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Utmutatas szerzoknek

A Magyar Kémiai Folyoirat f6 feladata egyrészt a magyar kémiai szaknyelv folyamatos apolasa, s a kémiai tudomany
fejlodéséhez, az aktualis tudomdnyos Ujdonsagokhoz alkalmazésa, egyidejlileg a minél teljesebb korli szakmai
informacio-csere késedelem nélkiil biztositasa, s az, hogy magas szakmai szinvonalon tegye hozzaférhetové az
érdekl6édok szamara a hazai és kiilfoldon €16 magyar kémikusok kiemelkedé tudomanyos kutatasi eredményeit,
sikereit és mutassa be a kémiai tudomanyok vildgszerte bekovetkezd fejlodését, valtozasat, a kémia legfrissebb
vivmanyait, alkalmazésait, az érdeklédés gyujtopontjaba keriild teriileteit, masrészt, hogy segitséget nytjtson
kovetkezd kémikus nemzedékeknek a kémiai tudomany anyanyelven valé megismeréséhez, a kémiai ismeretek,
fogalmak szakmailag helyes és pontos magyar nyelvii kifejezéseinek megtanulasédhoz.

A Magyar Kémiai Folyo6irat negyedévenként jelenik meg. Eredeti magyarnyelvii kozleményeket —az alabb megadott,
szigoruan korlatozott terjedelemben, a nemzetkdzi tudomanyos folydiratok atlagos szinvonalat eléré munkék esetén
— jelentet meg, elénybe részesitve fiatal kutatok elsd 6nallo kozleményeit. Osszefoglald cikkeket kozol (felkérés
alapjan) hazai kiemelkedd teljesitményti kutatomiihelyek hosszabb id6 alatt elért eredményeir6l, hazai nemzetkozi
konferenciakrol, anemzetkozi érdeklddés gyujtopontjabakeriilt kutatasi teriiletekrdl, bemutatvaa friss eredményeket,
fejlodési iranyokat, s ha van, a hazai hozzajarulast, kiilfoldon ¢l6, sikeres magyar szarmazasu vegyész-kutatok
munkdjarol, a szomszédos orszagokban, hatarainkon kiviil mikodé magyar kémikusok kozzétételre érdemes
tudomanyos eredményeir6l. Helyet kapnak a folydiratban kdnyvismertetések, kémiai és rokontargyu kiadvanyokrol.
Kiilon rovatként kozli a korabban mar a Magyar Kémiai Folyoirat-ba beolvadt Kémiai Kozlemények profiljabol
atvéve akadémiai székfoglalok, MTA doktora cimért megvédett értekezések és PhD-dolgozatok &sszefoglaloit
¢s akadémiai forumokon elhangzott egyes eldadasok roviditett valtozatat. Idegen nyelven mar kdzzétett cikkek
masod-kozlését a folydirat nem vallalja. Terjedelem tullépést csak a szerkesztobizottsag hozzajarulasaval, a tobblet
terjedelem megvaltasa ellenében fogad el.

Az egyes kozlemény-fajtak téritésmentesen, szerkesztobizottsagi hozzajarulas nélkiil kitolthetd terjedelme
(nyomtatott oldalak):

1. Osszefoglalé kozlemények a) jelentés, aktualis kutatasi teriilet legiijabb nemzetkdzi eredményeirél: max. 8 + 1
oldal angol nyelvii kivonat, b) kiemelked6 hazai kutatohelyek ijabb eredményeirdl, ill. c) kiilf6ldon alkoté magyar
szarmazasu kiemelkedd elismertségli kutatok munkassagarol: max. 6 + 1 oldal angol nyelvii kivonat.

2. Eredeti kozlemények: j tudomanyos eredményeket bemutatd, lektoralt magyar nyelvi kdzlemények: max. 4 + 1
oldal angol nyelvii kivonat. Elényt élveznek fiatal kutatok (pl. kiemelkedd PhD értekezések Osszefoglaldja) és
hataron tali magyar kutatok munkai.

3. A ,Kémiai Kozlemények” rovatban a) Akadémiai székfoglald eldaddsok roviditve és b) MTA Doktora védések
anyaganak dsszefoglaloi: max. 4-4, tovabba c) a Szerk. Bizottsag, vagy az MTA Kémiai Tud. Osztélya altal kivalasztott
¢és az Osztaly szervezésében elhangzott el6adas dsszefoglaldja: max. 2 oldal + féloldalas angol nyelvii kivonat.

4. Konyvismertetés: max. fél oldal.

A megadott maximalis terjedelem tullépés¢hez esetenként a Szerkesztd Bizottsag — a koltség-tdbblet szerzé altali
megtéritése ellenében — hozzajarulhat.

A Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Intézet, 1092 Budapest, Hégyes Endre u. 9. cimet csak akkor
hasznaljak, ha a kozvetleniil a szerkesztoségnek szo0lo, postai Gton érkez6 levélrdl van szo (pl. reklamacio, elfogult
biralat vagy plagium stb. esetében).

Az irodalmi hivatkozasoknal a DOI szamokat is kérjiik feltiintetni.
A képleteket és abrakat kiilon file-ban is, vagy csak igy kérjiik csatolni a kozlésre bekiildott kéziratokhoz.
A levelez6 szerz6 elérhet6ségét (telefon, fax, e-mail cim) kérjik a név labjegyzeteként megadni.

Az angol nyelvli 0sszefoglaldot nem abstract formaban, hanem bd kivonatként (legalabb 3/4 nyomtatott oldal
terjedelemben) kérjiik csatolni.

Kérjiik, hogy a tartalomjegyzékhez a szerzok adjak meg kdzleményiik angol cimét.

A kézirat elkészitését segité mintaféjlt, valamint a részletes formai kovetelményeket a folyoirat honlapjan talalja meg:

http://www.mkf.mke.org.hu
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Nem csak Kkristalyositgatas.
In memoriam Fogassy Elemér (1934-2026)

Hell Zoltan*

“Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Szerves Kémia és Technologia Tanszék,
1111 Budapest, Miiegyetem rkp. 3.

Fogassy Elemér 1934-
ben sziiletett Budapesten.
Edesanyja, majd tanarai
biztatasara, a csalad tobb
diplomas tagjanak a pél-
daja altal is inspiralva je-
lentkezett a BME Vegyész-
mérnoki  karara, ahol
1957-ben szerzett vegyész-
mérnoki oklevelet. A csa-
lad anyagi helyzete miatt
a tanulas mellett dolgoznia
is kellett. A fizikai munka,
illetve a sport alapozta meg
kivalo fizikumat. Elébb
1. dbra bokszolt, majd attért egy
»békésebb” sportagra, a
sulyemelésre, ezen beliil is a fekvenyomasra. Rendszeresen
jart a Miegyetem K épiileti sulyemeltermébe, majd ké-
sébb otthon is kialakitott egy edzdhelyiséget. Még 60 év
felett is képes volt 100 kg feletti teljesitményre, és le tudta
gy0zni az 6t versenyre kihivo diplomazo hallgatojat.

Diplomajamegszerzése utan 1957 és 1959 kozo6tta Chinoinban
dolgozott fejlesztémérnokként. Részt vett tobbek kozott a
hipotiazid és klorotiazid lizemi gyartastechnologidjanak a
kidolgozasaban. Az EGyT (a mai EGIS Gyogyszergyar Zrt)
munkatarsa volt 1959 és 1964 kozott, itt is gyogyszerhatd-
anyagok (pl. Exangit, imipramin (Mellipramin), levomepro-
mazin (Tizercin)) ipari méretben is megvalosithatd gyartas-
technoldgiainak kifejlesztése volt a feladata.

1964-ben keriilt a BME Szerves Kémiai Technoldgia
Tanszékére, ahol egyetemi tanarsegéd (1964—1976), egye-
temi docens (1976—1987), majd egyetemi tanar (1987—1999)
beosztasban, nyugdijazasa utan pedig kutatd fé6mérndkként
(1999-2005) dolgozott. Professor emeritus-ként is részt vett
a tansz¢k oktato- és kutatomunkdjaban. Kozben 1965-ben
a Vegyészmérnoki karon gyogyszerkémiai szakmérnoki
oklevelet is szerzett.

Korabbi gyogyszergyari fejlesztési munkdja, a kléramfe-
nikol (Chlorocid) intermedierek vizsgalata soran, Konig
Rezs6 professzor mellett dolgozva taldlkozott eldszor az
optikai izomerek elvalasztasdnak problémajaval. Egyetemi

*  Tel.: 436 1 463 1414; e-mail: hell.zoltan@vbk.bme.hu

kutatasai soran ennek alapjan kezdte vizsgalni az optikai
izomerek diasztereomer soképzésen alapuld elvalaszthaté-
sdgat. A rezolvalast akkoriban sok szerves kémikus kissé le-
nézden csak afféle kristalyositgatasként emlegette. Fogassy
professzor és csapata a tobb évtizedes kutatdomunka soran
szamos olyan torvényszeriiséget fedezett fel, amelyek se-
gitségével az izomerek elvalasztdsa ma mar tervezhetd.
Sajat megfogalmazasa szerint a legfontosabb felismerésiik
az volt, hogy a rezolvalas miiveletei, kémiai reakcidi nem
jellemezhetdek linearis 0sszefiiggésekkel. Az enantiomer-,
illetve diasztereomer-keverékek elvalasztasakor biztositani
kell a legalabb két fazis kozotti megoszlasukat. Ezekbdl az
alapvetésekbdl kiindulva tovabbi fontos megallapitasokat
tettek. Igy példaul azt, hogy a kristalyositas ideje meghata-
rozo lehet, hogy a kinetikus vagy éppen a termodinamikus
kontroll érvényesiilhessen. Felismerték, hogy az elvalasztas
eredményét a kiralis reagensek eutektikus 0sszetétele hata-
rozza meg. De nem szabad megfeledkezni a rezolvalhatdsag
fogalmanak bevezetésérdl sem, amit a szakirodalom gyak-
ran Fogassy-paraméterként emlit szerte a vilagon.

2. abra. Kedvenc elmélkedd foteljében

A felismert torvényszeriségeket felhasznalva jelent6s ered-
ményeket ért el a kutatdcsoport szamos mas mellett példaul
a molekulakomplexen keresztiil torténd rezolvalas terén,
megallapitottak, hogy rokon szerkezetii akiralis reagensek
hozzaadasaval javitani lehet az elvalasztas hatékonysagat,
tovabba, hogy megvalosithato az elvalasztas a rezolvalando
anyag szarmazékanak reszolvaloagensként torténd alkal-
mazasaval. Az eredményekbdl sziiletett tudomanyos koz-
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lemények szama 226, az ezekre kapott fiiggetlen hivatko-
zasok szama 1725, egylittes impakt faktoruk 300 felett van.

Fogassy professzor mindig is a csapatmunka hive volt, az
évtizedek soran szamos munkatarssal dolgozott egyiitt.
A teljesség igénye nélkiil, csak az oktat6i statuszi mun-
katarsakat, illetve posztdoktorokat emlitve Faigl Ferenc,
Acs Maria, Kozma David, a Balint Jozsef-Egri Gabriella
hazaspar, valamint az utols6 évtizedekben Palovics Emese
dolgozott vele hosszabb ideig. Es persze szamos hallgato és
doktorans is volt a csapatban, akik ,,csak” TDK-dolgozatot,
szakdolgozatot, diplomamunkat, PhD értekezést készitet-
tek. Tobb, mint 60 diplomamunka, 22 PhD értekezés téma-
vezetdje volt, de figyelemmel kisérte a csoportban dolgozé
tobbi kolléga altal vezetett munkakat is, segitette dket ta-
nacsaival, otleteivel. Ritka volt az olyan kari TDK konfe-
rencia, amelyen valaki a Fogassy-csoportbol ne nyert volna
valamilyen dijat. A nala diplomazé hallgatok koziil sokan
késébb jelentds poziciokat toltdttek be, illetve toltenek be
ma is kiillonb6z6 gyogyszeripari, illetve vegyipari cégeknél.

Tobb évtizedes oktatomunkija soran kidolgozta a
Gyogyszerkémiai alapfolyamatok, a Gydgyszeripari
technoldgia (a kétfokozati képzés megindulasa utan
Gyogyszeripari technologia 1 és II), valamint a Kémiai
technoldgiak alapjai targyak programjat, és oktatta a tar-
gyakat sok éven at. A Gyogyszerkémiai alapfolyamatokat
késébb Faigl Ferenc professzor vette at, és fejlesztette to-
vabb a Vegyészmérnoki és Biomérnoki Kar vegyészmér-
nok alapképzése gyogyszeripari specializacidjanak a hall-
gatdk altal is elismert targyava.

A Gyodgyszeripari technologia oktatasaba engem vont be.
Az eldadasait hallgatva arra gondoltam, vajon hogyan le-
het ezt a targyat Gutana jol eldadni, hiszen az ismertetett
technologiak jelentds részének a kidolgozasaban maga is
részt vett, igy bemutatasukat a sajat munkajabol vett torté-
netekkel tudta szinesebbé, érdekesebbé tenni. Elete utolsd
évéig tartott eldadast a targyban, és mindig fel tudta kelteni
a hallgatok érdeklddését.

A Szerves Kémiai Technoldgia Tanszék vezetdje volt két
cikluson at (1991-1999). Nehéz idészak volt ez a szamara,
elébb a nemcsak a munkaban, hanem életben is tars, gyer-
mekei anyja, Acs Maria betegsége és korai halala, majd a
Bokros-csomagbdl a tanszékre harulé oriasi adossag keze-
lése rott ra hatalmas terheket. Mindekdzben gondoskodni
kellett gyermekeirdl is. A két lany, Katalin és Gabriclla
kovette sziilei mesterségét, és vegyészmérnokok lettek,
mig Gyorgy fia, sajat megfogalmazésa szerint, ,,csak” gé-
pészmérndk. Hilen a bokszbdl hozott filozéfidjahoz (,,Ha
letitnek, azonnal kelj fel, ha tétovazol, vesztettél”) Fogassy
professzor a nehéz helyzetekbdl is talpra tudott allni.
Kulesszerepe volt abban, hogy a tanszék tlélte a nehéz pe-
riodust. Nem mindig értettiik meg a dontései hatterét, és
ezt tobben szova is tettilk. Mindig tiirelmesen végighall-
gatott benniinket, és elmagyardzta, miért dontott igy. Az
id6 bizonyitotta, hogy legtdbbszor jol dontott. Jellemzd a

hozzaallasara, hogy a tanszéki adossagallomany bejelenté-
sekor tartott tanszéki értekezletet igy kezdte: ,,Hat kérem,
a tansz¢k adossaga 12 millié Ft. Ebbol én és munkatarsaim
Osszeadunk 2 ¢és fél milliot (egy KK megbizas bevételét),
a tobbit pedig majd elosztjuk™.

Tamogatta, s6t 6sztonozte a kollégait, éljenek a lehetdsé-
gekkel, ami szakmai elémenetelhez segitheti 6ket. Mottdja
az volt: ,,Ha lehet6séged van egy fokozat, cim, megszer-
zésére, ne késlekedj, ne lustalkodj, hogy késébb ne kelljen
magadnak szemrehanyast tenni, mert lemaradtal valamirdl
ennek a fokozatnak, cimnek a hianyaban”.

Az egyetemi évtizedek alatt a Fogassy-csoport szamos
ipari megbizast kapott, és teljesitett sikeresen. A prosztag-
landin-szintézisek kulcsintermedierjének rezolvalasara,
a selegilin (Jumex), levamisol, tamsulozin ¢és pregabalin
enantiomerjeinek az elvalasztasara kidolgozott eljarast
iizemesitették is, de emellett még szamos gyodgyszer-hatd-
anyag enantiomerjeinek az elvalasztasat valositottak meg,
pl. tretoquinol (Inolin), rimazolium (Probon), clemastin
(Tavegyl), diltiazem, clopidogrel, duloxetin, tofizopam
(Grandaxin). Erdekes munka volt a tolperizon metabolitok
cléallitasa és enantiomerjeik elvalasztasa. Megvalositottak
a novényvéddszer piretrinszarmazékok enantiomerjeinek
elvalasztasat is. Fogassy professzor tobb, mint 110 szaba-
dalomban volt tars-feltalalo, ezek kdzott 8 eurdpai, illetve 5
USA-szabadalom is van.

3. abra. A Magyar Gyogyszerkutatasért-dijjal

Munkajat szamos kitiintetéssel ismerték el. Négyszer kapta
meg a ,,Kival6 Feltalalo” arany fokozata elismerést (1979,
1987, 1987, 1991). Az MTA elndkének Palyadijat nyerte el
1986-ban, 1987-ben Kivald Munkaért kitiintetésben része-
siilt. Két alkalommal kapott ,,Témavezetd Mester” elisme-
rést, volt az év oktatdja a BME Vegyészmérnoki Karan,
1995-ben megkapta a Cslrds Zoltan-dijat, 1999-ben pe-
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dig a Gorog Jend-dijat. Elnyerte a Széchenyi Professzori
Osztondijat  (1999-2002). A  Magyar Tudoményos
Akadémia 2000-ben Varga Jozsef Eremmel tiintette ki, és
a Novofer Alapitvany a Gabor Dénes-dijat is odaitélte sza-
mara. 2004-ben megkapta a Szent-Gyodrgyi Albert-dijat,
2007-ben pedig az MTA Szabadalmi Nivodijat. 2015-ben
a Magyar Gyogyszerkutatasért Dijat nyerte el, a Magyar
Meérnoki Kamara pedig Péceli Béla Emlékéremmel tiintette
ki. A Hermecz Istvan-dijat 2020-ban vehette at, megkapta
a Kajtar-Holl6si Emlékérmet, és munkassagat a Zemplén
Géza-fodijjal ismerték el 2021-ben. Jedlik Anyos-dijat ka-
pott2022-ben. A Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem Vegyészmérnoki és Biomérnoki Karan 2017-ben
gyémant-, mig 2022-ben vasdiplomat vett at.

Ugy egy éve az ereje kezdte idénként cserben hagyni. Mar
ritkabban jart be a tanszékre, bar még voltak otletei, ame-
lyekrél lelkesen tudott beszélni. Az év elején agynak esett,
¢és végiil az id6 legydzte, januar 27-én csendben elaludt.

Gyakran mondogatta: ,,Az élet sokféleképpen probara tud-
ja tenni az ember kitartasat: vagy azzal, hogy nem torté-
nik semmi, vagy azzal, hogy minden egyszerre torténik.
Mindig mosolyogj, és soha ne add fel, még akkor se, ha
minden ellened fordul.”

O sosem adta fel. Hidnyat még nagyon sokaig fogjuk érez-
ni, nyugodjék békében.

Not only a simple crystallization. In memoriam Elemér Fogassy (1934-2026)

Elemér Fogassy was born in Budapest in 1934. Based on the en-
couragement of his mother and teachers and inspired by the ex-
amples of some graduated members of the family he has applied
to the Faculty of Chemical Technology of Technical University of
Budapest, He had graduated as chemical engineer in 1957. During
the studies he had to work to provide the tuition fees, as well as to
support the family. The manual work, and later the sport brought
his excellent fitness. First, he made box, then changed to the more
“peaceful” power lifting, especially to bench press.

After obtaining his diploma, he started to work in Chinoin
Pharmaceuticals (1957-1959), then changed to EGyT (now Egis
Pharmaceuticals, 1959-1964). At both places his job was to devel-
op industrial technologies for the preparation of different API’s.

In 1964 he moved to Technical University of Budapest,
Department of Organic Chemical Technology. He was teaching
assistant (1964—1976), associate professor (1976—1987), then full
professor (1987-1999), and after the retirement, senior research
engineer (1999-2005). He participated in the research and edu-
cational work also as professor emeritus. Meanwhile in 1965 he
graduated as pharmaceutical engineer.

During his work in Chinoin, he met the problem of the separation
of optical isomers. This inspired him to orientate his research ac-
tivity to the field of the separation of optical isomers via diastere-
omeric salt formation. Based upon his fundamental recognitions,
that the operations, reactions of the optical resolution cannot be
described with linear correlations, and during the separation of
enantiomer or diastereomer mixtures their distribution possibility
between at least to phases has to be assured, several other impor-
tant findings have been made. Thus, the crystallization time may
be determinant to leave the kinetic or even the thermodynamic
control to prevail. It was recognized that the result of the sepa-
ration was determined by the eutectic composition of the chiral
reagents. And it must not forget the introduction of the concept
resolvability which is often mentioned in the literature as Fogassy
parameter all over the world.

Using the principles recognized the Fogassy group achieved
significant results among numerous others in the resolution via
molecular complexes; they had shown, that with the addition of
achiral compounds having related structure the efficiency of the
separation, or an efficient optical resolution can be achieved if the
resolution agent is a derivative of the compound to be separated.
The number of publications issued is 226, with a total impact fac-
tor above 300. The number of the independent references to these
publications are 1725.

Professor Fogassy always worked in a research team. During
the decades he worked with numerous co-workers. For example
Ferenc Faigl, Maria Acs, David Kozma, Jozsef Balint, Gabriella
Egri, and in the last decades Emese Palovics worked with him for
a longer period. And, of course, a lot of students and PhD students
made their theses or PhD theses with his supervision. More than
60 theses and 22 PhD theses were the results of this activity. On
the traditional annual students’ scientific competition of the fac-
ulty, there was hardly a year, when one or more students form the
Fogassy group were not awarded.

He had elaborated the programs of the subjects Unit processes
in Industrial Drug Synthesis, Pharmaceutical technology and
Chemical technology fundamentals, and gave lectures in these
subjects nearly until the end of his life.

He was the head of the Organic Chemical Technology Department
during 2 cycles (1991-1998). It was a hard period for him, as first
the illness and early death of his wife and co-worker, Maria Acs,
then the treatment of the financial restrictions in 1995 charged
him extremely. But the endurance obtained from the sport helped
him to stand up. With good decisions made he had a key role that
the department could survive this hard period.

During the years at BME, the Fogassy group participated in the
development of the industrial technologies of dozens of API’s. He
is co-inventor in more than 110 patents, with 8 European and 5
USA patents among them.

His work was acknowledged several times. He obtained 4 times
the ,,Excellent Inventor” gold medal. His other recognitions
(BME and other): Award of the President of HAS (1986); ,,For
the Excellent Work™ medal (1987); ,,Supervisor Master” (twice);
,Teacher of the Year); Cslirds Zoltan Award (1995); Gorog Jend
Award (1999); Széchenyi Professorial Scholarship (1999-2002);
Varga Jozsef medal of the HAS (2000), Gabor Dénes Award
(2000); Szent-Gyorgyi Albert Award (2004); Patent High Quality
Award of HAS (2007); ,,For the Hungarian Drug Research” Award
(2015); Péczeli Béla Medallion of the Hungarian Engineers’
Chamber (2015); Hermecz Istvan Award (2020); Kajtar-Hollosi
Medallion; Zemplén Géza Grand Prize (2021); Jedlik Anyos
Award (2022).

Last year his power had left him sometimes. He came to the
department less and less, although he still had good ideas, plans.
Finally, the time won him, and at 27 January he silently fallen asleep.

We will feel the lack of Professor Fogassy for a longtime. Rest in
peace.
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Buzagh Aladar emlékezete — 130 éve sziiletett a magyar
kolloidkémia uttoréje
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CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszto Kft., Illatos ut 7. 1097 Budapest, Magyarorszag

2025. julius 6-an emlékeziink meg Buzagh Aladar sziileté-
sének 130. évfordulojarol. A magyar kolloidkémia megala-
pitdja nemcsak tudomanyos eredményeivel, hanem oktato6i
¢és ismeretterjesztd munkajaval is maradand6 hatast gyako-
rolt a hazai és nemzetko6zi tudomanyos életre.

Erdekesség, hogy sziiletési éve, 1895, egybeesik a Magyar
Keémiai Folyodirat alapitasanak évével is. A folyoirat 100.
szililetésnapjan, kiillonszdmmal tisztelgett Buzagh emléke
elétt, amelyben egykori tanitvanyai és munkatarsai k6zol-
tek tanulmanyokat — mélté modon allitva emléket a tudos
¢életmiivének [1].

1. Eletit és tudomanyos palya

Buzagh Aladar 1895. julius 6-an sziiletett a ma
Szlovakiaban talalhatdo Derencsényben, GOmor varmegyé-
ben. Kozépiskolait Losoncon és Rimaszombatban végezte,
majd 1918-ban szerzett vegyészmérnoki oklevelet a Magyar
Kiralyi Jozsef Nador Miszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetemen (ma: Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem). Rovid ipari tapasztalatszerzést kovetden (a pest-
szentlorinci 16szergyar, szappangyar, borkésavgyar és
vegyvizsgald laboratorium gyakornoka volt) 1919 szep-

*  Puskas Istvan. Tel.: +36 1 347 6068; e-mail: istvan.puskas@cyclolab.hu

temberében a Pazmany Péter Tudomanyegyetem II. szamu
Kémiai Intézetében kezdett el dolgozni Bugarszky Istvan
vezetése alatt, majd 1921-ben summa cum laude mindsités-
sel doktoralt.

Kutatéi érdeklédése mar ekkor a kolloidkémia felé fordult,
ami akkoriban még fiatal, de gyorsan fejlodé tudomanyte-
riilet volt. Bugarszky volt az els6 hazai oktato, aki egyetemi
szinten foglalkozott kolloidkémiai kérdésekkel, els6dleges
kutatasi témai: a reakcidkinetika ¢és a fehérjék fizikokémi-
ai és amfoter sajatossdgainak vizsgalta mellett. E temati-
kaju kutatoi munkaiba kapcsolodott be a fiatal Buzagh is.
Els6 publikacioi (amelyek a natrium-sztearat oldatok és
foldalkalifém-szolok szerkezetével foglalkoztak) rogton
felkeltették a hazai és kiilfoldi szakmai érdeklédést, igy
hamarosan egyiitt dolgozhatott a kolloidkémia nagyjaival:
Wolfgang Ostwalddal Lipcsében és Herbert Freundlichhal
Berlin-Dahlemben (a Vilmos Csaszar Fizikai Kémiai és
Elektrokémiai Intézet Rockefeller-6sztondijasaként).

Hazatérése utan, 1931-t61 magantanarként oktatott a
Pazmany Péter Tudoméanyegyetemen, majd 1932-ben habi-
litalt. Amikor 1933-ban a Rockefeller Alapitvany eurdpai
iroddja tamogatast helyezett kilatasba egy budapesti kol-
loidikai intézet felallitasara, Buzagh hazatért, és tovabb
dolgozott Bugarszky mellett vezetd asszisztensként. Bar
az 6nalld intézet akkor még nem valdsult meg, és 1939-ben
is csupan az Altalanos Kémiai Intézet egyik osztalyaként
jott létre kolloidikai kutatocsoport, Buzagh faradhatatlanul
folytatta tudomanyos munkajat, és kiizdott a kolloid tudo-
manyok (kozkedvelt kifejezéssel: nanotechnologia) jelentd-
ségének és fontossaganak elismertetéséért — mind az ok-
tatasban, mind a gyakorlati alkalmazasban. Torekvésének
illusztraladsara egy 1947-es keltezésti idézet kiillondsen al-
kalmas 4 kémia megismerése c. munkéjabol: ,, Ahhoz, hogy
az ember megismerhesse az égitestek torvényszeriiségeit,
asztronomidara van sziikség. A geogrdfiai dimenziok tudo-
manya a geologia és geografia. A makroszkopos dimenzi-
Oknak egész sereg tudomdanyuk van, itt talaljuk a fizikat és
a kémiat is. A mikroszkopos méretekkel a sejttan, szévettan
sth. foglalkozik. A fizika és kémia fennhatosaga ala tartozik
az amikroszkopos méretek tartomanya is. A klasszikus fizi-
kai kémia csak a makroszkopos és amikroszkopos dimen-
ziok kémiaja volt. Hosszu iddn at el volt hanyagolva egy
kozbiilsé mérettartomany, a szubmikroszkopos vagy kolloid
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dimenziok tartomdnya. Ebbe a kémikus hosszu idon dt nem
kivant betekinteni, mert semmi kiilonoset nem vélt benne ta-
lalni. ... Autonom a kolloidok birodalma, mert nincs foldi
élet kolloid nélkiil, életjelenségek csak kolloidokon nyil-
vanulnak meg. Ez az a mérettartomany, ahol az alaktan,
morfologia nem csupdn a halmozodas kauzalis mechaniz-
musdnak konzekvencidja, hanem épp olyan alapfogalom,
akar a szubsztancia vagy energia.” [2]

Kutatasainak kozéppontjaban a diszperz rendszerek sta-
bilitasanak vizsgalata, az adhézids erék, az adszorpcios
jelenségek és a mikroszkopikus kolcsonhatasok alltak. A
targykorben egy egyszer(i, am rendkiviil hatékony kisér-
leti mddszert dolgozott ki, amelynek eredményei nemzet-
kozi szinten is elismertek lettek. Felismerte, hogy az in-
terpartikularis kolcsonhatdsokban lényeges szerepe van a
részecskét burkold lioszféranak. Verwey és Overbeek — a
kolloidstabilitas elméletének megalkot6i — alapmunkaikban
részletesen idézték megfigyeléseit.

1943-ban megalapitotta a Kolloidkémiai és
Kolloidtechnolégiai Tanszéket, amely az ¢ vezetésével valt
a hazai kolloidika oktatasi és kutatasi kdzpontjava. Nevéhez
ftzddik a kolloidok morfologiai rendszertananak kidolgo-
zésa és az Ostwald—Buzagh-féle kontinuitasi elv megfogal-
mazasa (amely szerint a kolloid rendszer stabilitdsanak f6
feltételét abban kell keresni, hogy mennyire valésul meg a
diszpergalt részecskék és a diszperzios kozeg kozotti foly-
tonos, harmonikus atmenet — vagyis mennyire képesek a
részecskék beilleszkedni a kozeg szerkezetébe). A korabeli
fizikai kémikusok altalaban idegenkedtek a kolloidoktdl,
masrészt pedig azok a kutatok, akik ezen a teriileten dol-
goztak, gyakran ugy vélték, hogy a kolloidok egy 6nalld
vilagot képeznek, amelyre sajatos torvényszerliségek ér-
vényesek. Kezdetben Buzagh is ezt az allaspontot osztotta
— példaul ebbdl a szemléletbdl sziiletett meg az Ostwald—
Buzagh-féle, altalanosan ismert tilepedési szabaly, amely
szerint egy peptizalassal (gél-szol atalakulas) 1étrejovo
kolloid rendszer koncentracidja, diszperzitaseloszlasa és
stabilitasa az szuszpendalando anyag relativ mennyiségétol
fligg. A peptizacidhoz mindig sziikséges segédanyag (pep-
tizator) ¢és a felillet kolcsonhatasakor az adszorpcids pep-
tizalas hatasfoka a peptizatorkoncentracido fiiggvényében
maximumgorbét ad [3].

Tudomanyos eredményeit nemcsak Magyarorszagon, de
kiilf6ldon is elismerték. 1939-ben eléadoi koraton vett részt
az Egyesiilt Allamokban, kilenc egyetemen és a General
Electric kutatointézetében ismertette munkait. Noha ott ku-
tatasi lehetdségeket is felajanlottak szamara, hazatért, mert
hivatéasat és feladatat Magyarorszagon kivanta betolteni.

Ismeretterjesztd tevékenysége is példaértéki: elsé tankdny-
vét németiil, majd angolul jelentette meg, ezt kdvette a ma-
gyar nyelvl, haromkoétetes Kolloidika, amely generaciok
szdmara valt alapmiivé. A kolloidkémia hazai oktatdsanak
bevezetéséért és megreformalasaért faradhatatlanul dolgo-
zott. Egyetemi tanarra 1945-ben nevezték ki (a szakteriile-

ten elsoként). Az évek soran az intézet szamara folyama-
tosan javultak a rendelkezésre allo forrdsok, a kutatds és
oktatas lehetdségei kiszélesedtek, Buzagh szamara leheto-
ve valt, hogy maga koré megfeleld kutatocsoportot épitsen,
amellyel a kolloidika miivelését immar szélesebb alapokon
és atlitobb sikerrel tudta folytatni.

Az iilepedési szaballyal Osszefiiggd vizsgalatokhoz — az
addig targyalt szervetlen rendszerek hatarain tullépve — a
makromolekulas gélek oldodasi és duzzadasi folyamataira
iranyulo szisztematikus kutatasokat is folytatott, melyek
soran lényeges ismereteket szerzett egyes gélek, foként a
celluloz és lignin szerkezetérdl.

Ezek a vizsgalatok kozvetlen gyakorlati jelentdséggel is
birtak: beldliikk szarmazott egy 0j technologia a szalmacel-
luloz eldallitasara, pl. az igynevezett monoszulfitos felta-
rasi eljaras. A kontinuitasi elv gondolatkéréhez sorolhatok
Buzagh adhézidval kapcsolatos vizsgalatai is, amelyek mé-
réséhez egy uj, szellemes modszert fejlesztett ki: a lesza-
kadasi szog meghatarozasat. Ilyen méréseket szamos folya-
dékban — elektrolit- és nem elektrolitoldatokban, valamint
makromolekulas oldatokban végzett, és ezek a vizsgalatok,
kiegészitve az elektrokinetikai potencial viselkedésének le-
irasaval, lehetové tették tobb kérdés tisztazasat, példaul a
nedvesithetdség, az elektrolitok adszorpcidja és a kettdsré-
teg szerkezete kapcsan. Bar e targykorben végzett kutatasai
mar korabbra is visszanytlnak, utolsé tizendt évében egyre
szisztematikusabban és mélyrehatobban foglalkozott a gél-
struktarak morfologiajaval, kialakulasaval és stabilitasaval.

Ehhez a témakorhdz tartoznak a magyar agyagasvanyok,
kiilondsen a bentonitok vizsgalatai, amelyek célja a kation-
csereld képesség fliggésének meghatarozasa a tixotrop tu-
lajdonsagoktol, a filmképzo képességtdl, valamint az Sssze-
tételtdl és az elékezelés modjatol. E kutatasokbodl szarmazik
a Buzagh—Szepesi-féle eljaras a magyar kalciumbentonit
natriumbentonitta valo atalakitasara, valamint a peptizalasi
¢és frakcionaldsi moédszer kidolgozasa az agyagok asvanyi
Osszetételének meghatarozasara.

Egy tovabbi, altala az utobbi idében vizsgalt kérdés a fa-
gyasztas hatasa kiilonb6z6 gélek szerkezetére, stabilitasara
¢és peptizaloképességére, amelynek jelentdsége nyilvanvalo
példaul az élelmiszerek tartdsitasa szempontjabol.

2. Tudomanyos és kozéleti elismerések

Kiemelked6 tudomanyos és oktatdi munkassagat kétszeres
Kossuth-dijjal (a termelés szempontjabol nagy jelentéségii
eredményeiért és a hazai papirgyartas elomozditasaért,
1949-ben; majd 1954-ben az agyagasvanyok kolloidkémiai
sajatossagainak vizsgalataban elért eredményeiért), Munka
Erdemrenddel (1953), valamint a Magyar Tudomanyos
Akadémia levelezd (1938) és rendes (1946) tagsagaval is-
merték el.
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3. Munkassaganak hatasa a kortars kutatasban

Buzagh Aladar tudomanyos Oroksége maig iranytiiként
szolgal a kolloidkémia 0 ismereteit feltaré kutatasok sza-
mara. 2025-ben tobb, tematikajaban eltérd, eredeti tudoma-
nyos kozlemény is hivatkozik munkassagara. Szamos publi-
kacidban talalhatok konkrét utalasok Buzagh eredményeire
— példaul egy yj tipusu, fényre reagald feliilet fejlesztésénél,
amely szabalytalan (rancolt) struktirat egy fototermikus
hatasu, kendanyaggal atitatott filmmel kombinal, lehetévé
téve a cseppek rugalmas, fényvezérelt mozgatasat még lej-
tds feliileteken is [4]. Emellett egy mechanikai-geometriai
elemzést alkalmaz6 modell is hivatkozik ra, amelynek a no-
vényzet — levelek és agak — csapadékfelfogd kapacitasanak
becslésére szolgal [5]. Tovabba egy uj spektroszkopiai vizs-
galat is épit Buzagh munkajara, amely feltarja, miként befo-
lyasoljak a nem vizes kozegek a Ca(OH), és CO, reakciojat,
amely kiilonboz6é CaCO,-formak képzédéséhez vezet [6].

4. Emlékezete

Buzagh Aladar nevét tankdnyvek, monografiak, és szamos
publikacio 6rzi. A Kolloid Zeitschrift tudomanyos tanacsa-
ba is bevalasztottak, és munkassaga maig meghatarozo a
nemzetkodzi kolloidkutatasban. Buzdgh Aladar 1962-ben
bekovetkezett haldlakor Schay Géza, az MTA Kozponti
Kémiai Kutatointézetének akkori igazgatdja nagyon szemé-
lyes hangvételli cikkben [7] emlékezik arrol, hogy a hazai
tudomanyos kdzosség egy olyan tudost veszitett el, aki a szo
legigazibb értelmében vett kutatd személyiség volt — egy
ember, aki szinte teljesen elmertilt szeretett tudomanyaban,
¢és akinek neve a kolloidika fejlédésével elvalaszthatatlanul
Osszefonodott. Fontossagat tobbek kozott az is tantsitja,
hogy E. A. Hauser (koranak jelentds amerikai kolloidkémi-
kusa) a Journal of Chemical Education folyoiratban megje-
lent irasaban Buzaghot egyiitt emliti Wo. Ostwalddal, P. P.
Weimarnnal és H. Freundlichhel, mint a modern kolloidké-
mia nagy alapitéinak egyikét.

Az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem ma is tisztelettel 6rzi
emlékét: marvany emléktablajat az ELTE TTK Kémiai
Intézetének auldjaban avattak fel (Rieger Tibor alkotasa,
1980) és az épiilet masik szarnyaban egy impozans mére-
th hallgatoéi laboratérium is a nevét viseli (Buzagh Aladar-
terem). Az ELTE TTK egykori campusan, a Puskin utcai
,, 7 épiiletben is volt egy terem, amelyet Buzagh Aladarrol
neveztek el.

g

IFBUZAGH ALADAR -

1895. - 1962

A KOLLOIDIKA HAZAI UTTOROJE
EMLEKENEK
AZ EOTVOS LORAND TUDOMANYEGYETEM
ES A MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
g 1980 e

A 130. évfordulé alkalmaval nemcsak egy nemzetkdzi hirii
tuddsra, hanem egy clhivatott tanarra is emlékeziink, aki-
nek munkassaga a mai napig €16 6rokségként szolgal a ma-
gyar tudomany és a fiatal kutatoi nemzedékek szamara.

Koszonetnyilvanitas

A szerz6 halas kdszonetét fejezi ki Stifter-Mursits Marcell
PhD-hallgatonak az ELTE TTK-n készitett felvételekeért.
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1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD) keményit6bdl enzimatikusan szar-
maztathat6 ciklikus oligoszacharidok.'” A harom természe-
tes CD hat, hét vagy nyolc 1,4-kapcsolt gliikdz egységbdl all
(a-, B-, és y-CD). Haromdimenzios szerkezetiik csonka kup
alakt, amelynek sziikebb peremén a primer (C,-OH), széle-
sebb peremén pedig a szekunder hidroxilcsoportok (C,- és
C,-OH) helyezkednek el (1. és 2. abra). Ez aszimmetriat és
amfifilitast kdlcsondz a CD szerkezetének ugy, hogy a kiilsé
rész kevésbé hidroféb, mint a belsd iireg. Az iireg méretét
a gliikoz egységek szama hatarozza meg ¢€s ez az iireg kii-
16nb6z6 molekulak befogadasara alkalmas, stabil zarvany-
komplexeket képezve. A gazda—vendég zarvanykomplexek
kialakulasa altalaban nem kovalens kotések révén, hanem a
vendégmolekula térbeli bezarasaval torténik.®

A CD-ket el6szor Villiers azonositotta 1891-ben a kemé-
nyité lebomlasi termékeként,” majd Schardinger ismerte
fel ciklikus oligoszacharid jellegiiket az 1900-as évek ele-
jén.'® Freudenberg és munkatérsai irtak le éket el@szor az
1930-as években mint makrociklikus anyagokat, amelyek
al,4kotéssel kapesolddo glitkdz egységekbdl allnak.! 12 Ma
a természetes ciklodextrineket (CD-k) és szarmazékaikat
széles korben alkalmazzak Ggy a gyogyszeriparban, mint
kozmetikai és élelmiszeripari termékekben az oldhatdsag
javitasara, a stabilitas ndvelésére, a biohasznosulas foko-
zasara, folyadékok porrd valé alakitasara, az érzékszervi
tulajdonsagok javitasara, a gyomorirritacié valdszintiségé-
nek csokkentésére, a hemolizis gatlasara, stb.7 320 Mivel
szamos hidroxilcsoportot tartalmaznak, a CD-k vizoldéko-
nyak, azonban a természetes CD-k (a-, B- és y-CD) vizoldé-
konysaga korlatozott, foként a belsé hidrogénkdotések kiala-
kulasa miatt. Emiatt gyakran alkalmaznak szarmazékokat,
mint példaul a (2-hidroxipropil)--CD-t (HPBCD, hid-
roxipropil betadex), a szulfobutil-éter f-CD-t (SBEBCD),
a 2-hidroxipropil-yCD-t (HPyCD), és masokat, amelyeknél
néhany hidroxilcsoport moédositva van, és igy ezek oldha-
tosaga jobb. Ezek a CD-k jellemzden részlegesen és vélet-
lenszerti helyeken vannak mddositva példaul alkilezés vagy
hidroxialkilezés révén; igy a lehetséges helyettesitési he-
lyek nagy szama miatt (a-, B- és y-ciklodextrin esetén 6x3,

*  Tel.: +1 305 571 8490; e-mail: nsbodor@bodorlabs.com
** Tel.: +1 305 243 9657; e-mail: pbuchwald@med.miami.edu

7x3 vagy 8x3 hidroxilcsoport) tobb ezer lehetséges kom-
binacio 1étezhet.* A gydgyszerkonyvi monografiak altala-
ban meghatarozzak a molaris helyettesités mértékét (tehat
az R csoportok szamat anhidrogliikdz egységenként, lasd
2. abra). Igy példaul a HPBCD (hidroxipropil betadex) ese-
tében ez az érték 0,4—1,5 kozott kell legyen, ami 2,8-10,5
hidroxipropil csoportot jelent CD molekulanként (ennek az
értéknek a cimkén feltiintetett értékhez képest 10%-on be-
lil kell lennie).**

1. Abra. Reprezentativ ciklodextrinek (y-CD és HPBCD) optimalizalt
haromdimenziés modell CPK (Corey-Pauling-Koltun) szerkezetei két
kiilonboz6, egymasra merdleges nézetbal.

Az elsd ciklodextrin-alapu gyogyszert Japanban hagytak
jova 1976-ban (prosztaglandin E,/BCD, Prostarmon E szub-
lingvalis tabletta), ezt kovette Europa 1988-ban (piroxicam/
BCD, Brexin tabletta), majd az Egyesiilt Allamok 1997-ben
(itrakonazol/HPBCD, Sporanox oralis oldatként). Jelenleg
vilagszerte szamos fogyasztoi termék mellett mar szaznal
tobb gyogyszerkészitmény tartalmaz ciklodextrin-komp-
lexeket.® " 1320 A CD-komplexek hasznossagat kiilonb6z6
gyogyszerek kifejlesztésében szamos veliik jelenleg is fo-
lyamatban 1évé klinikai vizsgalat tovabb erdsiti; a mar en-
gedélyezett vagy vizsgalat alatt allo készitmények részletes
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listaja megtalalhatd tobb friss Osszefoglalo kozlemény-
ben.> 7 1921 A természetes CD-ket (a-, B- és y-CD) gyak-
ran hasznaljak élelmiszer-adalékként is példaul az Egyesiilt
Allamokban az FDA (Food and Drug Administration)
GRAS (generally recognized as safe — altalanosan biz-
tonsagosnak elismert) mindsitéssel, illetve a WHO
(Egészségiigyi Vilagszervezet) is élelmiszer-adalékként
tartja szamon. Az EMA (Eurépai Gyogyszeriigyndkség) a
HPBCD-t és az SBEBCD-t viszonylag magas ddzisban is
biztonsagosnak tartja parenteralis készitményekben, mig a
természetes CD-k alkalmazasat nem javasolja ilyen célra. A
HPBCD, ami a mi f6 érdekl6dési teriiletiink, mar tobb FDA
altal jovahagyott gyogyszernek is dsszetevdje, mint példaul:
Vibativ (telavancin, 2009), Dyloject (diklofendk-natrium,
2014), Prevymis (letermovir, 2017), Tpoxx (tecovirimat,
2018), Vitrakvi (larotrectinib, 2018) és Mavenclad (kladri-
bin, 2019) — a terméknevet, kémiai nevet és jovahagyas évét
idérendi sorrendbe felsorolva.?

B-ciklodextrin
BCD: R=H

HPBCD: R = H vagy
CH,CH(OH)CHj4

D-gliikopiranéz

(glik6z)
épitéegység
RO. a
OH
HO | RO
2,
0" oH
HO~3(R) [A(S) 5(5)
HO

2. Abra. A p- és HPB- ciklodextrinek kémiai szerkezete a megfelels
gliikoz épitéegységgel (feketében a hivatalos IUPAC szerkezeti
szamolassal, vilagosabb kékben a hagyomanyos szénhidrat
szamozassal).

2. CD-komplexek stabilitasa

A gazda—vendég komplex stabilitasa attol fiigg, hogy a ven-
dégmolekula mennyire jol illeszkedik a CD gazda iiregébe.
Példaul korabban mi kimutattuk, hogy az 1:1 komplex sta-
bilitasa (amely In K vagy AGo értékkel jellemezhetd) line-
aris trendet kovetve novekedik a vendégmolekula méreté-
vel, egészen egy adott, minden CD-re jellemz0 hatarig.® Az
ennél nagyobb vendégmolekulak esetén a stabilitas értékei
kiegyenlitddnek, ¢s egy atlag koriil szoérédnak, amit olyan
tovabbi tulajdonsagok befolyasolnak, mint az alak, a lipofi-
litas, illetve bizonyos szerkezeti elemek (példaul fenilcso-
portok) jelenléte (3. abra).

Ez a viselkedés, beleértve az a- és B-CD esetében kapott
meredekség ¢és metszéspont értékeket, kivaldan egyezik
egy altalunk korabban kidolgozott egységes molekulamé-
reten-alapu nem-asszociativ folyadékokra alkalmazhato
modell* joslataival. A kisérletileg mért értékek bilinearis
modellel (példaul LinBiExp-el** vagy szegmentalt linearis
regresszioval) valo illesztése —0,18+0,02 és —0,16+0,03 me-
redekséget ad a- és B-CD esetén, akkor ha a masodik sza-
kasz vizszintesre van kényszeritve (3. abra).
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3. Abra. A természetes ciklodextrinek gazda—vendég komplexképzési
energiai. A grafikonok a megfelel 1:1 komplexek komplexképzési
energiainak fliggését mutatja a vendégmolekula méretének
(térfogatanak, V) fliggvényében.* 2> Az adatpontok az 1:1
komplexképzés standard szabadenergiait (AGo) jelolik a kiilonbozd
vendégmolekulak esetén, a szaggatott vonalak pedig a bilinearis
szegmenssel kapott legjobb illesztést abrazoljak (részletek a szovegben).
Néhany reprezentativ vendégmolekula kémiai szerkezete (az estredoxt
¢s a kladribint is beleértve) a molekulatérfogatuk (/) sorrendjében van
elhelyezve a méretlépték szemléltetésére.

Ez kivaloan egyezik a modell altal a komplexképzési sza-
badenergia (AGo = —RTolnK) méretfiiggésére levezetett
—0,20-as meredekségével [8]. A y-CD esetében, ahol keve-
sebb adat allt rendelkezésre, az illesztés kevésbé jol defini-
alt, de mindkét bilinearis modell —0,07+0,01 meredekséget
adott. Az ugyanilyen illesztéssel kapott hatarméret értékek
(98+5, 124+3 és 282422 A3 o-, B- és y-CD esetén; 3. abra)
szintén észszeriiek, mivel a modellben hasznalt molekula-
térfogat-szamitasok alapjan ezek olyan iiregméreteket jelez-
nek, amelyek koriilbeliil 67, 8-9, illetve 19-20 vizmoleku-
lat képesek befogadni (V,,, = 14,6 A%). A természetes CD-k
iiregében 1évo vizmolekuldk szamanak becslése valtozo, de
a kisérleti adatok alapjan a- és B-CD esetén kovetkezetesen
6 ¢és 10 kdzé esnek, y-CD esetén pedig bizonytalanabb, de
akar 17 is lehet.® 26

132. évfolyam, 1-2. szam, 2026.



12 Magyar Kémiai Folydirat

3. Retrometabolikus kémiai gyégyszeriranyito
rendszerek stabilitasanak és oldhatésaganak javitasa

Csoportunk ciklodextrineket elészor a 1980-as évek maso-
dik felében kezdett el hasznalni kémiai gyogyszeriranyitd
nak javitasara. Ezeket a rendszereket Bodor és munkatarsai
1981-ben vezették be gyogyszerek célzott agyba juttatasa
érdekében.”” Ennek f6 akadalya a vér—agy gat, amelyet szo-
rosan illeszkedd sejtekbdl allo agyi kapillarisok alkotnak
korlatozva a xenobiotikumok kézponti idegrendszerbe vald
bejutasat. A nem eléggé lipofil terapias szerek igy passziv
diffuzioval nem képesek athatolni €s specialis szallitasi stra-
tégiara van sziikségiik ahhoz, hogy elérjék az idegrendszert.

3.1. CDS: kémiai gyégyszeriranyit6 rendszerek

A CDS-ek a retrometabolikus gyogyszertervezési megkoze-
litések fontos részét képezik,? » egy részletesebb attekintés
magyarul is megtalalhat6.?* A CDS-ek gyogyszerek egy vagy
tobb szerkezeti modositassal 1étrehozott inaktiv kémiai szar-
mazékai ugy, hogy cél-specifikus vagy -fokozott szallitast
tegyenek lehet6vé szekvencialis enzimatikus és/vagy kémiai
atalakulasok révén. Bar a CDS-ek a prodrug koncepciobol
erednek, alapvetéen kiilonboznek amiatt, hogy iranyit6 (tar-
getor, T) csoportokat tartalmaznak és tobblépcsds aktivaciot
alkalmaznak. Mas, az agyba juttatast célzo stratégiaktol el-
téréen,’ a CDS-ek nem csak fokozzak a vér—agy gaton ke-
resztiili bejutast, de a kiaramlast is csokkentik.”**° Ez egy
bezarddasi (lock-in) mechanizmus révén torténik: az eredeti-
leg lipofil molekula (T-D) atlépi az agy-vér gatat, majd enzi-
matikus atalakulassal hidrofil formava (T*-D) alakul, amely
igy ,,csapdaba esik” és mar nem tud visszajutni a keringésbe,
igy tartds helyspecifikus hatast biztosit az aktiv gyogyszer (T)
szamara. Iranyito csoportként az 1,4-dihidrotrigonellin 2 tri-
gonellin rendszer valt be a leginkabb* » — az 6sztradiol-CDS
(E,-CDS, estredox) szerkezetét a 4. abra szemlélteti. Az ere-
detileg lipofil dihidro T oxidacioval hidrofil kvaterner T+*-4
alakul a NAD(P)H 2 NAD(P)" koenzim rendszer révén. Ez
jelentdsen megvaltoztatja a polaritast és a zsiroldhatésagot
(példaul a log P értéket akar 4-5 nagysagrenddel is), lehet6-
vé téve egyrészt a hatékony agyba vald bejutast a lipofil T-D
alakban, masrészt a hidrofil T*-D agybeli visszatartasat.

3.2. CDS—ciklodextrin komplexek

A CDS-ek hatékony vér—agy gaton torténd szallitdsat lehe-
tové tevo fizikai-kémiai tulajdonsagok gyakran megnehezitik
a gyogyszerészeti készitmények eldallitasat. A megemelt li-
pofilitas, amely segiti az agyi penetraciot, egyuttal gyenge vi-
zoldhatosagot eredményez. Az oxidativ labilitas, amely elen-
gedhetetlen a bezardédasi mechanizmushoz, és a hidrolitikus
érzékenység, amely sziikséges a gydgyszer felszabadulasahoz,
korlatozzak az eltarthatosagot. Ezeken a kihivasokon nagyot
segitett a ciklodextrinek alkalmazasa. Ez el6szor 1988-ban a
tesztoszteron-CDS-el tértént, ahol HPBCD-t alkalmaztunk, 3
ami épp akkor valt elérhetévé, ¢ mint egy alacsony toxici-
tast szarmazék®” amely a nativ BCD intramolekularis hidro-
génkotéseinek megszakitasa révén tobbszordsére ndvekedett

vizoldhat6sagi. A HPBCD jelentds elérelépést hozott az 6szt-
radiol-CDS (estredox) (4. abra) formulaldsdban is mintegy
~250.000-szeresére novelve a vizoldhatésagot (65,8 ng/mL-
6l 16,36 mg/mL-re 40% w/v HPBCD oldatban) és 1ényegesen
fokozva az oxidativ stabilitast is (példaul tizszeresére csok-
kentve a ferricianid-medialt oxidacid sebességét), valamint
négyszeresére meghosszabbitva a tarolhatosagot (példaul
a 60 °C-on mért 50%-os lebomlasi id6 £, 20,4 naprol 76,2
napra nétt).** A HPBCD-t azért valasztottuk, mert a vizsgalt
CD-k koziil a legnagyobb mértékii oldhatdsag-ndvelést bizto-
sitotta (kb. 250.000-szerest a természetes o-, - és y-CDk 76,
410, illetve 334-szeres értékeivel szemben).* Fazisoldhatosagi
vizsgalatok alacsony HPBCD koncentracié mellett 1:1 komp-
lex, magasabb koncentracioban pedig 1:2 komplex képzddé-
sét mutattak ki (4. abra).

1:1 komplex
T csoport

Estredox
(E,-CDS)

1:1 komplex

A gylri

4. Abra. Lehetséges estredox—HPBCD komplexek: Fentrdl lefele: 1:1
komplex, ahol a célzo T csoport dihidropiridin gytrije helyezkedik el
a CD iiregében; 1:1 komplex, ahol a szteroid A gytirii van az liregben;
és 1:2 komplex, ahol mind az A, mind a T gyftriik a CD iiregében
talalhatok. A szerkezetek AM1 optimalizaltak;® az estredox sotétebb
gomb-palcika, a gazda CD molekulak vilagosabb palcika szerkezetként
jelennek meg finom drothélos feliilettel boritva €s az atomtoltés alapjan
szinezve.
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HPBCD hasznalataval jelentds javulast értiink el mas, az
agyba juttatast célzdo CDS-ek esetében is, mint példaul ben-
zilpenicillin-CDS, ganciklovir-CDS, klorambucil-CDS, lo-
musztin-CDS, propofol-CDS, és zidovudin(AZT)-CDS, de
egyéb gyogyszermolekulakkal is, mint példaul alfaxalon,
dexametazon, doxorubicin, karbamazepin, és pregnanolon,
ahogy ezt mar korabban leirtuk és osszefoglaltuk.? 30 3
Ezen kiviil, neuropeptidek (példaul enkefalin, TRH és kyo-
torfin-analogok) agy-specifikus szallitasat szolgaldé komp-
fontos szerepet jatszottak.? 3404 Mindezen kisérleti mun-
kat szamos CD-komplexszel kapcsolatos elméleti szamitas
és szamitogépes modellezés egészitette ki az évek soran.®
2. 44 Egzek altalaban AMI szemi-empirikus szamitasok
alapjan segitettek eldonteni a kiilonb6zd szubsztituensek
szerepét a komplex stabilitasaban, illetve azt, hogy milyen
pozicié eredményezhet stabilabb komplex képzddést. Egy
estredox-al végzett ilyen szamitogépes modellezés eredmé-
nyét az 5. abra illusztralja.

35
30
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-138Tavolsag (A, a minimum poziciétél mérve)
-15

5. Abra. AMI-szamitott relativ gazda—vendég komplexképzési energiak
pozicio-fiiggése estredox—f-CD esetén. A molekulak geometriai
rogzitve vannak a minimumhoz tartozo6 konfiguracioban, és az estredox
(E,-CDS) vendég-molekula egy olyan irdny mentén keriil elmozditasra,
amely lényegében parhuzamos a gazda (B-CD) f6 tehetetlenségi
tengelyével, amelyhez a legnagyobb tehetetlenségi nyomaték tartozik
(nagyjabol merdlegesen a gazda sikjara).
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3.3. Estredox

A HPBCD komplexek bevezetését kdvetden az estredox II.
fazist klinikai vizsgalatokig jutott el.?>* Bar az dsztrogé-
nek lipofilitasuk miatt konnyen atlépik a vér—agy gatat, nem
maradnak meg tartésan a kdzponti idegrendszerben, ezért
gyakori adagolasra van sziikség ¢és az estredox ezt hivatott
kikiiszobdlni. A célzottan az agyba juttatott dsztrogének,
amelyeknél a szisztémas expozicié korlatozott, szamos le-
hetséges terapias alkalmazassal birnak, mint példaul meno-
pauzalis tiinetek (,,héhullamok™), férfi és ndi szexualis disz-
funkciod, neuroprotekcio, depresszid, kiillonb6zé demenciak,
koztiik Alzheimer-kor, stb. — részletesebb leirds megtalalha-
té a retrometabolikus gyodgyszertervezésrdl irt konyviink-
ben.”” Mivel az 6sztradiol (E,), a legpotensebb természetes
Osztrogén szteroid, két hidroxilfunkciét tartalmaz, a célmo-
lekula kapcsolasa torténhet a fenolos 3-helyzetben vagy a
17-helyzetben. Ezek a kapcsolasok, kiilondsen a 17-helyzet-
ben, jelentdsen csokkentik az E, farmakologiai aktivitasat,
mivel az ilyen észterek nem Iépnek kdlcsonhatasba az 6szt-
rogénreceptorokkal.*® Szamos lehetséges molekularis mo-
dositast vizsgaltunk ennél a CDS-nél, és 6sszehasonlitottuk
a 3-helyzetben és a 17-helyzetben szubsztitualt vegyiiletek

hatékonyséagat,*® valamint kiilonb6z6 N-szubsztitualt cél-
molekula-csoportok (R: metil-hexil vagy benzil) hatasat.’
Végiil a 17-(1,4-dihidrotrigonellin)-szubsztitualt E,-CDS
maradt a kivalasztott vegyiilet.

A szervezetbe bejutva az estredox (E,-CDS) ugyanazokon
a szekvencialis metabolikus atalakulasokon megy keresz-
tiil, mint minden mas agycélz6 CDS. A mindeniitt jelenle-
vO NAD" 2 NADH rendszer altali oxidacié eredményeként
képz6dé kvaterner piridinium metabolit gyorsan kiiiriil a
vérkeringésbdl, mikdzben az agyban ,,csapdaba esik”, és ott
hosszabb ideig megmarad. Az eloszlasbeli kiilonbséget jol
szemlélteti e polaris metabolit eliminacios felezési idejének
(¢,,) dramai novekedése: minddssze 6—8 ora a tiidében és
vesében, szemben a tébb mint 200 6raval az agyban.*® Az
oxidaciot kovetd hidrolitikus hasadas tartos Osztradiol fel-
szabadulast biztosit az agyban. Az elsé 1986-o0s elkészitést
kovetden,* az estredox formuldcidt szamos allatmodellben
vizsgaltuk, ¢és igazoltuk szelektiv és tartos kozponti ha-
tasat, mint példaul dozis- és id6fliggd luteinizalé hormon
(LH) gatlast, valamint kopulacios viselkedés modulacio-
jat ovariectomizalt néstény és kasztralt him patkanyokban.
Példaként hadd emlitsiik meg az estredox szexualis viselke-
désre gyakorolt dramai hatasat amit ndstény patkanyokban
igazoltak a Gyogyszerkutatd Intézetben (GYKI, Dunakeszi,
Magyarorszag) (6. abra).”® Néstény patkanyoknal, amelynek
eltavolitottak a petefészkeit, a szexualis aktivitast a lordozis
viselkedésen keresztiil mérték (a gerinc dorsalflexidja - a
ndstény négylabliak parzasi testtartasa, amelyet reproduktiv
képességii himek jelenlétében vesznek fel megfeleld ingerek
esetén). Az allatokat 5 napig naponta kezelték intravénasan
estredox-szal (E,-CDS), dsztradiol-benzoattal (E,-Bz, mint
izolipofil kontroll) vagy vivéanyaggal (HPBCD, mint kont-
roll). Az estredox mar 0,01 mg/kg dozisban is normalizalta a
szexualis viselkedést. A 0,03 mg/kg dozisnal, az E-Bz hatésa
10 nappal rovidebb volt, mint az estredoxé. Estredox-szal az
LH-szuppresszio 18 napig tartott 0,03 mg/kg doézisnal, és 10
napig 0,01 és 0,003 mg/kg dozisoknal (6. dbra). Ezzel szem-
ben E,-Bz kezelés utan nem volt szignifikans LH-csokkenés.
Az alacsony plazma 06sztradiol szintek gyors periférias eli-
minaciot jeleztek mind himekben, mind néstényekben.

@ Kontroll (HPBCD)
% I - E,-CDS, 0.003 mg/kg 5x
¥ E,-CDS, 0.01 mg/kg 5x
- E,-CDS, 0.03 mg/kg 5x
501 T © Kontroll (HPBCD)
S - E,B2, 0.003 mg/kg 5x

E,Bz, 0.01 mg/kg 5x

<% E,Bz, 0.03 mg/kg 5x

Lorddzis kvociens

P
00— e *T
5

10 15 20 25
Nap

6. Abra. Az estredox kiilonb6z6 dozisainak (E,-CDS, telt kék
szimbolumok és vonal) és az izolipofil 6sztradiol-benzoatnak (E,-Bz,
nyitott piros szimbolumok és vonal), valamint a megfelel6 kontrolloknak
(HPBCD vivéanyag, z6ld szimbolumok és vonalak) hatasa ovariectomizalt
néstény patkanyok lordozis viselkedésére (parzasi testtartas himek
jelenlétében).”® Az adatok atlag + SE-t mutatnak, csoportonként n = 812
allattal (lordozis kvociens: 100 x lordézisok szama / 10 meghagas). Az
estredox-ot 6t napon keresztiil intravénasan adtak be, 27%-o0s HPBCD-
oldatban. ("p < 0,05, “p < 0,01, "*p < 0,001; Mann—Whitney U-teszt).
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Ezeket kovetden az estredox klinikai vizsgalatra kertilt és
négy vizsgalatban dozisfiiggd LH-szuppresszidt eredmé-
nyezett posztmenopauzalis nékben, jelentds szisztémas
Osztrogénszint-emelkedés nélkiil. > *° Az estredox szajnyal-
kahartyan keresztiili alkalmazasa erételjes, tartés idegrend-
szeri-hatast eredményezett minimalis periférias expozicid
mellett, igazolva a terapias potencialt tobbek kozott meno-
pauzalis tiinetek, szexualis diszfunkcio és Osztrogénfiiggd
kognitiv hanyatlas biztonsagos kezelésére. Annak ellenére,
hogy az estredox agy-célzott Osztrogénbeviteli képessége
¢s klinikai hatékonysaga be lett bizonyitva, tovabbi fejlesz-
tése koltségvetési korlatok és a szellemi tulajdonjog elavu-
lasa miatt megszlnt.

4. Kladribin oralis tabletta kifejlesztése

A CD-komplexek egy Bodor és munkatarsai altali masik,
az eddigiektdl fiiggetlen sikeres alkalmazasa a kladribin
oralis biohasznosulasanak javitasahoz kapcsolodik.’'>* Ez
2003-ban kezdddott, és végiil egy klinikailag jovahagyott
termékhez vezetett, amely 2019 marciusaban kapta meg
az FDA jovahagyasat Mavenclad néven. A Mavenclad
HPBCD-vel formulalt oralis kladribin tabletta melynek ha-
tékonysagat kiterjedt klinikai vizsgalatok igazoltak relap-
szalo-remittald és aktiv szekunder progressziv sclerosis
multiplex (SM) betegekben >33

4.1. Mavenclad: oralis kladribin terapia sclerosis
multiplexben

Az SM egy kronikus, gyulladésos és neurodegenerativ koz-
ponti idegrendszeri betegség, amely jellemzéen 2050 éves
korban jelentkezik. Gyakori relapszusok, progressziv rok-
kantsag és kognitiv hanyatlas jellemzi. A betegséget autore-
aktiv limfocitak okozzak, amelyek immunvalaszt inditanak
el, SM 1ézidkra jellemz6 szovetkarosodashoz, demieliniza-
cidhoz és axondlis sériiléshez vezetve. A kladribin (2-klér-
dezoxiadenozin; 7. abra) egy szintetikus purin nukleozid
analog, amely szelektiven célozza a limfocitakat, tartosan
csokkentve az SM kialakulasaért felelds T- és B-sejtek sza-
mat.> Prodrugként mikodik, mivel citotoxicitasat a fosz-
forilalt kladribin intracellularis felhalmozodasa okozza
azon sejtekben, amelyekben magas a dezoxicitidin-kinaz
5’-nukleotidazhoz viszonyitott aranya. Ezen foszforilalt
metabolitok gatoljak a DNS-szintézist és -javitast azaltal,
hogy beépiilnek a DNS-be és gatolnak olyan kulcsfontossa-
gl enzimeket, mint a DNS-polimeraz és a ribonukleotid-re-
duktaz, ezaltal DNS-szal toréseket és apoptodzist okozva.
Klinikailag a Mavenclad révid kezelési ciklusokban kertil
alkalmazasra: két egymast kdvetd kezelési év elsé és ma-
sodik honapjanak elején. Emiatt a viszonylag révid kezelési
iddtartam, valamint az oralis adagolas kényelmessége miatt,
értékes terapias lehetdséget képvisel az SM-ben, mivel mas
kezelések gyakoribb adagolast vagy injekcios alkalmazast
igényelnek. A Mavenclad jelenleg tobb mint 80 orszagban
engedélyezett, és mar tobb mint 100.000 beteget kezeltek
vele, mikozben negyedik fazist vizsgalatok tovabbra is fo-
lyamatosan igazoljak hatékonysagat és biztonsagossagat.

Oralis alkalmazhatdsag altalaban a legkivanatosabb, mivel
javitja a beteg egylittmiikdodését és csokkenti az egészség-
igyi koltségeket.®%2 Az oralis formulaciok csékkentik a
klinikai latogatasok sziikségességét, mérséklik az injekciok
vagy infliziok okozta kellemetlenségeket, és elkeriilhetové
teszik a szakember (pld. ndvér) altal végzett alkalmazas
koltségeit. A kladribin oralis alkalmazhatosagat azonban
korlatozta alacsony oralis biohasznosuldsa és pH-érzé-
kenysége.”® Ennek lekiizdése CD-komplexek segitségével
sikeriilt, mégpedig egy egyedi HPPCD-alapt készitmény
révén.’3

4.2. Komplex dualis kladribine-CD komplex

A hagyomanyos elképzeléssel ellentétben, amely szerint a
gyogyszerek oldhatdsaganak novelésére tobblet ciklodextrint
(CD) alkalmaztak feltételezve, hogy ez egyben védi is a sav-
érzékeny gyogyszereket a gyomorban torténd lebomlastol,
a mi célunk egy telitett komplex kifejlesztése volt felesleges
CD nélkiil, mivel bizonyitékok utaltak arra, hogy a tobblet
CD rontja a kladribin felszivodasat szilard oralis és transmu-
cosalis adagolas esetén.”" 3 Az alapfeltételezés az volt, hogy
egy ilyen formulaci6 a kladribint a legmagasabb termodina-
mikai aktivitasan tartja a felszivodasi feliiletekkel valo érint-
kezéskor, ezaltal fokozva a terapias hatékonysagot. Ennek
megfelelden egy egyedi, kettds kladribin—-HPBCD komple-
xet fejlesztettiink ki, amely egy amorfkeverék: tartalmaz egy
amorf zarvanykomplexet, ahol a kladribin hidrofob része a
CDiregébe keriil (7. dbra), valamint egy nem-zarvany komp-
lexet, amelyben a szabad amorf kladribin és a CD kiils6 hid-
roxilcsoportjai hidrogénkotések alakitanak ki.™

kladribin

7. Abra. Egy illusztrativ kladribin—HPBCD komplex haromdimenzios
szerkezete. A 4. abrahoz hasonloan, a kladribin sotétebb gomb-palcika
modellként, mig a gazda HPBCD vilagosabb palcika abrazolasban, lagy
drothalos feliilettel jelenik meg. A kladribin tetrahidrofuran gytrije a
HPBCD tiregében helyezkedik el, 6sszhangban a *-ban kozolt szerkezeti
vizsgalatokkal.

A formulécio optimalizaldsa kontrollalt koriilmények ko-
zott, emelt hémérsékleten, hosszabbitott komplexképzési
idovel és liofilizalassal torténik azért, hogy maximalizalja a
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kladribin beépiilését, mikozben megdrzi az amorf allapotot.
Ennek a kettés CD-komplexnek a kialakulasa egyrészt a
kladribin kellden hidrofil természetének kdszonhetd, amely
miatt a kladribin bizonyos mértékben oldodik vizben (4,5—
5,0 mg/mL),* masrészt a HPBCD amorf jellegének, amely
lehetévé teszi egy tultelitett oldat 1étrehozasat, ugy, hogy le-
hiités utan a felesleges kladribint nem kristalyos formaban
tartja meg. Tipikusan a kladribin 60-70%-a nem-zarvany
komplexként van jelen, a maradék pedig a hagyomanyos
zarvany komplexben, bar az aranyok modosithatéak a CD
koncentracio és a feldolgozasi koriilmények valtoztatasa-
val.”? Ez a kettés komplex rendszer egyediilallo modon no-
velte a gyogyszer oldhatdsagat, és lehetévé tette az oralis
tablettak kifejlesztését.

A HPBCD-vel és yCD-vel késziilt fazisoldhatosagi vizsga-
latok eredményeit a 8. dbra mutatja.’" 5> Az olyan linearis
gorbék, mint amilyeneket a HPBCD esetében kaptunk, 1:1
komplexet jeleznek, amelyben egy vendégmolekula egy CD
gazdaval komplexalodik. Fontos megjegyezni, hogy ezekben
a komplexekben tobblet CD sziikséges a kladribin komplex-
ben tartasahoz; példaul még a legmagasabb kladribin-tartal-
mu, 60 °C-os koriilmény esetén is koriilbeliil 0,15 mol HPBCD

sziikséges ~0,05 mol kladribin oldatban tartasahoz (8. abra).
~©- HPBCD, 25°C ~ & = yCD, 25°C

= @= HPBCD+HPMC, 25°C  ==@— HPBCD fr, 60°C

Kladribin koncentracié [M]

0,00t rrrrrrr T T
CD koncentracié [M]

8. Abra. A kladribin—CD komplexek fazisoldhatosagi vizsgalatainak
eredményei 25 és 60 °C-on (fr: finom részecskék).” > Az alkalmazott
CD-k a megfeleld jelmagyarazatban vannak feltiintetve; egy esetben
hidroxipropil-metilcellulozt (HPMC) is adtak hozza.

A zarvanykomplex atfogo kémiai jellemzését termikus ana-
lizisekkel (termogravimetrias analizis, TGA, és differencia-
lis pasztazé kalorimetria, DSC), rezgési analizisekkel (FT-
IR ¢és FT-Raman), valamint szilard fazisi magmagneses
rezonancia (NMR) vizsgalatokkal végezték. Ezek igazoltak
a zarvanykomplex létezését, és kimutattak, hogy annak jel-
lemz6it nem befolyasolja a gyartasi folyamat, illetve, hogy
a komplex tarolas kozben is stabil marad.** Egy 2D ROESY
kisérlet kolcsonhatast mutatott ki a HPBCD belsé protonjai
(C, és C, pozicidk; 2. abra) és a kladribin tetrahidrofuran
gyurtjének C, pozicidja kozott (7. dbra), ami arra utal, hogy
a kladribin és a CD tiregének belsé felszine kdzvetlen ko-
zelségben van. Egy ennek megfeleld lehetséges komplex
szerkezetet a 7. dbra szemlélteti.

4.3. Preklinikai farmakokinetika

A kladribin ezen CD-alapu komplexeinek biohasznosulasat
elészor a GYKI-ben kutydkon végzett farmakokinetikai
(PK) vizsgalatokban mérték fel.' Ehhez 5 mg kladribint
kiilonboz6 formulaciokban (0,25 mg/mL izoténias so6ol-
datban intravénasan, i.v., illetve telitett kladribin—HPBCD
vagy —y-CD komplex oralisan, p.o.) adagoltak fajtiszta
him beagle kutyadknak. Sorozatos vérmintdkat gytijtottek
kiilonb6z6 iddpontokban 48 oran keresztiil és a kladribin
vérszintjét ezekben HPLC és LC/MS/MS modszerekkel
hataroztak meg. A PK analizist egyéni plazmakoncent-
racio-idé gorbék alapjan végezték; az eredményeket a 9.
abra mutatja. Mig a csucs-koncentraciok és a felszivodasi
profilok oralis adagolas utdn viszonylag nagy egyedi va-
riabilitast mutattak, a teljes expozici6é (a koncentraci6-ido
gorbe alatti teriilet, AUC) sokkal kisebb variabilitast mu-
tatott, és az oralis biohasznosulas elfogadhatdé méretii volt:
HPBCD esetén 44,8+5,4% mig y-CD esetén 49,9+2,8%.°!
Ezen PK vizsgalatok azt is megerdsitették, hogy a tobblet
CD alkalmazasa valéban kontraproduktiv, és egy telitett
kladribin—CD komplex, amely 1ényegében nem tartalmaz a
sziikségesnél nagyobb mennyiségii CD-t, fokozott biohasz-
nosulast és csokkent egyedi variabilitast eredményez. Az
ezekben a vizsgalatokban kapott igéretes biohasznosulasi
adatok alapjan emberi vizsgalatokat kezdeményeztek.

600 000
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9. Abra. Kladribin farmakokinetika kutyakban.’' A kladribin
plazmakoncentracio (A) és a koncentracié—id6 gorbe alatti teriilet
(AUC) kumulativ értékeinek (B) idoprofiljai kutyakban, egyszeri 5 mg
dozis beadasat kovetéen. Az adatok atlag + SD formaban szerepelnek,
csoportonként n = 5-6 allat esetén. A 48 o6ras vizsgalatbol csak az elsé
6 ora eredményeit mutatjuk, mivel a legtobb koncentracio ez ido alatt
visszatért a kiindulasi szintre vagy annak kozelébe.
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4.4. Klinikai vizsgalatok

Az elsé klinikai vizsgalatok koziil itt egy nyilt, randomi-
zalt, haromkart keresztezett vizsgalat eredményeit Osz-
szegezziik roviden, amelyet harom kozpontban végeztek a
tonsagossaganak ¢és toleralhatosaganak értékelésére scle-
rosis multiplexes (SM) betegek korében (IXR-102-09-186;
IND No. 45,033).5 %66 Osszesen 26 résztvevd kapott egy-
szeri kladribin dézist kétféle oralis formulacidoban (3,0 mg
¢s 10,0 mg), illetve egy intravénas infuziodban (3,0 mg egy
ora alatt) és az egyes adagolasokat legalabb 5 napos kiiiri-
1ési periddus valasztotta el egymastdl. A 24 6ras mintavé-
teli ablakban begyijtétt kladribin plazma koncentraciokat
LC/MS/MS moddszerrel hataroztdk meg. Az eredmények
gyors felszivodast mutattak oralis adagolds utan, a csucs-
koncentracio (¢,,) medidn értéke 10 mg-os dozis esetén
~0,5 6ra volt (tartomany: 0,5-1,5 6ra). Az atlagos maxima-
lis koncentracié (C,,,,) 22-29 ng/mL kozott volt, az atlagos
AUC pedig 80-101 ng-h/mL tartomanyban mozgott. Az
eredmények Osszességében dozisfiiggd farmakokinetikat
mutattak, és tamogattak a kladribin oralis alkalmazhatdsa-
gat SM terapidban. A vizsgalt 3 mg és 10 mg oralis dozisok
esetén nem volt klinikailag jelentds farmakokinetikai nem-
linearitas. A vizsgalat alapjan a 3 mg és 10 mg oralis for-
muléacidk abszolut biohasznosulasa 34% ¢és 39% koriil volt a
HPBCD tablettak esetén, illetve 38% és 36% koriil a y-CD
tablettak esetén.’>

Ezen PK vizsgalatok alapjan, amelyek emberekben is igére-
tes oralis biohasznosulast jeleztek, hatasossagi vizsgalato-
kat kezdeményeztek. Ehhez a kedvezobb molaris arany és a
gyartasi szempontok miatt a HPBCD-komplexet valasztot-
tuk tovabbi fejlesztésre. Ahogy korabban emlitettiik, ezen
klinikai vizsgalatok, beleértve a széleskorti I11. és I'V. fazist
klinikai vizsgalatokat, igazoltdk a HPBCD-vel formulalt
kladribin (Mavenclad) oralis tabletta kiemelkedd terapias
hatékonysagat SM betegek esetében.>**® Az oralis adagolas
kényelme ¢€s a viszonylag rovid kezelési ciklusok miatt a
készitmény 2023-ban sikergyogyszer (un. blockbuster) sta-
tuszt ért el mivel éves forgalma meghaladta az 1 milliard
amerikai dollart.’’

5. Kovetkeztetések

Az itt roviden 6sszefoglalt eredmények tovabb hangsulyoz-
zédk a CD-komplexek és elsdsorban a HPBCD-komplexek
hasznossagat kiillonboz6 gyodgyszerjeloltek klinikai kifej-
lesztésében. Ezen CD-komplexek Iényegesen javitottak
a retrometabolikus kémiai gyogyszeriranyité rendszerek
(CDS-ek), ¢és kiilondsen az estredox, oldhatdsagat és stabi-
litasat, valamint a biohasznosulas novelésével lehet6vé tet-
ték kladribin oralis tablettak kifejlesztését. A HPBCD-vel
torténd komplexképzés dramai modon novelte az estredox
vizoldhatdsagat és oxidativ stabilitasat, lehetévé téve annak
klinikai vizsgalatat. Az igy lehetdvé valt klinikai vizsgala-
tok igazoltak a célzottan az agyba juttatdé CDS megkozeli-
tésiink potencialjat kozponti idegrendszeri hatasok elérésé-

re minimalis periférias mellékhatasok mellett. Masrészt, a
HPBCD-alapu komplex innovativ megoldast nytjtott oralis
kladribin tablettak fejlesztéséhez, biztositva a megfeleld
formulalhatosagot és biohasznosulast, és ezt preklinikai
és klinikai vizsgalatok is igazoltak. Az igy kifejlesztett
Mavenclad tablettak kényelmes, hatékony és jol toleralhato
oralis terapiat kinalnak a sclerosis multiplex kezelésére, vi-
lagszintti jovahagyast és jelentds klinikai sikert elérve. Az
elmult kozel négy évtizedben a laboratériumunkban vég-
zett munkak aldhuzzak a CD-alapu megkozelitések jelen-
toségét a gyogyszerformulalas akadalyainak lekiizdésében,
kiilonosen a kihivast jelentd fizikai-kémiai tulajdonsagu
vegyliletek esetében. Mivel az itt targyaltakon tilmenden
szdmos mas ciklodextrint tartalmazo6 gyogyszerkészitmény
is fejlesztés alatt all vagy mar klinikai vizsgalatokban van,*
21 bizonyos, hogy a klinikai alkalmazasra engedélyezett
ciklodextrint tartalmazd készitmények listaja'> 2* tovabb
fog boviilni.

A szerzok koszonettel tartoznak mindazoknak, akik részt
vettek az itt targyalt eredeti vizsgalatokban, akik koziil
szeretnénk megemliteni a kovetkezoket: Marcus Brewster,
Yogesh Dandiker, Hartmut Derendorf, Kerry Estes, Ming-
Ju Huang, Horvath Katalin, Kovacs Eva, Kurucz Istvan,
Thorsteinn Loftsson, Steve Marcus, Mészaros Sandor,
Patfalusi Marta, Joseph Pitha, Simay Antal, Szelényi Istvan,
Tapfer Mariann, és John Watts.
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Use of Cyclodextrins in the Development of Drugs for Clinical Applications: Retrometabolic Chemical Delivery

Systems and Cladribine

This manuscript provides a concise overview of the extensive re-
search conducted by Bodor and collaborators over the past four
decades concerning the application of cyclodextrin complexes in
formulating drugs with challenging physicochemical character-
istics for clinical use. Specifically, it emphasizes the utilization
of 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) to enhance the solu-
bility and stability of chemical delivery systems (CDSs) designed
in accordance with general retrometabolic drug design strategies,
which were also pioneered by Bodor and associates. Furthermore,

the paper discusses the development of an innovative HPBCD-
based formulation comprising a dual cyclodextrin complex, which
consist of a combination of inclusion and non-inclusion complex-
es, and led to the successful introduction and regulatory approval
of cladribine oral tablets. The resultant Mavenclad tablets repre-
sent a clinically validated, safe, and effective oral therapeutic op-
tion for multiple sclerosis that is used worldwide surpassing sales
of one billion US dollars in 2023 reaching blockbuster status.
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Tiolalt oligo és poliszacharidok — a gyogyszerhordozok uj
generacioja.
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1. Bevezetés

Nazalis, oralis és peroralis gyogyszerbevitelnek rengeteg
elénye van a parenteralis gyogyszeradagolassal szemben,
mint példaul a paciens kényelme, az egyszerli €s bizton-
sagos hatéanyag bevitel és dozis varidlhatosag, valamint a
gazdasagossag.! Természetesen ezen adagolasi formaknak
is vannak hatranyai, amelyek koziil talan a legjelentsebb
a gyogyszerek lasst felszivodasa. Mivel a hatéanyag tar-
tozkodasi ideje az orr illetve szajiiregben masodpercekben,
percekben mérhetd, mig a gyomorban 90 + 35, a vékony-
bélben pedig mindossze 180 + 69 perc,? a gyogyszer felszi-
vodasa korlatozott, valamint a helyi hatasa is limitalt. Egy
koz6s pont mindharom adagolasi mod esetében a nyalka-
hartya, azaz a mukusz jelenléte, ami egy az abszorpcids
membrant fedd és azt védo gél réteg.

A mukusz gél réteggel vald kolcsonhatassal jelentdsen
novelhetd a tartozkodasi id6 a nyalkahartyan.* Ezért alta-
lanosan elmondhat6, hogy megfelelé gydgyszerhordozo
megvalasztasaval a hatébanyag hosszabb tartozkodasi ideje,
kovetkezésképpen jelentosebb felszivodasa és helyi hatasa
érhetd el. A mukoadhézid kiilonbdzo kolesonhatasokkal
kivalthato®, példaul polimerek interpenetracidja a mukusz
gélrétegbe, illetve hidrogénhidak kialakuldsa mar general-
hat némileg megnovekedett nyalkahartya tartozkodasi id6t.
Ionos kolcsonhatasok, legfoképpen a kationos hordozo és a
negativ mukusz kozott, mar 1ényegesen erésebb adhézidt és
hosszabb tartézkodasi id6t indukalhat. Végiil, de egyalta-
lan nem utolsé sorban, kovalens kotések is kialakulhatnak a
gyogyszerhordozoé és a nyalkahartya kozott, jelentés muko-
adhaziot eredményezve. A ciszteinben gazdag mukusz gli-
koproteinek egy egyre szélesebb korben elterjedt mukoad-
hézids lehetdséget biztositanak. Tiol funkcids csoportokkal
rendelkez6 polimerek, roviden tiomerek, jelentés mukoad-
hézios potencialt mutatnak, mivel oxidativ diszulfidkotések
kialakitasara képesek ezen ciszteinekkel.3

Felfedezésiik ota, tobb modszer is rendelkezésre all poli-
merek tiolalasara, mint példaul a tiol-funkcids csoporttal
rendelkez6 molekuldk (pl. cisztein, ciszteamin) konjuga-
cidja, vagy a direkt hidroxil — tiol szubsztitucio. Minden
esetben ezen tiomerekkel jelentdés mukoadhézids képesség
novekedésérdél szamoltak be. Azonban az amid és amin

*  Tel.: +43 512 507 58634; e-mail: gergely.kali@uibk.ac.at.

kapcsolodas esetében citotoxikus hatas figyelheté meg, mig
a direkt hidroxil-tiol konverzid csokkent vizoldhatosagot
okoz, ami gyodgyszerhordozoknal nemkivanatos tulajdon-
sadg. Azonban egy hatrdny minden esetben megmutatkozott,
mégpedig a viszonylag alacsony tiolaltsagi fok, ami limital-
ja a mukoadhézio er6sségét.!

Ezért az elmult években csoportunk 1) tiolalasi reakciok
kutatasara, azok optimalizalasara és a hatékonysaganak no-
velésére fektette a hangsulyt, valamint az eléallitott polime-

crer

foglaltuk 0ssze a kovetkezo fejezetekben.

2. Magas tiolalasi foku oligo- és poliszacharidok
szintézise.

A korabban alkalmazott reakciok alacsony hatékonysaga,
és igy az eldallitott polimerek alacsony tiolaltsagi foka mi-
att, egy régi reakcid Ujrafelhasznalasa mellett dontottiink,
ami a hidroxilcsoportok tiollal torténd szubsztitciodja fosz-
for pentaszulfid (P,S,) hasznalataval (1. 4bra).

Ezt a mddszert elsé munkankban B-ciklodextrin (B-CD)S,
majd késébb karragén’ és keményit6® tiolalasa soran alkal-
maztuk, melyek koziil a keményité és a beldle nyert CD
rokon poliszacharidok, mig a karragén egy természetes li-
nearis szulfatalt poliszacharid. Az oligo és poliszacharidok
felhasznalasa azért is 1ényeges, mivel e természetes makro-
molekuldk mar jelenleg is a gyogyszertechnologia fokusza-
ban vannak, biokompatibilitasuk, alacsony toxicitasuk és
lebonthatésaguk miatt. Mindemellett a CDk komplexkép-
z¢si tulajdonsaga hidroféb molekuldkkal, tobbek kozott
hatdéanyagokkal, kiilonlegesen fontos hordozé molekulava
teszi ezen ciklikus oligomereket.>!

OH SH
s
|\,\
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1. abra. A tiolalt oligo- és poliszacharidok szintézisének sematikus
abrazolasa foszfor-pentaszulfiddal torténd tiolalassal.
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A tiolalasi reakciot szulfolan oldoszerben, 100-130 °C ko-
Z6tt, trietilamin jelenlétében hajtottuk végre. Orankénti
mintavétellel kovettiik nyomon a tiol csoportok beépiilé-
sét 'H-NMR spektroszkopiaval valamint kolorimetriasan,
Ellman teszt segitségével. Az eredményekbdl latszik, hogy
B-CD esetében, mar harom ora elteltével az 6sszes hidroxil
csoport tiol csoporttal szubsztitualt, és el@szor sikeriilt
per-tiolalt CDt eldallitani. A késObbiekben a két polisza-
charid, karragén és keményito tiolalasa szintén magas, 40%
folotti tiolalasi fokot eredményezett. Ezek az eredmények
kiilondsen fontosak annak tiikrében, hogy a tiolaltsag mér-
téke jelentdsen befolyasolja a mukoadhézid erdsségét.

Uj gyogyszerhordozok esetében a biztonsagos alkalmazha-
tosag az egyik alapkovetelmény. Ezért az 0sszes eldallitott
tiomer sejt toxicitasat, valamint hemolizisét megvizsgaltuk,
de jelentds biztonsagi kockazatot 0,5% (m/V) koncentracio
alatt, nem talaltunk.®®

3. Mukoadhézio

o

elészor textura elemzovel vizsgaltuk. Az eredmények azt
mutattak, hogy 0sszehasonlitva nativ CDvel, a maximalis
levalasztasi erd (maximal detachment force, MDF) kétsze-
resére, mig a teljes adhézios munka (total work of adhesion,
TWA) haromszorosara novekedett. Egy masik in vitro mod-
szer szerint, a fluoreszcens anyaggal jeldlt modositott és a
nem tiolalt CDket frissen begyjtott disznobélre helyeztiik,
majd azt megfeleld puffer rendszerrel mostuk (lasd 2. abra)
¢s a bélen visszamaradt CD mennyiségét mértiik. Az ered-
mények alapjan a modositatlan CD 60%-at a vizes oldat
mar az elsé fél 6ra utan lemosta a bélrdl, és két 6ra utan
mar egyaltalan nem maradt CD a szoveten. Ezzel szemben
a per-tiolalt CD tobb mint 95%-a a bél felszinén maradt még
3 6ra mosas utan is (2. abra), ezzel bizonyitva a Iényegesen
meghosszabbodott tartozkodasi idot a nyalkahartyaval bo-
ritott bél részen.®

Bar maga a per-tiolalt CD eldallitasa is jelentds eldrelépés,
a tiolaltsagi fok hatasat a mukoadhéziora még igy is érde-
mes volt vizsgalat ald venni, hogy megértsiik, valdjaban
mekkora hatdsa van ezen paraméternek a mukoadhéziora.'
Mind a-, B-, és y-CDk esetében ahogy a tiolaltsagi fok a
masfél-kétszeresére nétt, a mukoadhézid is jelentésen erd-
sodott. A bél felszinre adagolt CDk esetében a modositat-
lan CDk hamar tavoztak a mukuszrél, mig az alacsonyabb
tiolaltsagi fok esetén még harom ora utan is tobb mint 75%
a nyalkahartyan maradt, ami a tiolaltsagi fok emelésével
90% folé emelkedett. Megvizsgaltuk a frissen begyitijtott
mukusz és CDk elegyének a viszkozitasat is. Ez az érték
az Uj diszulfidkotések kialakulasdval varhatdéan emelkedik,
mivel az 10j keresztkotések hatdsara stabil gél keletkezik.
Valoban, mar az alacsonyabb tiolaltsagi foku CDk esetében
jelentds viszkozitas novekedést tapasztaltunk, ami a maga-
sabb tiolaltsagi fok esetében tovabbi 1,2-1,8-szoros noveke-
dést mutatott. Az eredmények egyértelmiien bizonyitottak
a tiolaltsagi fok szerepét a mukoadhézid erésségében.!!
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2. abra. A visszamaradt nativ (z6ld jelek), részlegesen tiolalt (tiirkiz
jelek) és per-tiolalt ciklodextrinek (vilagoskék jelek) szazalékos aranya
sertés vékonybél nyalkahartyajan, 100 mM foszfat pufferrel (pH 6,8)
mosva.

De nem csak CDk, hanem egyéb természetes polimerek is
modosithatéak a fenti reakcidval és mutatnak erds muko-
adhézios tulajdonsagokat. Elsé példaként, a CDk eldallita-
sanak kiindulasi anyaga, a keményito tiolalasa is jelentds,
91-szeres mukoadhéziot eredményezett. A k-karragén disz-
nod bélen 2,7-szeres MDF, és 3,0-szoros TWA novekedést
mutatott, 6sszehasonlitva a nem tiolalt polimerrel. Diszn6
bukkalis nyalkahartya esetén is jelentds mukoadhézios
potencialt tapasztaltunk, 2,2-szeres MDF ¢és 7,7-szeres
TWA novekedéssel, a tiolacio hatasara (3.4bra). Reologiai
vizsgalatok, valamint a bélen ¢és bukkalis szoveten végzett
lemosasi tesztek is megerdsitették a tiolalt karragénban
rejlé potencialt. Mindemellett, a karragén anionos karak-
tere alkalmassa teszi kationos hatdéanyagok, mint a ben-
zidamin, komplexaldasdra mely képessége igen fontos az
ilyen karakteri anyagok kontrollalt, lassu felszabadulasa
szempontjabol.’
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3. abra. Tiolalt k-karragén tabletta szakitoszilardsagi vizsgalatai sertés
szajnyalkahartyajan (bal oldal) és sertés vékonybélnyalkahartyajan
(jobb oldal). A szakitoszilardsag vizsgalata a tesztkorongok MDF-jének
(piros oszlopok) és TWA-janak (kék oszlopok) mérésével, textura-
analizator segitségével.
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A fenti eredmények egyértelmiien bizonyitjak a gyogyszer-
hordozdk hosszabb tartdzkodasi idejét az abszorpcios
membran kdzvetlen kozelében, de a hatéanyagok tovabbi
sorsar6l nem szolgalnak informacioval. Korabbi eredmé-
nyeink azt mutatjak, hogy tiolalt polimerek segithetnek a
hatbéanyagok felvételében, a sejt rétegek kozotti szoros il-
leszkedés (Tight Junction, TJ) megnyitasaval.'>? Bar ennek a
mechanizmusa nem teljesen ismert, feltehetden a tiomerek
gatolhatjak a protein-tirozin-foszfatazt, amely kulcssze-
repet jatszik a TJk integritdsanak szabalyozasaban. Ez az
enzim defoszforilalja az okkludin transzmembran fehérjét,
ami a TJk lezarasahoz vezet. A protein-tirozin-foszfataz
gatlasa megakadalyozza ezen fehérje defoszforilaciojat, igy
a TJk lezarodasat hatraltatja.”* Tiolalt keményit6 esetében
frissen kimetszett patkany bélszdveten vizsgaltuk ezt a per-
meaci6 elésegitd folyamatot. A tiolalas hatasara a modell
hatéanyag permedcios koefficiense (P, ) tobb mint kétsze-
resére nétt, ezzel igazolva a tiomer hatdanyag felvétel el-
segitdé funkciodjat.

Bar ezek az in vitro eredmények igen igéretesek, az allatki-
sérletek még fontosabb informaciot adhatnak az eléallitott
anyagok alkalmazhatdésaga szempontjabodl. Ezért megvizs-
galtuk a patkanyoknak szajon at adott, fluorescensen jelolt
nativ és per-tiolalt CDk jelenlétét a gyomor-bél traktusban.
Négy ora utan a moédositatlan CD 22,5%-a volt még jelen,
foként a vékonybél duodénum és jejunum részében, mig az
Osszes per-tiolalt CD detektalhatd volt a gyomortol a vé-
konybél végéig. Nyolc ora utan, az dsszes nativ CD eltavo-
zott a gyomor-bél traktusbol, de a tiolalt valtozat még 60%-
ban fellelheté volt, nagyobb mennyiségben az ileumban,
megerdsitve a jelentdsen meghosszabbodott tartézkodasi
id6t a bélrendszerben.®

4. Sejtfelvétel

A mukoadhézio csak egy a tiomerek kiilonleges, a gyogy-
szer technologia szamara fontos, tulajdonsagai koziil.
Korabbi vizsgalatok alapjan, a tiol funkcids csoportok eld-
segithetik a sejtfelvételt is. Ezért megvizsgaltuk a tiolalt
CDk sejtfelvételét dramlasi citometriaval (flow cytometry)
tobbféle sejtcsoporton is. A B-CD esetében, masfélszeres
novekedés tapasztalhatd a tiolalds hatasdra human kolo-
rektalis adenokarcinoma sejtek (Caco-2) esetében a sejt-
felvételben. Azonos sejtvonalon vizsgalva a tiolalt a-CD
20-szoros sejtinternalizacidos ndvekedést mutat a modo-
sitatlan CDvel szemben. A fokozott sejtfelvétel pre-osz-
teoblaszt (MC3T+-El, 14,5-sz6r6s) és human embrionalis
vese (HEK-293, 6,5-sz06rds) sejtvonalakon is megmutatko-
zik ahogy azt a 4. abra szemlélteti. Ezen utolsé esetben a
sejtfelvétel jelentdsen kisebb, mint az elsé két sejtvonalnal,
feltételezhetden a klatrin és dinamin fliggetlen sejtfelvétel
mechanizmusa miatt, de a teljes mechanizmus mindmaig
nem teljesen ismert. Mindharom sejtvonal és mindkét CD
esetében a sejtfelvétel 37 °C-on jelentdsen magasabb volt
mint 4 °C-on, ezért annyi mindenképpen elmondhatd, hogy
energiafiiggd endocitozis a 6 felvételi ttvonal.*

Az a-CD esetében a kissé megnovekedett hemolizis enyhe
membrankarositdo hatasra utal, ami a konfokalis mikrosz-
kopos képek fényében a felvett tiolalt CDk felszabadulasat
feltételezi az endoszomakbol.
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4. abra. Fluoreszcein-dilaurattal jel6lt nativ és tiolalt a-CD sejtes
felvételének elemzése, relativ atlagos fluoreszcencia intenzitas alapjan
(RMFI) Caco-2, HEK 293 és MC3T3 sejtvonalakban 37 °C-on és

4 °C-on.

Mindemellett, egy nemrégiben megjelent munkank bizo-
nyitotta, hogy a tiolalt CDk potencialisan képesek gatolni
a P-glikoprotein altal medialt effluxot Caco-2 sejtvonalon,
ami optimalis gyogyszer-koncentraciokhoz vezethet a
célszoveten.s

A polirotaxdnok olyan szupramolekularis polimer rend-
szerek, amelyekben makrociklusok, példaul CDk poli-
mer lancokra fliz6désével alakulnak ki. Ezek az anyagok
meglepden magas sejt felvételt mutatnak a szabad CDkkel
szemben, amely tulajdonsaguk alkalmazhatova teszi 6ket
mind gyégyszer hordozokként, mind lizoszomalis tarolasi
betegség kezelésére.!'*7 Korabbi eredményeink megmu-
tattak, hogy a 2-hidroxipropil CDk kiilondsen alkalmasak
polirotaxanok sejt internalizaciojanak eldsegitésére, ezért
elvégeztiik ezen szupramolekularis polimerek tiolalasat is.
Meglepé modon mig a rotaxanacié maga 60-szor magasabb
sejtfelvételt eredményezett, szemben a szabad CDkkel, a
tiolalas utan tovabbi ndvekedést nem, vagy csak elhanya-
golhatoé mértékben tapasztaltunk. A jelenség oka felteheto-
en a felvételi mechanizmusban rejlik, illetve dsszefiiggésbe
hozhat6 a polirotaxan nanorészecskék eltéré méretével, de a
teljes mechanizmus tovabbra is kutatas targya.'®

5. Védodcsoportok

A tiolalt gyogyszerhordozok egyik legnagyobb hatranya
azok oxidacios érzékenysége, mely hosszu tavon gatolhat-
ja gyogyszerészeti felhasznalasuknak. Mar tarolas soran
diszulfidkotések alakulhatnak ki, melyek csokkentik az
effektiv tiolok mennyiségét, ezzel a mukoadhézios képessé-
get. Masrészrol viszont a reaktiv tiolok mar a mukusz gél fel-
s0, laza rétegével elreagalhatnak. Ez a nyalkahartya allando
termelddése/megtijulasa miatt folyamatosan levalik, igy a
hordozok nem jutnak el a mélyebb, tomoér mukusz rétegbe,
hanem viszonylag hamar eltavoznak a nyalkahartyarol.
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Ezért sziikség lehet egy tiol védbcsoport kialakitasara, ami
megakadalyozza a korai diszulfidképzddést, de elég reak-
tiv marad, hogy behatolva a mélyebb mukusz rétegbe, ott
diszulfidkotéseket hozzon 1étre a ciszteinekkel. Ezeket a
véddcsoportokat S-véddcsoportoknak vagy preaktivald
agenseknek nevezziik. Valojaban ezen csoportok reaktiv
diszulfidkotéseket hoznak Iétre, melyek lassan, de rea-
galnak a ciszteinek tiol csoportjaval tiol — diszulfid csere
reakcioban.

Munkank soran tobbféle védécsoport alkalmazhatosagat
vizsgaltuk, ugymint merkaptonikotinsav,'*?® poli(etilén
glikol)-monotiol,'”?® valamint 2-merkaptoetanszulfonsav?!
(5. abra). Minden esetben jelends mukodiftuziot taldltunk,
azaz ezen védett tiolok nagyobb mennyiségben érik el a mé-
lyebb, tomorebb mukusz réteget. Ezzel 0sszefiiggésben erd-
sebb mukoadhéziot és hosszabb tartozkodasi idot mutatnak
a nyalkahartyan. Ezen elényok mellett az ionos valamint
a hidrofil polimer véddcsoportok jelentésen javitottak a ti-
omerek vizoldhat6sagat.
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5. abra. Tiolalt (A), 2-merkaptonikotinsav- (B), poli(etilén glikol)-
monotiol- (C), és 2-merkaptoetanszulfonsav-védett (D) ciklodextrinek
szerkezetei.

A korai diszulfid kotések gatlasa szintén hatdssal volt a sejt-
felvételre. A 2-merkaptoetanszulfonsav védett tiolalt f-CD
koriilbeliil kétszer nagyobb mennyiségben jutott a citoszol-
ba, mint a szabad tiolcsoportokkal rendelkezd analogja, ami
mar igy is jelentdsen megndvekedett sejtfelvételt mutatott a
nativ CDvel szemben.*!

6. Osszegzés

Munkank soran tiol funkcios csoporttal rendelkezd gyogy-
szermolekulak eldallitasat tliztik ki célul, elsédlegesen
a nyalkahartyan valo tartézkodasi id6 megndvelése érdekeé-
ben. Egy régi-0j reakcid segitségével magas tiolaltsagi foku
oligo és poliszacharidokat szintetizaltunk foszfor penta-
szulfid reagenssel. Ezek az 4j makromolekularis gyogyszer-
hordozdk jelentésen megndvekedett mukoadhéziot mutat-
tak és hosszabb in vitro tartdozkodasi id6t a nyalkahartyan,
de a hatdéanyagok abszorpcidjat is jelentdsen eldsegitették.
Allatkisérletekben bizonyitottuk a késleltetett athaladast
a gyomor-bél traktuson, azaz ezen anyagok alkalmazhato-
sagi potencidljat a gydgyszertechnologiaban. Mindemellett
a tiol csoportok beépitése oligoszacharidokba jelentdsen
megnovelte ezen anyagok sejtfelvételét, ami szintén elényds
tulajdonsag parenteralis készitmények esetében.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az altalunk eldallitott j
gyogyszerhordoz anyagok jelentds potenciallal rendelkez-
nek nazalis, oralis, per-oralis, és parenteralis alkalmazhato-
sagban. Bar a tiomerek egyelére nem szerepelnek hivatalos

gyogyszerkdnyvi monografia alatt segédanyagként, elséd-
leges cél, hogy preklinikai és klinikai vizsgalatokon menje-
nek keresztiil, a hosszu tavu cél pedig a piaci jovahagyas és
a kereskedelmi forgalomba hozatal.
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Thiolated oligo and polysaccharides — next-gen drug delivery systems.

Department of Pharmaceutical Technology, University of
Innsbruck, Institute of Pharmacy, Center for Chemistry and
Biomedicine, Innrain 80-82, 6020 Innsbruck, Austria

Because of better patient compliance, non-parenteral delivery
methods are preferred over invasive approaches. However, the
therapeutic effectiveness of many orally administered drugs is
considerably limited due to their short residence time on muco-
sa-covered absorption surfaces, such as those in the oral cavity
or gastrointestinal tract. In order to prolong residence time and
thereby improve drug absorption and local treatment effective-
ness, mucoadhesive carriers can be utilized. Mucoadhesion occurs
through various interactions, including the formation of covalent
bonds. Thiolated oligomers and polymers, called Thiomers, are
thiolated macromolecules capable of forming disulfide bonds with
cysteine-rich subdomains of mucus glycoproteins, effectively in-
creasing their residence time on mucosal membranes. This paper
summarizes our group’s work on a novel thiolation method and
discusses the potential applications of highly thiolated oligo- and
polysaccharides.

Thiolation of oligo- and polysaccharides was performed using
phosphorus pentasulfide, resulting in a high degree of modification.
Among the products, B-cyclodextrin (B-CD) was per-thiolated,
leading to an 89-fold increase in mucoadhesion compared to the
native oligosaccharide and a significantly prolonged residence time.

This beneficial property was demonstrated not only in vitro but
also in animal studies, where the per-thiolated CD remained in

large amounts in the GI tract after 8 hours, while native 3-CD was
already completely eliminated. In addition to CDs, other natural
polymers, such as starch and carrageenan, were thiolated using
the same method, which significantly improved mucoadhesion on
buccal and intestinal mucosa.

Besides improving mucoadhesion, thiolation also enhances cellu-
lar uptake. This was observed for thiolated a- and B-CDs across
different cell lines. In all cases, increased cellular internalization
occurred after thiolation, with up to 20 times more thiolated than
native CD in the cytosol. The results also indicate endosomal
escape.

Finally, the main drawback of thiomers, their sensitivity to ox-
idation, is also a point of interest. Addressing this issue is es-
sential because it not only reduces the free thiol content during
storage but also causes the thiomers to react prematurely on the
loose mucus surface, leading to rapid removal through the mucus
turnover process. Reactive disulfide-protected thiolated CDs were
synthesized with various protecting groups, and their mucodif-
fusion, mucoadhesion, and cellular uptake were investigated. In
all cases, more pronounced mucodiffusion was observed for the
S-protected thiomers compared to non-protected ones, along with
increased mucoadhesion. Cellular uptake also doubled due to the
S-protection.

These results confirm that the highly thiolated oligo and polysac-
charides have strong potential as oral or parenteral drug delivery
vehicles.
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1. Bevezetés

A célpont-ligandum koélcsonhatasok szamitasa a racionalis
gyogyszertervezés kulcslépése. A tervezés soran e kolcson-
hatasok szerkezetének és energiajanak leirdsara egyarant
sziikségilink van. A célpont-ligandum komplexek a szerve-
zetben leggyakrabban vizes kézegben fordulnak el6. Ebbol
kifolyolag a vizmolekulak mind a célpont felszinén, mind
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giajarulékoknak a meghatarozasa ezért elengedhetetlen a
célpont-ligandum komplex pontos szamitasahoz.

A helyzetet bonyolitja, hogy a vizmolekuldk a ligandum
kotddése soran tobb szerepkorben feltiinnek. Raadasul egy-
mas kozott kialakitott hidrogénkotésekkel halozatot képez-
nek az oldott molekulak koriil, és ennek a vizhalozatnak a
megszlinése vagy atszervezddése (mobilitasa) szintén befo-
lyasolja a célpont-ligandum komplex stabilitasat. A vizmo-
lekuldk harom funkcionalis csoportba sorolhatok aszerint,
hogy milyen szerepet toltenek be a célpont-ligandum komp-
lexben. A konzervalt vizmolekuldk a kotézsebben vagy a
ligandumhoz kotdtten maradnak, €s hidrofil hidald szerepet
jatszanak majd a kialakulé komplexben vagy a kotézseb al-
zsebeit toltik ki (1A abra). A konzervalt vizpoziciok termo-
dinamikai €s/vagy kinetikai stabilitassal rendelkeznek és a
kialakulo célpont-ligandum interfész alapvetd alkotoeleme-
ivé valnak (1B abra). A kiszoritott (td&vozd) vizek a célpont
vagy ligandum felszinén talalhatok ¢s kisebb stabilitassal
rendelkeznek. A ligandum beko6tédése soran, az kiszorit-
ja 6ket a kedvezétlen (altalaban hidrofob) al-kotézsebbol
(piros nyilak, 1A abra). A belépé vizmolekulak az oldat
belsejébdl (a bulk-bol) a ligandum bekotddés soran épiil-
nek be a komplexbe (kék nyilak, 1A &bra), ahol stabilizald
szerepet toltenek majd be a célpont-ligandum interfészben.
Elhelyezkedésiik (topologiajuk) alapjan beagyazott, inter-
fész, felszini vagy bulk vizeket kiilonithetiink el (1B abra).
Altaldban a beagyazott és bizonyos interfész vizmolekuldk
hatarfeliileti kapcsolatainak mértéke a legnagyobb, mig
mobilitasuk a legkisebb. Az oldott anyagok autondém (egye-
di) partnereinek tekinthetdk, és fontos szerepet toltenek be
azok szerkezetében és stabilitasaban. Ahogy a ligandum és
az interfész mérete ndvekszik a vizmolekulak k6zotti halo-
zati kapcsolatok is nének. Ennek kovetkeztében az oldott
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anyaggal egyre kisebb feliileten érintkeznek, mobilitasuk
novekszik és egymassal nagy, laza ketrecszeri halozatokat
kezdenek kialakitani. A skala végén a nagy mennyiségii viz
rendkiviil dinamikus, szolofurt-szerti klaszterekbol allo
halézatokba szervezddik, és igy képezi a célpont-ligandum
komplexeket koriilvevé mobil, bulk kdzeget (1B abra)' .

A jelen kozleményben egy attekintést adunk a vizmole-
kulak szerkezeti és energetikai szerepének szamitasarol
soran. Megjegyzendd, hogy az ismertetésre keriild megko-
zelitések nem csupan a célpont-ligandum komplexekre, de
mas molekularis kdlcsonhatasokra (host-guest komplexek,
polimerek kolcsonhatasai, stb.) is adaptalhatok, ahol vizes
kozeg van jelen.

2. Hidratszerkezetek szamitasa

A célpont-ligandum komplexekhez azok felszinére vagy a
kotési interfészre kotddd vizmolekulak térbeli pozicidinak
meghatarozasara rendelkezésiinkre allnak mind kisérletes,
mind elméleti mddszerek. A kisérletes modszerek egy-
részt szolgaltatjak a vizmolekulak atomi pozicidit, mas-
részt elméleti mdodszerek validacidjara is elengedhetetlen
a hasznalatuk. Mindezek ellenére a kisérletes modszerek
onmagukban altalaban nem képesek jelenleg egy kavita-
sok nélkiili (komplett) hidratszerkezet meghatarozasara.
Példaul a rontgen-krisztallografia esetén elmondhato, hogy
a vizmolekuldak oxigénatomjainak elektronsiiriiség-csu-
csai sokszor kisebbek a kdrnyezd fehérje atomokéindl, igy
nehéz asszignalni az atomi pozicidikat egy rontgen-krisz-
tallografias elektronsiiriiség térképben*. Ezen tul, a ront-
gen-krisztallografiara jellemz6, hogy a fehérjék kristalyba
rendez6dott szerkezete eltérhet az oldatbeli szerkezetiikté1®,
valamint a gyakran alkalmazott alacsony hémérséklet is
hatassal van a vizmolekuldkra®. Ezeken a hatranyokon a
neutron-diffrakcio javit’, de egyelére ez még egy kevéssé
elterjedten hasznalt modszer®® a célpont-ligandum kdleson-
hatasok esetében.

A célpont-ligandum komplexek hidrataciés problémainak
szamitasara a kisérletes modszereket kiegészitd elméleti el-
jarasok keriiltek kidolgozasra.
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1. abra. A vizmolekulak funkcionalis osztalyozasa és topologiaja. A) A vizmolekulak funkcionalis osztalyozasa egy tipikus ligandumkétési helyzetben.
A ligandum (kék palcikak) kotédése egy hidrofil kotdhelyhez (sziirke feliilet) lathato, ahol a hidrofil aminosav oldallancok palcikakként vannak kiemelve.
A hidratalo vizmolekulékat piros és fehér gombok jelzik. A piros és kék nyilak a kiszoritott/tavozo (T) és a belépd (B) vizmolekulakat jelzik. A kotddés
utan egy konzervalt (K) vizmolekula a ligandumon, egy masik pedig a célponton marad. B) A célpont-ligandum kotédésben részt vevd vizmolekulak

topologiaja. Az abra korabbi tanulmanyunkbol [3] keriilt felhasznalasra.

A vizmolekulak az elektrosztatikus kolcsonhatasokra ar-
nyékold hatast fejtenek ki, amelyet sziikséges figyelembe
venni a preciz szamitasok elvégzéséhez. A vizmolekulak
arny¢kolo hatasa figyelembe vehet6 példaul a Coulomb for-
muldban, amennyiben egy tavolsagtol fiiggd relativ permit-
tivitas (dielektromos allandd) tagot vezetiink be (az oldott
anyagtol mért tavolsag fliggvényében). Tovabba, lehet a
viz, mint kdzeg hatasat egyiittesen, kontinuumként kezelni,
az egyedi vizmolekulak figyelembe vétele nélkiil, példaul
az implicit vizmodellekben, amelyek gyakran a Born vagy
Poisson-Boltzmann egyenletekre épiilnek. Az explicit viz-
modellek a vizmolekula valdés geometriajat és toltésviszo-
nyait atomi szinten reprezentaljak, ezzel lehetéséget nyjt-
va a hidrofob effektus és a vizmolekulak oldott anyaggal
kialakitott halozatainak pontos szamitasara.

Az explicit vizmodellek lehetdséget adnak annak kiszami-
tasara, hogy a célponthoz torténd ligandum kotédés soran
adott vizmolekulak milyen szerepet toltenek be (1. abra).
Ehhez el6szor is sziikséges a fehérjék ligandum mentes
(apo) allapotanak a hidratszerkezetét eldallitani, amit pél-
daul a MobyWat nevii programunk'® nagy precizitassal ké-
pes elvégezni. A validalashoz hasznalt kisérletes viz oxigén
pozicidk (1500 db) 80%-at sikeresen prediktalta a program,
mas elméleti modszerekhez viszonyitva a legjobbak kozé
sorolhaté®. A vizmolekulak (oxigénjeinek) atomi pozicidin
tal a mobilitasukat is szamszerlien jellemzi. Ezen feliil, a
MobyWat a célpont-ligandum komplexek (azaz a holo szer-
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szamolni 90%-ot meghalad6 pontossaggal'’.
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A kotézsebben maradd/tavozd (1A. abra) vizek kozotti
distinkcio nehéz feladat, mert ezeknek a vizeknek a cél-
pont-ligandum komplex kialakuldsdnak szamitdsa (szami-
togépes dokkolas) soran torténd figyelembe vétele onmaga-
ban sem trivialis®. Tekintettel arra, hogy a vizmolekulak és
a ligandum egymas pozicidit egyarant befolyasoljak a ko-
tézsebben, nehéz eldonteni, hogy melyik stratégia helyes a
hidratszerkezet szamitdsakor. Az, amelyik a) el6bb a vizeket
teszi be, vagy b) elébb a ligandumot teszi be a kotdzsebbe.
Amennyiben eldszor a vizek keriilnek elhelyezésre a kotdz-
sebben, sziikség lenne kisérletes adatra a pontos szamuk-
1o, illetve a hidrogén atomjaik orientacidjarol. A ligandum
elhelyezését elsoként valasztva pedig megakadalyozzuk az
interfész régidban 1évé vizmolekuldk bejutasat a kotdzseb-
be'!. Tovabbi probléma, hogy a szamitégépes dokkolas so-
ran kolcsonhatasi affinitas szamitasa (3. fejezet) is torténik,
amelynek soran nem egyértelmii, hogy a vizmolekulakat a
célpont, vagy a ligandum részeként helyes-e kezelni.

ey
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A probléma megoldasara kidolgoztunk egy protokollt,
amely a HydroDock'? nevet kapta (2. abra). A protokoll so-
ran a célpont kotézsebében a ligandum ¢és a vizmolekulak
elhelyezése parhuzamosan torténik, ez a 2. abran lathato
1. és 2. 1épésnek felel meg. Az elsd 1épésben a ligandum
»sza-razon” dokkolasa torténik, mig a masodik Iépésben a
kotézseb teljes, kavitasmentes hidrat-szerkezetének elké-
szitése torténik a MobyWat programmal, elére nem meg-
hatarozott szamu vizmolekulaval. Ezen a ponton fontos,
hogy a hidratszerkezet predikciohoz hasznalt programnak
képesnek kell lennie a teljes apo célmolekula hidratalasara,
nem elégséges csak a kotési interfész régio vizeinek pre-
dikcidja. A ligandummal és a vizekkel ellatott rendszere-
ket utdna egyesiteni sziikséges (3. 1épés), amelynek soran
a ligandummal természetesen iitkozni fognak egyes viz-
molekuldk, hiszen a teljes kotozseb keriilt veliik feltoltésre.
A MobyWat program egy masik algorit-musa ezen {itkdz6
vizmolekulékat eltavolitja.

2 ..': ool EGYESITETT ES
— M o FINOMITOTT
Ly 9 KOMPLEX

j - JL -~ I
b %\ ' 7 ¢
A 1 -

—p% X1 i,g/ A (. Y i, gj \ .L, 4
s, .“Jv ) [ c » 13, S
1% J y AJ
v AT \ |
{ et 6 - 6 {a @

L 4 Q - A ‘ ¥ . 4
AKOMPLEX MD REPREZENTATIV
PILLANATFELVE- HIDRATALT
TELEI KOMPLEX

2. abra. A célpont (feliilet) és a ligandum (palcikak) hidratalt komplexének 6sszeallitasa a HydroDock protokoll segitségével. A HydroDock Iépéseinek
szamozasa a f8szovegben szereplé magyarazatot koveti. Az els6 1épés utan a MobyWat nem minimalizalt vizpozicioi piros gombokként jelennek meg;
egyébként a hidrogénezett és minimalizalt vizmolekulakat palcikakkal jeloltiik. A harmadik 1épés soran az egyes vizpoziciok helyére a ligandum
illeszkedik. Az érthet6ség kedvéért a negyedik 1épés utan csak néhany MD pillanatkép lathato a ligandum kotédési modjairdl. Az abra korabbi
tanulmanyunkbol [12] keriilt felhasznalasra az American Chemical Society engedélyével.

A vizmolekulak oxigénjeire ezutan hidrogéneket kell elhe-
lyezni, a molekula dinamikai programok ezt véletlenszerti
orientacidban teszik meg, igy a hidrogének beallitasara
elengedhetetlen molekula mechanikai szintii energia mi-
nimalas elvégzése. A protokoll tovabbi ujdonsaga ezen
a ponton a szokasos legmeredekebb csokkenés (steepest
descent) és konjugalt gradiens (conjugated gradient) mi-
nimalé eljarasokon tul egy révid molekula dinamikai 1é-
pés beiktatdsa, majd Gjabb két minimald 1épés elvégzése.
Ezekkel a 1épésekkel az influenza A virus ioncsatorndjaban
sikeriilt egyrészt megtalalni a kisérletesen meghatarozott
viz oxigén poziciokat, valamint a hidrogének beforgatasa
is sikeres volt, hogy azok ne taszitsak az ioncsatorna gatlo
gyogyszerek pozitivan toltott funkcids csoportjat. Az ener-
gia minimalast egy ujabb, szintén viszonylag révid mole-
kula dinamikai 1épés koveti (4. 1épés), majd az igy kapott
szamos ligandum poziciobol egy reprezentans kivalasztasa

(5. 1épés). A protokollt a kisérletesen egyediiliként elérhetd
harom darab viralis ioncsatorna — csatornablokkold gyogy-
szer szerkezeteken validaltuk, nevezetesen az influenza A
virus ioncsatornajat gatlé adamantan vazas amfifil vegyi-
letek komplexein. Ezekkel kivalo egyezést értiink el, igy
elvégeztiik a protokollt a SARS-CoV-2 virus boriték fehér-
jéje altal kialakitott ioncsatornan is, ugyan ezekkel a ve-
gytiletekkel®. Kisérletes validalasra ebben az esetben egy
NMR méréseken alapuld tanulmanyt tudtunk felhasznalni,
amelyben az amantadin egy flurozott szarmazékanak koto-
dése esetében kimérték, hogy mely aminosav oldallancok
mozgasa fokozodik. Ezzel a kisérletes tanulmannyal is jo
egyezéseket értiink el. Az elobbiekben részletezett szami-
tasokban azt is sikeriilt szerkezeti alapon aldtdmasztanunk,
hogy bizonyos célpontok esetében a vizmolekulak csaknem
olyan fontos szerepet jatszanak a ligandumok koétédésében,
mint maga a célpont.

132. évfolyam, 1-2. szam, 2026.



28 Magyar Kémiai Folydirat

3. Kotodési affinitas szamitasa molekulamechanikai
szinten

Gyogyszertervezéskor nemcsak a célpont-ligandum komp-
lex szerkezeti ismerete, hanem a molekulak kozti kolcson-
hatas erdssége (kotddési affinitas) is fontos. Egyre tobb sza-
mitogépes modszert fejlesztenek, hogy a célpont-ligandum
kotodés termodinamikai jellemzdit, vagyis a kotodési affi-
nitast prediktaljak. A kotédési reakci6 szabadentalpiavalto-
zasa (AG,) jol ismert kapcsolatban (1. egyenlet) all annak
entalpiavaltozasaval (AH,) és entrdpiavaltozasaval (AS,),
ahol T a termodinamikai hdmérséklet.

AG,= AH, — TAS, (1)

Kisérletesen altalaban a kotddési reakcid egyensulyi allan-
dojat hatarozzak meg, amelybdl a AG, értéke konnyen sza-
molhaté. A ligandum kdtédésekor 1) hatarfeliilet képzodik
a két molekula k6zott, mely sordn mind a célpont, mind a
ligandum részben dehidratalodik, 0j kotések alakulnak ki
koztiik, valamint 0j hidrataciés burok képzodik a kiala-
kult komplex koriil. E kotésrendszerek atalakulasat irja le a
AH, komponens. A AS, a reakcioban részt vevé molekulak
transzlacios, rotacios, stb. szabadsagi fokaihoz rendelhe-
té molekularis rendezetlenség valtozasat szamszeriisiti. A
gyogyszertervezés soran mindharom termodinamikai po-
tencialfliiggvény valtozasat érdemes nyomon kovetni, ezek
egyiittesen jelentik a ligandum termodinamikai profiljat
(ujjlenyomatat)+-16,

Molekulamechanikai szamitasokkor erdtereket (force field)
¢és kereso algoritmusokat alkalmazunk. Az erdtér egy po-
tencialisenergia-fiiggvény, mely elektronszerkezet nélkiili,
megfelelden paraméterezett atomtipusokbodl épiil fel és a
kovalens kotésben részt vevd atomok kozti koté (bonding)
és nem-kotd (nonbonding) kdlcsdonhatasok Osszegét hata-
rozza meg. Az erbtereket megkiilonboztethetjiik az alapjan,
hogy milyen tipusu molekulakra/rendszerekre optimalizal-
tak'" 1%, A keres6 algoritmusok feladata, hogy megtalaljak
a potencialis energiafiiggvény minimumait, vagyis azokat
az optimalis szerkezeti konformaciokat, melyeknél a cél-
pont-ligandum komplex energidja a legkisebb. A gyogy-
szertervezésben a vezérmolekula optimalizalasahoz a mo-
lekularis dokkold szamitasokat alkalmazzak leginkabb,
melyekkel nagyszamu kismolekula kotddését lehet gyorsan
és hatékonyan tesztelni. A dokkold programok?’2* esetében
a sztochasztikus Monte-Carlo modszereket* és a genetikus
algoritmusokat®?° részesitik elényben, melyek egy egysze-
risitett potencialisenergia-fiiggvényen, Gn. pontozd (scor-
ing) fliggvényen keresnek minimumokat. A scoring fiigg-
vények egyrészt segitenek megtalalni a ligandum optimalis
kotési modjat, masrészt a kotdzsebbe dokkolt kiilonbozo
ligandumok rangsoroldsat is a szamitott AG, értékeik alap-
jéan tehetjiik meg.

A termodinamikai szamitasok esetén a célpont-ligandum
kotés energidjanak meghatarozasakor a hidratacidé szere-
pe kulcsfontossagu, igy a gyors dokkoldeljarasok korlatja
az implicit vizmodellek alkalmazasa illetve a vizmodellek

teljes hianya. A dokkold programok scoring fiiggvényei a
nagyobb, sok torziéval rendelkezd, peptidszerti ligandu-
mok esetében irrealis, pozitiv kotési energiat eredményez-
nek. Ennek hatterében egyrészt a ligandum konformacios
entropikus hozzajarulasanak szamitdsa, masrészt a ligan-
dum-implicit bulk vizmolekulak alkotta H-hidak energe-
tikai hozzajarulasa all. E16bbit a ligandumban 1évé belsd
torzids szabadsagi fokainak befagyasabol, utdbbit pedig a
ligandumban 1év6 H-kotésre alkalmas atomok konstanssal
torténd szorzatabol szamitjak. Mindezekbdl 1athato, hogy a
dokkold programok scoring fiiggvényei leginkabb kis mo-
lekulaju ligandum termodinamikai paramétereinek becslé-
sére alkalmasak, illetve nagyobb ligandumok esetén nem
vagy részleges modositasok sziikségesek, ahogy azt a tobb
tanulmanyunkban is megtettiik?*°. Fontos azonban ki-
emelni, hogy a termodinamikai paraméterek pontatlansaga
ellenére, a molekularis dokkolas ma is gyakran alkalmazott
modszer a gydgyszertervezésben, ha nagy szami, kis mo-
lekulat kell akar szerkezeti, akar energetikai szempontbol
Osszehasonlitani.

Pontosabb termodinamikai paramétereket kaphatunk, ha
explicit vizmodellek alkalmazasaval a vizmolekuldk ira-
nyitott H-kotéseibdl adodd termodinamikai hozzajarula-
sokat is tudjuk valdszeriien szamolni. Ebben az esetben a
molekulamechanikai mddszerek koziil a determinisztikus
molekula dinamikai (MD) szamitasokat kell alkalmazni.
Ilyenkor, akar maganak az oldoszernek a célpont-ligandum
komplex kotédéséhez torténd hozzajarulasa is pontosan
szamithatd. Ciklodextrinekkel végzett szamitdsok soran
példaul harom féle, olddszerrel alkotott intermolekularis
kdlcsonhatas (ciklodextrin-viz, ligandum-viz, viz-viz) en-
talpikus hozzajarulasat kiilonitettiik el®, melyek szamér-
tékileg dsszemérhetdk a cikodextrin-gyogyszer interakcio
entalpikus hozzajarulasaval. A vizhez kothetd entropikus
hozzajarulas nagysagrendileg 6sszemérhetd a AG,-vel, igy
ez is megerdsiti az explicit vizmodell hasznalatanak sziik-
ségességét a AG, szamitdsok pontossaga szempontjabol. A
kapott eredmények felhasznalasaval a ciklodextrin-alapu
nanoszerkezetek felépiilésének termodinamikai alapjait is
sikeresen tanulmanyoztuk. A ciklodextrin dimerek alapve-
t6 épitokdvei molekularis nyaklancoknak illetve nanocso-
veknek, melyek felépiilését a ciklodextrinnel kélcsonhato, a
monomerek kozott hidald funkceiot betoltd, kisebb ligandu-
mok eldsegithetik?!. Az igy léterj6tt molekularis rendszerek
termodinamikai valtozasai MD alapu szamitasokkal nyo-
monkovethetdk, prediktalhatok??.

4. A kotodési affinitas szamitasa kvantummechanikai
szinten

A célpont-ligandum kotédés molekulamechanikai leirasa-
nak korlatai elsésorban abbol fakadnak, hogy a partnerek
kozotti kdlesonhatasban kulesszerepet jatszo elektronokat
(explicit modon) nem tudja kezelni. Mivel a kvantumme-
chanika (QM) természeténél fogva az elektronpalyak le-
irasaval foglalkozik, ezért az elektronikus jellegli nemko-
valens kolcsonhatasok kezelésére elméleti szempontbol
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a legidealisabb megkozelitésnek tekinthetd. A kdlesonhatas
pontos leirdsa mellett megemlitendd, hogy médszerei nem
igényelnek er6tér parametrizalast®®, azonban az elterjedt
formalizmusok (Hartree-Fock, stirliségfunkcional elmélet)
szamitasigénye jelentds. Az utdbbi évtizedekben a szami-
togépek teljesitményének folyamatos ndvekedése lehetové
tette a kvantummehanikai modszerek elterjedését a gyogy-
szertervezési eljarasokban® kiilondsképp a célpont-ligan-
dum kolcsonhatas szamitasaban®. Azonban a biomolekula-
ris rendszerek nagy mérete tovabbra is hatraltato tényezo a
modszerek rutinszerl alkalmazasaban. Ennek athidalasara
gyorsabb szamitasokat eredményeznek a szemi-empirikus
modszerek®®, amelyek a legnagyobb szamitasigényi integ-
ralok értékeit magasabb szintli QM modszerek értékeivel
vagy kozelit6 formulakkal helyettesitik, tovabba a szamita-
sok jobb skalazhatosagara is kinalnak megoldast®”. A nép-
szerli parametrizalasok kozott megemlitenddk a PM6-
D3H4(X)*%, PM7*, valamint PM7-ORG* mddszerek.

A szamitasok ideje tovabb csokkenthetd, ha csak a ligandu-
mot ¢s kozvetlen kornyezetét kezeljik QM modszerekkel.
Ez torténhet a ligandum és kdlesonhatod célpont aminosav
egységek komplexbdl torténd kivagasaval (fragmenta-
ci0)*?, valamint QM/MM modszerekkel®, amelyek soran a
tavolabbi célpont részeket MM szinten szamitjuk. A QM
szamitdsok a célpont-ligandum komplex, a kiilonallo cél-
pont és ligandum szerkezeteken torténnek és ugynevezett
végpont modszer szerint becsiilik a kdlcsonhatas entalpi-
kus részét (AH,). Az egyes modszerek az entalpikus QM
hozzajarulas mellett egyéb szolvataciods és entropikus tago-
kat alkalmaznak formuldikban a kotddési szabadentalpia
(AG,) pontosabb leirasara. Elterjedt kombinacio valamely
szemi-empirikus médszer COSMO(2) implicit szolvatacios
modellel*** és a komplex fragmentalasaval kiegészitve*® %,
Cavasotto és mtsai. példaul hagyomanyos dokkolo progra-
mokat jelentésen meghaladd dusulasi tényezdket ért el 10
célpontra kiterjedé sziirési alkalmazasban PM7/COSMO
¢és ligandum rotacids entropiat figyelembe vevd protokoll-
javal*®®, Pecina és mtsai. modszere PM6-D3H4X/COSMO2
szintl entalpikus, valamint konformacios, protontranszfer
és rotacios entropia tagokkal kapott jo atlagos korrelaciokat
(R*=0.69) kisérletes AG, adatokal és bizonyult pontosabb-
nak megannyi klasszikus pontoz6 fiiggvénynél diverz cél-
pont-ligandum adatkészleten®.

Habar a kornyez6 oldoszerkdzeg hatdsait az implicit mo-
dellek sikeresen kezelik, a célpont-ligandum rendszerekben
sokszor eléfordulnak olyan specifikus vizmolekulak, ame-
lyek kolesonhatast kozvetitd szerepet latnak el a partnerek
kozott €és explicit modellezésiik nélkiilozhetetlen. A cél-
pont-ligandum hatarfeliilet vizei prediktalhatok MD-alapu
klaszterez6 modszerekkel, mint példaul a csoportunk altal
fejlesztett MobyWat program'®!, amellyel kiilonb6z6 mé-
reti hidratacids héjak hatasat vizsgaltuk a kotédési ental-
piavaltozasra PM7/COSMO kombinacioval egybekotve®.
Legutobbi munkankban® PM7/COSMO szamitasokat vé-
geztliink prediktalt explicit vizekkel, amelybdl szarmazo
AH,-t egy ligandum alapu deszkriptorral egészitettiik ki.

QMH-L mddszeriink jo korrelaciokat ért el kisérletes AH,
és AG, értékekkel szemben egyarant (R>=0.93 és 0.60).
A tanulmany érdekessége, hogy a QM minimalizalast joval
gyorsabb 1SCF szamitasra cserélve a modszer ateresztoké-
pessége nagysagrendekkel megnévelheté megérizve pon-
tossagat. Tovabba a vizsgalt ligandumok mérettartomanyat
kiilondsen szélesnek valasztottuk (120<M,<3300), jocskan
meghaladva a teriileten jellemz6 értékeket (M,<1000).

Egy masik tanulmanyunkban megmutattuk, hogy az egyedi
vizmolekulakra szamitott kotési entalpiavaltozas (AH,,,,)
értékek alapjan a konzervalt és a kiszoritott/tavozo vizek
a célpont—ligandum komplexekben elkiilonithetok. A mod-
szert tobb mint 1000 egyedi vizpoziciora kalibraltuk és
teszteltiik. A szabad ¢s ligandumhoz kotott célpontok teljes
hidratacios strukturaibol kiindulva QM szamitasok segitsé-
gével kiszamitottuk az egyes vizmolekuldk AH, , értékeit.
A statisztikai értékelés kimutatta, hogy a pontszamok alap-
jan meg lehet kiilonboztetni egyes konzervalt és a kiszori-
tott/tavozo vizmolekuldkat®? (3. abra), ugyanakkor marad
egy ameneti populacié is, ahol termodinamikai alapon ne-
héz dontést hozni. (3. abra)
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3. dbra. A konzervalt és kiszoritott vizmolekuldk AH, ,, értékeinek
eloszlasabrai. A AH, , gorbeket a QM-szamitasokon alapul6 adatok
felhasznalasaval késziiltek. Az abra korabbi tanulmanyunkbol [52]
kertilt felhasznalasra az American Chemical Society engedélyével.

Pontossadguknak és novekvo gyorsasaguknak kdszonhetéen
a QM moddszerek fejlesztése és alkalmazasa gyogyszerter-
vezési eljarasokban tovabbra is aktiv teriiletnek igérkezik a
teriileten dolgozoé kutatok korében, amelyet tobb kozelmult-
beli 6sszefoglald kozlemény is alatamaszt™ 3,

5. Osszefoglalas

A hidrataci6 szerepét sokaig elhanyagoltak a gyogyszerter-
vezés soran és jorészt a célmolekula és a ligandum kozott
létrejovo kolcsonhatasok optimalizalasara torekedtek. Az
utobbi évtizedekben nyilvanvalova valt, hogy ez az optima-
lizacios folyamat nem tud hatékonyan miikddni az egyedi
vizmolekuldk szerepének figyelembe vétele nélkiil. E dol-
gozatunkban gyors attekintést adtunk a hidratacio szere-
pérdl, valamint a tervezés soran ennek kapcsan felmeriild
gyakorlati problémak megoldasarol szerkezeti és energeti-
kai szinten egyarant. A célpont-ligandum ké&tési affinitasok
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szamitasa kapcsan a széleskoriien alkalmazott moleku-
lamechanikai eljardsok mellett kitértiink a legmodernebb
kvantummechanikai megkozelitésekre is.
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Hydration in drug design

A structural and thermodynamic description of target-ligand in-
teractions is a crucial aspect in drug design. In addition, water
molecules in different hydration shells (bulk, surface, interface,
buried) have various structural and energetic contributions in the
complex. In this paper, we provide an overview of the calculation
(prediction) of the structural and thermodynamic role of water
molecules during ligand binding. Accurate determination of the
spatial water positions in a target-ligand complex is not a trivi-
al task. Experimental approaches often cannot provide void-free
hydrated (complete) structures. Therefore, theoretical methods
have been developed to complement experimental methods for
calculating hydration problems in target-ligand complexes. Using
the explicit water models is a good alternative to identify the role
of each water molecule in ligand binding. For this purpose, mo-
lecular dynamics (MD)-based computational tools like MobyWat
were introduced.

During computational docking of a ligand to the target, distin-
guishing between the conserved and replaced waters is also chal-
lenging. Protocols like HydroDock can answer these challenges.

Besides knowing the structure of the target-ligand complex, it is
also important to calculate the target-ligand binding affinity (free
energy of binding in terms of thermodynamics). In thermody-
namic calculations, hydration also plays a key role. In drug de-
sign, molecular docking of several thousand small molecules is
commonly used to optimize the lead molecule. The rapid docking
methods with implicit or without any water models lead to inac-
curate results. Furthermore, especially in the case of larger, high-
ly flexible, peptide-like ligands, the scoring functions of docking
programs result in unrealistic binding affinities. If explicit water
models are used in combination with MD calculations in which
the contribution of the solvent itself to the target-ligand complex
binding is also considered, more accurate thermodynamic quan-
tities can be obtained. For example, in calculations performed
with cyclodextrins, we separated the enthalpic contributions of
three types of intermolecular interactions formed with the solvent
(cyclodextrin-water, ligand-water, water-water), which are numer-
ically comparable to the enthalpic contribution of the cyclodex-
trin-drug interaction. The entropic contribution associated with

water is comparable in magnitude to the binding free energy, thus
confirming the necessity of using an explicit water model for the
accuracy of thermodynamics calculations. Using the results ob-
tained, we also successfully studied the thermodynamic basis of
the formation of cyclodextrin-based nanostructures.

As electronic contributions play a key role in the interaction be-
tween the partners, quantum mechanics (QM) can be considered
the most precise approach from a theoretical point of view. Due to
the continuous increase in computer performance, QM methods
in drug design have recently gained more attention, especially in
the calculation of target-ligand interactions. However, the large
size of biomolecular systems still hinders the routine application
of these methods. To overcome this, semi-empirical QM-based
methods have been recently introduced for target-ligand calcula-
tions, mostly with PM7-like parametrization.

Although implicit water models (like COSMO) successfully han-
dle the effects of the surrounding solvent medium in QM, target-li-
gand systems often contain specific water molecules that mediate
interactions between partners, and explicit modeling of these
molecules is essential. In our latest work, we performed PM7/
COSMO calculations with explicit waters predicted by MobyWat.
Our QMH-L method achieved good correlations in a wide size
range for the ligands (up to an MW of 3300) with experimental
thermodynamics values. Fast ISCF calculations allow the use of
QMH-L in a high-throughput manner.

The role of hydration has long been neglected in drug design, and
most efforts have been made to optimize the interactions between
the target molecule and the ligand. In recent decades, it has be-
come obvious that this optimization process cannot function ef-
fectively without taking into account the role of individual water
molecules. In this paper, we have given a quick overview of the
role of hydration and the solution of practical problems arising in
this regard during design, both at the structural and energetic lev-
els. In addition to the widely used molecular mechanics methods,
we have also discussed the most modern quantum mechanical ap-
proaches in calculating target-ligand binding affinities.
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1. Bevezetés

Mintegy 20 éves multra tekint vissza a kémia- ¢és a biolo-
giatudomanyok kozé ¢kelddd interdiszciplinaris tudomany-
teriilet, a kémiai bioldgia.! A biokémiatodl eltéréen, mely a
biomolekulak kémiajat, szabalyozasat kutatja, ez a viszony-
lag fiatal hatartudomény a kémia eszkoztarat alkalmazza
a biologiai rendszerek vizsgalatara, azok jobb megértése
vagy mukddésiikbe vald beavatkozas céljabol. A biologi-
ai rendszereket felépitd molekulak kémiai modositasa €16
sejtekben kiilondsen nagy kihivas. Ez ravilagit a rendelke-
zésiinkre allé olyan kémiai atalakitasok jelentéségére, ame-
lyek segitségével lehetdvé valik a kivalasztott biomolekulak
szelektiv, akar helyspecifikus atalakitdsa is anélkiil, hogy ez
befolyasolna a sejtek vagy a magasabb szintili szervezetek
¢letképességét. Ebbdl a szempontbol kiilondsen jelentdsek
azok a szervezetidegen funkcids csoportok kozott lejatszo-
do, hatékony biokompatibilis reakciok, melyek lehet6vé
teszik az €16 szervezetek biomolekuldinak szelektiv, hely-
specifikus modositasat. Az e feltételeknek megfeleld ké-
miailag ¢s biologiailag inert, nem zavaro, nem interferalo,
nem-természetes kémiai funkcios csoportok kozotti reakei-
ok alkalmazasa inspiralta Carolyn R. Bertozzit a bioortogo-
nalis kémia koncepcidjanak kidolgozasara, amelyet kés6bb
Nobel-dijjal ismertek el.>* A kémiai biologiai manipulaciok
egyik leggyakoribb modja adott biomolekuldk kiilonféle
markerekkel torténé modositasa. A fluoreszcens marke-
reken alapuld szuperfelbontasu mikroszkopiai modszerek
robbanasszerii fejlédésének koszonhetden ma mar néhany
nanométeres térbeli felbontas érhet6 el €16 rendszerekben;
példaul a MINFLUX technikaval ~2-3 nm lokalizacios
pontossagot is demonstraltak. Ez a részletesség mar csak
mintegy egy nagysagrenddel marad el a krio-elektron-mik-
roszkopidban megszokott szerkezeti felbontastol. ¢ A jelz6-
vegyliletek mellett megnétt az olyan, fénnyel eltavolithato
véddesoportok jelentdsége is, melyek alkalmasak pl. kemo-
terapias hatoanyagok aktivitasat atmenetileg blokkolni.!°
A HUN-REN TTK Kémiai Biologia Kutatdcsoportjaban
azt tanulmanyozzuk, hogyan lehet a bioortogonalis kémia
eszkoztaranak segitségével modulalni a fotoreszponzivi-
tast.12 Erdeklédési koriink elsdsorban olyan, bioortogo-
nalis funkcios csoporttal rendelkezé fluoreszcens marke-
rekre és fényérzékeny véddcsoportokra terjed ki, melyekre
jellemzo6, hogy csak egy specifikus, bioortogonalis kémiai

*  E-mail: kele.peter@ttk.hu

reakcioval torténd modositas soran valnak fényre érzékeny-
ny¢, azaz valnak fluoreszcenssé (markerek), vagy képessé
arra, hogy fény hatasara egy kotéshasadas eredményeként
hatéanyagokat szabaditsanak fel.

2. Bioortogonalisan aktivalhat6 fluorogén markerek

Az €16 rendszerek optikai képalkotassal torténd vizsgalata
elésegiti a sejtes folyamatok mélyebb megértését, mivel mi-
nimalisan vagy egyaltalan nem invaziv jellege lehetdvé teszi
azok tanulmanyozasat akar él6 szervezetekben is. Uj gene-
tikai és anyagcsereutak, illetve gyogyszermtikodési mecha-
nizmusok feltarasaval az élésejtes képalkotasi modszerek a
gyogyszerkutatasban is jelentds szerepet kaphatnak. Az el-
mult évtizedek erdfeszitései jelentds hardverszintii fejlesz-
téseket eredményeztek a fluoreszcens mikroszkopiaban,
amelyek forradalmasitottak az optikai képalkotas teriile-
tét.>¢ Az Gjonnan megjelent determinisztikus és sztochasz-
tikus szuperfelbontastt mikroszkopids (SRM) moddszerek
lehetdvé teszik a sejtszerkezetek nativ kornyezetiikben valo
vizualizalasat, korabban soha nem latott részletességgel. A
legujabb hardverfejlesztések teljes kiaknazasa és az dssze-
tettebb kérdések megvalaszolasa érdekében azonban sziik-
séges a szuperfelbontasi mikroszkdpias modszerek no-
vekvé igényeinek kielégitése a kémia oldalardl is. Ezek az
igények hataroztak meg a fluoreszcens markerek teriiletén
az utobbi évek kutatasi iranyait, hiszen a fluoreszcens képal-
kotas egyik legnagyobb korlatja ma leginkabb a megfeleld
jelzoévegyiiletek hianyaban rejlik. Még az olyan markerek
esetében is, melyek idedlis fotofizikai tulajdonsagokkal ren-
delkeznek — mint példaul nagy molaris extinkcios egyiitt-
hato, fluoreszcencia-kvantumhatasfok vagy a fotostabilitas
—ajel-zaj aranyt gyakran rontja az endogén fluoroforok (pl.
NADH, flavinok, porfirinek, aromas aminosavak stb.) al-
tal keltett fluoreszcencia.”* Az ilyen, Gn. autofluoreszcencia
okozta zavaro hatasok kezelésére megoldast jelenthetnek a
nagy Stokes-eltolddassal rendelkezd festékek, mivel a ter-
mészetes fluoroforok gerjesztési €s emisszids maximumai
nagyon kozel esnek egymashoz. Ugyancsak hatékonyan
csokkenthet6 az autofluoreszcencia olyan festékek alkalma-
zéasaval, amelyek gerjesztési savja a vords, tavoli vords vagy
kozeli infravords tartomanyba esik. Az autofluoreszcencia
csokkenése mellett ez azért is elényds, mert a hosszabb
hullamhosszti fénnyel mélyebben elhelyezkedd biologiai
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struktarak is tanulmanyozhatok. Tovabba, a vords tarto-
manyban kibocsatott fénynek nincs DNS-karositd hatasa,
igy a citotoxicitas is jelentésen csdokken. A megfeleld jel/zaj
arany elérése szempontjabol tovabbi kihivast jelent, hogy a
szintetikus jelzévegyiiletek nem-specifikus adszorpcidjuk
miatt jelentds hattérfluoreszcenciat okozhatnak, ami ugyan-
csak az érzékenység ¢és a felbontoképesség csokkenését
eredményezi. Bar ez a probléma tobb mosasi ciklussal mér-
sékelhetd, ez azonban iddigényes, igy jelentdsen késlelteti a
mikroszkopos adatok feldolgozasat, és megakadalyozza a
vizsgalt biomolekuldk azonnali detektalasat kozvetleniil a
jelolési reakciok utan. Ez kiilondsen kritikus példaul rovid
lebomlasi id6vel rendelkezd fehérjék esetében. A probléma
orvoslasara kivaloéan alkalmasak az Gn. fluorogén jelzdve-
gytletek.'*1¢ Az ilyen tipusu markerekre az jellemz6, hogy
szabad allapotukban detektalas hullamhosszan nem, vagy
csak alacsony intenzitassal fluoreszkalnak, a specifikus li-
gacios reakciot kovetden viszont nagysagrendekkel megnd
az emissziojuk intenzitdsa. A fluorogén vegyiiletek koziil
kiemelkedd fontossagtiak az olyan bioortogonalis funkci-
0s csoporttal rendelkezd szdrmazékok, melyekben maga
a bioortogonalis funkcios csoport felelds a fluoreszcencia
kioltasaért. A specifikus, bioortogonalis reakciot kdvetden
viszont ez az emisszidt tompitd hatas megsziinik és a fluo-
reszcencia intenzitasa akar tobb nagysagrenddel is novek-
szik. A bioortogonalis funkcioéscsoportok koziil, megfeleld
tervezés esetén hatékony tompitd hatas érhet6 el az azid és
a tetrazin motivummal.

2.1. Két bioortogonalis egységgel modulalt
markerek

Kezdeti kisérleteink a vords iranyba tolt emisszioju fluorogén
vegyliletek pl. azidcsoporttal kapcsolt fluoreszcens vazak
eléallitasara iranyultak, amelyek nagy Stokes-eltolodéassal
rendelkeztek. Az ezekkel a markerekkel végzett elméleti
vizsgalatok egy 1j, rotacioalapt kioltasi mechanizmust tar-
tak fel azokban az esetekben, amikor az azid kozvetleniil
kapcsolodott a fluoreszcens vazhoz.'” Megallapitottuk, hogy
az azidcsoport rotacidja kovetkeztében lehetévé valik a két
legalacsonyabb gerjesztett allapot kozotti belsd konverzio,
vezet. Az azidcsoport bioortogonalis reakcidban torténd
atalakitasat kovetden mar nem lehetséges a két gerjesztett
allapot kozotti belsé konverzio, igy a relaxacio a fény elnye-
Iése kovetkezében elsddlegesen kialakuld allapotbol torté-
nik, fotonemisszidval. Ugyanakkor, ha ezt a kioltdsi mecha-
nizmust kiterjesztett m-konjugacioval, azaz vords iranyba
eltolt gerjesztési maximummal rendelkezé vegyiiletekre
alkalmaztuk, a rotacidalapu kioltas kevésbé bizonyult ha-
tasosnak."® Vizsgaltuk annak lehet6ségét, hogy tobb kiolto-
csoport vajon eredményesebben oltja-¢ ki a fluoreszcenciat.
Feltételeztiik, hogy az ilyen, két azidcsoportot tartalmazod
fluorogén vegyiiletek egy bifunkcionalizalt célplatformmal
torténd klikk-reakcioban olyan ciklikus termékeket adnak,
melyek korlatozott konformacios szabadsaguknak kdszon-
hetden tovabbi fluoreszcencia novekedést eredményeznek
akar m-kiterjesztett vazelemek esetén is. Hipotézisiinket egy

bisz-azido-benzotiazolil-kumarin vazelemen teszteltiik, és
tanulmanyoztuk annak fluorogén viselkedését kiilonb6zo
bisz-ciklooktinilezett peptidszekvencidkkal szemben.'” Az
elméleti szamitasok ravilagitottak a keletkez6 ciklikus kon-
jugatumok méretének jelentdségére, mivel a végtermékek
fluoreszcenciaja nagymértékben filiggott a keletkezd cikli-
kus termék konformacidjatol. Ezen eredmények hatasara
ugyanezt a stratégiat alkalmaztuk kiilonb6z6 zold, valamint
sarga tartomanyban gerjeszthet6 cianinokra is.?° Mas fluoro-
gén cianinokhoz képest ezek a kettdsen-kioltott rendszerek
figyelemre méltod fluoreszcencia-intenzitas novekedést mu-
tattak ciklikus festék—peptid konjugatumok képzddésekor.
Késobb az azid helyett a tetrazin bioortogonalis funkcio
alkalmazasara tértiink at, ami lényegesen gyorsabb jeldlési
reakciokat tett lehetévé.? Az optimalizalt bisz-ciklookti-
nilezett peptiddel valo reakcio soran tizszeres fluoreszcen-
cia-novekedést figyeltiink meg. Bar e vegyiiletek szamos
elonyds tulajdonsaggal rendelkeztek mind a fluorogenicitas,
mind a spektralis maximumok tekintetében, gyakorlati al-
kalmazédsuk szamos biotechnoldgiai nehézségbe {itkozik.
Ezért alternativ megoldasokat kerestiink arra, hogy a voros
tartomanyban abszorbeald, hatékony bioortogonalisan kont-
rollalt fluorogenicitassal rendelkezd vegyiileteket allitsunk
eld. Felismertiik, hogy a bioortogonalis kioltd csoportokra
éptild megkozelités korlatait Gigy lehet athidalni, hogy a ki-
oltocsoportok szamanak novelése helyett a kioltasi mecha-
nizmusokat kombinaljuk a bioortogonalis kontrollal. Ez a
megkozelités lehetdséget teremtett a célfehérjék rutinszeri
alkalmazasara, amelyek esetében csupan egyetlen bioorto-
gonalis aminosav beépitése sziikséges.

2.2. Elektronikusan kontrollalt fluorogenicitas

Els6 ilyen megkozelitésként egy széles korben hasznalt,
membranpermeabilis, szuperfelbontast mikroszkdpidra is
alkalmas NIR festékvazat vizsgaltunk. A szilikorodamin
(SiR) vaz nagy fotostabilitasa ¢és fényessége mellett arrol
is ismert, hogy fluoreszcencidja a kdzeg polaritasa altal
befolyasolt zart ¢és nyilt forma kozotti egyensulytol fligg.
Az ezen az egyenstlyon alapulo szerkezeti fluorogenicitast
kivantuk tetrazin csoport beépitésével modulélni, igy a bio-
ortogonalis reakcidban bekovetkezd elektronikus valtoza-
sokkal befolyasolni (1. abra). Ennek érdekében kiilonbozd
tetrazinnal moédositott SiR szarmazékokat allitottunk el6,
majd vizsgaltuk fluorogén viselkedésiiket. Oromiinkre,
20-40-szeres fluoreszcenciandvekedést figyeltiink meg,
ami akkoriban ebben a hullimhossztartomanyban kivéte-
lesnek szamitott.”> Ugyancsak ezt a tetrazinok és fesziilt
gyuris dienofilek kdzdtti inverz elektronigényii Diels-Alder
(iIEDDA) reakco altal kivaltott ciklizacios (spirolaktoniza-
cids) egyensuly-eltolodast hasznaltuk fel egy dnoxidalodo
fluorogén vegyiilet tervezésekor. A fentiazinok ismertek
arrol, hogy fénybesugdrzas hatasara képesek 'O,-t gene-
ralni. Az igy létrejovo reaktiv oxigénszpecieszek oxidaljak
a fenotiazinokat, ami szulfoxid vagy szulfon termékekhez
vezet, amelyek a kiinduld vegyiilethez képest lényegesen
eltéré spektroszkopiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. A
fentiazin motivum jelen van a rodafentiazinokban is, ame-
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lyek szintén képesek a spirolakton (zart) — ikerion (nyilt)
egyensuly kialakitasara. Elképzeléstink szerint az erdsen
elektronhidnyos tetrazin beépitése eldsegiti az egyensuly
eltolasat a zart forma felé, és ezaltal jelent6sen lecsokkenti
a kromofor 'O: szenzitizaldé képességét. Vizsgaltuk, hogy
valoban megfigyelheté-e kiillonbség a rodafentiazin tetra-
zin, és piridazin (klikk-termék) formaja kozott és markans
kiilonbséget figyeltiink meg (20% vs. >90%) azok szulfoxi-
dokké alakulasaban. Ezen tulmenden jelentds kiilonbséget
tapasztaltunk a tetrazin és az klikk-termék abszorpcios és
emisszios tulajdonsagaiban. Mig a tetrazin abszorpcios
maximuma 610 nm-en volt alacsony intenzitasu 740 nm-

es emisszids csuccsal, a klikk-termékbdl szarmazo szul-
foxid termék intenziv abszorpciot €s emisszidt mutatott 550
nm-en, illetve 600 nm-en. A tetrazin és az oxidalt iEDDA
formak atfedd abszorpcidja lehetéve tette, hogy a konfoka-
lis mikroszkdp 552 nm-es beépitett 1ézerével oxidaljuk a
klikk-terméket, és ezt kdvetden gerjessziik a szulfoxid in-
tenziv fluoreszcenciajat. Ugyanakkor a nem reagalt tetrazin
szarmazék nem jarult hozza jelentdsen a fluoreszcencidhoz
még annak kismértékli oxidacidja utan sem, igy lehetdvé
valt a mosasmentes jelolési eljaras alkalmazasa. S6t, az in
situ képz6dott fluoreszcens forma STED mikroszkopidban
is hasznalhat6 volt.”

Bioortogonalis reakcio

Nyilt, fluoreszcens forma

Szuperfelbontas( mikroszkopia

Zart, nem-fluoreszcens forma

 —

1. Abra. A bioortogonalis reakcié hatdsa rodaminszarmazékok szerkezeti fluorogenicitasara. A bioortogonalis reakcié kovetkeztében eltolodik
a fluoreszcens (nyilt) és a nem-fluoreszcens (zart) formak kozotti egyensily

2.3. Kettés fluorogenicitas

A fenti példakban a tetrazin klikk-reakciojanak kovetkezté-
ben bekdvetkez6 elektronikus valtozasokat hasznaltuk ki,
hogy a fluorogenicitas a bioortogonalis reakci6é kontrollja
alatt alljon. Egy masik megkdzelités soran viszont olyan
kettésen fluorogén jelzévegyiiletet terveztiink, amelyben
két egymastdl fiiggetlen kioltomechanizmussal terveztiik
elérni a nagyobb mértékii fluorogenicitast. Ebben az eset-
ben a tetrazint egy tiazol-narancs DNS-interkalator fes-
tekvazhoz kapcsoltuk. A jelzdvegyiilet kettds fluorogén
tulajdonsagainak vizsgalata sordn bebizonyosodott, hogy a
fluoreszcencia maximalis intenzitdsa abban az esetben fi-
gyelheté meg, ha egyszerre teljesiil a két, kioltasért felelds
mechanizmus megsziinése, azaz a tetrazin bioortogonalis
reakcioban valo atalakitasa és a rotacié megszinése DNS-
sel valo kolcsonhatas soran. E kettds fluorogén jelleget €16

sejtekben is vizsgaltuk, melyek bioortogonalizalt DNS-k&to
fehérjéket expresszaltak. Az igy mddositott sejtek erds fluo-
reszcenciat mutattak, amely megfelelt a fehérjék lokalizaci-
Ojanak a kettds fluorogén markerrel valo reakcio kovetden.
Ezzel szemben a hasonléan bioortogonalizalt citoszolikus
fehérjék jelolése nem eredményezett fluoreszcencia-nove-
kedést, mivel ott nem teljesiilt a DNS-sel torténd kolcson-
hatas feltétele (2. abra).**

2.4. Energiatranszferrel modulalt fluorogenicitas

Behatoan tanulmanyoztuk a tetrazin altal kifejtett kioltasi
mechanizmust. Fenoxazin- és cianin vazelemeket kapcsol-
tunk tetrazinhoz fenilén vagy vinilén linkeren keresztiil 2
A spektralis tulajdonsagok alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy a fenilén-linkeren keresztiili kapcsolas esetén a rota-
cié korlatozottsaga elektronikus lekapcsolast eredményez
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a két egység kozott, ami a kotésen keresztiili energiaatvi-
tellel (Through-bond energy transfer, TBET) teszi lehetdvé
a fluoreszcencia kioltasat. Vinilén-linkeren keresztiili kap-
csolas esetén azonban az abszorpcids és emisszids maximu-
mok jelentés vords eltolodasa a tetrazin és a fluorofor kon-
jugalt kapcsolatat jelezte, ami mas kioltasi mechanizmust
valosziniisitett. Rdadasul ez a megoldas hatékonyabb kiol-
tast eredményezett, mint a TBET. A tetrazin altal kioltott
Cy3 vazelemek alapos vizsgalata — direkt, illetve fenilén-
vagy vinilén-linker alkalmazasakor — azt mutatta, hogy
kozvetlen vagy vinilén kapcsolt konjugacid esetén a tetra-
zin belsé konverzioval oltja ki a fluoreszcenciat. Elméleti
vizsgalatok szerint a fénnyel vald gerjesztés soran ilyenkor
az S, (LUMO+]) allapot alakul ki, amely a vizsgalt kromo-
forok m—m* atmenetének felel meg az oszcillatorerésségek
alapjan. A LUMO+1 — HOMO éatmenet nagy valoszint-
sége viszont ellentmond a kioltott fluoreszcencianak, ami
gyors bels6 konverzidt jelez egy sotét allapotba. Ezt a sotét
allapotot azonositottuk S,-ként (LUMO), amely a tetrazin
n—n* (HOMO-1 — LUMO) 4tmenetének felel meg.

-
o

i

E
iy
po
|
=l
=
=

=]
w0
=
o]

QLaNEAL A1 + SEIE

2. Abra. Kettdsen fluorogén jelz6vegyiilet. A) A tiazol-narancs
fluoreszcenciajat a belso konverzid (tetrazin) és a vazon beliili szabad
rotacio is kioltja. B) A kettdsen fluorogén jelzévegyiilettel kezelt
bioortogonalizalt citoszolikus fehérjéket (TOMM?20 és vimentin)

¢és magfehérjéket (H2B és LaminA) expresszalo sejtek konfokalis
mikroszkopos képe.

Eredetileg ezt a belsd konverzion (IC) alapuld kioltast vi-
nilén-linkerrel kapcsolt tetrazin—kumarin rendszereknél
irtuk le, ahol rendkiviil hatékony kioltast tapasztaltunk az
S, és S, allapotok jelentds energiakiilonbségének kdszonhe-
téen. Cianinok és egyéb, kiterjesztett p-rendszerrel rendel-
kez6 vazak esetében azonban az S, ¢és S, allapotok energiai
nagyon kozel allnak egymashoz, igy reverzibilis atmenetek
lehetségesek a két gerjesztett allapot kozott, ami kevésbé
hatékony kioltast eredményez.”’ Ez egyrészt magyarazza,
hogy miért fluorogénebbek a konjugalt Cy3—tetrazinok,
mint a TBET-alapu markerek, masrészt felfedi az IC-alapt
kioltasi mechanizmus hullamhossz korlatait is. Mivel elfo-
gadtuk, hogy a tetrazinok kioltoképessége a kék—zold tar-
tomanyban emittdldo vazak esetén a leghatékonyabb, egy
koncepcionalisan eltérd fluorogén megoldast javasoltunk.
E megoldasi javaslat alapjan tervezett jelzévegyiiletekben
egy ultra-fluorogén vinil-tetrazinnal kapcsolt kumarint sar-
ga (Cy3) vagy voros (CyS5) tartomanyban emittald vazakhoz
kapcsoltunk. Feltételeztiik, hogy ezekben a rendszerekben
a tetrazin-kumarin bioortogonalis kontroll alatt all6 ult-
rafluorogén jellege Forster-tipust energiatranszfer (FRET)
révén atadodik a cianinnak, mint energia-akceptornak, igy
végs6 soron sarga/vords fluorogenicitast eredményezve (3.
abra). Ez az energiaatadaon alapuld kapcsolomechanizmus
valdban jobb fluorogenicitast adott (akar 16-szoros ndve-
kedést a Cy3 akceptor esetében), illetve megndvekedett
fotostabilitast és nagy latszélagos Stokes-eltolodast ered-
meényezett, ami alacsony hattérfluoreszcenciat tett lehetd-
vé mosasmentes bioortogonalis jeldlési kisérletekben, €16
sejtek intracellularis strukturain.?® A tetrazin altal kioltott
cianin probakkal 6sszehasonlitva arra jutottunk, hogy a
kromofor diddok sokkal kevesebb hattérjelet produkaltak.
Emellett ezek a tobbkromofdéros rendszerek jobb fotofizi-
kai tulajdonsagokkal rendelkeztek, mint az egyedi kompo-
nensek. A donor—akceptor kdzotti nem-radiativ energiaa-
tadasbol fakado nagy latszolagos Stokes-eltolodas lehetové
tette a gerjesztési és emisszids savok teljes szétvalasztasat,
megsziintetve az 6nabszorpciot vagy a szorédasbol eredd
detektalasi hibakat. Ezek az energiaatviteli diddok az alap
tetrazin-kumarinnal egyiitt alkalmazva, haromszinii képal-
kotast tettek lehetévé intracellularis célpontokon, egyetlen
gerjesztési forrassal és kiilonalld emisszids ablakokkal,
melynek koszonhetéen csokkent gerjesztési kromatikus
aberracio érhetd el. A megnodvekedett fotostabilitas lehe-
tové tette a hosszabb vagy intenzivebb besugarzast, amit
a bioortogonalisan aktivalhatdé FRET diadok segitségével
szubdiffrakcios képalkotasban (STED mikroszkopia) ki is
hasznaltunk.
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3. Abra. Az energiaatvitellel atalakitott fluorogenicitas. A) Az energia
donor kiemelked6en fluorogén Kum-Tet és a vele FRET rendszert képezd
cianin jelzévegyiiletek spektralis valtozasai bioortogonalis reakcioban.
B) A vegyiiletek szerkezeti képletei.

3. Bioortogonalisan aktivalhato fotolabilis
véddcsoportok

Az elmult években egyre nagyobb a jelentdsége az olyan
kutatasoknak, melyek fénnyel lehasithatd vegyiiletek eld-
allitasat célozzak. Ezek a fotolabilis véd6csoportok (pho-
tolabile protecting group, PPG) lehetoveé teszik pl. terapias
hatéanyagok fénnyel torténd felszabaditasat, megnyitva ez-
zel az utat un. fotoaktivalt kemoterapias eljarasok felé, ahol
a fény kival6 tér- és idébeli kontrollja mellett aktivalhatok
a hatoanyagok.?-2 Ezekre a fotoaktivalhatdé kemoterapeu-
tikumokra jellemzo, hogy a véddécsoporttal valé mddositas
soran a gyogyszervegyiilet ideiglenesen elvesziti biologiai
hatasat. A tumor kdrnyezetébe juttatva, majd megfeleld hul-
lamhosszu fénnyel besugarozva ezeket a konjugatumokat, a
véddcesoport lehasaddsaval a gydgyszervegyiilet visszanye-
ri biologiai aktivitasat. Jol lokalizalhaté tumorok esetében
igy megvalosithato a terapias szerek lokalis felszabaditasa,
a hatasuk ideiglenes blokkolasa altal pedig lehetséges a te-
rapias indexiik javitasa is. Mas a helyzet szétszortan elhe-
lyezkedd, nem lokalizalhatd, tobbszords tumorok esetében.

Itt nem hasznalhatjuk ki a fény kivald térbeli kontrollalo
tulajdonsagat, hacsak nem sikertil elérniink, hogy kizarolag
a célsejtekhez (pl. tumorsejtek) specifikusan kapcsolddott
veéddcsoporttal ellatott hatdoanyagok reagaljanak a fényre.
Ennek lehetségét vizsgaltuk meg, amikor a bioortogonali-
san aktivalhato fluorogén jelzévegyiiletek analdgiajara bio-
ortogonalisan aktivalhatd fényérzékeny véddcsoportokat
akartunk eléallitani. A tervezés soran feltételeztiik, hogy a
fluoreszcencia és a fotodisszociacid ugyanabbdl a gerjesz-

tett allapotbol torténik.

A
OH
OLG __N
Sl O
S N”
é
Et,N 0" Yo BCN Et,N
HO
@kék fény kék fény
B

besugarzas kék fénnyel (488 nm, 5 s)

elétte utana elétte utana

cPPG-Rodol TPP-BCN + cPPG-Rodol

4. Abra. Bioortogonalisan aktivalhato, feltételes fotoaktivalhatosag.

A) A viniltetrazin bels6 konverziéval hatékonyan sziinteti meg a
fényabszorpcio hatasara keletkezd gerjesztett allapotot, igy nem torténik
meg a fotolitikus hasitas. A bioortogonalis reakciot kovetden e kioltd
hatas megsziinik és kék fényre bekovetkezik a fotolizis. B) A feltételes
fotoaktivalhatosag €16 sejtekben, egy fluorogén festék fotolizisén
bemutatva; bal: ciklooktin hidnyaban, jobb: ciklooktin jelenlétében.

3.1. Belso konverziéval modulalt fotolabilis
védocsoportok

Els6ként a kumarin tipust fényérzékeny véddcsoportok
gerjesztési hullamhosszat befolyasolo tapasztalatainkat, il-
letve a vinil tetrazin motivum segitségével megvaldsithato,
a gerjesztett allapot hatékony, belsé konverzidval torténd
relaxaciojat eredményez0 hatasat aknaztuk ki. Az eldalli-
tott, vinil tetrazinnal modulalt kumarin tipusu fotolabilis
védocsoporttal végzett kisérleteink soran igazoltuk, hogy
a tetrazin hatékony kioltasanak koszonhetéen a megfeleld
hulldmhosszu fénnyel valo besugarzas soran nem torténik
meg a fotodisszociacios 1épés.>* A tetrazin Diels-Alder reak-
cidjat kovetden viszont, a kioltdmechanizmus megsziinését
¢és a fotoreszponzivitas visszanyerését kovetéen kék-fény-
nyel (488 nm) besugarozva a vegyiileteket, megtortént a
modellvegyiiletek felszabadulasa. Ezt a bioortogonalis re-
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akeiotol fiiggo feltételes fotoaktivalhatdsagot (conditionally
activatable PPG, cPPQ) ¢l sejtekben is bizonyitottuk, egy
fluorogén vegyiilet felszabaditasaval (4. abra).

Ezek az eredmények olyan 1) kutatasi irany alapjait fektet-
ték le, mely segitségével megvalosithato a feltételesen foto-
aktivalhato kemoterapia. A klinikai transzlacidhoz azonban
sziikséges olyan kihivasok megoldéasa, mint a feltételes fo-
toaktivalhatosag nagyobb hullamhosszl fénnyel aktivalha-
to véddcsoportokra valo atiiltetése, vagy a komplementer
bioortogonalis csoportok szelektiv célbajuttatasa, esetleg
szelektiv aktivalasa a célsejtekben.

3.2. Bioortogonalis kotéshasitassal modulalt
fotolabilis védécsoportok

A fluorogén jelzévegyiiletek tervezése soran szerzett ta-
pasztalataink alapjan tudjuk, hogy a belsé konverzion ala-
puld kioltas csak az UV/kék tartomanyban gerjeszthetd,
ke’k/zéld tartom{myban emittélé vazak esetében eredmé-
l6giai alkalmazas szempontjabol kivanatosabb zold/voros
tartomanyban gerjeszthetd kromofor vazak estében ezért

nem fotoreszponziv fotoreszponziv
PPG-SN38 PPG-SN38

a onfelaldozé linker
i1 HO

%’o 'I‘\/\Nﬁ\oou
e

rTCO-PPG-SN38

alternativ megoldast kellett keresniink. Olyan megoldast
javasoltunk, ahol a bioortogondlis motivum funkcidjat ;-
radefinialtuk. Reméltiik, hogy e moédositott szerepkor képes
athidalni a tetrazin-alapu kioltas voros/NIR-tartomanyban
megfigyelhetdé korlatait. Bioortogonalisan generalt Kki-
non-metidekkel kapcsolatos kutatisainkra’* épitve vizs-
galtuk, hogy a bioortogonalis klikk reakciokon alapuld
kotéshasitasi reakcidk (click-to-release, c¢2r)*3¢ alkalmaz-
haték-e fenolos tavozdcsoportot képviseld fotolabilis vé-
décsoportok esetében. Ehhez, a kutatocsoportban nemrég
kifejlesztett xanténium-tipustt PPG-k*’ koziil a fenolos au-
xokromot tartalmazo rodol-analogot (X540) valasztottuk.
Megallapitottuk, hogy az X540 fotolabilis védécsoport oxi-
génatomjanak bioortogondlis (c2r) reakcidban eltdvolithato
szubsztituenssel torténd mddositasa teljesen inaktivva teszi
a rendszert, azaz 540 nm-es besugarzas hatdsara nem ko-
vetkezik be a kapcsolt hatéoanyag felszabaduldsa, mivel a
moddositas a kromofor vazat egy szintelen forma iranyaba
tolja. A bioortogonalis reakcioban eltavolithatd szubszti-
tuens lehasadédsat kdvetden viszont visszakapjuk a fényre
reagalni képes, fotoreszponziv szines (oxo) format, melyet
z6ld fénnyel besugarozva a hatéanyag immar felszabadul
(5. abra).*®

kémiailag
inaktivalt SN38

JIRN

zold LED énfelaldozé linker o
H OIM CN \ B
e (o} - N\ / o
z 5 N N~«0 N £
\2\. \ HOTR. O
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SN38

on "7 \8 Aw?io, O @#w@o@ _d, OD
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5. Abra. Bioortogonalis kétéshasitason alapul6 feltételes fotoaktivalhatosag. A) A rodol PPG fotoreszponzivitasa kiolthatd egy bioortogonalis reakcioban
eltavolithato szubsztutuenssel. B) Az aktivator tetrazin (Tz) jelenlétében lejatszodo kotéshasitasi kaszkad eredményeként a PPG ujra fotoreszponziv lesz.

E szubsztituciofiiggd, bioortogonalisan szabalyozott fo-
toaktivalason alapuld koncepciot sejtes kornyezetben is
megvaldsitottuk, ahol mind a c2r reakciét elinditd bioorto-
gonalis reagens, mind a fény jelenléte sziikséges volt a ha-
téanyag, a topoizomeraz-inhibitor SN38 felszabaditasahoz.

Jelenleg vizsgaljuk tovabbi tervezési stratégiak alkalmaz-
hatosagat, hogy a feltételes fotoaktivalhatosag koncepci-
ojat fenolos oxigént nem tartalmazd, vords tartomanyban
gerjeszthetd fotolabilis véddcsoportokra is kiterjessziik.
Ugyancsak vizsgaljuk fényre aktivalhatdé bioortogonalis
funkcids csoportok kialakitasi lehetdségeit, hogy igy érjiik

el a hatébanyagok idében ¢€s térben preciz felszabaditasahoz
sziikséges kettds, kémiai és fizikai kontrollt.
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Bioorthogonally modulated photoresponsive systems for chemical biology applications

Over the past two decades, chemical biology has emerged as an
interdisciplinary field situated at the interface of chemistry and
life sciences.! In contrast to biochemistry, which focuses on the
chemistry and regulation of biomolecules, this relatively young
discipline employs chemical tools to investigate biological sys-
tems. Studying the molecules that constitute living systems di-
rectly in their native cellular environment presents a considerable
challenge, underscoring the importance of chemical biology, as
its toolkit enables the selective, even site-specific modification of
chosen biomolecules. In this context, highly selective and efficient
biocompatible reactions between chemically and biologically in-
ert, non-perturbing non-native functional groups better known as
bioorthogonal reactions are of central importance, as they allow
the selective, site-specific modification of biomolecules within
living organisms.>* The visualization of biomolecules in their na-
tive context, as well as the imaging-assisted elucidation of com-
plex biological processes, represents a major focus in chemical
biology.*® Achieving this requires highly selective, often site-spe-
cific labeling strategies. Such challenges are effectively addressed
by bioorthogonal chemistry, particularly when combined with
modern synthetic biology approaches. Today, combination of bi-
oorthogonal reaction pairs enables the selective incorporation of
multiple labels into defined molecular targets, facilitating multi-
color and/or multimodal imaging. In parallel, the development of
probes tailored to the stringent requirements of super-resolution
microscopy has significantly expanded the range of biological
questions that can be addressed. These next-generation probes
support highly sensitive, low-background (i.e., offering dimin-
ished auto- and background fluorescence), single- and multipho-
ton imaging of biomolecules and dynamic events in living sys-
tems at spatial resolutions approaching the size of the molecular
targets themselves.

Fluorogenic probes that become emissive upon undergoing a bi-
oorthogonal reaction have received significant attention in recent
years as they offer much better signal-to-noise ratio due to signif-
icantly reduced background fluorescence.''¢ A central trend in
bioorthogonal reaction—assisted labeling has therefore been the
development of probes whose fluorescence is directly controlled
by the bioorthogonal functional group itself. Among the various
bioorthogonal functional groups capable of imparting fluorogen-
ic behavior, tetrazines have proven particularly influential due to
their well-documented quenching properties. Numerous studies
have demonstrated the utility of tetrazine-mediated quenching,
however, these also reveal a key limitation: the efficiency of tetra-
zine-based quenching decreases sharply as fluorophore emission
shifts toward the biologically preferred red region of the spec-
trum. This drawback has motivated the search for strategies to
enhance the fluorogenicity of tetrazine-modulated red-excitable
probes.

Early efforts by our research group included the installation of
two tetrazine units onto fluorophores.?' Although conjugation of
these probes to doubly cyclooctynylated peptide tags fused to tar-
get proteins afforded improved fluorogenic response, likely due to
the formation of conformationally constrained cyclic structures
upon the bioorthogonal ligation step, the synthetic and biologi-
cal complexity of the dual-tagging strategy limited its broader
application. Subsequent approaches combined tetrazine-based
bioorthogonal reactivity with structural-change induced fluoro-
genic mechanisms, yielding more substantial improvements. For
example, a vinyltetrazine-appended 2'-carboxy silicorhodamine
exploited a polarity-sensitive equilibrium between a fluores-
cent zwitterionic and a non-emissive spirocyclic form. Here, the
electronic change accompanying the inverse electron-demand
Diels—Alder (iIEDDA) reaction of the tetrazine shifted the equi-
librium to the emissive state, resulting in significantly enhanced

fluorescence turn-on (over 20-fold) (Figure 1).>* A related concept
was applied to rthodaphenothiazines, where tetrazine ligation in-
creased the chromophore’s ability to sensitize singlet oxygen, ul-
timately triggering self-oxidation to yield an intensely fluorescent
product (over 200-fold turn-on).?

Environmentally responsive fluorogenic behavior is also well
known in DNA intercalator frames such as thiazole orange, which
is non-fluorescent in aqueous media due to rapid rotation about
its central methine bridge. We introduced a tetrazine-modified
thiazole orange probe (TOT) that combines rotational quenching
with tetrazine-based quenching, creating a double fluorogenic
system. In this design, both DNA intercalation and the bioorthog-
onal iIEDDA ligation are required to achieve full fluorescence
activation yielding over 200-fold increase. Using HaloTag fused
proteins labeled with cyclooctyne-functionalized substrates
(Halo-BCN), we demonstrated that TOT selectively lights up only
when anchored to DNA-binding proteins in the nucleus, where-
as labeling cytosolic proteins alone does not elicit fluorescence
(Figure 2).2¢

More recently, efforts to improve fluorogenicity in the red spectral
region have led to the relayed fluorogenicity strategy. In this ap-
proach, the excellent fluorogenic characteristics of blue-escitable
coumarins are transferred to orange/red-emitting cyanine dyes
through Forster resonance energy transfer (FRET), resulting in
substantially enhanced fluorogenic turn-on and improved signal-
to-noise ratios in live-cell imaging (Figure 3).

In addition to fluorescent probes, the significance of light-cleav-
able protecting groups has also grown considerably, particularly
in the context of transient inactivation and on-demand, light con-
trolled activation of chemotherapeutic agents.?*3> These photola-
bile groups enable the controlled release of therapeutic agents by
light, paving the way for photoactivated chemotherapy, in which
drug activation can be regulated with high spatial and temporal
precision. Upon conjugation with a protecting group, the active
drug is temporarily rendered inactive. Following accumulation in
the tumor environment and irradiation with appropriately tuned
light, the protecting group is cleaved and therapeutic activity is
restored. This approach is highly effective for well-localized tum-
ors. However, for dispersed or difficult-to-localize tumors, spatial
control by light alone is insufficient, unless only conjugates that
specifically associate with target cells respond to illumination. To
address this challenge, we explored whether the design principles
of bioorthogonally activatable fluorogenic probes could be ex-
tended to photosensitive protecting groups, enabling bioorthogo-
nally activatable photolabile systems. Assuming that fluorescence
and photodissociation originate from the same excited state, we
drew upon our earlier work on tuning the excitation wavelengths
of coumarin-based photolabile groups and on the efficient excit-
ed-state relaxation induced by vinyl-tetrazine moieties. In cou-
marin-based photolabile groups modulated by vinyl tetrazine, we
demonstrated that tetrazine quenching suppresses photodissocia-
tion at the irradiation wavelength. After the tetrazine undergoes a
Diels—Alder reaction, quenching is relieved, thus photoresponsiv-
ity is restored and illumination with blue light, effectively releas-
es the payload. We confirmed this bioorthogonal reaction condi-
tioned photoactivation concept in living cells by demonstrating
light-triggered release of a fluorogenic molecule (Figure 4).%

Very recently we leveraged bioorthogonal cleavage reactions to
modulate the photoresponsivity of a rhodol-type of photolabile
protecting group. We demonstrated that both the bioorthogonal
reaction and green light irradiation is necessary to release and
activate a topoisomerase inhibitor drug, SN38 (Figure 5).3
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Kutatasok a nemlinearis kémia teriiletén és alkalmazasok
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1. Bevezetés

A BME Onrendezddés és Onszervezddés Kutatocsoport
régota foglalkozik az irodalombdl ismert diffizio-kontrol-
lalt, oratipust és pH-oszcillacids reakciok tanulmanyoza-
saval és esetleges felhasznalasi teriileteivel kémiai insta-
bilitast okoz6 iddbeli és/vagy térbeli dnrendezddésben (pl.
arany nanorészecskék kialakulasa és aggregacioja vagy
zeolittipusu szerves-fémkoordinaciés vazszerkezetek ki-
alakitasa ¢és morfologidjanak, atlag részecskeméretének
tanulmanyozasa). Kutatasainak fébb célkitiizései kozott
szerepel, hogy id6ben ,programozhatéan” valtoztathato
pH-kdrnyezettel iranyitottan tudjak befolyasolni a csatolt
onrendezddési folyamatok soran keletkezo részecskék goc-

crer

A nemlinearis kémiai dinamika témakorébe tartozo jelen-
ségesoportok (példaul oszcillacios reakcidk, periodikus
csapadékmintazatok, kémiai hulldmok) kutatasa az elmult,
kozel 60 év soran jelentds eredményeket mutatott fel mind
a kinetikai modellek megalkotasaban, mind a jelenségek
mélyebb megértésében. A széleskorii érdeklédés ezen tudo-
manyteriilet irant elsdsorban az Gj kisérleti ¢s szamitogépes
technikak fejlodésének is koszonhetd. Alkalmazasi lehe-
tdségeirdl viszont csak az utdbbi 10 évben talalunk példat
az irodalomban. Ezen torekvéseket erdsitette tobbek kozott
Orban Miklés és Irving R. Epstein munkassaga is, akik egy
stabilan miikddd autonéom pH-oszcillator segitségével haj-
tottak meg egy masik, 6nmagaban oszcillaciora képtelen
kémiai rendszert.!

Az oszcillalo vagy masnéven idében periodikusan valto-
76 jelenségeket régdta ismerik és tanulmanyozzak mind a
fizikaban, a biolégiaban és a csillagaszatban is. Elég csak
példaul egy rugd harmonikus rezgdmozgasara, vagy az
elektromos rezgdkorokben fellépd aram és fesziiltség osz-
felhozhato a természetes bioritmus vagy az egyes allatfa-
jok populacié dinamikaja is. Nem véletlen, hogy a kémiai
oszcillacio leirasara az egyik legismertebb és elfogadottabb
Lotka—Voltera modell?? éppen biologiai példat hozz fel, ne-
vezetesen a ,,ragadozd-préda” jelenséget, ahol egy izolalt

crer

ban az egyedszam id6szakos oszcillacidja figyelheté meg.

* Tel.: 436 1 463 1341; e-mail: nemet.norbert@ttk.bme.hu

A nemlinearis kémiai dinamika alkalmazasa mind az
anyagtudomanyban, mind a gydgyszerfejlesztésben ren-
geteg lehetdséget rejt, viszont ezt az alkalmazasi teriiletet
még nem sikeriilt teljesen feltérképezni. Mig a klasszikus
rendszerek koziil sok vagy homogén, folyadék fazisu rend-
szer (pl. a Belouszov—Zsabotyinszkij-reakcié vagy roviden
BZ-reakcio?), vagy heterogén katalizisen keresztiil gazok-
kal reagal (pl. a szén-monoxid oxidacidja platina feliileten),
csak néhany esetben tapasztalunk tartésan megmarado
termékeket, példaul miianyagokat, géleket, amorf szilard
anyagokat, kristalyokat.

Jelen kozleményben kiilonféle nemlinedris kémia (dina-
mikai) rendszerek alkalmazasardl: onszervezddéssel jard
folyamatok vezérlésérdl és 1 szintézis technikak kidol-
gozasardl értekeziink. A kozlemény Német Norbert 2025

sy

zetét dolgozza fel.’

A kontrollalt 6nszervezdés soran kialakuld anyagok vizs-
galata lehetdséget biztosit, akar ujfajta kristdlyformak és
biolégiai rendszerek kialakitasdhoz, legyen szd példaul
olajsav és egyéb hosszu szénlanci molekulakbol alkotott
vezikulakrol, stabilizalt arany nanorészecskékrol, atmene-
tifém-hidroxid komplexekrél vagy az anyagtudomanyban
az utobbi 30-40 évben eldtérbe keriild szerves-szervetlen
hibrid vegyiiletek, a szerves-fémkoordinacids vazszerke-
zetekr6l (MOF).%7 Utobbi vegyiiletcsalad nagy fajlagos fe-
lillettel és termikus-mechanikai stabilitassal rendelkezik,
igy kivaloan alkalmasak els6sorban gazok biztonsagosabb
tarolasara és szeparalasara, de félvezetoként, gyogyszer-
hordozoként és katalitikus szerves kémiai reakcioknal is
alkalmazzak. Alkalmazhatésagukat er6sen meghatarozza
szintézistik koriilményei, igy a hdmérséklet, a szintézis ide-
je, az alkalmazott oldészer(ek), a komponensek egymashoz
képesti aranya, egyesesetekben a pH-kdrnyezet is. Adott
vazszerkezetek szintézise soran elsésorban a gocképzodés
és a gocnovekedés sebessége a meghatarozd a végleges
szerkezet kialakitdsa és felhasznalhatdsdga szempontjabol.
Jelen kozleményben a zeolittipust imidazolat vaz-szerkeze-
tek koz¢é tartozo ZIF-8 onszervezddéssel jard szintézisével
foglalkozunk, mely cinkion kdzpontbdl és 2-metil-imidazol
heteroaromas szerves linker molekulakbol all és alkot ter-
mikusan és mechanikailag is stabil vazszerkezetet.
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2. Az oratipusu reakciok és felhasznalasuk

Az oratipust reakciok (vagy egyszeriien orareakciok) tobb,
egymassal reagald vegyiilet tobblépéses reakcidinak 0sz-
szetett folyamata, amelyben egy bizonyos indukcids id6 el-
teltével altalaban szemmel érzékelhetd (pl. elszintelenedés
vagy elszinezddés, esetleg gazfejlodés) és/vagy miiszeresen
nyomon kovethetd (pl. elektrod-potencidl, pH, ionszelektiv
elektrod alkalmazasa esetén adott komponens(ek) koncent-
racidja) valtozas figyelhetd meg.®* A reakciok soran atme-
neti koztitermékek jelennek meg, melyek részt vesznek a
folyamatokban, autokatalitikus vagy inhibeald tulajdon-
saggal rendelkeznek adott komponensek reakcidira nézve.
T6bb tipus is ismert’, melyek koziil egy autokatalitikus,
valamint egy enzimkinetikat kdvetd oratipust reakciot és
felhasznalasat ismertetjiik. Mindkét esetben ugyanazt a ki-
sérleti elrendezést hasznaltuk (1d. 4. Kisérleti rész).

2.1. A metilén-glikol-szulfit—-metabiszulfit—-ZIF-8
rendszer

Ezen rendszer esetén a pH felfutasat a natrium-szulfit és
natrium-metabiszulfit keverék kiindulasi oldathoz hozza-
adott formaldehid oldat inditja el kezdetben savas pH-rol.!°
A folyamat szamos reakciolépést tartalmaz, mig a szokat-
lan dinamikai viselkedésért az autokatalitikus 1épés felel.
Osszeségében a formaldehid, valamint a vizes oldatdban ki-
alakulo metilén-glikol (R1) elreagal a szulfittal (R3), illetve
metabiszulfittal (R5-R6) és a koztitermékek hidrogéniont
nyelnek el (R4) biztositva a pH emelkedését:

CH,(OH), 2 CH,0 + H,0 (R1)
HSO; = S02™ + H* (R2)
CH,0 + S02~ - CH,(07)S0; (R3)
CH,(07)S03 + H* 2 CH,(0H)SO03 (R4)
H,0 2 H* + OH" (R5)
CH,0 + HSO3 — CH,(0H)SO03 (R6)
CH,(OH), + HSO3 — CH,(OH)SO03 + H,0 (R7)
CH,(OH), + S02~ - CH,(07)S05 + H,0 (R8)

A kezdeti pH-t a szulfit, illetve metabiszulfit egymashoz
képesti koncentracié aranya szabja meg, nagyobb meny-
nyiségli metabiszulfit savasabb kezdeti pH-t ad (R2). Az
idében ndvekvo pH kornyezet a 2-metil-imidazol (HMIM)
szabad fémionhoz (Zn**) torténd koordinalodasahoz és a
gocképzodés megvaldsulasahoz sziikséges fémkomplex ki-
alakulasahoz vezet, melyek elengedhetetlenek a ZIF-8 vaz-
szerkezet képz6déséhez:

HMIM + OH™~ 2 MIM™ + H,0 (R9)

H,MIM* 2 H* + HMIM (R10)
Zn?* + 4 HMIM & Zn(HMIM)Z2* (R11)
Zn(HMIM)Z* 2 H* + Zn((HMIM)3 (MIM)*) (R12)

Zn((HMIM)3 (MIM)*) 2 H* + Zn((HMIM); (MIM),) (R13)
Zn((HMIM)3 (MIM),) 2 ZIF8 + 2 HMIM (R14)

A 2-metil-imidazolnak az irodalom alapjan két pKa érté-
ke ismert (pKa,=15,1, illetve pKa,=8,2), ennek megfeleléen
vizes olatban két dominans formaban Iétezik: HMIM és
H,MIM". A deprotonalt 2-metil-imidazol (MIM") mennyi-
sége elhanyagolhaté még magas pH érték esetén is (pH ~
11), ezért Zn*" a semleges HMIM-al koordinalédik toltott
komplexet hozva Iétre (R11). Az ezt kdvetd szakaszban a
komplex deprotonizacioja torténik, mely pH kornyezetfiig-
g6 ¢és a folyamat végére HMIM kilépésével a gocképzo-
dés utan kialakulnak a ZIF-8 részecskék és csapadékként
levalnak.'
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1. Abra. A metilén-glikol-szulfit-metabiszulfit 6rareakcidhoz csatolt
ZIF-8 csapadékképzodés a) pH- és b) turbiditas gorbéi kiilonbozo
kezdeti szulfit koncentracio esetén. ¢y, = 100 mM; ¢, > =2 mM;
rormatdenia = 1200 MM €8 ¢ piup = 600 mML0

Tapasztalataink alapjan azonos koriilmények kozott, a kez-
deti szulfit koncentracié valtoztatasaval (5, 10, 20, 40 és
60 mM) nemcsak a reakcioelegy kezdeti pH-jat tudjuk be-
allitani, de az orareakcio indukcios idejét (mely a reakcio
elinditasatol a legmagasabb reakciosebesség eléréséig tart),
valamint a keletkezett ZIF-8 csapadék mennyiségét is befo-
lyasolni tudjuk (1. Abra). A pH nagyjabél 5,5-6-rol indult
minden esetben, ¢és szulfitkoncentracio fliggvényében akar
4 pH egységet is valtozik. A magasabb kezdeti szulfition-
koncentracio rovidebb indukcids periodust eredményez, és
a ZIF-8 is hamarabb jelenik meg. A folyamat sordn nagy-
jabol pH = 8,5 kornyékén a csapadék jelentés mértékben
keletkezik, és abszorbancia (turbiditas) ndvekedést tapasz-
talunk. Amint a pH-novekedés telitésben végzodik, a tur-
biditas valtozas is megall vagy lelassul. Az indukcids id6
tapasztalatunk alapjan 7 és 22 masodperc kozott valtozik
a kezdeti szulfit-koncentraci6 fiiggvényében.
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2.2. A karbamid—ureaz—Zn*—-2-metil-imidazol
rendszer

Ezen rendszer esetén a karbamid ureaz enzimmel torténd
bontasat alkalmaztuk a pH-kérnyezet megvaltoztatasahoz
és a vazszerkezet kialakitasahoz, mely a fent emlitett példa-
val ellentétben zoldkémiai megoldas lenne a ZIF-8 eldalli-
tasara."' A folyamat soran szén-dioxid és ammonia keletke-
zik, utobbi felel a pH kornyezet valtozasaért:

uredz

CO(NH,), + H,0 — 2 NH; + CO, (R14)

A kisérletek megkezdése el6tt ismert volt a reakcid inhibi-
cidja cinkion jelenlétében'?, viszont sziikséges volt feltér-
képezni a reakcié viselkedését 2-metil-imidazol jelenlété-
ben is. Feltételezésiink szerint a 2-metil-imidazol az ureaz
enzim aktivrészének nikkel kozpontjdhoz a cinkionhoz
hasonloan képes koordinadlddni, illetve befolyassal van a
karbamid bomlasanak mérséklésére (2. Abra).

a) NH(Lys) b) NH(Lys)

(HisN, ?”“? N(His) (His)N, Cl”'\cl’ N(His)
“Ni_ _Ni NN

‘0’ ~~ . i v \ gy, .

(His)N/ l H l Lt (His)N/,,/l 2 ‘ PaHlaj
-O+ 0H2 ‘," OHy H,O “‘\

HaCr N Ny ~CHa
T

2. Abra. A 2-metil-imidazol inhibicioja a karbamid—ureaz enzimreakcid
esetén: a) a linker koordinalasa az enzim-szubsztrat komplexhez,

b) a linker koordinalasa kozvetleniil az enzim aktiv részének
nikkelkézpontjahoz.’

CH,

3. Abra. A karbamid—ure4z oratipusit reakcié kiilsnbozé enzim-
koncentraciok esetén a) 2-metil-imidazol (¢’ = 30 mM) jelenlétében
¢és b) nélkiil allandé karbamid (¢’ p,mia = 390 mM) és ecetsav

(¢4 = 81 mM) jelenlétében.!

A mért eredményeink alapjan a 2-metil-imidazolnak valo-
ban van inhibicios hatasa a karbamid-ureaz rendszerre, igy
a pH felfutasa (indukcios ideje) lelassul, akar fél-egy oraval
is a linker nélkiili reakci6 felfutasahoz képest (3. Abra).
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4. Abra. Karbamid—ureaz enzimreakciohoz csatolt csapadék-képzédés
kiilonboz6 kezdeti karbamid a)-b) és ureaz enzimkoncentracio c)-d)
esetén. a) és ¢) a pH-gorbék, mig b) és d) a hozzajuk tartozo turbiditas
gorbéket jelolik kiilonb6z6 mérések esetén. A piros pontok a pH-
gorbéken a csapadék keletkezésének kezdetét jelolik. ¢°,,,, = 1 mM;
Sy =4 mM; ., = 80,9 mM;a) ésb)c’, ., =5UmL"c)ésd)

S aamia= 400 mM. !

ureaz

Az eredmények alapjan jol megfigyelhetd, hogy a kezdeti
karbamid koncentracio novelésével csak az indukcios id6t
csokkentjiik le, a turbiditas novekedése csak kis mértékben
véltozik (4. Abra a)-b)). A kezdeti ureaz koncentracié val-
toztatasaval viszont a turbiditds gorbe mar intenzivebben
nd, a reakcioelegy zavarosabb lesz (4. Abra ¢)-d)). Ez arra
enged minket kovetkeztetni, hogy az uredz enzim vala-
miképpen beépiil a kialakulé csapadékba, igy novelve az
abszorbanciat, turbiditast. A metilén-glikol-szulfit-meta-
biszulfit rendszerrel ellentétben itt nem pH = 8 kornyékén,
hanem pH = 6,5 kornyékén tapasztaljuk a csapadék kiala-
kulasanak kezdetét, ami kdzel semleges pH tartomany és
az elektronmikroszképos felvételek alapjan (5. Abra b))
egyértelmiien nem ZIF-8 keletkezik, hanem egyfajta ure-
az—cink—HMIM hibrid vegydiilet.

5. Abra. Pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek: a) metilén-
glikol-szulfit-metabiszulfit 6ratipust reakcioval (HMIM—Zn?
jelenlété-ben) kialakitott szodalittipust (SOD) ZIF-8; b) karbamid—
ureaz—HMIM-Zn?" enzim reakci6 soran eléallitott ZIF-8@ureaz hibrid
vegyiilet. 111

A ZIF-8-ra jellemz6 szodalittipusta (SOD) romboéderes na-
norészecske kristalyok kialakulasat nagyban befolyasolja
az alkalmazott oldoszer kdzeg és reakcioidd. Vizes kornye-
zetben raadasul a kialakult ZIF-8 kristalyok képesek részle-
gesen degradalodni is hosszas allast kovetve.
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A metilén-glikol-szulfit-metabiszulfit orareakcid esetén
SOD tipust részecskéket kaptunk, de csak ¢ .. =20 mM
alkalmazasa esetén (5. Abra a)). Karbamid—ureaz reakcid
esetén ureaz-ZIF-8 hibrid vegyiilet keletkezését tapasz-
taltuk, mely a pasztazo elektronmikroszkopos felvételek
alapjan gombszimmetrikus részecskéket eredményezett
(5. Abra b)).

3. Autoném és nem-autoném pH-oszcillatorok
és felhasznalasuk

Altaldnossagban kémiai oszcillaciordl akkor beszéliink, ha
egy kémiai rendszerben a résztvevd komponensek koncent-
racidja idében nem monoton, hanem periodikusan valtozik.
A periodikus valtozast szines kezdeti komponensek, illetve
kozti- vagy végtermékek esetén akar szabad szemmel vagy
UV-lathat6 spektroszkopiaval is nyomon kovethetjiik adott
hullamhossz tartomanyban. lonszelektiv iivegelektrod se-
gitségével akar az oldatban lévé pH-valtozast is mérhetjiik
az idében. A pH- (vagy H' ion) oszcillatorok esetén soro-
zatos vagy parhuzamos kémiai reakciok altal bekovetkezd
pH-valtozas idézi el azokat a pozitiv, illetve negativ visz-
szacsatolasos folyamatokat, amelyek az oszcillacios ciklust
kialakitjadk. Egy autondm (emberi beavatkozds mentes)
pH-oszcillatorban a pH akar 3-4 egységet is valtozhat egy
oszcillacios ciklusban. Egy pH-oszcillator két lényeges
részreakciot tartalmaz: egy hidrogénion-termel6 (vagy hid-
roxidion-termeld) autokatalitikus reakcidt, valamint egy
a visszacsatolasért feleldés hidroxidion-nyeld (vagy hidro-
génion-nyeld) reakciot. Amennyiben ez a két részreakcio
iddben elkiiloniilve jatszodik le, akkor a pH-valtozas perio-
dikus, oszcillaci6 1ép fel. Nem autonom oszcillaciok esetén
a pH kornyezetének periodikus valtozasanak f6 motorjat
hidrogén- és hidroxidionok programozott, szinkronizalt be-
taplalasaval oldhatjuk meg sav, illetve lug térzsoldatok ada-
golasaval. Elénye az autonom oszcillatorokkal szemben,
hogy szélesebb pH-tartomanyt tudunk biztositani. Jelen
kdzleményben elsdsorban a nem autonoém pH-oszcillatorok
alkalmazasara mutatnank gyakorlati példakat.

3.1. Az autoném pH-oszcillatorok

Autoném pH-oszcillator esetén a folyamatban résztvevo,
egymassal reagalé komponensek reakcioi soran alakul ki
az id6ében periodikus pH-valtozas nyilt kémiai rendsze-
rekben (CSTR). Ezek a reakciok elsdsorban az oratipust
pH-reakciok tovabb gondolasabol szarmaznak, melyek
tartalmaznak egy visszacsatolasért felelés reakciolépést
is. A komponensek koncentracidinak és betaplalasi sebes-
ségeik valtoztatasaval befolyasolhatjuk a peridodusiddt €s
az amplitadét is. Az oszcillacids folyamatok tobb reak-
cidlépésen keresztiil zajlanak le. A koztitermékek idébeli
megjelenése autokatalitikus hatassal van az egyes reak-
cidlépésekre. Adott pH-tartomany elérése utan pedig a
visszacsatolasért felelos folyamatok aktivalodnak, majd a
folyamat el6lrdl kezdédik. Az id6 elérehaladtaval az osz-
cillacié csillapodni kezd, a periddusidd és az amplitudo
folyamatosan csokken, majd véglegesen meg is sziinik.

Tipikus autoném pH-oszcillatorok kozé tartoznak példaul
a szulfitot, mint redukalé reagensként felhasznald rend-
szerek: a hidrogén-peroxid—szulfit-hidrogén-karbonat és
a bromat—szulfit-hidrogén-karbonat (6. Abra), valamint a
metilén-glikol—szulfit-metabiszulfit-5-gliikonolakton rend-
szerek. Ez a jelenség folyamatos reagens betaplalas mellett,
nyilt rendszerek esetén is megfigyelhetd, ugyanis a részt
vevo, vizes oldatban instabil reagensek (elsésorban szulfit,
metabiszulfit ionok) részlegesen elbomlanak.'!>16

pH
o

L

0,0 05 1.0 15 2,0

6. Abra. Bromat—szulfit-hidrogén-karbonat pH-oszcillator, amely kozel
15 perces periodusidével és 3-3,5-es pH-tartomannyal rendelkezik

a komponensek alland6 aramlasi sebességii (r = 0,28 mL/min),
folyamatos betaplalas mellett.’

Mivel az autonom pH-oszcillatorok pH-tartomanya viszony-
lag sziik a nem autoném oszcillatorokéhoz képest, valamint
mas idegen reagensek erésen befolyasoljak az oszcillaciot,
ezért nehezebben is alkalmazhatéak dnszervezddéssel jard
kémiai rendszerek befolyasolasara, vizsgalatara.

Ugyanakkor lehetéség nyilik arra, hogy autoném pH-osz-
cillatorokkal meghajthassunk olyan kémiai rendszere-
ket, amelyek onmagukban nem mutatnanak oszcillaci-
0s tevékenységet'®”, illetve befolyasolhatunk miikodé
oszcillaciokat.”

3.2. A nem autonom pH-oszcillatorok

Ezen oszcillacidk esetén a reakciokornyezet periodikus pH
valtozasat nem a reakcio-mechanizmus valtja ki, hanem sa-
vas ¢s lugos oldatok egymadssal ellentétes fazist programo-
zott adagolasa. Mivel az oszcillacidés pH-valtozast imitalni
tudjuk ezzel a modszerrel, igy lehetdségilink nyilik kon-
centraciokra vonatkozdan, a fizikabol ismert, vizualisan
hasonlo rezgési jelenségeket (példaul lebegés és interferen-
cia) vizsgalnunk kémiai rendszerekben, ezenfeliil onszerve-
z0déssel és/vagy onrendezddéssel jard kémiai folyamatok
idében pH-oszcillaloé kornyezetben torténd vizsgalatanak
lehetdsége is adott az autondm pH-oszcillacids folyamatok-
hoz képest stabilabb oszcillacios kdrnyezetben és szélesebb
pH-tartomanyban.
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7. Abra. Nem autoném sosav-natronlig pH-oszcillatorokban

vizsgélt amfoter fém-hidroxid—fémhidroxo-komplex periodikus
csapadékképzddés. Az abran a fekete gorbék a pH-oszcillaciot
mutatjak, mig a vords szinnel jelolt gorbék 4 = 600 nm hullamhosszon
spektrofotometriasan mért periodikusan valtozo turbiditast, melyet a
keletkez6 és visszaoldodo fémhidroxid csapadék okoz a) aluminium(I1T)
(Ca3+ = 20 mM); b) cink(II) (c,,,. = 5 mM); ¢) on(Il) (cg,,, =4 mM) és d)
olom(I1) (¢pyp, = 0,5 mMM) ey = Cruon = 0,3 ML 18

Talan a legegyszer(ibb példa a sdsav és a natrium-hidroxid
oldat periodikus adagolasaval eléallitott nem autondém
pH-oszcillacio, melynek vizsgalhaté pH-tartomanya akar
pH = 1-13 kozotti is lehet. Ebben a rendszerben megfi-
gyelhetjiik példaul amfoter fémionok (pl. cink(II), alumi-
nium(III), on(Il) vagy olom(Il)) egyéni karakterisztikaja
turbiditas oszcillacidés gorbéit: egy pH periddus alatt két
csucsot figyelhetiink meg az abszorbanciamérés soran,
mely konnyen értelmezhet6 a kiilonb6z6 fém-hidroxid csa-
padékok fém-hidroxo-komplexxé torténd ideiglenes atala-
kulasaval. Azonos koriilmények kozott a négy kiillonb6zo
fémion esetén négy kiilonb6zo karakterisztikaji turbiditas-
g0rbét kapunk ugyanazon hulldimhosszon mérve az abszor-
banciat (7. Abra).® Megfigyelhetjiik tovabba MUA-arany
nanorészecskék periodikus aggregaciojat, illetve olajsav
vezikuldk-micellak periodikus képz6dését is ebben a széles
pH-tartomanyban.

Hasonléan gyenge savakat (pl. ecetsav oldat), illetve bazi-
sokat (pl. ammonia oldat) is alkalmazhatunk nem autoném
pH-oszcillatorok létrehozasara, viszont ebben az esetben
szamolnunk kell az esetleges pufferhatas miatt bekovetkezd
pH-tartomany sziikiilésére.

Szintén nem autondém pH-oszcillacié hozhat6 Iétre akar az
atmenetifém-imidazolat tipusa MOF-ok komponenseinek
antifazist periodikus adagolasaval is, bar a vizsgalt pH-val-
tozas sziikebbé valik: ApH ~ 0,2-0,6 (8. Abra). Ennek az
Osszeallitasnak a f6 motorjat az alkalmazott &tmenetifémso
(pl. cink-acetat) savas-, mig az imidazolat tipusu szerves

linker (pl. 2-metil-imidazol) bazikus karaktere adja. A pH
kornyezet periodikus valtozasa mellett a keletkez6 MOF-
csapadék periodikus megjelenése €s részleges degradacidja
is megfigyelhet. A pumpak altal iranyithato periodus- és
tartozkodasi idd valtoztatasaval kontrollalhatobba valik a
MOF morfolégiajanak kialakitdsa a hagyomanyos szolvo-
termalis eljarassal® ellentétben, mely soran a komponensek
egyidejii beadagolasa utdn adott hémérsékleten termosz-
talt és allando keverés mellett homogenizalt kornyezetben
hamarabb bedll a termodinamikai- és kémiai egyensuly
¢és adott pH kornyezet mellett a csapadék onszervezddése,
reprodukalhato kristalyszerkezet kialakulasa megy végbe.
A komponensek ellentétes fazisu adagolasa esetén viszont a
komponensek egymashoz viszonyitott koncentracié aranya
folyamatosan valtozik az iddben ¢és linker felesleg esetén a
MOF csapadék kialakuldsarol, mig fémion feleslegben rész-
leges degradaciojarol beszéliink.”!
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8. Abra. Cink-acetat és 2-metil-imidazol oldatok ellentétes fazist
periodikus adagolasaval imitalt nem autoném pH-oszcillacio (fekete)

¢és a keletkezd ZIF-8 fehér csapadék altal létrehozott periodikus
abszorbancia (turbiditas) valtozasa (piros) A = 600 nm hullamhosszon
mérve, ¢y = usos = 20 mM. T'= 10 perc; r, = 15 pL s™!, a maximalis
aramlas r, =259 uL s™', a minimalis aramlas: », = 0,5 pL s'.2!

max

9. Abra. Pasztazé elektronmikroszkopos (SEM) felvételek két
kiilonb6z6 periodusidejii nem autonom ZIF-8 oszcillacio két

sz¢€Is6 értéke esetén. (a)-(c) maximum, illetve (b)-(d) minimum
sz¢élsértékeknél vet mintak esetén (a)-(b) 7 =10 perc, (c)-(d) 7= 3 6éra
periodusidé. A betaplalt oldatok koncentracidja: ¢y = ¢ us0s = 20
mM, (a) és (b) esetén modularis aramlas, r, =15 pL s!, a maximalis

aramlas r =259 uL s7', a minimalis aramlas: »_, = 0,5 pL s™', mig (c)
és(d)eseténry=1pLs'r, =19puLs'r,, =01pLs'?

max min
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Eredményeink alapjan az alkalmazott periodusidd hatassal
van a kialakult ZIF-8 szerkezetére. Rovidebb periodusidd
(kb. 10 perc) esetén a keletkezd ZIF-8 amorf szerkezetti (9.
Abra a)-b)), mig hosszabb periddusidé esetén réteges ((in.
diamond-like dia) struktarat kapunk (9. Abra c)-d)), ami-
nek oka lehet a hosszabb tartozkodasi id6 a reaktorban.

4. Kisérleti rész

4.1. A metilén-glikol-szulfit—-metabiszulfit-ZI1F-8
oratipusu reakciok

10. Abra. Az oratipusi reakcidk és a hozzajuk csatolt ZIF-8 képzédés
vizsgalatanak kisérleti elrendezése. A 100 mL-es kvarc kiivettat

(1) egy termosztalhato fémblokkban (2) rogzitettiik, a reakcioelegy
homogeni-zalasahoz magneses keverést (3) alkalmaztunk. A pH-
valtozast tivegelektrod (4) segitségével mértiik, melyet jelerdsitd (A) és
multiméteren (MM) keresztiil kotve csatlakoztattunk szamitogéphez
(Pcl). A turbiditas valtozast adott hullamhosszon abszorpcios
spektrofotométerrel (5) mértiik, a detektor (D) jelvéaltozast szintén
szamitogéppel rogzitettiik (Pc2).

Az orareakciokkal torténd csapadékképzddéses kisérleteket
a 10 Abra-n lathato Gsszeallitasban végeztiik el és moni-
toroztuk. Frissen elkészitett szulfit-metabiszulfit oldatot
toltottik be (€, poun = 1,2 M, illetve ¢ . = 5—60 mM)
a kiivettaba, majd a 2-metil-imidazol oldatot (c°,;,,,, = 100
mM), és ekkor ellendriztiik le a kezdeti pH-jat a reakcide-
legynek, majd hozzaadtuk a cink-szulfat oldatot (c°,, o, = 2
mM), végiil a reakciot a formaldehid (metilén-glikol) oldat
(€ tormatdenia = 1,2 M) hozzaadasaval inditottuk el és parhuza-
mosan mértiik a pH-valtozast a csapadékképz6désbdl szar-
maz6 turbiditas valtozassal allandé szobahémérséklet és
350 rpm kevertetés mellett. Egy esetben (c°,,,;; = 20 mM)
az oOrareakciot nagyobb méretben is végrehajtottuk, hogy a
rontgendiffrakcios vizsgalatokhoz elegendd csapadékmin-
tank legyen. A reakcid végeztével a keletkezett csapadékot
fecskendd sziirével szlrtiik, desztillalt vizzel és DMF-el
atmostuk, majd szobahémérsékleten szaritottuk, késébb
SEM felvételt készitettiink rola (5. Abra a)).

4.2. Karbamid—ureaz—2-metil-imidazol-Zn** éra-
tipusi reakciok

A kisérletek soran szintén a 10. Abra szerinti elrendezést
hasznaltuk. A kiivetta reakci6 térfogata 22 mL volt, a hdmér-
sékletet termosztattal 20 + 0,2 °C hémérsékleten tartottuk és
a keverés is allando volt, 300 rpm, a reakci6 soran végbeme-
no turbiditas valtozast A = 600 nm hullamhosszon kovettiik
kinetikai médban. Minden esetben az alap karbamid oldat-
hoz el@szor a cink-acetat és az ecetsav oldatot adtuk a kezdeti
savas pH beallitasahoz. A 2-metil-imidazol oldattal torténd
homogén elegyités és termosztalas utan a reakciot elinditot-
tuk az ureaz enzim frissen készitett kb. 200 pL hideg vizes
oldataval. A karbamid bomlasa soran keletkez6 ammonia

crer

és id6vel fehér csapadék kivalasat észleljiik.

4.3. A nem autonom sav-bazis és ZIF-8 oszcillaciok

Kutatdo munkank soran sésav és natrium-hidroxid egyidejt
periodikus antifazisti adagolasat valasztottuk, mivel ezen
vegyiiletek vizes oldatai konnyen kezelhetdk egyértékdl,
erds savként és bazisként viselkednek és akar ApH = 13 tar-
tomanyban is vizsgalhatjuk a benniik oldott komponensek
viselkedését. A kisérleti elrendezés a 11. Abra-n lathato.

11. Abra. A nem autondm oszcillacios folyamatok kisérleti

elrendezése. P1-2 programozhat6 fecskendépumpak, melyek Pcl
szamitogéprol vezérelhetdek, és a S1-2 sav-, illetve lug oldatokat (melyek
tartalmazhatnak amfoter fémsokat, illetve a ZIF-8 komponenseit)
egyidejtileg idoben valtozo sebességgel adagoljak 100 mL térfogatu
fecskend6kbol (1) Tygon cséveken at (2) 100 ml térfogath kvarc
kiivettaban (3) levo reakcidelegybe. A reakcidelegy allando térfogatat
egy P3 pumpa biztositja a felesleg elvezetésével. Az idoben valtozo pH-t
egy kalibralt iivegelektroddal (4) mérjiik, melyet egy erdsitével (A) és egy
multiméterrel (MM) kotiink ssze Pc2 szamitogéppel, ezzel egyidoben

a reakcioelegy zavarossaganak valtozasat spektrofotometridsan mérjiik
adott hullamhosszon, melyet szintén 0sszekotiink Pc2-vel. A reakcidelegy
homogenitasat magneses keverével (5) biztositottuk. !

A 7 mL térfogata CSTR-ban 1év0 reakcidelegyet 800 rpm-
el kevertettitk magneses keverdvel, és két programozott
rium-hidroxid oldatokat injektaltunk. Az oldatok adagola-
sakor a pumpak programozott szinusz matematikai jelalak
mentén idében valtozoé sebességgel mozogtak n-fazisdiffe-
rencidval szamitogép vezérléssel:
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r(t)=r,+ rsinQmuT") (1)

ahol T = 15 perc a periddusid, illetve r, = r, = 15 puLs™.
Ezzel a mddszerrel kiilonb6z6 amplitadoja és periodusidejii
nem autonoém pH-oszcillaciot hoztunk Iétre. A sav és lugol-
datokba azonos koncentracioban oldottuk fel mérésenként
a kiilonbdz6é amfoter fémsokat: aluminium-kloridot (c,;, =
20 mM), cink-kloridot (c,,,, = 5 mM), on(II)-kloridot (cg,,.
=4 mM) és Slom(II)-nitratot (cp,, = 0,5 mM).

Nem autonom ZIF-8 oszcillacid esetén sav oldatként
cink-acetat, mig lagoldatként 2-metil-imidazol torzsoldatat
adagoltuk antifazisban ¢és figyeltiink meg turbiditas-valto-
zast szintén A = 600 nm hullamhosszon. ¢%,, = 70504 =
20 mM. T = 10 perc illetve 7= 3 6ra periddusid6 mellett az
adagolas sebessége szinusz fliggvény alapjan ;= 15 pL s,
a maximalis aramlas r_, = 25,9 uL s™!, a minimalis aram-
las: r,, = 0,5 uL s
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A Biginelli-reakcio és reprodukalhatéosaganak vizsgalata

MILEN Matyés,** POLLAK Patrik®

“Egis Gyogyszergyar Zrt., Kereszturi ut 30-38, 1106 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A Biginelli-reakcio az egyik legrégebben ismert és leg-
fontosabb multikomponensii reakciok kozé tartozik.
Multikomponensii reakcionak nevezziik azt a reakciot,
amelyben harom vagy tobb kiindulasi anyag vesz részt
egyszerre ¢és a reaktansok atomjainak tobbsége beépiil a
termékbe.! Néhany esetben csak egyetlen termék keletke-
zik, de gyakran el6fordul, hogy a féterméket valamilyen
kis molekulatomegli vegyiilet, rendszerint viz, alkohol,
ammonia, kén-hidrogén kiséri. A multikomponensii reak-
ciok a kétkomponensti és a polimerizacios reakciok kozott
foglalnak helyet, altalaban gytiriis vegytiletek eldallitasara
hasznalhatok és gyakran a felfedezd nevét viselik. Ilyen a
kovetkezokben targyalt Biginelli-reakcio is.

2. A Biginelli-reakci6 torténete

Pietro Biginelli (1860—1937) a karbamid, az etil-acetoace-
tat és az aldehidek kozott lejatsz6dd haromkomponensii
reakciot fedezte fel.? Felfedezését Behrend és Schiff ko-
rabbi megfigyeléseire alapozta. Behrend a karbamid és
az etil-acetoacetat, Schiff pedig a karbamid ¢és kiilonb6z6
aldehidek, példaul a szalicilaldehid kozott lejatszodo reak-
ciét vizsgalta (1. abra). Az elsé esetben a karbamid ami-
nocsoportja és az etil-acetoacetat karbonilcsoportja kdzott
jatszodik le kondenzacios reakcid, mig a masodik esetben
két karbamid molekula reagal egy szalicilaldehiddel szintén
vizkilépés kdzben.

Behrend-reakcio ¢}
o o o By
)k + M H,N NH O
—
HN” “NH M oC,H H,0 M
2 2 215 2 M A OEt
karbamid etil-acetoacetat
Schiff-reakcio CHO HN__O

H
o OH H,N_ _N_ NH

LI S o
HN"" SNH, -H0 OH
karbamid szalicilaldehid
HO,
Biginelli-reakcié H\g:©

Me O OH o o OH
ﬁ\uk(\ﬁj - E|o)lu + NH, __, EtO ‘ NH
Et0” N0 M HzN/gO M ﬂ/go

C14H1N204 Ci4H1gN204

elsokent feltételezett
nyiltlancu termék szerkezete

3,4-dihidropirimidinon

1. Abra. Behrend-, Schiff- és Biginelli-reakcio

*  Tel.: +36 1 803 5555; e-mail: milen.matyas@egis.hu

Biginelli a Behrend- és a Schiff-reakcio kiindulasi anyaga-
it: a karbamidot, az etil-acetoacetatot és a szalicilaldehidet
egyszerre reagaltatta forrd etanolban. Az etanolos oldat-
bol két ora utan kristalyos anyag valt ki, amelynek pontos
szerkezetét csak késobb sikeriilt meghataroznia. A reakciod
terméke 3,4-dihidropirimidinon-szarmazéknak bizonyult,
amelynek dsszegképlete megegyezik az eredetileg feltéte-
lezett nyiltlancu vegyiilet 6sszegképletével.

3. A Biginelli-reakci6 mechanizmusa

Biginelli azt is megfigyelte, hogy a kiilonb6zd aldehidek
(alifas aldehidek, furfurol, a,B-telitetlen aldehidek), az
etil-acetoacetat és a karbamid kozott lejatszodé haromkom-
ponensii reakciot a hozzaadott sosav katalizalja. Késobb a
sav szerepét a reakcié mechanizmusanak vizsgalata szintén
igazolta, amelyet Kappe 'H és *C NMR-spektroszkopias
modszerrel végzett.? A mérési eredményekbdl arra ko-
vetkeztetett, hogy el0szor a karbamid és a benzaldehid
addicios reakcidja jatszodik le. Az igy keletkezett N-(1-
hidroxibenzil)-karbamid sésav hatasara vizet veszit, amely
a rovid élettartamt, reakcioképes N-aciliminiumionhoz ve-
zet. A kovetkez6 1épésben az N-aciliminiumion reakcidba
Iép az etil-acetoacetat enol formajaval, majd az addicios
nyiltlanct intermedierbdl gytlirtizarassal hexahidropirimi-
din-szarmazékon keresztiil intramolekularis vizkilépéssel
képzddik a termék (2. abra).

o o )k
HzNJ\NHz ’ Ph)kH HZNQ)N\H

; N1 i
karbamid benzaldehid Pl

O Ph

Ph o pPh O o Ph
TN ®
Et( ‘ + &NH Et NXNH; Ett NH o » EN NH
o “HO H HO. +H,0 !
Me™ OH N Me X0 N Me” SN
2 Mg H

efil-acetoacetdt  N-aciliumion hexahidropirimidin

(enol forma)

2. Abra. A Biginelli-reakcié mechanizmusa Kappe szerint

A fenti reakciomechanizmust tdmasztja ald annak a két
koztiterméknek a szerkezete, amelyet sikeriilt izolalni a
reakcioelegybdl.*® Az egyik intermedier esetében a nagy
térkitoltésii ferc-butilcsoport gatolja az NH, nukleofil ad-
sen elektronszivo CF,-csoport akadalyozza a viz elimina-
ciojat (3. abra). Mindkét intermedierbdl sav jelenlétében a
Biginelli-termék eldallithato.
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3. Abra. Izolalhato intermedierek a Biginelli-reakciobol

4. A Biginelli-reakcioval eléallithat6 vegyiiletek

A multikomponensi reakciokkal, igy a Biginelli-reakcioval
is valtozatos szerkezetli termékeket allithatunk eld a kiin-
dulasi anyagok valtoztatasaval.® A nagy szamban ismert
aldehidek mellett a kiilonboz6 karbamidszarmazékok és az
aktiv metiléncsoportot tartalmazo vegyiiletek szintén fel-
hasznalhatok dihidropirimidinek eléallitasara. A Biginelli-
reakcioban alkalmazott néhany kiindulasi anyag szerkezeti
képletét a 4. abra tiinteti fel.
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4. Abra. A Biginelli-reakcioban hasznalt aldehidek, CH-savas
vegyiiletek és karbamidszarmazékok

A 3,4-dihidropirimidinek eléallitasanak egy masik modsze-
rét Atwal és munkatarsai fedezték fel.® A Biginelli-reakciot
ugy modositottak, hogy eldszor aldehidbdl és B-ketoészter-
bdl a,B-telitetlen oxovegyiiletet képeztek (5. abra). Ezt ko-
vetben az izolalt a,p-telitetlen oxovegyiiletet gyenge bazis,
pl. natrium-hidrogén-karbonat jelenlétében 2-metil-izokar-
bamiddal reagaltattak. A 2-metoxi-dihidropirimidin-szar-
mazék az enoléterekre jellemz6 modon sésavval, vagy
trifluorecetsavval konnyen hidrolizal a Biginelli-termék ke-
letkezése kdzben. Atwal eljarasa ugyan két 1épésbdl all, de
nagy elonye, hogy alifas és orfo-szubsztitualt aromas alde-
hidek esetében egyarant jol alkalmazhato, valamint a koz-
titermék metoxicsoportja ammoniaval és primer aminokkal
is kénnyen helyettesithetd.

R R / Me” NS0
EtO,C. .~ HN._OMe NaHCO, Et0:C N
T
N

—_— |
Me” S0 H Me H)\OMe

o,pB-telitetlen 2-metil-
oxovegyiilet izokarbamid

2-metoxi- \
dihidropirimidin

5. Abra. A Biginelli-reakcio Atwal modositasa

A 3,4-dihidropirimidin-szarmazékoknak elsdsorban a bio-
logiai hatasukat vizsgaltdk és tobb igéretes molekulat ta-
laltak kozottiik. Ezen kiviil a Biginelli-reakciot hasznaltak
mar polimerek, szinezékek és természetes vegyiiletek eld-
allitasaban is (6. abra).

OH

monastrol
rakellenes hatasu vegyiilet

lehetséges
textilszinezék

fémek ragasztasahoz hasznalhaté polimer

6. Abra. Biginelli-reakciéval el8allithato jelentésebb vegyiiletek

5. A reakci6 reprodukalhatésaga

Jelenleg a Biginelli-reakcid megvalositasara tobb szaz iroda-
lomban leirt kisérleti korillmény talalhato.®® Katalizatorként
hasznalhatunk kiilonb6z6 Brensted- és Lewis-savakat, zeo-
litokat, ioncserélé gyantakat, ionos folyadékokat, organo-
katalizatorokat és enzimeket. Ilyen koriilmények kozott
kidolgoztak enantioszelektiv moddszereket is.'“!! Néhany
katalizator jelenlétében a Biginelli-reakcid mar szobahd-
mérsékleten igen rovid id6 alatt kitlind termeléssel lejat-
szodik, de jellemzden a reakcidelegy melegitése sziikséges.
A melegitésre sok esetben hasznalnak mikrohullamu besu-
garzast, oldoszerként pedig etanolt, metanolt, ritkdbban tet-
rahidrofurant vagy acetonitrilt alkalmaznak, de gyakori az
olddszer nélkiil megvalositott reakcio is.

A természettudomanyokban, igy a kémidban is elenged-
hetetleniil fontos a leirt kisérletek megbizhatosaga.'>!
Mivel a Biginelli-reakciot szamos koriilmény kozott el-
végezték és publikaltak az eredményeket, igy konnyedén
kivalaszthatd par példa a reprodukalhatésdg vizsgdlatara.
Kutatécsoportunkban hét egyszerti kisérlet ismétlésére ke-
riilt sor, kiindulasi anyagoknak a benzaldehidet, a karbami-
dot és az etil-acetoacetatot valasztottuk. Az eredményeket
a 1. tablazat foglalja &ssze, amely tartalmazza a reakcio
kortiilményeit, az irodalmi és az altalunk megismételt két
parhuzamos kisérlet termelését. Etanolban koncentralt so-
sav jelenlétében a reakcio jol reprodukalhatonak bizonyult.
Cink-bromid és ammonium-klorid katalizatorokkal a ka-
pott eredmények szintén jo egyezést mutattak az irodalmi
termeléssel. Azonban a litium-bromid és indium(I11)-klo-
rid jelenlétében megismételt Biginelli-reakcid termelése
messze elmaradt az irodalmi értékektol. Erdekes modon a
kalcium-fluorid és a réz(I)-jodid katalizatorok nem voltak
hasznalhatok, nem sikeriilt terméket izolalni a reakcioe-
legy feldolgozasa soran. Természetesen nem kizarhato,
hogy mas kutatocsoportok az emlitett kisérletekben a 1.
tablazatban megadottaktol eltéré eredményeket kapnanak.
Mindenesetre érdemes felhivni a figyelmet a szerves kémia
teriiletén is arra, hogy az irodalomban leirt kisérletek repro-
dukalhatésaga valdban nem mindig egyszerli vagy talan
nem is lehetséges.
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1. Tablazat. A benzaldehid, a karbamid és az etil-acetoacetat kozott
lejatszodo reakceio reprodukélhatosaganak vizsgalata

cHo o
+ + »
©/ HzNJ\NH2 EtO)J\/u\Me & B
M N/go

benzaldehid karbamid etil-acetoacetat 3,4-dihidropirimidinon
. irodalmi megismételt két parhuzamos
katalizator koérilmények irodalom
termelés (%) kisérlet eredménye (%)
konc. 95% EtOH,
HCl-vizes | forralas, 58 68 64 14
oldat 1,5 ora

oldoszer nélkiil,

ZnBr, 100 °C, 94 93 90 15
45 perc
oldoszer nélkiil,

NH,CI 90 92 90 16
100 °C, 3 6ra

X MeCN, forralas,

LiBr i 92 3 3 17

3 ora

THEF, forralas,
InCl, 74 95 21 20 18
ora

EtOH, forralas,
CaF, 98 0 0 19
2 6ra

MeCN, forralas,
Cul 85 0 0 20
1 6ra

6. Osszefoglalas

A haromkomponensti Biginelli-reakcioval 3,4-dihidro-
pirimidineket allithatunk el6 aldehidekbdl, karbamid-
szarmazékokbol és P-oxo-észterekbdl. Ezt a reakciot
Pietro Biginelli fedezte fel 1891-ben, amikor karbamidot,
etil-acetoacetatot és szalicilaldehidet reagaltatott etanol-
ban. A Biginelli-reakcid6 mechanizmusat tobbek kozott
Kappe tanulményozta, aki NMR-spektroszkopiai mérések-
bl arra kovetkeztetett, hogy eldszor a karbamid és a ben-
zaldehid 1ép reakcioba. Az addicios termékbdl sav hata-
sara N-aciliumion keletkezik, amely az etil-acetoacetattal
reagal, majd gylrlizaras utan a hexahidropirimidin inter-
medierbdl vizvesztéssel keletkezik a termék. A Biginelli-
reakcionak a jelent6ségét bizonyitja, hogy segitségével
szamos bioldgiailag aktiv vegyiiletet allitottak eld, tovabba
alkalmaztak polimerek, szinezékek és természetes vegyii-
letek szintézisében is.

A Biginelli-reakciot tobbféleképpen modositottak. Ezek
koziil a legismertebb Atwal modszere, amely ugyan két 1é-
pésbdl all, de nagy eldnye, hogy alifas és orto-szubsztitualt
aromas aldehidek is jol alkalmazhatoak.

A Biginelli-reakcid megvalositasara tobb szaz kisérleti
kortilmény talalhatd az irodalomban. Katalizatorként el-
s6sorban Brensted- és Lewis-savakat, oldoszerként pedig
gyakran etanolt hasznaltak. A Biginelli-reakcié reprodu-
kalhatosaganak vizsgalatahoz hét kisérletet ismételtiink
meg publikalt eredmények alapjan. A reakcié kiindulasi
anyagainak a benzaldehidet, a karbamidot és az etil-aceto-
acetatot valasztottuk. A hét kisérletb6l harom jol megismé-

telhetének bizonyult, két esetben a terméket az irodalom-
ban megadottnal jelentdsen gyengébb termeléssel kaptuk,
mig két esetben a vart 3,4-dihidropirimidinont nem tudtunk
izolalni.
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The Biginelli reaction and its reproducibility study

Multicomponent reactions are transformations where three or
more components react to afford a single product. The Biginelli
reaction is a well-known multicomponent reaction involving the
condensation of urea, ethyl acetoacetate, and aldehydes to form
3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones. This reaction is significant
due to producing a variety of biologically active compounds and
its application in the synthesis of polymers, dyes, and natural
products.

Pietro Biginelli (1860—1937) discovered the three-component re-
action of various aldehydes (aliphatic aldehydes, furfural, o,B-un-
saturated aldehydes), ethyl acetoacetate and urea, which is cata-
lyzed by the addition of hydrochloric acid. Later, the role of the
acid was also confirmed by the investigation of the reaction mech-
anism, which was carried out by Kappe using 'H and C NMR
spectroscopy. From the measurement results, he concluded that
the addition reaction of urea and benzaldehyde takes place first.
The N-(1-hydroxybenzyl)urea formed in this way loses water un-
der the influence of hydrochloric acid, leading to the short-lived,
reactive N-acyliminium ion. In the next step, the N-acyliminium
ion reacts with the enol form of ethyl acetoacetate, and then the
product is formed by ring closure from the addition open-chain
intermediate via a hexahydropyrimidine derivative with intramo-
lecular water elimination.

Atwal and co-workers extended the scope of the Biginelli reaction.
The reaction was modified by first forming an a,B-unsaturated
oxo compound from an aldehyde and a B-ketoester. The isolated
o,pB-unsaturated oxo compound was then reacted with 2-methyl-
isourea in the presence of a weak base, e.g., sodium bicarbonate.
The 2-methoxydihydropyrimidine derivative is readily hydrolyzed
with hydrochloric acid or trifluoroacetic acid, as it is typical of
enol ethers, to form the Biginelli product. Although Atwal’s meth-
od consists of two steps, its great advantage is that it is also well
applicable to aliphatic and ortho-substituted aromatic aldehydes,
and the methoxy group of the intermediate can be easily replaced
by ammonia and primary amines.

Currently, there are hundreds of experimental conditions de-
scribed in the literature for the Biginelli reaction. Various
Brensted and Lewis acids, zeolites, ion exchange resins, ionic
liquids, organocatalysts and enzymes can be used as catalysts. In
the presence of some catalysts, the Biginelli reaction proceeds in
excellent yields in a very short time even at room temperature, but
typically heating of the reaction mixture is required. Microwave
irradiation is often used for heating, and ethanol, methanol, less
often tetrahydrofuran or acetonitrile are used as solvents, but the
reaction is also often carried out without any solvent.

In the natural sciences, including chemistry, the reliability of the
described experiments has high importance. Since the Biginelli
reaction has been performed under a wide range of conditions
and the results have been published, a few examples can easily be
selected for testing reproducibility. In our research group, seven
simple experiments were repeated, using benzaldehyde, urea and
ethyl acetoacetate as starting materials.

Our study examined the reproducibility of the Biginelli reaction
under various conditions using different catalysts. Seven experi-
ments were conducted using benzaldehyde, urea, and ethyl ace-
toacetate with different catalysts such as HCIl, ZnBr,, NH,CI,
LiBr, InCl;, CaF,, and Cul. The results showed that reactions with
HCI, ZnBr,, and NH,Cl were reproducible, while those with LiBr,
InCl,, CaF,, and Cul showed significant deviations from literature
values. The reproducibility of the reaction can be affected by the
choice of catalyst and reaction conditions. Some catalysts, such
as CaF, and Cul, were found to be ineffective under the tested
conditions.

Of course, it cannot be ruled out that other research groups would
obtain results different from those given by us in the mentioned
experiments. Although, it is worth drawing attention in organic
chemistry as well to the fact that the reproducibility of the ex-
periments described in the literature is indeed not always easy or
perhaps not even possible.
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1. Fobb mikotoxinok el6fordulasa és toxikus hatasaik

A mikotoxinok (masnéven penészgombatoxinok) fonalas
gombak toxikus mdasodlagos anyagcseretermékei, melyek
megjelennek szennyezdként szamos élelmiszerben ¢és ta-
karmanyban (1. abra). A mikotoxin kontaminacié napjaink
legéget6bb élelmiszerbiztonsagi problémai kozé tartozik.!

A jelentés mértékli és/vagy hosszitavi mikotoxin expozi-
ci6 sulyos egészségiigyi és gazdasagi karokat okoz vilag-
szerte.> A mikotoxinok kémiai szerkezete (2. abra) és toxi-
kus hatasaik rendkiviil szerteagazéak. Human szempontbol
a kronikus szubklinikai toxicitas a legjellemzobb, mig az
akut mikotoxikozis ritkabb, azonban ilyen esetekrdl is be-
szamol a szakirodalom.?

1. Abra. A mikotoxinok megjelenhetnek szennyezSként a legtdbb terményben, beleértve a gabonandvényeket, a gyiimélesoket, a zoldségeket, az olajos
magvakat, a fliszereket, vagy akér a kakao- és kavébabokat. Igy az ezekbél késziil§ feldolgozott termékekben is gyakran eléfordulnak: tobbek kozott
péktermékekben, gyiimolcslevekben, aszalt gylimolesokben, borban és sérben. Tovabba a takarmanybol a haszonallatokba jutva a tej- és hustermékek,

de még a tojas is megemlithetd, mint potencialis beviteli forras.

Az aflatoxinokat elsdsorban Aspergillus gombafajok (4. fI-
avus €s A. parasiticus) termelik, gyakran el6fordulnak
szennyezett gabonafélékben (példaul kukorica, rizs) és
olajos magvakban (példaul foldimogyord, pisztacia).! Az
utobbi évek megfigyelései egyértelmiivé tették, hogy a
klimavaltozas eredményeként az aflatoxinok gyakoribb és
fokozottabb megjelenésére kell szamitani gabonafélékben

*  Tel.: 436 72 501 500 / 29250; e-mail: poor.miklos@pte.hu

Eurdpa jelent6s részén,’ tobbek kozott Magyarorszagon is.
Az aflatoxinok azonositasa az igynevezett ,, Turkey X disea-
se”-hez kothetd: az 1960-as évek elején pulykak (és egyéb
szarnyasok; melyeket Dél-Amerikabdl szarmazé foldimo-
gyorot is tartalmazo takarmannyal etettek) tomeges elhul-
lasat okoztak az Egyesiilt Kiralysagban.® Haszonallatokban
(példaul baromfi, sertés) foként hepatotoxikus és immun-

132. évfolyam, 1-2. szam, 2026.


https://doi.org/10.24100/MKF.2026.01-02.52-61

Magyar Kémiai Folydirat 53

szupressziv hatasokat irtak le” Az aflatoxin Bl (AFBI;
2. abra) a legtoxikusabb képviseldje ennek a csoportnak,
melyet igazolt human hepatokarcinogén hatdsa miatt a
Nemzetkozi Rakkutatd Intézet (IARC) az 1-es csoportba
sorol.> Az AFBI-b6l citokrom P450 enzimek (CYP1A2 és
CYP3A4) altal katalizalt oxidacid soran reaktiv elektrofil
epoxid metabolit képzodik, aminek foként exo-AFBI-8,9-
epoxid formaja képes kovalens N7-guanin DNS-adduktokat
kialakitani.® Az AFBI a mikotoxinok k6zott is kifejezetten

Aflatoxin B1 (AFB1)

HoOC ©
HoOC

°

Deoxinivalenol (DON)

OH O CH;
0
HO |
o)

Zearalenon (ZEN)

toxikus vegyiiletnek szamit, tobb esetben is leirtak akut,
halalos kimenetelit mérgezéseket (legtobbszor Afrikaban).?
Az AFBI mellett fontos kiemelni aflatoxin M1 (AFMI)
nevill metabolitjat is, ami jelentds mennyiségben exkretalo-
dik tejbe. Ezaltal példaul tehéntej és tejtermékek jelenthe-
tik az AFMI expozicio forrasat, de AFBI bevitelt kdvetden
kimutathatd6 mennyiségben megjelenik human anyatejben
is.* Utobbira tekintettel az aflatoxin expozicio elkeriilése a
terhesség €s szoptatds idészakaban kiemelt fontossagu.

ci
H
m O OH O
HO” o

Ochratoxin A (OTA)

T-2 toxin

OH
(o) =
o
Z 0

Patulin

2. Abra. Néhany f6bb mikotoxin kémiai szerkezete.

Az ochratoxinokat foként Aspergillus és Penicillium gom-
bafajok (példaul 4. ochraceus, A. carbonarius, P. verruco-
sum) termelik.® A legtoxikusabb szarmazék az ochratoxin
A (OTA; 2. abra), melyet eldszor 1965-ben azonositottak
Dél-Afrikaban.'® Hatdasmechanizmusa igen Gsszetett s nem
teljesen tisztazott: in vitro €s in vivo vizsgalatok alapjan
gatolja a fehérjeszintézist és a celluldris energiaprodukci-

ot, tobbféle modon is fokozza a szabadgyokok képzodését
(oxidativ és nitrozativ stresszt indukal), negativan befolya-
solja a sejtciklust és a sejtek kalcium homeosztazisat, to-
vabba DNS-adduktok kialakitasa altal genotoxikus hatasa
is lehet.!! Az OTA egy nefrotoxikus mikotoxin, igazoltak
érintettségét példaul sertés nefropatia esetében, emellett
valoszintisithetéen szerepe van a Balkan endémias nefro-
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patia (BEN) kialakulasaban is."" Az OTA-t az IARC a le-
hetséges human karcinogének (2B alcsoport) kozé sorolja.?
Az ochratoxinok kisebb-nagyobb mennyiségben sokféle
élelmiszerben el6fordulhatnak, beleértve tobbek kozott a
gabonaféléket, a pék-, hus- és tejtermékeket, az olajos mag-
vakat, valamint egyes gylimolcsoket és italokat (bor, kave,
stb.).? A citrinin egy az OTA-nal kevésbé potens, de szintén
nefrotoxikus hatdst mikotoxin, melyet egyes Aspergillus,
Penicillium és Monascus fajok termelnek.”? Az OTA és
citrinin mikotoxinok egyiittes megjelenése szennyezdként
gyakori,”® ami kombinativ (akar potencirozd/szupraadditiv)
hatasokat eredményezhet."* Habar az élelmiszerekben meg-
hatarozott koncentraciokboél kiindulva a citrinin expozicio
Europaban alacsony, a human vizeletben mért biomarke-
rek alapjan az jabb vizsgalatok eredményei arra utalnak,
hogy korabban a citrinin bevitt mennyiségét alabecsiilhet-
ték.">1° Ennek egy lehetséges magyarazata, hogy a citrinin
jelentds része feltehetbleg matrix-asszocialt formaban van
jelen az élelmiszerekben, ahonnan az emésztés soran fel-
szabadulhat.” Emellett magas citrinin bevitelt okozhatnak
a kinai gyogyaszatban hasznalt, vords élesztds rizs (,,red
yeast rice”) tartalmu étrend-kiegésziték,'> mert itt a rizst
Monascus purpureus felhasznalasaval erjesztik.

A fumonizineket leggyakrabban Fusarium gombafajok (F.
verticillioides, F. proliferatum) termelik, a csoport legfon-
tosabb képvisel6i a fumonizin Bl (FBI; 2. abra) és a fumo-
nizin B2 (FB2)."® A FB1 kémiai szerkezetének megallapita-
sa 1988-ban tortént, szfingozinhoz hasonld szerkezete miatt
gatolja a ceramid-szintazt, ami a szfingolipid bioszintézis
fontos enzime." A FB1 vilagszerte az egyik leggyakoribb és
legjelent6sebb mikotoxin szennyezd kukoricdban, buzaban
és egyéb gabonafélékben. Szerencsére a toxin viszonylag
hidrofil, ezért oralis biohasznosulasa igen alacsony.”® A FB1
szamos toxikus hatasat irtak le kiilonb6z6 allatfajokban
(hepatotoxicitas, nefrotoxicitas, neurotoxicitas, 16 leukoen-
cephalomalacia, sertés tiid6odéma), mig emberben a magas
FBI expozicio 0sszefiiggésben allhat a veldcs6zarodasi ren-
dellenességek és a nyel6esérak gyakoribb eléfordulasaval.?
Az IARC a FBI ¢és FB2 mikotoxinokat a 2B alcsoportba
sorolja.® Erdemes emlitést tenni a FBI acil-szarmazékairdl,
melyekben példaul palmitinsav, olajsav, vagy linolsav kap-
csolodik a mikotoxinhoz észter- vagy amidkotésen keresz-
til. Az O-acyl-FBI1 vegyiiletek jelenlétét kimutattdk kuko-
ricdban természetes fungalis infekcid eredményeként, mig
az N-acil-FB1 metabolitok egyes élelmiszerkémiai folya-
matok soran és a szervezetben is képzédhetnek FB1-bol.*!
Az utobb emlitett biotranszformacios reakcioban feltehetd-
leg a ceramid-szintdz enzim érintett.”> A korabbi in vitro
vizsgalatokon til, nemrégiben zebrahal modellben végzett
kisérletek is igazoltak, hogy az 5-O-acil-FBI1 és foként az
N-acil-FBI szarmazékok joval toxikusabbak az anyave-
gyiiletnél. 2! gy elsésorban az N-acil-FBI metabolitoknak
nagy toxikologiai jelentsége lehet.

A deoxinivalenol (DON; 2. édbra) — masnéven vomitoxin
— egy trichotecén szerkezetli mikotoxin, melyet jellem-
zéen Fusarium gombafajok (példaul F. graminearum, F.

culmorum) termelnek, vele egylitt szintén gyakran megje-
lenik a 3-acetil-DON ¢és a 15-acetil-DON.* A FBI1 mellett
a DON is a leggyakoribb mikotoxin szennyezdk kozé tar-
tozik gabonafélékben (példaul buza, kukorica, arpa, rizs,
zab, cirok, rozs).>* A DON human toxicitasara vonatkozdan
viszonylag kevés adat all rendelkezésre; a mikotoxin va-
16szintileg felel6ssé tehetd tobb tomeges mérgezésért, me-
lyeket Indidban és/vagy Kindban irtak le foként az 1960-as
¢és 1980-as években, és a kontaminalt gabona (buza, arpa,
vagy kukorica) fogyasztasahoz kapcsolhatok.” Kronikus
hatasai jelenleg nem ismertek, azonban az akut human mér-
gezések esetében a kovetkezd tlineteket irtak le: hanyinger,
hanyas, hasmenés, hasi fajdalom, fejfajas, szédiilés, 1az.23>*
Emellett haszonallatokban tobbek kozott csokkent tapla-
I¢kfogyasztast, lassabb fejlodést és testtomeg gyarapodast,
gasztrointesztinalis tlineteket, valamint sertéseknél a nye-
16¢s6 és gyomor 1ézidk mellett a maj, tiid6 és vese elvalto-
zasait figyelték meg.*> Az IARC a DON-t a 3-as csoportba
sorolja, tehat nincs igazolhaté human karcinogén hatéasa.®

A T-2 (2. dbra) és HT-2 toxinok szintén a trichotecének kozé
tartoznak, Fusarium gombafajok (példaul F. langsethiae,
F. poae, F. sporotrichioides) éltal termelt mikotoxinok.
Gyakori szennyezOk zab és egyéb gabonafélék esetében,
emellett tobbszor is leirtak nagy mennyiségli T-2 toxin je-
lenlétét egyes névényi alapu étrend-kiegészit6kben.? A tri-
chotecén mikotoxinok kozott a T-2 toxin a legtoxikusabb,
egyes allatfajokban gasztrointesztinalis és hematologiai
elvaltozasokat (alimentaris toxikus aleukia), immuntoxici-
tast, neurotoxicitast és reproduktiv toxicitast ir le az altala
okozott hatasok k6zott a szakirodalom.??” Egyértelmii in-
formacio nem all rendelkezésre a T-2 toxin human hatésaira
vonatkozoéan: tobb olyan tdmeges mérgezést jegyeztek fel,
melyekben feltételezhetd a T-2 toxin szerepe (példaul az ali-
mentaris toxikus aleukia jarvanyos el6fordulasa 1931-1947
kozott a Szovjetunioban), azonban ezekben az esetekben
egyéb trichotecén mikotoxinok érintettsége is felmeriilt.?
Az IARC a T-2 toxint a 3-as csoportba sorolja.® A T-2 toxin
az ugynevezett ,,yellow rain” incidens kapcsan kapott szé-
lesebb nyilvanossagot 1981-ben, amikor az USA megvadol-
ta a Szovjetuniot, hogy T-2 mikotoxint alkalmaztak vegyi
fegyverként Vietnam, Laosz és Kambodzsa teriiletén a
felkelés elleni hadviselés részeként; ezt azonban azota sem
sikeriilt igazolni, tobb szakember pedig egyenesen cafolja.?®

A zearalenont (ZEN; 2. dbra) — masnéven F-2 mikotoxint —
Fusarium gombafajok (példaul F. graminearum, F. culmo-
rum, F. verticillioides) termelik; ahogy arra a neve is utal,
gyakori szennyez6 kukoricaban (latinul: Zea mays) és mas
gabonafélékben (példaul buza, arpa, cirok, rozs).”’ Egyéb
karos hatasai mellett (immuntoxicitas, hepatotoxicitas, ne-
frotoxicitas), elsésorban endokrin diszruptor tulajdonsagat
fontos kiemelni: a ZEN egy nemszteroid szerkezetii xen-
00sztrogén, képes az 6sztrogén receptorokhoz kapcesolddni
és aktivalni azokat.”” A ZEN 3a- és 3B-hidroxiszteroid-de-
hidrogenazok altali biotranszformacioéja sordn a-zeara-
lenol (a-ZEL), B-zearalenol (B-ZEL), zearalanon (ZAN),
a-zearalanol (a-ZAL) és B-zearalanol (B-ZAL) redukalt
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szarmazékok képzddnek.*** Az a-ZEL és a-ZAL metabo-
litok joval potensebb 6sztrogén receptor agonistak a ZEN-
hoz, a ZAN-hoz és a B-szarmazékokhoz viszonyitva.?:32
Sertés, pulyka és kutya esetében az a-metabolitok nagyobb
mennyiségben képzddnek, igy ezek az allatfajok kifejezet-
ten érzékenyek a ZEN endokrin diszruptor hatdsaira; mig
szarvasmarha, kecske, 16 és csirke kapcsan a B-szarmazé-
kok mutatnak dominanciat.*® A ZEN expozicié eredmé-
nyeként szamos tanulmany irta le kiilonb6z6 reproduktiv
rendellenességek kialakulasat haszonallatokban.*® A ZEN
human endokrin diszruptor hatasaira vonatkozéan nem all
kell6 mennyiségli és mindségii adat rendelkezésre, azonban
egyes eredmények alapjan a magas ZEN tartalmu élelmi-
szerek fogyasztasa dsszefiiggésbe hozhato a korai pubertas
kialakulasaval.”® Az IARC a ZEN-t a 3-as csoportba sorol-
ja.® Erdekesség, hogy ugyan alkalmazasat az EU-ban betil-
tottak, az erds Osztrogénhatassal rendelkezé o-ZAL szar-
mazékot Zeranol néven szamos orszagban (példaul USA,
Azsia és Afrika egyes részei) ma is hasznaljak hozamfoko-
zOként, els@sorban a husmarhatartasban.*3

A patulint (2. abra) foként Penicillium (példaul P. expansum,
P. crustosum, P. patulum) és egyes Aspergillus (példaul A.
clavatus) fajok termelik.*** Jellemzéen gytiimdlcsokben
¢és a beldlik késziilo termékekben jelenhet meg szennye-
zoként, elsdésorban almaban, de eléfordul korte, narancs,
sz616, szilva és barack esetében is.*® Ezért a patulin szintek
monitorozasa indokolt almabol késziilt gytimoleslevek, ci-
derek és piirék/pépek esetében, kiilonos tekintettel a bébié-
telekre. Human toxicitasi adatok nem allnak rendelkezésre,
az IARC a patulint a 3-as csoportba sorolja.® Ragcsalokon
végzett kisérletekben az akut patulin mérgezés tobbek ko-
z0tt gorcsoket, izgatottsagot, 6démat, intesztinalis gyulla-
dasokat ¢és hanyast okozott, mig a kronikus kezelés neuro-
toxikus, immuntoxikus, genotoxikus és teratogén hatasokat
eredményezett.’

2. ,Emerging” és maszkolt/médositott mikotoxinok

Megfontolva azt, hogy melyik mikotoxinoknak mik a f6bb
beviteli forrasai, a hazai és EU-s szabalyozas hatar- és ira-
nyértékeket szab meg egyes mikotoxinokra vonatkozdan a
takarmanyozasra és az emberi fogyasztasra szant termékek
esetében. Az elvart vagy javasolt limitek megallapitasanal
nagyban tamaszkodnak az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hatosag (EFSA) altal idékozonként kiadott, komoly szak-
értdi panelek altal 0sszeallitott rizikobecslési adatokra és
ajanlasokra. Az ilyen regulalt mikotoxinok koz¢é tartozik az
AFBI, AFM1, OTA, FBI ¢és FB2, DON, T-2 és HT-2 toxi-
nok, ZEN ¢és a patulin. Ahogy az ¢l6zé fejezetben olvas-
hato, még egyes regulalt mikotoxinoknal is hianyosak az
informacioink, sok esetben hatdasmechanizmusuk és/vagy
toxikus hatdsaik nem teljesen tisztazottak. Azonban sza-
mos olyan egyéb mikotoxin is megtalalhato élelmiszereink-
ben, melyeknek eléfordulasi gyakorisaga, mennyisége és
toxicitasa kapcsan még kevesebb ismerettel rendelkeziink.
Az ugynevezett ,emerging” mikotoxinok olyan kevésbé
tanulmanyozott mikotoxinok, melyeket nem monitoroz-

nak rutinszerien és nincs kell6 mennyiségii expozicidra
vonatkozo ¢és toxikoldgiai adat a megfeleld értékelésiikhoz.
Ilyenek tobbek kozott az Alternaria gombafajok altal ter-
melt alternariol (AOH), alternariol-9-metiléter (AME) ¢és
tenuazonsav, az Aspergillus és/vagy Penicillium gombak
termékeként szintetizalt sterigmatocisztin €s ciklopiazon-
sav, vagy a tobbek kozott Fusarium torzsek altal eléallitott
beauvericin és enniatin mikotoxinok.**¥ Az utobbi évek-
ben vizeletmintakbol mért mikotoxin biomarkerek megje-
lenési gyakorisaga és mennyiségei tobb esetben is ramutat-
tak, hogy e mikotoxinok esetében is szamolni kell a human
expozicioval 3>

Analitikai és toxikologiai szempontdl szintén kihivasokat
tartogatnak az tigynevezett maszkolt/mddositott mikotoxi-
nok. A maszkolt jelz6 onnan szarmazik, hogy ezeket a me-
tabolitokat a rutin analitikai eljarasok jellemzéen nem tud-
jak azonositjak. A konjugalt szarmazékok toxicitasa ugyan
alacsonyabb, azonban a bélrendszerben egy résziikk vagy
akar a teljes mennyiség visszaalakulhat a mérgez6bb anya-
vegyiiletté.**? A maszkolt metabolitok egyes mikotoxinok
ndvényi biotranszformacidja soran jonnek Iétre, ilyenek
példaul a DON-3-gliikozid vagy a ZEN-14-gliikkozid.*'* A
modositott mikotoxin csoport magaban foglalja a maszkolt
metabolitokat, de szintén ide értendok a bioldgiai/kémiai
uton kialakuld egyéb szarmazékok, mint példaul a gom-
bak altal szintetizalt ZEN-14-szulfat vagy az emberi/allati
szervezetben képzddo glitkuronid konjugatumok (azonban
a matrix-kotott mikotoxinok nem tartoznak ide).*

3. Mikotoxinokkal szembeni prevencios és védekezési
stratégiak

A prevenci6 tekintetében, elsddleges szempont maganak a
fungalis infekcionak a megel6zése, tehat a mikotoxin-ter-
meld penészgombak megjelenésének (s terjedésének) visz-
szaszoritasa. Itt sok aspektust érdemes megemliteni, kezdve
ott, hogy nagyon kivanatos lenne a legalabb kozepes mér-
tékl névényi rezisztencia: ilyen fajtak kalaszosok és kuko-
rica esetében is hozzaférhetéek a piacon, és a genotipusok
kozotti igen jelentds ellenallosagi kiilonbségek miatt az
¢élelmiszer- €s takarmanybiztonsadg szamottevden javithato
lenne.*** Szintén kiemelendd az ellenallosag tovabbi tamo-
gatasa megfeleld agrotechnika, eldvetemény, talajmiivelés
és peszticid kezelés alkalmazasaval.*#¢ Szamos vizsgalat
folyik tobbek kozott olyan biologiai stratégiak kidolgoza-
sa kapcsan, ahol kiilonb6z6 mikroorganizmusok (példaul
egyéb fonalas gombak) alkalmazasaval csokkentik a ter-
mény mikotoxin-termeld gombakkal valo megfert6zédését
¢és mikotoxin tartalmat.***” A kontaminacidval szembeni
védelem persze nem ér véget a term6foldon. A betakari-
tas és az azt kovetd folyamatok optimalizalasaval nagyban
csokkenthetd a mikotoxinok mennyisége, ide tartoznak tob-
bek k6zott a szaritas, a tarolas, a tisztitas és a valogatas.*®

Ha mar jelen vannak, akkor kiilonb6z6 dekontaminacios
technikakkal kisebb-nagyobb mértékben csokkentheté a
mikotoxinok mennyisége és/vagy tovabbi képzddése, per-
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sze ez nagyban fligg attdl is, hogy milyen matrixot sziiksé-
ges kezelni. Ilyen eljarasok a kovetkezok:#6:43

— fizikai metodusok:

* példaul mosas/folyadék extrakcid, hokezelés, sugar-
zas alkalmazasa a mikotoxinok eltavolitasa vagy deg-
radacidja céljabol,

» valamint adszorbensek felhasznalasa a toxinok meg-
kotésére (példaul zeolit, bentonit, kaolin);

— kémiai kezelés a penészgombak elpusztitasahoz és a mi-
kotoxinok alacsonyabb toxicitdsu szarmazékka alakita-
sahoz (példaul lagos mosas vagy 6zonos kezelés);

— bioldogiai modszerek:

* jellemzbéen egyes élesztd és Lactobacillus torzsek
(vagy sejtfal frakcidjuk) meg tudjak kotni a mikotoxi-
nok egy részét,

e olyan mikroorganizmusok (gombak vagy bak-
tériumok) alkalmazasa, melyek enzimei alacso-
nyabb toxicitasi szarmazékokka alakitanak egyes
mikotoxinokat,

* tovabba izolalt enzimek azonositasa és felhasznalasa

ey

Fontos azonban megjegyezni, hogy szamos ilyen stratégia
limitalt hatékonysagt, koltséges, ronthatja az élelmiszer
mindségét (beleértve tapanyagtartalmat és €lvezeti érté-
két) és/vagy nagyléptékli alkalmazdsa nem praktikus.*
Mindamellett, hogy tobb igéretes stratégia mentén is in-
tenziv kutatasok folynak, a jelenleg alkalmazott eljarasok
egyelére nem tudjak biztositani a mikotoxinok teljes elta-
volitasat. Ebbol adodik az olyan kiegészitok alkalmazasa
az éllati takarméanyokban (példaul vitaminok, nyomelemek,
polifenolok és egyéb nutriensek), melyek ellensulyozhatjak
a mikotoxinok karos hatasait.*54°

A végtermék clballitasa soran alkalmazott élelmiszertech-
noldgiai folyamatok szintén befolyasolhatjak annak miko-
toxin tartalmat, ilyenek tobbek kozott a dardlés, a fermen-
tacio, a sorf6zés vagy a péktermékek siitése.*® A fehér liszt
mikotoxin tartalma jellemzden 50—-80% koriili a gabona-
ban mérhetd toxinszintekhez viszonyitva, ahol a csdkkenés
feltehetbleg azzal magyarazhato, hogy a toxinok nagyrészt
a gabona kiils6 rétegein vannak jelen.’® Keményit6 eldal-
litasakor, a nedves Orlés soran az aztatdsi és mosasi 1épé-
sek lényegesen csokkenthetik egyes hidrofil mikotoxinok
(példaul DON) mennyiségét a végtermékben.”' A kiilon-
bo6z6 tipust hékezelések — példaul f6zés, siités, porkdlés,
vagy pasztOrozés — sordn, az alkalmazott koriillmények és
a matrix fliggvényében, csokkenhet a mikotoxinok meny-
nyisége.”> Azonban szamos mikotoxin (példaul AFBI,
OTA, FBI1, DON, ZEN) magas hdstabilitassal rendelke-
zik,* tovabba képzdédhetnek ilyenkor olyan matrix-asszo-
cialt formak is, melyek a szabad toxin mennyiségét ugyan
csokkentik, azonban a mikotoxin késObb az emésztés soran
folszabadulhat ezekbdl a szervezetben.® Persze az is igen
fontos kérdés, hogy a mikotoxinok ,,degradacioja” soran mi
keletkezik, hiszen példaul szennyezett kukorica esetében
a tortilla chips készitése soran a FB1 jelentés mennyiség-

ben alakulhat at N-acil-FB1 szarmazékokka,’* melyek —
ahogy azt fentebb mar targyaltuk — joval toxikusabbak az
anyavegyiiletnél.?!

4. Ciklodextrinek, mint potencialis mikotoxinkoté
molekuliak

A ciklodextrinek (CD; 3. abra) glitkopiran6z egységekbdl
felépiild oligoszacharidok, gytirti alaki molekulak, me-
lyek gazda—vendég kdlcsonhatasok kialakitasaval zarvany-
komplexeket hoznak 1étre, a folyamatot mikrokapszulazas-
nak is szoktak nevezni.*® Mivel a hidroxilcsoportok kifelé
orientalodnak, a CD-ek remekiil oldédnak vizben, mig a
belsé tireg képes apolaris molekulak befogadasara.>® Féként
a hat (a-CD), hét (B-CD) és nyolc (y-CD) gliikoz alegység-
bdl felépiilé CD-eket szamos teriileten alkalmazzak, tobbek
kozott az élelmiszer-, kozmetikai- és gyogyszeriparban.>8
Emellett, ha magasabb stabilitasu ligandum—CD komplexek
képzddnek, akkor a CD-ek felhasznalhatok kdtomolekula-
ként egyes vegyliletek csapdazasara, ezaltal a CD techno-
l6gia alkalmas lehet analitikai extrakciora/mintadusitasra,
xenobiotikumok vizes matrixbol torténd eltavolitasara,
vagy akar antidotumok kifejlesztésére is.*-¢! Vizsgalataink
soran szamos mikotoxin kdlcsonhatasait értékeltiik nativ és
kémiailag modositott CD-ekkel és CD polimerekkel, ebben
a fejezetben ezekrdl fogok réviden beszamolni.

3. Abra. A B-CD (balra) és egy B-CD polimer (jobbra) vazlatos
szerkezete.

Amikor egy mikotoxin a CD tiregbe keriil, a vendégmole-
kula hidratburkabdl vizmolekulak tdvoznak, ami a fluoresz-
cencias sajatsagu mikotoxinok esetében a vizmolekuldk
részleges kiolto hatasat csokkenti. Ennek eredményeként a
CD-ek jelentésen képesek megemelni egyes mikotoxinok
fluoreszcencidjat vizes oldatban, ami analitikai szempont-
bol kiakndzhat6. Egyes kémiailag modositott CD-ek kortil-
beliil 20-szoros vagy akar azt is meghaladé mértékben erd-
sitik az AFBI1, AOH, dihidrocitrinon, ZEN, a-ZEL, B-ZEL
€s ZEN-14-szulfat mikotoxinok fluoreszcencia emisszios
jelét.s2-67

A mikotoxinok koziil egyediil a ZEN k&tddik viszonylag
erdsen valamelyik nativ CD-hez, a ZEN-B-CD komp-
lex asszociacios konstansa (K,) nagyjabol 10* L/mol.%®
Azonban szamos esetben igazoltuk, hogy a CD-ek kémiai

132. évfolyam, 1-2. szam, 2026.



Magyar Kémiai Folydirat 57

modositasaval a mikotoxin—CD komplexek stabilitasa je-
lentésen emelhetd. Magasabb affinitast kotddést figyeltiink
meg az AOH és a sugammadex (K, = 5,0 x 10* L/mol),*
valamint az OTA és a (2-hidroxi-3-N,N,N-trimetilamino)
propil-B-CD (K, = 3,2 x 10* L/mol) koz6tt.”” Tovabba a ZEN
(K, = 6,3 x 10* L/mol), az a-ZEL (K, = 1,0 x 10° L/mol) és
a ZEN-14-szulfat (K, = 5,0 x 10* L/mol) is Iényegesen erd-
sebben ko6tédott a 2,6-di-O-metil-B-CD-hez, mint a nativ
B-CD-hez.5>-¢7

Tobb kutatocsoport is tanulmanyozta a CD polimerek ha-
tékonysagat egyes mikotoxinok extrakcidjara vonatkozodan.
A B-CD-poliuretan polimert sikeresen hasznaltak OTA
borbdl és patulin almalébdl valdé megkotésére,”’! tovabba
mas B-CD tartalmu partikulumok is alkalmasak voltak az
OTA szilard fazisu extrakcidjara sz6161é- és bormintakbol.”
Emellett egy szulfobutiléter-B-CD-t tartalmazé polimer
is hatékony kotdmolekulanak bizonyult ZEN kapcsan.”
Vizsgalatainkban szamos mikotoxin kdlcsonhatasait tesz-
teltiikk B-CD gydngypolimerrel (BBP). A BBP alkalmazasa-
val sikeriilt eltavolitani a kdvetkezd mikotoxinok koriilbeliil
90%-at vagy azt meghaladé mennyiségét vizes oldatokbol:
AOH, AOH-3-szulfat, AME, AME-3-szulfat, ZEN, ZEN-
14-szulfat, a-ZEL, B-ZEL, ZAN, a-ZAL és B-ZAL.5777
Tovabba a BBP nagyjabol 70—-80%-kal csokkentette a citri-
nin, dihidrocitrinon, sterigmatocisztin és OTA, valamint
az AOH-3-gliikozid, az AME-3-gliikozid és a ZEN-14-
glitkozid koncentracioit.’*’® Ezek az eredmények ravilagi-
tanak arra, hogy a BBP egyes maszkolt/modositott metabo-
litokat is képes jelentds mértékben megkotni, raadasul az
AOH, AME és ZEN példai alapjan a szulfat metabolitokat
hasonl6é mértékben, mint az anyavegyiileteket. Tovabba ki-
emelendd, hogy a BBP hatékonyan csokkentette az AOH
casor mintak esetében is.”*” Az igéretes eredmények mel-
lett azonban arrdl is fontos megemlékezni, hogy a CD alapt
kotomolekulak a mikotoxinok mellett egyéb vegyiiletekkel
is kolesonhatasba 1épnek, igy a CD-ek felhasznalhatdsaga
italok toxintartalmanak csokkentésére tovabbi vizsgalato-
kat igényel.*

Egyes CD-ek felmeriilhetnek védémolekulaként is a miko-
toxinok altal okozott kedvezodtlen hatasok ellenstlyozasara.
HeLa sejteken végzett in vitro kisérletekben a -CD nem,
azonban a ZEN-t erdsebben megkotd szulfobutiléter-f-CD,
random metilalt-B-CD ¢és szukcinil-metil-B-CD jelentésen
csokkentették, magasabb koncentracidkban pedig meg is
sziintették a mikotoxin altal eredményezett viabilitas csok-
kenést.?! Emellett mind a négy tesztelt CD (beleértve a nativ
B-CD-t is) nulldra redukalta a ZEN-indukalta mortalitast és
mérsékelte a mikotoxin altal okozott malforméciokat zeb-
radanié embrié modellben. A ZEN esetében, a mikotoxint
magasabb affinitassal megkoté CD-ek erésebb védo hata-
sokat mutattak in vitro és in vivo modellekben egyarant.®!

A sugammadex nevi kémiailag modositott y-CD (melyet
a human farmakoterapidban a vecuronium és rocuronium
nem-depolarizalé vazizom relaxansok hatasanak felfiig-

gesztésére hasznalnak)®' nagymértékben csokkentette az
AOH toxikus hatasat HeLa sejtmodellben, csaknem telje-
sen visszallitva a sejtek életképességét.® Ez 6sszhangban
volt azzal a megfigyeléssel, hogy a sugammadex joval na-
gyobb affinitassal koti ezt a mikotoxint, mint az egy€b tesz-
telt CD-ek. Ugyan mindharom megvizsgalt kdtémolekula
(B-CD, szulfobutiléter-B-CD, sugammadex) szamottevéen
csokkentette az AOH altal okozott mortalitast és malfor-
macidkat zebradanié embriokban, meglepd eredményként
a nativ B-CD mutatta a legjobb véd6 hatast.”® Egy masik
kisérletben szintén jelentds eltéréseket tapasztaltunk az in
vitro és in vivo eredmények kozott: a szulfobutiléter-p-CD
és a sugammadex hasonlé mértékben csokkentették a
chlorpromazin (humén farmakoterapidban alkalmazott an-
tipszichotikum) toxikus hatasat HeLa sejteken, mig egérki-
sérletek soran az akut chlorpromazin mérgezés altal okozott
mortalitast a szulfobutiléter-B-CD csdkkentette, mig a su-
gammadex novelte.?> Ezek a megfigyelések ravilagitanak,
hogy a kotédés eréssége és az in vitro protektiv hatas (vala-
mint annak mértéke) nem mindig jelzi jol eldre egy CD in
vivo hatékonyagat védémolekulaként. gy ennek pontosabb
megértése és feltérképezése érdekében tovabbi intenziv
vizsgalatok indokoltak.
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Mycotoxins: occurrence, toxic effects, and prevention/control strategies

Mycotoxins are toxic secondary metabolites of molds, typically
produced by Aspergillus, Penicillium, Fusarium, and Alternaria
fungi. They appear as contaminants in animal feed and several
foodstuffs (e.g., cereals, fruits, vegetables, oilseeds, spices, baked
goods, dairy and meat products, eggs, dried fruits, fruit juices,
milk, wine, beer, and coffee). The chemical structures and toxic
actions of mycotoxins show large variations, including hepatotox-
icity, nephrotoxicity, gastrointestinal toxicity, immunotoxicity, as
well as carcinogenic and endocrine disruptor effects.

The most important regulated mycotoxins are aflatoxin Bl and
M1, deoxynivalenol, fumonisin Bl and B2, zearalenone, T-2 and
HT-2 toxins, ochratoxin A, and patulin. In addition to the parent
mycotoxins, their masked/modified metabolites can also contam-
inate crops and/or the corresponding food products, making the
analytical detection/quantification of mycotoxins challenging.
Moreover, several other so-called “emerging” mycotoxins can
also be mentioned, where the limited data regarding their occur-
rence, exposure, and toxic actions make their proper evaluation
difficult.

To prevent the appearance and spread of molds as well as to de-
crease mycotoxin contamination, it is important to use relatively

resistant host plants, improved agronomic methods and pesticide
management. Thereafter, the proper conditions for harvesting,
drying, storing, cleaning, and sorting are also highly relevant.
To decrease mycotoxin levels, some of the physical (e.g., wash-
ing, liquid extraction, heat treatment, radiation, and adsorbents),
chemical (e.g., alkaline treatment and ozonation), and biological
(e.g., microorganisms or their cell wall fractions, isolated en-
zymes) methods can be considered. Furthermore, certain food
technology processes can also affect the final mycotoxin content
in the end products.

Several strategies are being investigated to develop novel and ef-
fective mycotoxin binders. Cyclodextrins (CDs) and CD-based
polymers seem to be promising candidates for this purpose. CD
polymers have been successfully used to extract mycotoxins
(e.g., alternariol, ochratoxin A, and zearalenone) from aqueous
matrices, including beverages. These observations underline
that CD technology can be a tool for the analytical extraction/
enrichment of mycotoxins and/or decrease toxin levels in contam-
inated drinks. In addition, CDs showed significant protective ef-
fects against alternariol- and zearalenone-induced toxicity in cell
experiments and zebrafish embryo models. Therefore, CDs may
provide a new strategy to relieve the toxic impacts of mycotoxins.
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Absztrakt

A centrifugalis megoszlasi kromatografia (CPC) egy specialis, folyadék-folyadék fazist kromatografias technika, amelyben
a két egymassal nem elegyedo folyadék fazis hidrosztatikus egyensulyban van egymassal, és hatékony alternativat kinal a
szilard fazist kromatografidkkal szemben a természetes vagy szintetikus vegyiiletek elvalasztasa és izolalasa soran. A széles
korben elterjedt oszlopkromatografiaval ellentétben, ezen technika kivitelezéséhez ugyanakkor egy forgd rotorra van sziikség.
A modszer elméleti alapjat az képezi, hogy a kiilonb6z6 anyagi mindségli komponensek a két nem elegyed6 fazis kozott eltérd
moédon és mértékben oszlanak meg, amelyhez a forgasbol adoddan kialakuld allandé centrifugalis erdtér hatasara az egyik
folyadékfazis immobilizalodik a rotortérben, kialakitva ezzel az elvalasztashoz sziikséges allofazist. igy a CPC technolégia
elényei kozé tartozik, hogy nincsen sziikség szilard allofazisra, amely sok esetben a tisztitas koltségeinek nagy részét teszi ki.
A technika tovabbi jellegzetes elonye a skalazhatosag, illetve a fajlagosan alacsony oldoszerigény. A tanulmany bemutatja a
CPC technologia miikddési elvét, a hasznalt oldoszerrendszerek tulajdonsagait, valamint az ipari alkalmazasok szempontjabol
fontos elvalasztasi modokat. Targyaljuk a technika folyamatos elvalasztasra valo alkalmassagat is. Kiemelt figyelmet kapnak
a CPC miiszeres paraméterei, a mdédszertervezési szempontok, valamint az elvalasztasi hatékonysagot meghatarozo tényezok.
A RotaChrom Technologiai Zrt. altal fejlesztett CPC-platformok (rCPC, iCPC) példajan keresztiil attekintjiik az ipari szintti
gyartasi lehetdségeket, kiilonds tekintettel a gyodgyszeripari €s biotechnologiai alkalmazasokra. Olyan példakon keresztiil,
mint oligonukleotidok, szteroidok, ciklikus peptidek vagy természetes alkaloidok tisztitasa, a tanulmany ravilagit a CPC
technoldgia sokoldalisagara és hatékonysagara. A modszer kiilondsen értékes az olyan teriileteken, ahol a tisztasag, a hozam,
¢és az oldoszer visszanyerhet6sége kulcsfontossagu tényezok, valamint ahol kdrnyezetbarat, koltséghatékony megoldasokra

crer

hat6 elvalasztastechnika iranyaba mutat.

1. Bevezetés resztlil pumpaljak. A CPC — akarcsak mas CCC-eljarasok,
mint a csepp-ellenarama kromatografia (DCCC - droplet
counter-current chromatography) és a toroidalis tekercs-el-
lenaramu kromatografia (TCCC - foroidal coil counter-cur-
rent chromatography) — hidrosztatikus tipusnak tekintheto.
Ezekben a rendszerekben az allofazis megtartasat hidrosz-
tatikus erd biztositja. Mig a DCCC-ben ez kizardlag a gra-
vitacié hatasara valdsul meg?®, a TCCC-ben és CPC-ben a
centrifugalis tér hozza 1étre ezt az erdt, jelentdsen novelve
a stabilitast és hatékonysagot. A centrifugalis gyorsulas
mértéke akar tobb szaz ,,g” is lehet, ami sokkal intenzivebb
megtartast tesz lehetévé, mint a gravitacios rendszerek.

A CPC a folyadék—folyadék alapu kromatografias techni-
kak csoportjaba tartozik, és az ellenarama kromatografia
(CCC — counter-current chromatography) tovabbfejlesztett
formajaként ismert. Az els¢ CCC-eljarast Ito dolgozta ki
az 1960-as évek végén, amely azota tobbféle technologiai
valtozatban fejlddott tovabb. A CCC miikddésének alap-
jat egy egyensulyban levo kétfazisu olddszerrendszer ko-
zOtti megoszlasi egyensuly képezi'?. A folyadék-folyadék
kromatografidas modszerek esetében a centrifugdlis erdtér
alkalmazasa teszi lehetévé, hogy a foly¢kony allofazis az
oszlopon beliil maradjon, mik6zben a mozgo6fazist azon ke-

*  Tel.: +36 62 545 558; e-mail: vass.mate.viktor@gmail.com
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1. Abra. Az dbra egy kétfazisi oldészerrendszerben bekévetkezd komponensmegoszlast szemlélteti. A vizsgalt mintidban harom komponens fordul
elo, amelyek az also (s6tétzold) és felso (vilagoszold) fazis kozott a megoszlasi hanyadosuknak megfeleléen oszlanak el. A Sematikus kromatogramon
az lathato, hogyha az egyik komponens, melynek megoszlasi hanyadosa 1, akkor a komponens egyenlé mértékben oszlik meg a két fazis kozott.
Amennyiben a megoszlasi hanyadok kisebb, mint 1, a komponens az alsé fazisban dusul fel, illetve ha nagyobb, mint 1 akkor az az adott komponens

fels6 fazisban torténdé feldusulasat jelzi

A centrifugalis eréteret alkalmazoé modszerek is két na-
gyobb csoportot alkotnak, léteznek hidrosztatikus, és a
hidrosztatikus ¢s hidrodinamikus egyensulyon alapuld
rendszerek. A hidrosztatikus rendszerek kdzé sorolhato a
CPC, ahol az oszlopok egymasra helyezett szegmensekbdl
allnak, amelyek egymasra helyezésével, alakul ki a cellatér,
melyek csatornakon keresztiil sorosan kapcsolodnak egy-
mashoz. Eléfordul, hogy esetleg hengeres cellakbol allnak,
amelyeket csovek kotnek 6ssze’. Ezeket az oszlopokat egy
olyan centrifuga rotorjara helyezik, amely egyetlen tengely
koriil forog, igy ez a rendszer egy allando centrifugalis
tér hatasanak van kitéve*. Ezzel szemben a hidrodinami-
kus CCC-rendszerek esetében — példaul a nagysebességii
ellendramu kromatografia (HSCCC - high-speed coun-
ter-current chromatography) ¢és annak tovabbfejlesztett
valtozata, a nagy teljesitményi ellenaramt kromatografia
(HPCCC - high-performance counter-current chromatog-
raphy) — az oszlopok csdvekbdl allnak, amelyek egy orsora
vannak feltekerve, €s egyszerre forognak sajat tengelyiik
koriil, valamint keringenek a centrifuga kézponti tengelye
koriil bolygd-mozgast végezve . A két forgasi tengely kii-
16n centrifugalis erdt fejt ki, amelynek eredményeként egy
Osszetett centrifugalis erétér alakul ki, amely a cs6vezeték
mentén valtozik irdnyban és erésségben®. Ebben az esetben
a kapillaris tekercsek délésszoge mechanikai erét general,
amely egy Arkhimédész-csavar miikodéséhez hasonlé mo-
don tartja vissza az allofazist’. Jelenleg a kereskedelmi for-
galomban két {6 tipus érhetd el: a hidrosztatikus CPC ¢és a
hidrodinamikus HSCCC/HPCCC rendszerek. Egyéb konst-
rukciok inkabb torténeti érdekességként vagy tudomanyos
prototipusként maradtak fenn, kereskedelmi alkalmazasuk
nem jellemz6®.

A CPC ¢és a CCC technikak mikodésének alapjat egyarant
a folyadék—folyadék megoszlasi kromatografia elve képe-
zi. A mddszer 1ényege, hogy két, egymassal nem elegyedd
folyadékfazist — amelyek dinamikus egyensulyi allapotban
vannak — folyamatosan érintkezésbe hoznak, ezaltal sok-
sok pillanatnyi egyensuly alakul ki a cellatérben. Ezek az
egyensulyi Iépések hatarozzak meg a rendszer elvalasztasi
hatékonysagat, amelyet az elméleti tanyérszdmmal tudjuk
jellemezni: minél tobb ilyen tanyér van jelen, annal jobb a
kromatografias felbontas®. A folyadék—folyadék rendszer-
ben az egyik fazist — jellemzden az allofazist — a rotor bel-
sejében immobilizaljak, mig a masik fazist — a mozgofazist
— ezen keresztiil pumpaljak at. A két fazis kozotti nyirderdk
hatdsara a mozgdfazis finoman diszpergdlodik az allofa-
zisban, igy alakul ki egy kiterjedt interfazisos feliilet apro
cseppek formajaban, ahol az anyagatadas megtorténik!®!".
Az elvalasztas a komponensek megoszlasi hanyadosa (K,
alapjan torténik, amely megmutatja, hogy az adott moleku-
la hogyan oszlik meg az allo- és mozgofazis kozott. Azok
a vegyitiletek, amelyek nagyobb affinitassal rendelkeznek
a mozgodfazis irant, gyorsabban eludléodnak, mig az allo-
fazishoz erdsebben kdtddd komponensek késobb jelennek
meg az eluatumban (1-2. abra)'*. Ez az elvalasztasi elv
jelentds elonyt biztosit a folyadék—szilard kromatografias
technikakkal szemben, ahol a komponensek csak a szilard
allofazis felilletéhez férnek hozza. A folyadék—folyadék
rendszerekben ezzel szemben a komponensek az alléfazis
teljes térfogatat elérhetik, ami hatékonyabb anyagatadast és
nagyobb elvalasztasi kapacitast tesz lehetové*.
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2. Abra. Az abra a CPC technologiara jellemzé egyensiilyi folyamatokat szemlélteti. A sorba kapcsolt celldkban a minta (lila szinnel jeldlve)
komponensei a két fazis — az also (s6tétzold) és a felsd (vilagoszold) — kozott a megoszlasi hanyadosuknak megfeleléen oszlanak el. Ha az egyik fazist
mozgasra kényszeritjiik, elséként az abban legnagyobb oldhatosagi komponens jelenik meg, majd idével az egyensuly kialakulasaval a tobbi komponens

is elualodik..

2. Centrifugalis megoszlasi kromatografias berendezés

Az allofazis oszlopon beliili megtartasa érdekében az osz-
lopot egy a rotorban kialakulé centrifugalis tér hozza létre.
A CPC-oszlop (ami a CCC hidrosztatikus tipusu oszlopai-
nak egy valtozata) tobb, szinte teljesen azonos lemezekbdl
all, amelyeket egymas folé helyeznek. Minden lemez so-
rozatosan metszett cellakat (kamrakat vagy csatorndkat)
tartalmaz, amelyeket keskeny csatornak kotnek ossze, lasd
3. Abra. A lemezeket egy tomitSlap valasztja el egymastol,
amelyet tobbnyire PTFE-bdl (teflon) készitenek. E tomi-
télap egy kis furatan keresztiil az egyik lemez utolsé cel-
14ja 6ssze van kotve a kdvetkezd lemez elsd celldjaval. Ez a
szerkezet hozza 1étre azt a térfogatot a rotoron beliil, ahol az
elméleti oszlop kialakul. (4. Abra)

A kereskedelmi forgalomban elérhetd rotorok tobb szaz
(s6t, néha tobb mint 2000) cellat tartalmaznak. Amikor
a két fazist bejuttatjdk a rotorba, a centrifugalis tér hata-
sara az oszlop a rotor celldiban és csatornaiban alakul ki.
Az oszlop térfogata megegyezik a rotor belso térfogataval,
ami a csatornak ¢és cellak Ossztérfogatatol fiigg. Erdteljes
centrifugalis térben bizonyos hidrodinamikai paraméte-
rek megvaltoznak a centrifugalis gyorsulas fliggvényében.
Ez azt jelenti, hogy nagyobb centrifugalis er6tér lehetdvé
teszi diffuzids zonak kialakulasat, ami noveli az elméleti
tanyérok szamat. A Rotachrom altal gyartott és jelenleg
forgalomban 1évé berendezések cellajanak kialakitasa sza-
badalmi oltalom alatt all, tovabba in silico mddszerekkel
0j, hatékonysagot noveld cellakialakitas és belsé geometria
alkalmazasa is folyamatban van.

Az aramlasi sebességet és a rotor forgasi sebességét kor-
latozza a berendezés maximalis lizemi nyomasa. A kro-
matografias rendszer mas elemeibdl (pl. pumpa, detektor)
érkez0 kapillaris csdvek a rotorhoz (oszlophoz) forgd tomi-

téseken keresztiil csatlakoznak, amelyek szintén meghata-
rozott miikddési korlatokkal birnak!®41516,

3. Abra. A CPC rotor hosszmetszeti abraja. Az dbran lathato

a centrifugalis erétér altal rogzitett allofazison (vilagoszold)
keresztiilhaladd mozgdfazis (sotétzold) iranya. A forgdtengelyre
tanyérszeriien rogzitett lemezben talalhatok a CPC technologia
alapegységei, a cellak. Ezeket egy belsd csérendszer kapcsolja

Ossze. A cellak sugariranyban helyezkednek el a lemezben, mig egy
tengelyiranyu furat kéti 0ssze az egyik lemez utolso cellajat a kovetkezo
lemez elsd celldjaval. A csatornarendszer és a cellak a lemez anyagabol
keriilnek kialakitasra, igy azok gyakorlatilag a lemez belsd tiregeit
alkotjak.
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4. Abra. Az abran egy CPC rotor keresztmetszeti képét lathatjuk.
Lathatok a cellak és a benniik kialakulo kétfazisu egyensulyi rendszer.
A mozg6 fazis (sotét zold) apro szemcsékre diszpergéalva vandorol a
centrifugalis erétér altal rogzitett allo fazison (vilagos zold). Abban az
esetben, ha normal gravitacios erétérben kialakuld also fazis egyben

a mozgofazis akkor felszallo, vagyis aszcendens modrol beszéliink,
forditott esetben pedig leszallo, vagyis deszcendens modrol beszéliink.
A friss mozgo fazist a rotor tengelyén keresztiil vezetik be, illetve el.

3. A CPC-ben hasznalt oldoszerrendszerek
tulajdonsagai

A CPC-ben alapvetéen hasznalt oldoszerrendszerek lega-
labb két, nem elegyedd oldoszerbdl allnak (biner rendszer),
azonban a gyakorlatban gyakrabban alkalmaznak harom-
(terner) vagy négykomponensti (kvaterner) rendszereket.
A klasszikus Arizona'’ rendszer (n-heptan/etil-acetat/me-
tanol/viz) és mas négykomponensti HEM Wat rendszerek a
laboratoriumi elvalasztasokban széles korben elterjedtek,
mivel jo termelékenységet ¢€s terhelhetdséget biztositanak.
Ennek ellenére kevés példa van arra, hogy ezeket az oldo-
szereket Ujrahasznositottak volna CPC-bemenetre torté-
né visszavezetéssel kismolekulak tisztitdsa soran. Ennek
egyik oka, hogy az észter tipust olddszerek alkoholokkal
vagy vizzel kombinalva a minta hidroliziséhez vagy atész-
terez6déséhez vezethetnek az Gjrahasznositas soran, amely
hosszl tavon ronthatja a kromatografias teljesitményt'®!°
Ennek ellenére a gyakorlat azt mutatja, hogy a kvaterner
rendszerek elterjedtebbek a CPC-vel végzett a laboratoriu-
mi koriilmények kozott kivitelezett természetes vagy szin-
tetikus vegyliletek izolalasaban. Egy 1984 és 2014 kozott
késziilt elemzés alapjan a vizsgalt 2322 rendszer 57%-a
kvaterner, mig Osszesen 35%-a volt terner rendszer®®. A
kvaterner rendszerek 79%-a volt az Arizona tipusba sorol-
hatd, amely — bar nem minden elvalasztasi feladathoz nyujt
kello szelektivitast — mégis népszerii a széles korli szak-
irodalmi hattér és a konnyi fejleszthetdség miatt?!22:2324,
Ugyanakkor a harom vagy négykomponensii rendszerek

rugalmasabb lehet6séget kinalnak az olddszer—molekula
kolesonhatasok finomhangolasara, mivel lehetdség van tet-
balasara — ez gyakran hatékonyabb megoldast eredményez.
[24] Pozitiv jelenség, hogy a jelenleg egyre elterjedtebben
preferalt fenntarthato oldoszerhasznalati iranyzatok hatasa-
ra szamos kornyezetbarat, jol bevalt oldoszer all rendelke-
zésre a fejlesztésekhez?>2?7, Emellett 1j tipust olddszerek
— példaul fluorozott oldoszerek, mély eutektikus oldoszerek
(DES-ek)*®* ¢s ionfolyadékok?®*3%32 — 1 tavlatokat nyitnak
a kétfazisu rendszerek dsszeallitasaban is.

4. Az ellenarami kromatografia alapveto iizemmédjai
és elualasi médszerei

Azalkalmazott fazisok stirisége alapjan a CCC-technikaban
két alapvetd tizemmod kiilonithetd el: az emelkedd (ascend-
ing) és a leszalld (descending) tizemmod. Az el6bbi eseté-
ben a konnyebb, mig az utobbiban a nehezebb fazis tolti
be a mozgofazis szerepét. A két mod tehat attol fiiggden
keriil alkalmazasra, hogy a két nem elegyedd fazis koziil
melyik a mozgé- és melyik az allofazis. Jellemzéen a kony-
nyebb fazis kevésbé polaris, ezért az emelkedd modot gyak-
ran ,,normalfazisu”, mig a leszall6 modot ,,forditott fazisu”
elvalasztasként is emlitik. Fontos azonban megjegyezni,
hogy ez nem minden esetben igaz: példaul a kloroform és a
diklérmetan siirtisége nagyobb, mint a vizé, igy ezeknél a
kivételeknél eltérhet a fazisok szokasos szerepe*3*+3536,

Mivel a két fazis ellendramként van jelen, a folyadékok
pumpalasi iranya kiemelten fontos, mely megfeleld szelep-
rendszer, példaul egy kétcsatornas, négyportos (ASC/DSC)
szelep alkalmazasaval barmikor megfordithato. Ennek ko-
vetkeztében az allofazis és a mozgofazis feleserélddik. Ezt
a technikat ,kettés lizemmodnak™ (dual-mode) nevezziik.
Amennyiben a faziscsere tobbszor is megtorténik egyazon
futtatas soran, az eljarast ,,tobbszoros kettés modnak™ (mul-
tiple-mode) hivjuk. Bar a dual-mode és multiple-mode méd-
szerek viszonylag ritkan alkalmazottak, bizonyos célokra
kifejezetten eldnyosek lehetnek, példaul a kromatografias
felbontas novelésére (az elméleti tdnyérok szamanak emelé-
sével), vagy az elvalasztasi id6 leroviditésére. Fontos meg-
jegyezni, hogy ez a két cél gyakran egymassal ellentétes: ha
a modszert nehezen elvalaszthato csucsok szétvalasztasara
hasznaljak, az elvalasztasi id6 altalaban megnd®*7%,

A legtobb CPC- ¢és CCC-elvalasztas izokratikus modon
torténik, vagyis az olddszerdsszetétel allandé marad a fut-
tatas soran. Kiilonosen CCC esetén kritikus az izokratikus
elualas elénye, mivel igy minimalizalhato az allofazis-vesz-
teség. Ez természetesen fiigg a minta (pl. amfipatikus ve-
gyiiletek jelenléte) és az olddszerrendszer tulajdonsagaitol,
azonban megfelelé olddszer-valasztis, dramlasi sebesség
¢és centrifugalis erdtér mellett a CPC esetében az allofa-
zis-veszteség kevesebb mint 2%/6ra is lehet a rendszer
egyensulyanak beallta utan. Gradiens elci6 esetén viszont
az allofazis joval nagyobb mértékben elveszhet, ami rontja
a folyamat stabilitasat. Emiatt a gradienselucio alkalmaza-
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sa Osszetettebb, noha kiilondsen hasznos lehet nyers, ter-
mészetes eredetli kivonatok esetében, ahol a komponensek
megoszlasi hanyadosai jelentdsen eltérnek egymastol®.

Az oldoszerek in-line Ujrahasznosithatosaga — kiilono-
sen a folyamatos iizemt elvalasztasi folyamatokban — ki-
emelten fontos gazdasagossagi szempont. A RotaChrom
Technologiai Zrt. egy hatékony, stiriiségalapu Osszeté-
tel-korrekcios algoritmust fejlesztett ki, mely képes ipari
méretben a CPC altal elvart térfogataramban és valos id6-
ben, az elvalasztashoz sziikséges 2 fazisu oldoszerrendszert
eléallitani. Az egység kivitelezésével preciz, ipari méreti
oldészerrendszer eléallitasa mellett a Tarsasag kifejezett
hangsulyt fektetett a folyamat gazdasdgossaganak maxima-
lizalasara és egyuttal a kdrnyezeti hatas minimalizalasara.
Az ipari CPC berendezés mellett integralt oldoszer vissza-
forgatd rendszer is kifejlesztésre keriilt, melynek elemei
folyamatszimulacios eszkozokkel keriilnek kivalasztasra
és optimalizalasra. Az igy definialt ipari léptéki, zart ol-
doszerkezelési megoldassal kiegészitett elvalasztastechnika
alkalmazhatosagat, az elmult években tobb iparagban is si-
keresen bizonyitotta a Tarsasag'.

5. Elvalasztasi hatékonysag a CPC-ben

A CPC-ben az elvalasztas hatékonysagat szamos tényezd
befolyasolja, amelyek négy f6 csoportba sorolhatok:

A minta oldhatdsaga,

Az oldoszerrendszer striisége,
A miszer korlatai,

A modszerbdl adodo korlatok.

Ea S

Az els6 csoportba azok a paraméterek tartoznak, amelyek a
minta fizikai és kémiai tulajdonsagaitdl fiiggenek az oldo-
szerrendszerben: a célmolekulak megoszlasi hanyadosa, a
minta matrixa, a komponensek (célmolekulak és hattérmat-
mennyiség (ez utobbit néha a 4. csoporthoz is soroljak). A
masodik csoport az olddészerrendszer fizikai tulajdonsagai-
ra vonatkozik, mint példaul a feliileti fesziiltség, a stirliség
¢s a viszkozitas. A harmadik csoportba tartoznak a miiszer
paraméterei, példaul a cellak alakja, mérete, térfogata, vala-
mint a csatornak és cellak anyaga. A negyedik csoport pedig
a modszerfiiggd tényezoket tartalmazza: az tizemmod (pl.
a felsd vagy alsoé fazist hasznaljak mozgo-, illetve allofazis-
ként), a mozgofazis aramlasi sebessége, a rotor fordulatsza-
ma, a mintamennyiség és koncentracio. Valoszinisithetd,
hogy a harmadik csoport (a miiszer korlatai) meghatarozza
a masodik és negyedik csoportbdl eredé nehézségek mér-
tékét, mivel egy jol megtervezett berendezés lehetové teszi
a jobb modszertervezést, csokkentve a kevésbé stabil oldo-
szerrendszerekbdl ad6do problémakat!®**,

Az oszlopterhelés ndvelése a megfeleld elvalasztasi ha-
tékonysag megtartasaval kétféleképpen valdsithatdé meg:
vagy a minta térfogatanak novelésével (térfogatterhelés),

crer

Emellett magasabb terhelés elérhetd fejlett elvalasztasi mo-
dokkal is, mint példaul a zart hurkos recirkulécio, a szek-
vencialis CPC, vagy a trapping multiple dual mode techni-
ka*414245 Ugyanakkor a koncentracioé novelése jelentdsen
modosithatja a fazisok dsszetételét, ami hatassal van a rend-
szer termodinamikai, fizikai és hidrodinamikai tulajdonsa-
gaira (pl. fazisosszetétel, viszkozitas, csucsformak, oszlop-
hatékonysag). Berthod és munkatarsai** koran ramutattak,
hogy az all6fazis-veszteség nem csupan a minta mennyisé-
gétdl, hanem az oszlop kialakitasatol és az tizemeltetési pa-
raméterektdl is fiigg. Mas vizsgalatok az injektalt térfogat
¢és koncentracio6 elvalasztasra gyakorolt hatasat elemezték,
de sok esetben a kromatogramok még az izotermak line-
aris tartomanyan belill maradtak, vagy a detektor telitett-
sége miatt a csucsformak nem voltak jol értékelheték*>46:47,
A szakirodalomban szamos megoldasi javaslat sziiletett az
oszlop tulterhelésének elkeriilésére a maximalisan alkal-
mazhatd mintakoncentracié6 meghatarozasaval. Ezek kozé
sorolhaté az al-terner diagrammok***, illetve shake-flask
kisérletekkel meghatarozott egyensulyi és fizikai paramé-

terekkel megbecsiilt maximalis koncentracio™ .

6. A centrifugalis megoszlasi kromatografia
alkalmazasai

Szamos tudomanyos cikk foglalkozik természetes vegyii-
letek elvalasztasaval CPC segitségével. Az ilyen tipust
alkalmazasok nagy szama — kiilondsen gazdag természe-
tes matrixokbol izolalt (és tisztitott) vegyiiletek esetén —
tobb elénynek kdszonhetd, amelyeket a CPC (és altalaban
a CCC) kinal. A sikeres CCC-eljaras harom alapfeltétele
koziil az utolsod (de nem kevésbé fontos) az, hogy az elva-
lasztas két, egyensulyban 1évo fazis kozott torténjen. Ez a
feltétel kiilondsen jellemzd az ellendaram’ folyadékkroma-
tografidra: mig a hagyomanyos, szilard hordozon alapuld
kromatografianal a megoszlasi hanyados (K) akar tobb
ezres értéket is elérhetnek, a CCC esetén a legidedlisabb K
értékek kozel esnek az 1-hez (természetesen vegyiileten-
ként eltéréen). A hagyomanyos, egyiranyt izemmodokban
(ASC vagy DSC) a K, érték idealis esetben 0,5 és 3,0 kozé
esik. Ilyen koriilmények kozott gyakran mar 0.2 értékl
megoszlasi hanyadosbeli kiillonbség is elegendd a csucsok
elvalasztasahoz. A (multi-)Jdual moédok alkalmazéasa soran
a megfelelé K, értékek tartomanya joval szélesebb lehet.
Az eloszlasi kovetelmény altalanos szabalyt alkot: az oldo-
szerrendszert mindig a célvegyiiletek tulajdonsagaihoz kell
igazitani. Ennek ellenére klasszikus alkalmazéasoknal igaz,
hogy minél polarosabbak a célvegyiiletek, annal polaro-
sabb oldoszerrendszert kell hasznalni a megfeleld eloszlas
eléréséhez®.

7. Ipari léptékii gyartas — magyar fejlesztés

A RotaChrom Technolédgiai Zrt. egy magyar, ipari mére-
tii CPC-s technologiai platform fejlesztd, amely tisztitasi
megoldasokat kindl a gyogyszeripar, az étrendkiegészitok
és a novényi kivonatok teriiletén®?. A cég altal fejlesztett
modellek kozott szerepelnek a laboratoriumi CPC Modeler,
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a GMP-kompatibilis ipari rCPC, valamint a nagyteljesit-
ményt pCPC, amelyek egymasra épiild, skalazhato techno-
logiai lancot alkotnak, amely a laboratoriumi modszerfej-
lesztéstdl az ipari, szabalyozott gyartasig biztosit folytonos
atjarhatosagot, és a linearis skalazhatosagot™.

A fejlesztési folyamat kiindulépontjat a CPC Modeler jelen-
ti, amely egy laboratériumi méretli, modularis platform. A
rendszer 6tvozi a digitalis prediktiv mddszerfejlesztést és
a félpreparativ validacio lehetéségét. A szoftveres modell
alapjat egy kiterjedt, tudomanyos irodalombol és kisérleti
adatokbol felépitett adatbazis képezi, amely kémiai hasonlo-
sag alapjan javaslatot tesz az adott vegyiiletre leginkabb al-
kalmazhato oldoszerrendszerre, elvalasztasi paraméterekre
¢és frakciogytjtési stratégiara. A felhasznalonak minddssze
a célmolekula megoszlasi hanyadosat (K -értékét) és a min-
ta pontos szennyezOprofiljat kell megadnia. Az alkalmazas
ezutan prediktiv modon modellezi a tisztitasi teljesitményt,
vizualizalja a varhato frakcioprofilt, és kiszamitja a hozam,
tisztasag és szelektivitas becsiilt értékeit. A gyakorlati ki-
vitelezés a Benchtop CPC egységgel torténik, amely mil-
ligrammos mennyiségektdl tobb gramm mennyiségli minta
frakcionalasara alkalmas, és teljes funkcionalitasaban tiik-
rozi az ipari méretli rendszerek miikddését — beleértve a
rotorcellat, az UV-detektalast, a frakciogytjtést, valamint
a folyadéekszallitd és vezérld egységeket. A laboratériumi
mérések célja, hogy pontos képet adjanak az elvalasztasi
teljesitményrdl és a rendszerparaméterek érzékenységérol,
igy biztositva a kés6bbi skalazas pontossagat™.

Az rCPC egy fejlett centrifugalis megoszlasi kromatografi-
as platform, amely laboratoriumi és ipari léptékt felhaszna-
lasra is alkalmas. Pilot jellegti kutatdsokban, kampanyszerti
munkakban és folyamatos-szakaszos gyartasban egyarant
hatékonyan alkalmazhato. A rendszer kivalo tisztasagot,
hozamot és ateresztoképességet biztosit, mikézben meg-
Orzi koltséghatékonysagat. A GMP-kompatibilis valtozat
megfelel az Eudralex Volume 4., az FDA 21 CFR Part 11
és a GAMP 5 el6irasainak, igy alkalmas a szabalyozott
kornyezetben torténd alkalmazasra. A platform kiilondsen
hasznos aktiv gyogyszerhatéanyagok, biotechnologiai ter-
mékek, természetes eredetii kivonatok és finomkémiai in-
termedierek nagy tisztasagu elballitasaban’.

A termelés tovabbi felskalazasara a pCPC platform all ren-
delkezésre, amely ipari méretii, folyamatos iizemre terve-
zett tisztitorendszer. Kozponti eleme az iCPC egység — a
vilag legnagyobb CPC berendezése —, amely akar évi tobb
tonnanyi Col (compound of interest) termelésére szolgal.
Az iCPC miikodését egy modularis SKID-rendszer egészi-
ti ki, amely biztositja az olddszerek eldallitasat, tarolasat,
frakciogytjtését, hulladékkezelését és visszanyerését. A
mixer-settler egység automatikusan generalja a sziikséges
fazisegyensulyt, a buffer egység hémérséklet-szabalyozott
tarolast biztosit, mig a frakciogy(ijté mobil és nagy kapaci-
tasu tarolokat alkalmaz. A hulladék oldoszer gytijto egység
¢s a beparld kiilon kezeli a nem kivant frakciokat, az utobbi
kapartfalti beparlo oldja meg az olddszer visszanyerését és

o

ri kornyezetre tervezett PLC-alapu rendszer végzi, amely
valés idejii kovetését és automatizalt szabalyozast tesz
lehetdveé™.

Az igy megalkotott pCPC rendszer lehet6vé teszi az el-
valasztasi mddszerek linearis skalazasat és szabalyozott
gyartasi kornyezetbe torténd atiiltetését, igy ipari megolda-
sokként is alkalmazhatéak lehetnek a gyogyszeripar, bio-
technolégia, névényi kivonatok feldolgozasa és mas specia-
lis finomkémiai teriiletek szamara® 3+,

A RotaChrom az altaluk fejlesztett CPC-k hatékonysagat
kiilondsen a gydgyszeripar és a biotechnologia teriiletén
igazolta, ahol a komplex molekuldk izoldlasa és tisztitasa
kiemelkedd jelentéséggel bir. Az eljaras alkalmazhatosa-
gat tobb gyakorlati példa is alatamasztja, eltérd moleku-
latipusok €s olddszerrendszerek esetén. Oligonukleotidok
izolalasa soran egy husz bazispar hosszisagli, modositat-
lan egyszalu oligonukleotid tisztitdsat végezték etil-ace-
tat/n-butanol/nukledzmentes viz alapu kétfazisu rendszer-
ben. A tisztasag 88%-rol 96%-ra emelkedett, mikdzben
a visszanyerési arany elérte a 94%-ot. A tisztitds utan az
oldészerek eltavolitasa liofilizaciéval, a maradék szennye-
z6dések eliminalasa alkoholos kicsapassal tortént®. A
természetes eredetli alkaloidok koziil a Mitragyna speciosa
(kratom) kivonatabol torténd mitraginin izolalasa szintén
sikeresen valosult meg CPC alkalmazasaval. A célmole-
kula mellett a potencialisan veszélyes 7-hidroxi-mitraginin
szarmazékot is egyetlen I1épésben sikeriilt elkiiloniteni. A
kivalasztott etil-acetat alapu oldoszerrendszerrel 99%-
os tisztasagot és 81%-os visszanyerést értek el, mikozben
a termelékenység elérte a 15 g/ora értéket®®. Fehérjealapu
hatéanyagok esetén a rekombinans human albumin (rHA)
tisztitadsa soran egy vizes kétfazisu oldoszerrendszert fej-
lesztettek ki, amely tobb mint 95%-o0s tisztasagot és 96%-0s
hozamot biztositott. A folyamat soran éranként 2,5 gramm
tiszta rHA kinyerése valt lehetévé, amely mar ipari [éptékii
termeléshez is megfeleld alapot nyujt*’. A szteroid alapt ak-
tiv gyogyszerhatéanyagok esetében a fermentacios termé-
kekben eldfordulo sztereoizomer szennyezdodések eltavoli-
tasara alkalmaztak a CPC-t, a hagyomanyos tobblépcsds
eljarasok helyett. A metil-izobutil-keton/aceton/viz rend-
szerrel végzett tisztitas eredményeként 320 g/éra ateresz-
téképességet, 98,7%-o0s tisztasagot és 76%-0s visszanyerést
értek el, amely jelentds hatékonysagnovekedést jelentett az
ipari gyartas szempontjabol*’. Hasonloan sikeres eredmé-
nyeket mutatott a digoxin izolalasa is, amelyet a Digitalis
lanata fermentalt leveleibdl nyert kivonatokbdl allitottak
elé. Halogénezett olddszerrendszer alkalmazéasaval a nyers
kivonatbol kozvetleniil 98%-nal nagyobb tisztasagu digoxin
volt nyerhet6, 98%-o0s visszanyerési arany és 1 g/ora terme-
lekenység mellett. Nem-szteroid hatdéanyagok esetében az
anasztrozol, egy aromataz-inhibitor, tisztitasara etilalapu
oldoszerrendszert alkalmaztak. A CPC-mddszerrel 99%
feletti tisztasagot sikertilt elérni egyetlen lépésben, amelyet
tovabbi kristalyositas kovetett, igy a végso tisztasag 99,9%
folé emelkedett. A modszer 1 g/ora ateresztoképességgel és
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75%-0s hozammal miikodott”. A daganatellenes hatéanya-
gok eldallitasaban kulcsszerepet jatsz6 10-dezacetilbak-
katin IIT (10-DAB III), a docetaxel szintézis egyik fontos
intermediere, szintén sikeresen izolalhaté volt CPC-vel.
Aceton alapu oldoszerrendszer alkalmazasaval 2 g/ora ter-
melékenységet 99%-o0s tisztasagot és 95%-0s visszanyerést
értek el®. A ciklosporin A, egy ciklikus oligopeptid antibi-
otikum izoldldsa terén is jelentds elényt biztositott a CPC
technologia. A hagyomanyosan idéigényes kristalyositasi
¢és preparativ HPLC-eljarasokat felvaltva, egy alkanalapu
oldészerrendszerrel minddssze 15 perc alatt sikeriilt 99%-
os tisztasagot elérni ipari Iéptékben. A folyamat 22,4 g/6ra
ateresztoképességgel és 70-90%-os visszanyeréssel zaj-
lott>0, Végezetiil a Szegedi Tudomanyegyetemmel egytitt-
mikodésben természetes eredetli ekdiszteroidok izolalasat
valositottak meg CPC segitségével kilogrammos nagysag-
rendben. Az igy eldallitott kaloniszteron allatkisérletben
képes volt megeldzni a nagy zsir- és cukortartalm( étrend
kovetkeztében kialakuld elhizast és jelentdsen javitani a
metabolikus szindroma szamos paraméterét®.

8. A centrifugalis megoszlasi kromatografia elonyei és
hatranyai a természetes vegyiiletek izolalasaban

Maés modern kromatografias technikakkal 6sszehasonlitva
a CPC kiilondsen alkalmas nagyobb léptékii elvalasztasokra
a jelentdsen alacsonyabb fajlagos koltségek miatt. A folyé-
kony allapott all6fazis és a szilard hordozo hianya szamos
elényt biztosit a hagyomdanyos folyadékkromatografiaval
szemben. Ide tartozik a nagyfoku szelektivitas a sokféle al-
kalmazhat6 kétfazisa oldoszerrendszer révén, a molekulak
irreverzibilis adszorpcidjanak elkeriilése, a nagy terhelhe-
téség, a teljes minta-visszanyerhetéség, az alacsony min-
takarosodas kockazata és a skalazhatdo méretnovelés. Ezen
feliil a szilard hordozot nem igényld technoldgiak nem hasz-
nalnak draga toltdanyagokat, és jobban toleraljak a szilard
részecskéket is. A hagyomanyos eljarasokhoz képest kisebb
oldészerfogyasztas, illetve a zold oldoszerek hasznalatara

1. Tablazat. CPC el6nyei és hatranyai

valo torekvés kornyezetbaratta teszi a CPC-t. A folyékony
allofazis miatt egyszeriibb a berendezés tisztitasa is, mivel
nincs adszorpcios jelenség. A méretndvelés soran ugyanak-
kor nem kell szamolni a felbontas csokkenésével, sem kom-
penzalni azt, hiszen a linearis skalazhatosagbol adodoan a
rendszer a szelektivitasat megtartja A legnagyobb hatrany
azonban az, hogy minden egyes 0j mintahoz elkeriilhetet-
len az elvalasztasi feltételek, és a megfeleld olddszerrend-
szer kivalasztasa. Lasd 1. Tablazat

9. Osszegzés

A CPC korszerii ¢és sokoldaltl technolégia, amely hatékony
alternativat kinal a hagyomanyos szilard fazist kroma-
tografias modszerekkel szemben, kiilondsen a természetes
vegyliletek elvalasztdsaban ¢és tisztitdsaban. A CPC egyik
legfobb eldnye, hogy szilard hordozé nélkiil mikddik, ez-
altal minimalizalva az irreverzibilis adszorpciot és lehetvé
téve a teljes mintavisszanyerést. A széles oldoszervalaszték,
a skalazhatosag, valamint a nagyfoku felbontas, szelektivi-
tas és tisztasag mind hozzajarulnak a technika ipari szintii
alkalmazhatosagdhoz. Bar a mddszer bevezetése €s opti-
malizalasa kezdetben Osszetett lehet kiilonds tekintettel az
oldészerrendszer kivalasztasara és a berendezés paraméte-
reinek finomhangolasara — a hosszl tavl elénydk, beleértve
a koltséghatékonysagot és a fenntarthatdsagot, jol indokol-
jak alkalmazasat. A RotaChrom altal fejlesztett rendszerek
példéja is alatdmasztja, hogy a CPC képes betolteni azt a
piaci igényt, amely a hatékony, gyors és kdrnyezetbarat el-
valasztasi megoldasokat részesiti elényben a gyogyszeripar
és mas kapcsolodo iparagak teriiletén.

Koészonetnyilvanitas

Vass Maté munkajat a kooperativ doktori program (EKOP-
KDP-24-SZTE-3), a természetes anyag szarmazékokon
végzett vonatkozd kutatdsokat az NKFIH (K146359)
tamogatta.

Elényok

Hatranyok

Nincs sziikség draga preparativ oszlopra

Nincs sziikség mintael6készitésre, abbol a szempontbol, hogy esetleg
a szilard allofazis karosodhat bizonyos tipusu (pl. savas, ligos) mintak esetén

Nincs irreverzibilis adszorpcid, nagyobb a mintavisszanyerés

az oszlop talterhelése nélkiil

A széles oldoszervalaszték miatt alacsony a célvegyiilet karosodasanak
(denaturacio, degradacio) kockazata

Olcsobb, analitikai tisztasagu oldoszerek is elegenddek

Az 1 grammra jut6 oldoszerfogyasztas alacsony, ezért kiérdemli
a,,Z6ld kromatografia” cimet

Veszteség nélkiil méretnovelheté— nagyobb eszkozzel elérhetd az
ugyanolyan (vagy jobb) felbontas

Egyszeriibb tisztitas — nincs adszorpcios szennyezddés

Széles oldoszervalaszték — a célvegyiilethez igazithato

Kevésbé ismert technika — kevesebb publikacio, tapasztalat

Az oldoszerrendszer kivalasztasa iddigényes lehet, fejlett analitikai hatteret
¢és tudast igényel

Elucios mod optimalizalasa is sok iddt vehet igénybe, a tokéletes
oldoszerrendszer megtalalasa utan is

Az oldészerrendszer instabilitasa rontja a felbontést, az allofazis kimosddasa
(,,vérzése”) gyakran nagyobb mértékii az elzetesen vartnal (A megfeleld
oldoszerrendszer kivalasztasaval ez elkeriilhetd, minimalisra redukalhato)
A minta matrixa (pl. szaponin-tartalom) befolyasolhatja a stabilitast, amely
szintén az allofazis kimosodasaval jarhat

Tulkoncentralt minta esetén emulzio képzddhet, mely fokozza az allofazis
kimosodasanak esélyét

Kis 1éptéki tisztitasnal gyengébb felbontas, mint néhany hasonlo léptéki
HPLC-s modszer esetében
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Centrifugal Partition Chromatography: A Scalable and Sustainable Platform for Industrial Purification of Natural

and Synthetic Compounds

Centrifugal Partition Chromatography (CPC) is a special liquid—
liquid phase chromatographic technique in which two immiscible
liquid phases are held in a hydrostatic equilibrium. It offers an
efficient alternative to solid-phase chromatography for the sep-
aration and isolation of natural or synthetic compounds. Unlike
the widely used column chromatography, this technique requires
a rotating rotor for implementation. The theoretical basis of the
method lies in the different partition behavior of components with
varying physicochemical properties between the two immiscible
phases. Due to the constant centrifugal force generated by rota-
tion, one of the liquid phases becomes immobilized within the
rotor chamber, thereby forming the stationary phase required for
separation. One of the key advantages of CPC technology is that
it eliminates the need for a solid stationary phase, which often
represents a significant portion of purification costs. Moreover,
the technique is characterized by its scalability and relatively low
solvent consumption.

Here we review the operating principle of CPC, the properties
of the solvent systems used, and the separation modes that are
important from an industrial application standpoint, as well as
the technique’s suitability for continuous separation processes.
Particular attention is given to CPC instrumentation parameters,
method development considerations, and the key factors influ-
encing separation efficiency. Using the platforms (rCPC, iCPC)
developed by RotaChrom Technologies LLC as examples, we dis-
cuss industrial-scale production capabilities of CPC with a focus
on pharmaceutical and biotechnological applications.

Through case studies including the purification of oligonucleo-
tides, steroids, cyclic peptides, and natural alkaloids, we present
the versatility and efficiency of CPC technology. The method
proves especially valuable in fields where purity, yield, and solvent
recovery are critical factors, and where environmentally friendly,
cost-effective solutions are needed. CPC represents a new gener-
ation of liquid chromatography techniques, pointing towards con-
tinuous production and sustainable separation technologies.

132. évfolyam, 1-2. szam, 2026.


https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2025.e42435

72 Magyar Kémiai Folydirat

DOI: 10.24100/MKF.2026.01-02.72-77

Szénhidratokon aktiv enzimek szerkezete, aktivitasa és gatlasa
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1. Bevezetés

A Foldon talalhatd természetes szerves vegyiiletek koziil a
szénhidratok fordulnak elé legnagyobb mennyiségben, és
az elmult évtizedek kutatdsai ramutattak, hogy kulcsfon-
tossaguiak a biologiai folyamatokban. A monoszacharidok
nagy sztercokémiai valtozatossaguk miatt olyan sokféle
modon kapcsolodhatnak, hogy egy redukald hexaszacha-
ridnak mar tobb mint 10'? lehetséges izomerje irhato fel'. Az
¢l6 szervezetek ezt a sokféleséget ugy hasznositjak, hogy
oligoszacharidokat és poliszacharidokat hasznalnak szdmos
bioldgiai funkcidhoz, a tarolastol a nagyon specifikus jelat-
viteli szerepekig. A glikozidos kotések szelektiv hidrolizise
ezért dontd fontossagu az energiafelvétel, a sejtfal noveke-
dése és lebomlasa, valamint a sejtfelszini antigének felépi-
tése szempontjabol.

A szacharidok sokféleségének koszonhetéen a glikozidos
kotéseket hidrolizalo enzimek, az O-glikozil-hidrolazok (EC
3.2.1.x) kozott is nagy a valtozatossag. A poliszacharidokat
bontd enzimek soraba tartoznak az a-amilazok, amelyek a
keményit6 a-(1-4) glikozidos kotéseit képesek hidrolizalni.
Megtalalhatok mikroorganizmusokban, névényekben ¢és al-
lati szervezetekben egyarant és Iényeges szerepet toltenek
be a szénhidrat anyagcserében. A bakterialis és novényi ere-
detii amilazok ipari szempontbdl is fontosak. Egyrészt a sor-
gyartas egyik kulcslépése, a malata eldallitasa évezredek ota
az arpa csirazasa kozben termel6édé a-amilaz izoenzimek
részvételével zajlik. Masrészt a keményitd ipari méretli bon-
tasaban (maltéz, gliikdz szirup eldallitas) kulcsszerepet jat-
szanak a hostabil bakterialis eredetii amilazok. Emlésdkben
az o-amilaz enzimet kiils6é elvalasztasti mirigyek termelik
(nyal- és hasnyalmirigy) és ezek az enzimek a taplalékban
talalhaté keményitd ¢és a glikogén emésztésében jatszanak
szerepet. A human o-amildz enzimek célpontjai lehetnek
kiilonboz6 anyagcsere betegségek (diabétesz, fogszuvaso-
das, kovérség/elhizas és hiperlipidémia) kezelésének.

Az enzimek miikodési modjanak, aktiv hely szerkezetének
megismerése alapvetd fontossagl az ipari felhasznalas, és
az enzimek gatldsa miatt is. A keményité megkdtddése az
amilaz enzim feliiletén taldlhato aktiv helyen torténik. A
szubsztratkotd hely tobb alhelybdl all, amelyek mindegyi-
ke kolcsonhatast 1étesit a szubsztrat glitkkoz egységeivel. A
kiilonb6z6 eredeti amilazok aktiv helye eltérést mutat az

*  Tel.:+36 52 512 900 / 22485; e-mail: gyemant@science.unideb.hu

alhelyek szamaban és a kolcsonhatasok mértékében. Az ak-
tiv helyek szerkezetének felderitéséhez meg kellett oldani a
2-kloér-4-nitrofenil (CNP) glitkozidokbol 4116 szubsztrat so-
rozat szintézisét. A ciklodextrinekbdl kiindulé kémiai mod-
szer® enzimes kiegészitésével megvalositottuk a 3-12 tag-
szamu szubsztratok kemoenzimatikus eldallitasat®*. Ezen
szubsztratokkal torténtek a human nyal a-amilaz (HSA) és
a Bacillus licheniformis o-amilaz (BLA) els6 bontasi kép
meghatarozasai HPLC modszerrel®S.

Mar a bontasi képek alapjan is kovetkeztetések vonhatok le
a kotéhely szerkezetérdl, az alhelyek szamarol és a kdlcson-
hatasok mértékérdl. Az alhely és a szubsztrat monomer egy-
sége kozotti kolcsonhatasoknak a szamszer(sitése az alhely
térkép’. Elkészitése soran egy olyan diagramot hozunk Iétre,
ami szemléletesen mutatja a kotohelyek energia eloszlasat
¢és igy megfoghatdva teszi az enzim-szubsztrat kapcsolatot.
Az alhely térkép kiegésziti, vagy helyettesitheti a rontgen-
diffrakcios méréseket, hiszen a megfelel szubsztrat sorozat
birtokaban egyszeriien kivitelezhetd, és az alhely-szubsztrat
monomer egység kozotti kdtési energiardl is informaciot ad.
Az endo hatasmechanizmust a-amilazok mellett néhany
exo enzim aktiv helyét is sikeriilt jellemezni a megfeleld
oligoszacharid szubsztratokon végzett aktivitas mérések és
bontasi kép vizsgalatok segitségével. Az a-amilaz enzimek
vizsgalata nem csak az alhely térképek meghatarozasara
korlatozodott. Kisérleteket végeztiink amilaz enzimek szin-
tézisre vald felhasznaldsara és vizsgaltuk szamos természe-
tes és szintetikus vegyiilet glikoenzimekre gyakorolt gatld
hatasat is, a kés6bbi esetleges terapias felhasznalast célozva.

2. Eredmények

2.1. Poliszacharid hidrolazok szerkezetének
felderitése

A poliszacharid hidrolazok szerkezetfelderitése soran négy
eltéré eredetli és hatdsmechanizmust enzimet tanulma-
nyoztam. Az aktiv hely energetikai viszonyainak leirdsa-
hoz kifejlesztett SUMA (SUbsite Maping of Amylases)
szamitogépes program® alkalmazasaval endo enzimek al-
hely térképeinek szamitasa valt lehetévé. Ehhez a korabban
szintetizalt kromofor csoportot tartalmazé oligoszacharid
szubsztratok hidrolizisekor keletkezd termékek eloszlasat
hataroztuk meg HPLC modszerrel. Az ipari jelentdségii
arpa a-amildz izoenzimek és mutansaik vizsgalataval az
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aktiv hely aminosavainak szerepe mellett a masodlagos
kotohelyek hidrolizisre, azon beliil a termékeloszlasra gya-
korolt hatasat is leirtuk. Emellett elvégeztiik egy mezdgaz-
dasagi szempontbdl fontos rovar, a burgonyabogar a-ami-
laz enzimének részletes vizsgalatat, elkészitettiik az alhely
térképét, ramutattunk az emlds amilazokkkal valé hason-
l6sagokra és kiilonbségekre. Az exo hatdsmoéda enzimek
koziil az édesburgonya B-amilaz miikddését is a kiilonbozo
hosszusagu szubsztratok termékeloszlasaval jellemeztiik.
A patogén korokozok elleni védekezést megnehezité bakte-
rialis biofilm terjedésében ¢és eltavolitasaban fontos szerepet
jatszo DispersinB enzim hatdsmoédjat az altalunk tervezett
N-acetil-glitkozamin oligomer szubsztrat sorozaton torté-
né HPLC termékanalizissel vizsgaltuk. Az ezt kiegészitd
NMR, MALDI-TOF MS mérések és kinetikai szamitasok
alapjan irtuk le a biofilm vazat jelentd poli-pB-N-acetil-glii-
kézamin hidrolizisét végzd enzim mukodését.

2.1.1. Arpa AMY1 izoenzim aktiv hely és
masodlagos kotéhelyen modositott valtozatainak
vizsgalata

Alhely térképekkel igazoltuk az arpa AMY1 izoenzimé-
ben a Val47 és Ser 48 aminosavak meghatarozo szerepét a
szubsztratok megkdtésében ¢és hidrolizisében. Célzott mu-
tacioval létrehozott arpa AMY1 enzim varidnsokkal oligo-
szacharid szubsztratokon mért termékarany adatokbol al-
hely térképeket szamitottunk. Kimutattuk, hogy az AMY1
V47D, VATF és S48Y valamint a V47K/S48G és V47G/
S48D csere a glikon kotohely rovidiilését és igy a specifi-
citas valtozasat okozza. A célzott mutdcidval 1étrehozott
enzimekkel a tetramer szubsztrat hidrolizise nagyobb se-
bességgel torténik mint a heptameré®'°.

Megallapitottuk, hogy az arpa AMY1 masodlagos kotéhely
(Secondary Binding Site - SBS) aminosavainak cseréje is
hatassal lehet a termékaranyokra. A vizsgalt SBSI kotShely
mutéaciok nem befolyasoltak az alhelyek kotési energidjat.
Ezzel szemben az SBS2 kotohelyen végrehajtott aromas-ali-
fas csere (Y380A mutacio) jelentés kotési energia noveke-
dést, mig a H395A csere energia csdkkenést eredményezett,
a kettés mutans esetén a hatasok kiegyenlitédtek, a vad ti-
pust enzimmel megegyez0 aktivitast és termékaranyt ered-
ményezve. Egyidejlileg aktiv és masodlagos kotéhelyen is
mutaciot hordozo varians (Y105A/Y380A) esetében az ak-
tiv hely mutacié modositod hatasa érvényesilt' 2.

2.1.2. Burgonyabogar (Leptinotarsa
decemlineata) o-amilazanak (Ld Amy)
szerkezetvizsgalata

Elsoként irtuk le a burgonyabogar szénhidrat emésztésében
létfontossagu a-amildz enzim (LdAmy) alhely szerkeze-
tét'3. Megallapitottuk, hogy az aktiv centrum 4 glikon és 2
aglikon koto alhelyet tartalmaz, igy szerkezete hasonlit az
emlOs és a Tenebrio molitor rovar amilazéhoz. Az alhely
energiakban jelentkezd kiilonbségeket a fehérjék szekven-
cia és szerkezet Osszevetése alapjan értelmeztiik. A -2 gli-

konkdto hely kisebb energiaja az LdAmy-ban azzal magya-
razhat6, hogy az alhely kornyezetében két savas aszpartat
talalhato, ellentétben az emlds amildzok azonos helyzetii
bazikus hisztidinjével™.

2.1.3. Edesburgonya (Ipomea batatas)
p-amilaz enzim miikodési mechanizmusanak
tanulmanyozasa

Az exo hatasmodi édesburgonya f-amilaz enzimre igazol-
tuk a nem redukald lancvégi maltoz hasitast és transzfert,
valamint a processziv mitkodést'>. A kromofort tartalma-
z6 maltooligoszacharid szubsztratok lehetové tették, hogy
a paros tagszamu szubsztratokra is végezziink szamitaso-
kat, igy a lanchossz ndvekedésével ndvekvo processzivitast
tudtunk igazolni, hossza (11 tag() szubsztratra 3,3 atlagos
processziv 1épéssel. Elséként irtuk le a maltéz transzferét
inverzids glikozidaz esetén, mely a reakcidk kezdeti sza-
kaszaban figyelhetd meg valamennyi processziven bontott
szubsztrat esetén'’.

2.1.4. Biofilmeket bonté DispersinB enzim
miikédésének leirasa

Szubsztrat sorozatokat terveztiink és szintetizaltunk a
DispersinB enzim szisztematikus vizsgalataihoz'®’. A
PNP-B-GIcNAc monomer szubsztrat hidrolizisét kovet-
ve 1H NMR mérésekkel bizonyitottuk az enzim retencios
mechanizmusat. Igazoltuk az aktiv hely aromas aminosa-
vainak (Y187 és Y278 ¢s W237) szerepét a hidrolizisben.
Az aminosavak alaninra torténd cseréje megsziintette
(W237A) vagy jelentésen csokkentette az enzim aktivi-
tasat'. MALDI-TOF MS eredményeink alatamasztottak,
hogy az enzim t6bb produktiv kdtomodot tud 1étesiteni az
oligomer szubsztratokkal, de a teljes hidrolizis egymast
kovetd 1épéseket is igényel. Ezek kombinalasaval modellt
allitottunk fel az enzim mitkodésére's.

2.2. Enzimes szintézisek

Az enzimek szintézisre valo felhasznalhatosagat az arpa
amildz mutansok €s a rovar amilaz esetében vizsgaltam.
Az aktiv hely kozelében elvégzett mutaciok megnovelik az
arpa o-amilaz transzferaz aktivitasat, mikdzben a hidrolaz
aktivitas lecsokken. A burgonyabogar a-amilaz enzimének
transzfer aktivitasat a mindkét végen védécsoportot hordo-
z6 maltooligomer szubsztratokon mutattuk ki.

2.2.1. Fluorofor metil-umbelliferon aglikont
tartalmazo a-amilaz szubsztratok szintézise.

Arpa a-amilaz AMY1 V47F aktiv hely mutans enzim ka-
talizisével valositottuk meg a szubsztratok szintézisét. A
donor és akceptor koncentracio, a pH és a szerves oldoszer
koncentracié értékének optimalasa utan harom eltéré hosz-
szusdgu maltooligomer (DP 2, 3, 5) preparativ szintézisét
valdsitottuk meg. A szubsztratok alkalmasak eltéré hosz-
szusagu glikonkotd hellyel rendelkez6 amilazok szelektiv
aktivitdsmérésére, amit Bacillus licheniformis, human nyal
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és Bacillus stearothermophilus eredetli a-amilazokkal tor-
ténd mérésekkel igazoltunk®.

2.2.2. Burgonyabogir o-amilaz transzglikozilezési
aktivitasanak vizsgalata mindkét végén aromas
védocsoportot tartalmazo szubsztratokkal.

Bar az észlelt jelentds transzfer aktivitas tovabb javitha-
to szerves oldoszer hozzaadasaval, maltooligomer donor
és kromofort tartalmazo6 akceptor jelenlétében igy is csak
kismértékti a termékképzddés. A szekvencia és szerkezet
analizisek alapjan a rovar amilazokbol hianyzé 304-310 po-
aglikonkoté régio polaris aminosavai helyett az LDAmy-
ban jelen levé tobb Phe miatti nagyobb hidrofobicitas fe-
lelések a transzglikozilezésért. Ezek a megfigyelések fel-
hasznalhatok megndvelt szintetikus aktivitdsu amilazok
fehérjemérnokséggel valo 1étrehozasara.

2.3. Glikoenzimek 1j aktivitismérési modszerei

Az enzimek és gatlasuk lehetdségeinek tanulmanyozasa-
hoz tobb sajat fejlesztésli aktivitasmérést alkalmaztunk a
rutinszeriien hasznalt egyszer(ibb fotometrias mérések ki-
egészitésére. Az izotermikus titracios kalorimetria (ITC)
biztositotta altalanos detektalast kihasznalva megvalositot-
tuk az a-amilaz és a glikogén foszforilaz kiilonb6zo termé-
szetes €s szintetikus szubsztratokon vald aktivitasmérését.
Sikerrel alkalmaztunk forditott fazisi HPLC moédszert
a-amilaz enzim aktivitasmérésére.

2.3.1. ITC alkalmazasa a-amildz enzim
aktivitasmérésére és gatlasvizsgalatara.

A hémennyiség valtozas mérése biztositotta univerzalis re-
akciosebesség meghatarozast alkalmaztuk emlds o-amila-
zok szabad maltooligomereken €és keményité szubsztraton
torténd aktivitds mérésére. Az egyszeres €s tobbszoros tit-
ralas elényeit kombinalé modszerben az enzim kis részletét
A késziilék maximalis mért kitéréséhez tartozé hémennyi-
ségvaltozas aranyos a rekciosebességgel?’. Kék keményitd
szubsztraton HSA és sertés pankreasz a-amilaz (PPA) en-
zimmel is szubsztratgatlast tapasztaltunk. A modszer alkal-
mas az amildzok természetes szubsztratjan torténd gatlas
vizsgalatra akkor is, ha az inhibitor szine nem teszi lehetové
a spektrofotometrids mérést?.

2.3.2. ITC alapu moédszer a két szubsztratos,
megfordithatd reakciot katalizalé glikogén
foszforilaz enzim aktivitismérésére.

A nyul vazizom foszforilaz b (rmGPb) és glikogén szubszt-
rat reakcidjanak iranyat a masodik szubsztrat (foszfat vagy
gliikdz-1-foszfat) tizszeres feleslegével biztositottuk. Az
azonos reakciokoriilményeket lehetdvé tevé modszer alkal-
mazasaval gatlas vizsgalatokat végeztiink ismert kompeti-
tiv (glikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin) és allosztérikus
(koffein) gatloszerek jelenlétében. Igazoltuk, hogy a kom-

petitiv gatloszer esetében az IC,, megegyezik a reakcid
mindkét irdnydban mérve, mig az allosztérikus gatloszer
esetében a fiziologias lebontdsi iranyban kisebb az IC,,
értéke®.

2.3.3. Human nyal a-amilaz aktivitismérése
és gatlasvizsgalata HPLC elvalasztas és
UV detektalas alkalmazasaval.

Az aktivitds méréséhez 2-klor-4-nitrofenil--maltohep-
taozid szubsztrat HSA katalizalta hidrolizis termékeinek
koncentracio valtozasat kdvetve hataroztuk meg a kezdeti
sebességeket. A szakaszos mérés, ¢s az elvalasztastech-
nika alkalmazasa lehetdséget biztosit olyan kivonatok
gatlasanak vizsgalatara, ami spektrofotometridsan nem
megvalosithaté™.

2.4. o-Amilazok gatlasa

A korabbi emlés a-amildz vizsgalatokat inhibitor kutata-
sokkal egészitettiik ki, melyekhez természetes eredetii és
szintetikus, vegytiletkdnyvtarakbol szarmazo6 anyagokat is
felhasznaltunk. Az elhizas ¢és a cukorbetegség megelzé-
sében ¢s kezelésében felhasznalhatd vegyiiletek keresése
soran gyogynovények és fiiszerek kivonatai mellett sza-
mos szintetikus vegyiilet esetében igazoltuk az amilaz gat-
16 hatast. Egyes esetekben a kivonatok HSA gatld hatasat
in vitro és molekulamodellezési vizsgalataink is kimutat-
tak, majd azt késobb in vivo human kisérletben is sikeriilt
megerodsiteni.

2.4.1. Taplalék osszetevok (gyégyndvények,
fiiszerek, gyiimolcsok kivonatai) HSA gatlo
hatasa.

Az aktivitasméréseket a kivonatok tulajdonsagaitol fiiggden
ITC, HPLC vagy spektrofotometrias modszerrel végeztiik.
Megerositettiik a zold tea és a fahéj kivonat hatékonysagat
a-amilaz gatlasara®. A szamoca, szeder, afonya levelek
kivonatanak gatlo hatasat allatkisérletben?, a meggy an-
tocianinok nydlban mért HSA aktivitdst csokkentd hatasat
human kisérletben?’ igazoltuk. A malvidin-3,5-digliikozid
antocianin jo illeszkedését a HSA aktiv centrumaba mole-
kulamodellezési vizsgalatok is megerdsitették?.

2.4.2. Nem cukor alapu inhibitorok a-amilaz
gatlé hatdasanak vizsgalata.

In vitro vizsgalatokkal igazoltuk molekulakonyvtarak-
bol szarmazd, ismert a-amildz fehérje szerkezetekbe tor-
ténd modellezéssel kivalasztott vegyiiletek, ugynevezett
,,drug-like” molekuldk tobb szakaszban kivalasztott cso-
portjainak a-amilaz gatlo hatasat. Sikeriilt azonositani tobb
vegyliletet az akarviozin-gliikkdz, a flavonoid ¢és a floroglu-
cin modell hasznalataval, melyek képviseldi in vitro mikro-
molos koncentracidtartomanyban gatoltak a HSA enzimet.
A hatékony inhibitorokrél megallapitottuk, hogy minde-
gyik tartalmaz aromas csoportot és kozottiik tobb tiazolidin
szarmazékot azonositottunk?*.
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2.4.3. Gallotanninok promiszkuitasanak
vizsgalata

A gallotannin gatol tobb, teljesen eltérd reakciot katalizalo
enzimet, ami felveti a promiszkuitas lehetoségét. A vizsgalt
gallotannin PPA enzimen meghatarozott IC,, értéke érzé-
kenynek bizonyult a detergens jelenlétére, az enzim-inhibi-
tor eldinkubalasra, valamint az enzimkoncentracio valtoz-
tatasara. A kozvetett modszerrel kapott eredményeket, az
aggregatumok jelenlétét a fényszoras vizsgalatok is meg-
erdsitették. Ezzel igazoltuk a gallotanninok promiszkuita-
sat és aggregacio alapt gatlo hatasat®'.

2.4.4. 2-tioxo-4-tiazolidinon szarmazékok
o-amilaz gatlo hatasanak vizsgalata

A tobb célponton is hatd 2-tioxo-4-tiazolidinon vaza ve-
gylletek kozott azonositottunk specifikus és aggregacio
alapu inhibitorokat is. Bar kozvetett modszerrel a vizsgalt
koncentraciotartomanyban aggregacié alapunak talaltunk
tobb szarmazékot, ez nem zarja ki, hogy a vegyiiletek az
ald6z reduktaz enzimen specifikusan hatnak, mivel a nagy-
sagrendekkel kisebb koncentracioban nem képzddnek
aggregatumok?2.

3. Kisérleti rész

A dolgozatban &sszefoglalt eredmények kisérletes munkan
alapulnak, melyhez a hozzaférheté modszerek széles korét
hasznaltuk. A megjelent, hivatkozott kozleményekben az
alkalmazott technikak és kisérleti koriilmények részletei
leirasra keriiltek. A kisérletekben hasznalt fehérjék egy ré-
szét vasaroltuk, masokat (a vad tipusu és mutans valtozato-
kat) egyiittmiikddd partnereink allitottak el és biztositot-
tak a kisérletekhez. Egyes esetekben a fehérjék kinyerését
€s tovabbi tisztitasat a szokasos elvalasztasi modszerek
alkalmazasaval végeztilk (méretkizarasi és affinitds kro-
matografia, ultraszlirés). Aktivitas és kinetikai méréseink
foként direkt modszerrel, a termék vagy a szubsztrat kon-
centracio valtozasat kovetve torténtek, folyamatos vagy
szakaszos megkozelitést alkalmazva. Elsdsorban kromofor
felszabadulassal jard reakciok spektrofotometrias koveté-
sén alapuld moddszereket hasznaltunk, kiegészitve a sajat
fejlesztésti kromatografias (HPLC) és kalorimetrias (ITC)
aktivitasmérési modszerekkel. A szerkezetvizsgalatokhoz
és mindségi analitikai feladatok megoldasara tomegspekt-
rometriai (MALDI-TOF és ESI) és NMR spektroszkopiai
modszereket alkalmaztunk. Mennyiségi analitikai mérése-
inket, és a bontasi kép meghatarozasokat altalunk beallitott,
tobbnyire forditott fazisi HPLC elvalasztasi modszerekkel,
UV detektalast alkalmazva végeztiik.
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lagaba. Rendkiviil sokat kdszonhetek Dr. Kandra Lili PhD
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Kd&szondm a csaknem harminc év kdzos munka egyiitt tol-
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Structure, Catalytic Mechanism, and Inhibition of Carbohydrate-Active Enzymes

Carbohydrates constitute the most abundant class of organic
molecules on Earth and play crucial roles in a broad spectrum
of biological processes, ranging from energy storage to molec-
ular recognition and signal transduction. Their exceptional ste-
reochemical diversity gives rise to an equally diverse set of en-
zymes—carbohydrate-active glycoside hydrolases—capable of
selectively cleaving glycosidic bonds. Among these, a-amylases
occupy a central role in the hydrolysis of a-(1—4) linkages in
starch and related polysaccharides. A detailed understanding of
their catalytic mechanisms and structure—function relationships
is fundamental for both industrial biocatalysis and the rational de-
sign of therapeutic agents targeting metabolic disorders such as
diabetes and obesity.

The present research focused on elucidating the structural and
mechanistic features of various o-amylases and other glycoen-
zymes through the kinetic and thermodynamic analyses, and
inhibition studies. Some series of chromophore-labelled oligo-
saccharide substrates were synthesized using classical carbohy-
drate chemistry and chemoenzymatic approach, enabling precise
monitoring of hydrolytic activity applying high-performance lig-
uid chromatography (HPLC). The resulting product distributions
allowed the construction of quantitative subsite binding energy
maps, providing detailed insight into enzyme—substrate interac-
tions. This methodology offers a versatile alternative for charac-
terizing enzyme specificity.

Comprehensive investigations were performed on enzymes of
distinct biological origin and catalytic mode. In barley a-amylase
(AMY1), site-directed mutagenesis established the critical roles
of Val47 and Ser48 in substrate binding and catalytic efficien-
cy. Mutations in secondary binding sites (SBS1 and SBS2) were
shown to modulate both product distribution and binding energet-
ics. The a-amylase from the Colorado potato beetle (Leptinotarsa
decemlineata, LdAmy) was characterized for the first time; its
subsite architecture revealed notable similarities but also some
electrostatic differences compared with mammalian a-amylases.
Studies on the exo-acting B-amylase from sweet potato ([pomoea
batatas) confirmed its processive cleavage of maltose units from
the non-reducing chain end and revealed a previously unrecog-
nized maltose-transfer mechanism in this inverting glycosidase.

Furthermore, mechanistic elucidation of the biofilm-degrading
enzyme DispersinB was achieved using a series of tailor-made
N-acetyl-glucosamine oligomers combined with NMR, MALDI-
TOF MS, and kinetic analyses. These studies confirmed a reten-
tion-based catalytic mechanism and identified the essential roles
of key aromatic residues within the active site.

Beyond hydrolytic catalysis, several a-amylases (LdAmy, bar-
ley AMY1) exhibited transglycosylation potential. Engineered
AMY1 variants facilitated the preparative synthesis of fluoro-
phore-conjugated methyl-umbelliferril oligosaccharid glycosides,
expanding the toolkit for selective amylase assays.

To enhance the precision and versatility of activity and inhibi-
tion assays, novel analytical methodologies were developed.
Isothermal titration calorimetry (ITC) was adapted as a univer-
sal, label-free technique for monitoring a-amylase and glycogen
phosphorylase reactions and inhibition kinetics. A complemen-
tary reversed-phase HPLC-based assay provided the opportunity
for kinetic analysis even in complex or colored inhibitors from
natural origin.

Extensive inhibition studies identified both natural and synthetic
a-amylase inhibitors. Plant-derived extracts from tea, cinnamon,
and various berries exhibited potent inhibitory effects, corrob-
orated by in vitro, in vivo, and molecular modelling studies. In
parallel, a series of “drug-like” synthetic molecules—including
thiazolidinone derivatives—were identified as efficient amylase
inhibitors within the micromolar concentration range. The pro-
miscuous, aggregation-based inhibition of gallotannins was also
demonstrated, highlighting the necessity of distinguishing specif-
ic binding interactions from nonspecific aggregation effects dur-
ing inhibitor characterization.

In summary, this research integrates synthetic organic chemistry,
enzymology, and molecular modelling to advance the structural
and mechanistic understanding of carbohydrate-active enzymes.
The findings provide fundamental insights into enzyme specific-
ity, catalysis, and inhibition, thereby contributing to the develop-
ment of improved biocatalysts for industrial processes and novel
inhibitors for therapeutic applications.
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