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1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD) széles korben
alkalmazott segédanyagok, melyeket a
gyogyszeriparban is nagy szamban felhasznalnak. A
kiilonboz6  CD-ek  sajatos  szerkezetiiknek
koszonhetden nem kovalens, masodlagos kotések
(H-kotés, hidroféb, van der Waals erdk) altal
képesek zarvanykomplexeket képezni megfeleld
tulajdonsagokkal rendelkezé6 molekuldkkal. A
komplexképzédés soran nem csak a hatdanyag
oldhatosaganak  novelése, hanem  biologiai
hasznosithatosaganak fokozasa és a molekuldk
stabilizalasa is lehetséges.

A CD-t felépit6 gliikopiranoz egységek elso-
és masodrendii alkoholos funkcidjanak
szubsztitlicioja szamos lehetdséget kinal kiilonb6zo
félszintetikus CD-szarmazékok eldallitdsara. A
szarmazeékok a szubsztituensek szdma (mono- vagy
polifunkciés), a  szubsztituensek  helyzete

(perszubsztitualt vagy random szubsztitualt) és az



ionizalhat6sag (semleges, toltéssel nem rendelkezd
vagy ionizalhatd, pozitiv vagy negativ toltési
szarmazekok) alapjan osztalyozhatok.

A gazda- ¢és vendégmolekula kozott
kialakul6 kolcsonhatasokat és azok erdsségét a
molekulak sav-bazis tulajdonsadga és ionizaltsagi
allapota is alapvetden befolyasolni képes. Ezéltal a
kialakulé szupramolekuléris rendszerek stabilitasa
Is valtozik. A magneses magrezonancia (NMR)
spektroszkopia kulcsfontossagu szerepet jatszik a
CD-komplexek tanulmanyozisaban, atomi szintii
betekintést nyujtva a gazda- és vendégmolekulak
kozotti kolesonhatasokba. Az 'H NMR mérések,
elsdsorban a kémiai eltolas  valtozasanak
kovetésével, lehetové teszik a komplexstabilitasi
allandok meghatarozasat, mig a NOE-tipusu
mérések  részletes szerkezeti informéciot

biztositanak.



2. Célkitiizés

Munkank soran harom bioaktiv molekula — a
COVID-19 terapiaban alkalmazott antiviralis
remdezivir (REM), az p-opioid receptorokon hatd
novényi alkaloid mitraginin (MTR) ¢és az
antikoagulans, szintetikus pentaszacharid
fondaparinux (FDPX) — kiilénb6z6 ciklodextrin-
szarmazékokkal képzett komplexeit vizsgaltuk,
NMR spektroszkopiai segitségével. Célunk volt,
hogy minél pontosabban jellemezni tudjuk a
kialakulo komplexekben fellép6 molekularis
kolcsonhatasokat, meghatarozzuk a komplexek
sztochiometriajat,  stabilitasi  allandoikat  és
jellemezziik a szerkezetiiket.

Célul thztik ki a REM toltésfiiggd
komplexképzodésének részletes jellemzését [-
illetve yCD-szarmazékok felhasznalasaval,
amelyhez a REM pontos pKa értékének

meghatarozasat is el kellett végezniink.



Tovabba vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a
CD iiregméretének, valamit toltottségi allapotanak
valtozasa a MTR komplexképzését.

A FDPX savas kozegli degradacidja soran
tanulmanyoztuk a per6-NHz-BCD  stabilizalod
hatasat, valamint célunk wvolt a kialakulo
bomlastermék szerkezetének meghatarozasa 2D

NMR mérések segitségével.

3. Mdédszerek

Az NMR méréseket egy 600 MHz-es Varian
DDR NMR spektrométeren (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) 5 mm IDPFG mérofejjel
végeztiik el. Az adatgylijtés VnmrlJ 3.2C szoftverrel
tortént, a ChemPack 5.1-ben szerepld standard
pulzusprogramok haszndlataval. A spektrumok
kiértekelését  MestReNova  12.0.2.  szoftver
segitségével végeztiik.

Munkank soran a kialakuld

szupramolekularis rendszerek sztdchiometridjat



Job-moédszere  szerint, H NMR titralassal
hataroztuk  meg. Ehhez a gazda- ¢és
vendégmolekulak  Osszkoncentraciojat  allando
értéken tartottuk, mikézben minden 1épésben
valtoztattuk a molaranyukat. A titrdlds soran
leolvastuk néhany, jol kovethetd jel H kémiai
eltolodasat (6™¢™t) és a szabad komponens kémiai
eltolodasahoz (%) képest mutatott elmozdulasabol
A§ ™t = |§™Mért — 5| modon szamitottuk ki a
kémiai eltolodasvaltozas abszolutértékét. Utdbbi
mennyiségeket az anyag moltortjével szorozva
(AS™TE.x) és a moltort (X) fiiggvényében
abréazolva szerkeszthet6k meg a Job gorbék, melyek
sz€lséérteke  kijeloli a  komplexre jellemzd
sztochiometriat.

A komplexstabilitasi  allandok  pontos
meghatarozasara kiilon titralasokat végeztiink. A
kiértékelés sordn minden titrdldsi pontban

regisztraltuk a  vendégmolekula  szénkd6tésii

protonjainak §™¢"t kémiai eltolodasat. Ezeket a két



crer

adatként adtuk az OPIUM kiértékeld programnak, a
feltételezett egyensulyi modellel egyiitt, Szimultan
tobb NMR mag adatsorara. Eredményiil megkaptuk
a részecskespecifikus hatareltolodasi értékeket,
valamint a latszolagos stabilitasi  allandd
logaritmusat, hibabecslésekkel egyiitt.

A komplexek térbeli  szerkezetének
meghatdrozasa ¢és a kolcsonhatasban résztvevo
molekularészek azonositasa érdekében nuklearis
Overhauser-effektus (NOE) tipustt méréseket (2D
NOESY, 2D ROESY) végeztiink kiillonbozo
molardnyl mintakon.

A REM pK, értékét UV-pH titralassal
hataroztuk meg. Az UV-Vis spektrumokat 220-400
nm tartomanyban regisztraltuk Unicam UV2
UV/Vis  spektrofotométerrel. A  nemlinearis

regressziot OPIUM programmal végeztiik.



4. Eredmények

Mivel az irodalomban kizarélag prediktalt
pKa értekek alltak rendelkezésiinkre a REM
esetében, munkankat a molekula UV-pH titralasaval
kezdtiik. ElsOként hataroztuk megkisérletes modon
a REM pontos pKa értékét (3,56), mely alapjan az
altalunk végzett kisérletekben (pH 2,0) a REM
molekulak minimum 97%-a protonalt allapotban
van jelen. A REM komplexképzése soran hat
kiilonboz6é szupramolekularis rendszert vizsgaltunk
(a felhasznalt CD-ek: BCD, yCD, SBEBCD,
SBEYCD, per-6-SBEBCD, sugammadex), és
mindegyik rendszerben Job moédszere alapjan 1:1
komplex-sztochiometriat hataroztunk meg. A
titralasi gorbeéket is ennek megfelelden illesztettiik,
¢és a latszolagos stabilitasi allandokat (1. Téablazat)
Osszevetve megallapitottuk, hogy a nativ CD-ek
esetén tizszeres stabilitascsokkenés tapasztalhato a

nagyobb tiregméretli yCD alkalmazasa esetén.



1. Tablazat A vizsgalt CD-REM komplexek
stabilitasi allandoi pH 2,0 kozegben.

pCD yCD SBEBCD | per-6-SBEBRCD | sugammadex | SBEyCD
(DS~ 6,3) | (DS=7,0) (DS =8,0) (DS~ 35,7)
logK | 3,06 2.08 3,99 4,35 3,65 2,70
+0,01 | £002 | £002 +0,03 + 0,04 10,01

Az anionos szulfobutiléter-oldallancok bevezetése
minden CD-szarmazék esetén jelentés stabilitas-
novekedést eredményezett (yCD esetében tobb mint
OtszOros-, mig a BCD esetében tizszeres novekedést
tapasztaltunk). Tovabba az is megallapithato, hogy a
komplexstabilitds novekedését nagymértékben
befolyasolja a CD-ek primer nyilasan talalhato
anionos oldallancok szdma. A per-6-SBEBCD
(primer nyildsan 7 anionos szulfobutiléter-lanccal
szubsztitualt) esetén tovabbi kétszeres
stabilitasnévekedés figyelhet6 meg a random
szubsztitualt SBEBCD-hez képest. A komplexek
szerkezetmeghatarozasat 2D ROESY spektrumok

alapjan végeztik. A PCD-szarmazékok esetén a



REM etilbutil-oldallanca a primer nyilds iranyabol
meriil az iiregbe, mig a yCD-szarmezékoknal az
alifdis  oldallanc  mellett immerziora utald
keresztcsticsokat azonositottunk a REM
fenilcsoportja és a CD hidrofob iirege kozott.
Mitraginin esetén a nativ fCD-nel torténd
komplexképzés soran 1:1 sztéchiometriat és csupan
logKk =0.8 stabilitasi allandot hataroztunk meg,
amely kifejezetten gyenge interakciora utal. A
random szubsztitualt SBEBCD-nel torténd titralas
soran a titralasi gorbék megfeleld illesztését csak
egy Osszetettebb szupramolekularis rendszer
feltételezésével sikeriilt pontosan leirnunk. A MTR-
SBEBCD ¢és 2MTR-SBEBCD részecskék egyiittes
jelenlétének feltételezésével illesztve a titralasi
gorbéket, kiemelkedden nagy novekedést figyeltiink
meg a komplexek stabilitasaban (logf.1 = 6,87 and
logpi: = 3,68). Ennek oka, hogy az altalunk vizsgalt
pH 4,5-6s érteknél a MTR molekuldk teljesen

protonalt 4llapotban vannak jelen, igy erds

10



elektrosztatikus kolcsonhatasok alakulhatnak ki a
CD anionos csoportjaival. A BCD szulfobutiléter-
oldallancokkal torténd szubsztiticidja tehat 750-
szeres stabilitasnovekedést eredményez a MTR-nel
torténd komplexképzés soran.

A FDPX vizsgalata soran kozepes affinitdsu
(logp11= 3,65) rendszert hataroztunk meg az FDPX-
per-6-NH2BCD komplex esetén fiziologias pH
értéken (pD 7,4). Savas, pD 2,0 koriilmények kozott
a molekulak azonban eltérd protonaltsagi allapotban
vannak igy egy termodinamikailag nagyobb
stabilitast, nagyaffinitasti rendszer alakulhat Ki,
melyben egyszerre van jelen FDPX-per-6-NH23CD
(logp11 > 4,9) és FDPX-2per-6-NH2BCD (logpfi2 >
8) komplex is. A 2 CD 1 vendégmolekula
sztochiometridju komplexek kialakulasa
meglehetésen egyediilallo, csakigy, mint a két
oligoszacharid altal képzett nagyaffinitast rendszer
jelenléte vizes korilmények kozott. A kialakulod

komplexek esetén csupan kiilsdszféras

11



komplexképzésrél beszélhetiink, azonban 2D
NOESY ¢és ROESY méréseink alapjan nem sikeriilt
pontos szerkezetet meghataroznunk. A FDPX savas
kozegli bomlastermékének szerkezetmeghatarozasa
soran megallapitottuk, hogy a bomlas elsdsorban a
pentaszacharid deszulfataciojat jelenti. A 2D NMR
mérések és a 'H NMR spektrumokban megfigyelt
jeleltolodasvaltozasok alapjan a f6 bomlastermék a
triszulfatalt (GIcNS3S6S) alegység N-
deszulfataciojanak  eredménye.  Bizonyitottuk
tovabba, a heptakationos per-6-NH2BCD erés
elektrosztatikus kolcsonhatdsok révén hatékonyan

akadalyozza meg a FDPX szulfatvesztését savas

kozegben.

5. Kovetkeztetések

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy mind
a gazda-, mind pedig a vendégmolekulak
toltésallapota nagymértékben befolyasolni képes a

ciklodextrinek és kiilonb6zo gyogyszerek, illetve
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bioaktiv természetes vegyiiletek kozotti
komplexképzddést. Ez a hatés tilmutat a komplexek
stabilizalasanak kizarolagos szerepén; jelentOs
hatdssal van a komplexek sztdchiometridjara és
altalanos szerkezetiikre is. Eredményeink segitséget
nyujthatnak  ezen  hatdanyagok  formulacios
Iépésein¢l, illetve analitikai szempontbol is
jelentések. Kibovitik a CD-ek felhasznalasi
lehetOségeinek teriiletét, igéretes ¢és innovativ
megoldast nyudjtva a hatdéanyag-stabilizalas ¢és

tisztitds vonatkozasaban egyarant.

13



6. Sajat publikaciok jegyzéke
A disszertacid kapcsolodo kozlemények:

Varnai B, Grabarics M, Szakacs Z, Pagel K,
Malanga M, Sohajda T, Béni S. Structural
characterization of fondaparinux interaction with
per-6-amino-beta-cyclodextrin:. An NMR and MS
study. J Pharm Biomed Anal. 2021;197.

Viarnai B, Malanga M, Sohajda T, Béni S.
Molecular interactions in remdesivir-cyclodextrin
systems. J Pharm Biomed Anal 2022;209:114482;

Varnai B, Zsila F, Szakacs Z, Garadi Z,
Malanga M, Béni S. Sulfobutylation of Beta-
Cyclodextrin Enhances the Complex Formation
with Mitragynine: An NMR and Chiroptical Study.
Int J Mol Sci. 2022;23(7).

Egyéb kozlemények:

Varga E, Benkovics G, Darcsi A, Varnai B,
Sohajda T, Malanga M, Béni S. Comparative
analysis of the full set of methylated -cyclodextrins

14



as chiral selectors in capillary electrophoresis.
Electrophoresis. 2019;40(21):2789-98.

Szente L, Puskés I, Sohajda T, Varga E, Vass
P, Nagy ZK, Farkas A, Varnai B, Béni S, Hazai E.
Sulfobutylether-beta-cyclodextrin-enabled antiviral
remdesivir: Characterization of electrospun- and
lyophilized formulations. Carbohydr Polym. 2021
Jul 15;264:118011.

Fejos I, Toth G, Varnai B, Szabo ZI, Koteles
I, Malanga M, Béni S. Enantioseparation of
solriamfetol and its major impurity phenylalaninol
by capillary electrophoresis using sulfated gamma
cyclodextrin. Electrophoresis 2021;42(17-
18):1818-25.

Valiyeva A, Felegyi-T6th CA, Varnai B,
Garaev E, Béni S, Kursinszki L. Characterization of
alkaloid profile of Hyoscyamus reticulatus L. and
Atropa belladonna subsp. caucasica (Kreyer) Avet
by LC-MS and NMR. Nat Prod Res. 2023;
37(19):3357-62.

15



