiralitdsa miatt. Az 5 ppm-nél jelentkezd csucs a szukcinimid
gyliri monomerek kapcsolodasi pontjanal 1évé metin csoporton 1évé H atom jele. Emellett
szennyezOként megjelenik a viz, illetve a deuterdlt DMSO oldoszer is a minta spektrumaban.
6ppm-nél nagyobb tartomanyban nem ad jelet a polimer. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
a polimer nem tartalmaz sem amid, sem karboxil-csoportbol szarmazoé protont, vagyis nincs
benne felnyilt gylri. Az NMR spektrum nagymértékben hasonlit a PSI irodalomban
megtalalhat6 spektrumara [58].
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PSI-DOPA GF=1:

A PSI spektrumahoz képest megjelennek 0j csticsok (20. &bra), amelyek a dopamin
karakterisztikus csucsai. Ezek a csticsok a dopaminban 1év6 benzol gyliri protonjainak ( 6,4
és 6,6 ppm kozott), illetve 8 ppm felett lathatd egy masik cstcs, ami a 2 hidroxil csoporton
1év6 protonoktdl szarmazik. Emellett 4,5 ppm-nél is megjelenik egy 0j cstcs, ami a felnyilt
szukcinimid monomerek kapcsolodasi pontjanal 1évé metin csoporton 1évéo H atom jele.
Emellett szennyezdként dibutilamin (DBA) jelenik meg a spektrumon. A DBA-hoz tartozo
jelek a0,9; az 1,3, illetve az 1,5 ppm-nél.

PSIDOP1-DMSO.ESP
0.25-3
2 3 5
) - O
3 0.203 %
= 3
o E o
8 0153 g
I |
£ 0.105 &
Pz = F\| |
0.05-
0 _z ~ - — -
1.36 0.86 2.15 0.151.00 1.750.68 0.500.510.78
L [ [ — U [ W R

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

20. abra: A PSI-DOPA GF=1 NMR spektruma
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PSI-DOPA GF=2:

A 20. abrédhoz képest a 21. dbran a dopamin, illetve a PSI cstcsainak az integral
értékének ardnya valtozott. Mellette észrevehetd, hogy a PSI-hez tartoz6 csucsok sokkal

intenzivebbek lettek, mint a GF=1 esetében.

PSIDOP2-DMSO.ALS %
o
S
I
0.303
2 3
2 0.255
E 3
S 0.20-
N E s o5
'S 0.15- S 3
3 g |
o = )
z 0107 8 T &
E (o] —
0.05-= D Ny L
0 _E —~ - — [
1.81 0.68 2.111.09 1.00 0.81 3.900.73 0.420.510.77
! o I I = U [ A

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

21. abra: A PSI-DOPA GF=2 NMR spektruma

A DBA itt is megjelenik, de a csucsainak az intenzitasa csokkent.
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PSI-DOPA GF=4:

A 22. abrén is lathatéak a dopamin karakterisztikus csucsai, de mar nem olyan
intenziven, mivel ebben az esetben mar csak minden 4. szukcinimid gyiiri van modositva

dopaminnal.

PSIDOP4-DMSO.ALS %
8‘
7= 7 T
0.25-
2 =
w 3
S 0.20-=
= E
@ 0.153
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€ 0.10-
I & % 2
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' WA T
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0.66 0.20 0.700.33 1.00 1.900.61 0.100.120.20
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22. dbra: A PSI-DOPA GF=4 NMR spektruma

A kovetkezd 2. tablazatban Osszegeztem a mérések soran tapasztaltakat az Osszes
dopaminnal modositott szukcinimid minta esetében. Itt a dopamin mennyiségéhez
viszonyitottam (6,4 és 6,6 ppm kozotti csucs) a felnyilatlan szukcinimid gytirik mennyiségét

(5 ppm).

2. tablazat: NMR mérések eredményeinek Osszefoglalasa

PSI GF=1 GF=2 GF=4
Dopamin (6,4+6,7 ppm) 0 1 1 1
Felnyilatlan szukcinimid gytiri (5ppm) 1 0,10 0,94 2,91
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A 2. tablazatbol jol l1athatd, hogy az elméleti graftolasi fokkal kozel azonos a tényleges
dopamin szukcinimid ardny a mintdkban. Ebbdl az kovetkezik, hogy az elvart reakciok

zajlottak le a szintézis soran.
5.3. A dopamin degradacios vizsgalata:

A dopamin egy bomlékony vegyiilet. Mar fény hatasara, fiziologias pH-n (pH>7)
megindul a degradacidja, ahogy ezt leirtam a 2.6.1-es pontban. A 6. abran a dopamint
pH=7,0-4s és pH=9,3-as kozegben taroltam 50 ordig. Az abran jol lathatod, hogy mar 24 ora
eltelte utan fekete csapadék keletkezett a pH=7 és magasabb tartomanyban, ami a melanin

megjelenésére utal.

hi4

0. 6ra 24. d6ra 50. dra

23. 4dbra: Dopamin degradacioja 0; 24 és 50 ora elteltével

Az RP-HPLC-MS mérés soran kapott eredményt, vagyis a dopamin bomlasat és az
Aminokrom keletkezését az ido fliggvényében abrazoltam a 24. abran a pH= 7,0 és 9,3

pufferben. Az abran jol lathato, hogy a dopamin koncentracioja csokken az id6 fiiggvényében.

pH: 7’0 n Dopamin pH: 9,3
8004 a ® Aminokrom b
= —1200 -
E

S ool - 5
c 600 - . L] N - g’ L] . n L] N -

u n

=~ " " - ] ~ "

kS 'Q 800-

\ O ®  Dopamin
{E 400+ {E ® Aminokrom
= S
3 g
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S 200 S
N Q

X e o
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24. dbra: Dopamin bomlasa; aminokrom keletkezése az id6 fiiggvényében (a: pH=7,0; b: pH=9,3)
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A kovetkezd 3. tablazatban Osszegeztem, hogy 3 ora elteltével, mennyi a dopamin,

illetve az aminokrém koncentrécioja, illetve mekkora a bomlas mértéke.

3. tablazat: 3 ora elteltével a dopamin, aminokrém arany

Cdopamin (ng/ml)

CAminokrém (ng/ml)

Bomlas mértéke

pH=7,0

553,2

67,9

12,27 %

pH=9,3

881,3

196,6

22,31 %

A 3. tablazat adatai alapjan lathato, hogy a ligos pH tartomanyon nagyobb mértékben
(22%) bomlik a dopamin, mint a semleges kozegben (12%). Ezeket a méréseket

felhasznaltam a kés6bbi mérések korrigalasahoz.

5.4. Fizikai kémiai paraméterek meghatarozasa

54.1. Oldhatosagi adatok

Az oldhatdsagi adatok a kovetkezd 4. tablazatban lathatoak:

4. tablazat: 24 ora eltelte utan az oldhatosagi adatok

GF=1 GF=2 GF=4

24 6ra 1,279 mg/ml 0,087 mg/ml 0,419 mg/ml

A tiszta PSI vizben oldhatatlan polimer, de semleges (illetve lugos) kozegben a
szukcinimid elhidrolizal és aszparaginsavva alakul, amely mar egy vizben jol old6do
vegyiilet. Igy azok a modositott polimerek (GF=2 és 4), ahol vannak felnyilatlan szukcinimid
gyliriik, rosszul fognak olddédni. A GF=4-es esetében minden 4. szukcinimid van moddositva
dopaminnal, de 24 6ra elteltével nagyobb az oldhatésdga, mert feltehetdleg tobb szukcinimid

gylirti hidrolizalt el benne, mint GF=2 esetében.
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5.4.2. Lipofilitasi adatok

A méréseknél a hagyomdnyos razotdlcséres moddszert alkalmaztam allando

hémérsékleten (25°C), amivel a moddositott polimerek polaros-apoldris fazisok kozotti

megoszlasat hatdroztam meg.

A permedbilitas kiszdmolasahoz a kdvetkezo egyenletet alkalmaztam: p = Soktanol

Criz
5. tablazat: 24 és 48 ora eltelte utan a lipofilitasi adatok
GF1 GF2 GF4
P IgP P IgP | IgP
24 ora 0,046 -1,337 0,498 -0,303 0,197 -0,706
48 ora 0,043 -1,369 0,425 -0,372 0,195 -0,710

A Viz/Oktanol megoszlasi értékek minden minta esetében 1 alatt voltak, amibdl az
kovetkezik, hogy a modositott polimerek a vizes fazisban koncentralodnak jobban. Ezek
alapjan a vegyiiletek polaros jelleglieck azonban a polimeren taldlhaté dopamin mennyisége

befolyésolja a vegyiiletek két fazis kozotti megoszlasat.

5.5. Dopamin felszabaduldsdnak vizsgalata kiilonboz6é PSI-DOPA

konjugatumokrol

A mérések sordn 3 rendszerben vizsgaltam a dopamin felszabaduldsat. Csak puffert
tartalmazo kozegben, illetve Bromelain enzimcsoport €s a-Kimotripszin enzim jelenlétében.

A kiértékelés folyamatat egy példan mutatom be. A 25.a. abran a GF=1 Bromelain
enzimcsoportos mérésnél vett 13. mintahoz (4. 6ra) tartozé mérés teljes ionkromatogramja
lathat6. A 25.b. abran a dopaminra jellemz6 m/z 137cstcs extrahalt kromatogramja lathato.

Az oszloprol a PSI, illetve a mddositott polimer a holtidében, a dopamin 3 percnél, mig

az aminokrom 7 percnél elualodik az oszloprol.
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25. abra: a: Bromelain enzimcsoport jelenlétében a GF=1 minta total ionkromatogramja; b: Az m/z 137

(dopamin fragmens) extrahalt ionkromatogramja

Holt idében elualdédd komponensek (1) MS spektruma és a dopamin (tg=3 perc, (2)) MS

spektruma a 26. dbran lathatoak.

an (1,651-1,941 min, 23 Scans) Frag=135.0V GF1-K13.d Subtract
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26. abra: 1: PSI MS spektruma; 2: Dopamin MS spektruma

(1) jelolt cstics MS spektrumabanaz m/z 99-hez tartoz6 jel a legintenzivebb, mely a

szukcinimidre jellemz6 molekulaion jele. A (2) jelolt spektrumban megjelenik az m/z 137-hez
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tartozo jel, mely a dopamin f6 fragmense. [51,52]. A spektrumok alapjan a molekulak jol

vizsgalhatoak, mennyiségiik meghatarozhato.

55.1. PSI-DOPA GF=1 konjugatum esetén a dopamin

felszabadulasdnak kinetikdja

Az enzim mikodéséhez elengedhetetlen, hogy azonos fazisban legyen a gydgyszer
konjugatum az enzimmel. Emiatt ebben az esetben tapasztalhatjuk majd a legnagyobb

dopamin felszabadulast, mivel a 3 sszetételti konjugatum koziil ez oldodott a legjobban vizes

kozegben.
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27. abra: A felszabadult dopamin koncentracidja az id6 fliggvényében

Az 27. 4bréan jol lathatd, hogy az a-Kimotripszin hatasara szabadult fel a legnagyobb
mennyiségben a dopamin. Bromelain enzimcsoport, illetve csak puffert tartalmazo oldat
jelenlétében is tapasztalhatd felszabadulas. A puffer hatasara torténd hidrolizis esetén nem a
monomerek kozotti kotés, hanem a szukcinimid-dopamin kozotti kotés hasad fel. A

Bromelain enzimcsoport hatasa a puffer oldatéhoz képest nem tér el jelentdsen, ebbdl arra
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kovetkeztethetiink, hogy ez az enzim nem Katalizalja aszparaginsav-dopamin kotés
felszakadasat ennél az osszetételnél. Viszont a 25.b. abran lathato extrahalt kromatogrammon
2. percnél 1évé csucs alapjan elmondhtad, hogy az aszparaginsav-aszparaginsav kotés
hidrolizisét katalizalja.

A gorbe kezdeti lassu emelkedése azért van, mert a funkcionalizalt polimer lassan
oldédik vizes alapti pufferben, mikézben az enzimek csak az oldott polimernél képesek
elOsegiteni a hasitast. Jelentds eltérés csak 80 perc utan tapasztalhaté az a-Kimotripszines €s a
puffer oldatos mérés kozott, de utana ez a kiilonbség exponencialisan né. Az a -Kimotripszin
eloszeretettel a szukcinimid-dopamin kozotti kotést hasitja (1asd: 4.7.2. fejezet), igy eldsegitve
csak a szabad dopamin felszabadulast a konjugatumrdl. Az exponencialis névekedés oka, a
polimeren 1évé dopamin mennyiségének csokkenésében keresendd. A dopamin leszakadasa
utan aszparaginsav monomer egységek maradnak a polimeren, amely vizben jol oldédik. igy
a dopamin leszakadasaval a konjugatum egyre jobban oldodik vizben. Mivel ezzel né a

szubsztrat koncentracidja a termékek képzddésének sebessége is nd.

5.5.2. PSI-DOPA GF=2 konjugitum eset¢tn a dopamin

felszabadulasanak kinetikaja
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28. abra: A felszabadult dopamin koncentracidja az id6 fiiggvényében
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A 28. abran lathato gorbe lefutasa eltér a GF=1 estében mutatott eredményekhez képest,
de a tendencia hasonld. Ebben az esetben is az a-Kimotripszin esetében van a legintenzivebb
dopamin felszabadulds. Puffer hatdséra itt is szabadul fel dopamin, de nem olyan jelentdsen,
mint a GF=1 esetében (27. abra).

Ennek a funkcionalizalt polimernek a legkisebb az oldhatdsaga a 3 minta koziil, igy a
mérési 1d6 alatt ebben az esetben oldodott be a legkevesebb polimer. A goérbe lasst
emelkedése is erre utal. JOI lathato, hogy mindkét enzim jelenlétében nagyobb volt a dopamin
koncentracigja, mint puffer esetében, vagyis mindkét enzim eldsegitette a dopamin

felszabadulésanak folyamatat.

5.5.3. PSI-DOPA GF=4 konjugitum eset¢tn a dopamin

felszabadulasanak kinetikdja
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29. abra: A felszabadult dopamin koncentracidja az id6 fliggvényében

Az oldhatésaga ennek a konjugatumnak jobb, mint a GF=2-nek, de sokkal kevesebb
dopamint tartalmaz, igy a felszabadult dopamin koncentraciok tekintetében az oldhatosagbol
szarmazo el6nye elveszett a GF=2-vel szemben. Az eredményekbdl lathat6, hogy a

konjugatum dopamin tartalma befolyasolja a leginkabb a felszabadult dopamin mennyiségét,
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az oldhatosaga csak masodlagos. Azonban megfigyelhetd, hogy a polimer graftolasi foka nem

befolyasolja jelentés mértékben a leszakadas kinetikajat.

5.5.4.

Méresek osszefoglalasa

A mérések soran kapott eredmények korrigalt értékeit a 6. tablazatban foglalom dssze.

6. tablazat: 5 ora eltelte utan a koncentraciok

GF=1 GF=2 GF=4
Csak puffer 0,035 mmol/dm? 0,010 mmol/dm? 0,010 mmol/dm?®
Bromelain 0,035 mmol/dm?® 0,022 mmol/dm?® 0,013 mmol/dm?®

a-Kimotripszin

0,105 mmol/dm?®

0,032 mmol/dm®

0,017 mmol/dm?®

Puffer hatdsara mindharom esetben szabadul fel dopamin a konjugatumrél, de ez a
GF=1-s polimer kivételével minden esetben kevesebb, mint az enzimek jelenlétében. a-
Kimotripszin jelenlétében voltak a legmagasabbak a végsé dopamin koncentraciok minden
esetben, ami azt bizonyitja, hogy ennek az enzimnek a jelenlétében féleg a polimer-dopamin
kotés szakadt fel. Bromelain enzimcsoport esetében, amikor nem minden monomer volt
funkcionalizalva, szintén eltérést lathatunk a pufferhez képest, ami annak lehet a
kovetkezménye, hogy ebben az esetben a bromelain a polimerben talalhatdé amid kotéseket is
bontja.

Lathato, hogy ez a gydgyszerkongjugdtum alkalmas lehet egy elnyujtott, folyamatos dopamin

leadasra a szervezetben, mivel a dopamin bomlasanak ellenére is folyamatosan mérheté a

crer

crer

41




6. Osszefoglalas

Munkam soran sikeresen allitottam el6 L-aszapraginsav sav Kkatalizalt termikus
polikondenzéciojaval  poli(szukcinimid)et (PSI). Az igy eldallitott  polimerek
molekulatomegét viszkoziméter segitségével mértem meg és meghataroztam, hogy az éltalam
eléallitott polimer atlagos molekulatomege 25 kDa-nal nagyobb. Az igy eldallitott polimert

kiilonbozo Osszetételben sikeriilt moédositani dopaminnal (PSI-DOPA GF=1; 2 ¢és 4).

A tiszta, illetve a modositott polimert *H-NMR-rel vizsgaltam és megallapitottam, hogy
az elvart reakciok zajlottak le a kisérletek soran, illetve igazoltam, hogy a polimerhez kotott
dopamin valés és a sztochiometria alapjdn szamitott mennyisége hibahatdron beliil

megegyezik.

Az igy kapott modositott polimerek oldhatdsagi és lipofilitasi értékeit meghataroztam
klasszikus elvalaszto tolcséres modszerrel. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy 24
¢s 48 ora elteltével is a vizes fazisban koncentralodnak jobban a mddositott polimerek, mint
az oktanolos fazisban. A GF=1 esetében volt a legnegativabb logP érték (-1,3), igy itt volt a
legkevesebb oktanolban oldott konjugadtum. Ez azért van, mert a konjugatum magas dopamin
tartalma sokkal poldrosabbd teszi azt. A legnagyobb logP értéket GF=2-nél tapasztaltam
(-0,3). A mérések eredményei alapjan jol lathato, hogy ezek a vegyiiletek polaros
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Sikeresen optimalizaltam egy mérési eljarast az RP-HPLC-MS késziiléken a dopamin
alapti mérések vizsgalataihoz. Megéllapitottam, hogy semleges és lugos kdzegben 3 ora
elteltével a dopamin egy jelentds része elbomlik (12-22%), illetve a kozeg pH értékének

novekedésével n6 a degradacié mértéke.

Csak pufferes kozeg, Bromelain enzimcsoport és o-Kimotripszin enzim jelenlétében
vizsgaltam a dopamin felszabaduldsanak kinetikdjat a  gyogyszerkonjugatumrol.
Megallapitottam, hogy a graftoldsi fok csokkentésével novelhetd az iddegység alatt
felszabaduldé dopamin mennyisége proteaz enzimek jelenlétében. Emellett a-Kimotripszin
enzim jelenlétében, mely specifikusan a dopamin-szukcinimid k&tés mentén hasit, szabadult

fel a legnagyobb dopamin mennyiség a konjugatumrol.
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Osszefoglalva a munkamat, sikeriilt eldallitanom egy olyan poli(aminosav) alapa
gyogyszerkonjugatumot, amely képes -elnyujtott, folyamatos dopamin leadasra, igy

biztosithato lehet egy allandé dopamin koncentracié a szervezetben.
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7. Koszonetnylilvanitas

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Zrinyi Miklos Professzor Urnak,
hogy érdeklodésemet felkeltette a téma irant, valamint hogy szakmai segitséget nyudjtott munkam

soran.

Szeretném megkoszonni a Semmelweis Egyetem Altalanos Orvostudoményi Kar Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet Nanokémiai kutatocsoport tagjainak a kutatdmunkam soran nyujtott
segitségért, amely nélkiil ez a dolgozat nem sziiletethetett volna meg. Kiilonosképp Juriga

Déavidnak, hogy konzulensemként irdnyitotta munkamat.

Dr. Ludanyi Krisztinanak a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézet, Bioanalitikai
Laboratorium vezetdjének, aki a HPLC-s mérések soran segitette a munkamat tapasztalataival

és hasznos tanacsaival.
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