A 2-hidroxipropil-p-ciklodextrin és a sugammadex
szerkezeti és funkcionalis jellemzése NMR spektroszkopia
segitségével

Doktori tézisek
Kalydi Eszter

Gyodgyszertudomanyok Doktori Iskola
Semmelweis Egyetem

‘\q BUDAPI\
\

/ﬂ 1N
é« QQQDD (/ 0 0 000
S %
o) L/‘
¢ i
“’ ¥ 5 vffu]
J 1767 $

“a ELWELS “

Témavezetd:  Dr. Béni Szabolcs, Ph.D., habilitalt egyetemi docens

Hivatalos biralok:

Dr. Téke Orsolya, Ph.D., tudomanyos fomunkatérs
Dr. Mirzahosseini Arash, Ph.D., egyetemi adjunktus

Komplex vizsga bizottsag elnoke:
Dr. Antal Istvan, Ph.D., egyetemi tanar

Komplex vizsga bizottsag tagjai:

Dr. Szakacs Zoltan, Ph.D., senior kutato-fejlesztd
Dr. Toth Gerg6, Ph.D., egyetemi adjunktus

Budapest, 2025



1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD-k) természetes, ciklikus oligoszacharidok,
melyek o-1,4-glikopirandz (GP) egységekbdl épiilnek  fel.
Haromdimenzios szerkezetiik egy tireges csonkagulahoz hasonlithato.
Mig feliiletiik hidrofil, addig az iireg hidrofob jelleggel bir, amely
vizes kozegben lehet6vé teszi hidrofob vegyiiletek befogadasat nem
kovalens, gazda-vendég tipusi komplex kialakulasa révén, mely
szamos teriileten nyer felhasznalast. Az alkalmazasok kozel fele
gyogyszerészethez kithetd, ahol a CD-ket els6sorban segédanyagként
(farmakologiailag inert adalékként) alkalmazzak a hatdanyagok
oldhatosaganak, stabilitasanak és bioaktivitasanak novelése céljabol.
A nativ CD-k mellett (melyek a 6-, 7- ill. 8 GP egységbdl felépiilé a-
CD, B-CD és y-CD) szamos félszintetikus szarmazékot is eléallitottak
¢s alkalmaznak gyogyszerészeti célokra. Bar a CD-k felhasznaldsa
tovabbra is foként segédanyagként torténik, az elmult évtizedekben
aktiv hatéanyagként (active pharmaceutical ingredient, API) vald
alkalmazasuk el6térbe keriilt. Az elsé API-ként alkalmazott CD a v-
CD oktatiopropionsav szarmazéka, a sugammadex (SGM), amely az
els6 szelektiv izomrelaxans koté molekula, melyet az aminoszteroid
tipust  izomrelaxans  rokuronium (ROC) 4altal  kivaltott
neuromuszkularis blokad megsziintetésére fejlesztettek ki.

A 2-hidroxypropil-p-CD (HPBCD) a B-CD random szubsztitudlt (RS)
szarmazéka. Ez a molekula egyetlen meghatarozott szerkezettel nem
irhato le, mert izomerek Osszetett keveréke, melyek kiilonbdznek a
szubsztiticid mértékében (degree of substitution, DS) és a
szubsztituensek elhelyezkedésében (pattern of substitution, PS).
Segédanyagként torténd széleskorii felhasznalasa mellett, a HPBCD
2015-ben egy ritka betegség kezelésére aktiv hatéanyagként torténd
alkalmazasat is engedélyezték, azonban API-ként vald széleskorii
felhasznalasat  komplex  Osszetételébol — fakadd  elégtelen
szerkezetjellemzése - megakadalyozza.



2. Célkitiizés
Munkam célja a HPBCD és SGM szerkezetének és specifikus

kolcsonhatasainak ~ tanulmanyozasa  volt,  API-ként  torténd
alkalmazasuk kiterjesztésének érdekében.

2.1. Egyszerii, megbizhaté mddszer Kkifejlesztése a HPBCD
szerkezetjellemzésére

Mivel mind a DS, mind a PS befolyasolja a HPBCD atlagos
szerkezetét (mely hatassal van annak farmakologiailag fontos
tulajdonsagaira), egy egyszeri, megbizhatd modszer kifejlesztését
tlztiik ki célul, amely a jelenleg elérhetd technikaknal részletesebb
szerkezeti jellemzést szolgaltat. Ezt NMR spektroszkopia segitségével
terveztiik megvalositani.

Céljaink kozt szerepelt:

e A HPBCD 'H és "C NMR jeleinek részletes hozzarendelése
kiilonb6z6 2D mérések segitségével (COSY, HSQC, HMBC)

e A kiilonb6z6 pozicidkhoz kapcsolédd hidroxipropil (HP)
lancok azonositasa €s a kapcsolddas helyének meghatarozasa.

e A kiilonb6z6 pozicidkon kapcsolodott HP lancok kvantitativ
meghatéarozasa.
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1. abra. A HPBCD (DS = 6) egy reprezentativ szerkezete.



22. A SGM novényi aminoszteroid-koté képességének
vizsgalata

A természetben szamos, a ROC-mal rokon szerkezetii ndvényi toxin
megtalalhatd. Tobbek kozott a  burgonyafélék (Solanaceae)
csaladjanak szamos fajaban is termelddik érés, vagy nem megfeleld
tarolas kozben. Ezek elfogyasztasa esetén akar mérgezés tiinetei is
felléphetnek. Ezen toxinoknak jelenleg antidotuma nem ismert, igy
mérgezés esetén csak szupportiv terapiaval kezelhetd a beteg.
Céljaink kozt szerepelt:

e A SGM kiilonb6zd  Solenaceae  toxinokkal — valod
kolesonhatasanak vizsgalata.

A valasztott modellvegyiiletek: szolaszodin (SS), szolanidin
(SN) és a-szolanin (ASN)

e Komplexképzés vizsgalata, a komplexstabilitas homérséklet-
és pH-fliggésének ill. a glikozilacié hatasanak vizsgalata
NMR spektroszkdpia €s izoterm titracios kalorimetria (ITC)
segitségével

e Az SGM hatasanak vizsgalata a valasztott modellvegyiiletek
altal kivaltott sejttoxicitasra

Sugammadex (SGM)

Szolaszodin Szolanidin a-Szolanin
(sS) 27 (SN) (ASN)
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2. abra. A sugammadex (SGM) és a vizsgalt Solenaceae modellvegytiletek,
a szolaszodin (SS), szolanidin (SN) és a-szolanin (ASN) kémiai szerkezete.



3. Maoédszerek

3.1. A HPBCD szubsztitiicios mintazatanak jellemzése

A modszer kidolgozasa soran mind kereskedelmi forgalomban
kaphat6, mind kutatocsoportunk altal szintetizalt szarmazékokat is

vizsgaltunk.

Kereskedelmi forgalombol beszerzett CD-k:
e p-Ciklodextrin (CAVAMAX® W7) — Wacker (Wacker
Chemie, Miinchen, Németorszag)

e HPBCD DS 4.5 (CAVASOL® W7 HP) — Wacker (Wacker
Chemie, Miinchen, Németorszag)

e Metil-p-ciklodextrin (CAVASOL® W7 M) — Wacker (Wacker
Chemie, Miinchen, Németorszag)

e HPBCD DS 6.3 (KLEPTOSE®) — Roquette (Roquette Fréres,

Lestrem, Franciaorszag)

Kutatdcsoportunk altal eléallitott CD-k:

e HPBCD, kiilonbozé DS

1. tablazat. A HPBCD mintak

reakciokoriilmények
Reakeid BCD

1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol
1 mmol

oo 00NN AW =

szintézise  soran

H:O NaOH Propilén oxid

3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml
3 ml

4 eq
4 eq
4 eq
4 eq
4 eq
4 eq
6eq
6eq
6eq
6 eq
6 eq
6 eq

1 eq.
2 eq.
3 eq.
8 eq.
10 eq.
12 eq.
1 eq.
2 eq.
3 eq.
8 eq.
10 eq.
12 eq.

alkalmazott

DS

0.5
1.21
2.53
3.39
7.05
9.18
0.71
1.43
1.53

7.1

9.8
10.7



20 mg szilard anyagot oldottunk 600 pl D,O-ban, mely 21-25 mM-os
tiszta oldatokat eredményezett. A mérések Smm-es standard NMR
cs6ben 25 °C-on torténtek.

Alkalmazott NMR késziilékeket:

e Varian Mercury Plus ('H: 400 MHz, *C: 100 MHz)
e Bruker Avance III ("H: 500 MHz, "*C: 125 MHz)
e BRUKER Avance III (‘H: 600 MHz, °C: 151 MHz)

A spektrumok processzalasahoz az alabbi szoftvereket alkalmaztuk:

e MestReNova v9.0.1-13254 (Mestralab Research, S.L.,
Santiago de Compostela, Spanyolorszag) — Varian késziiléken
felvett mérésekhez

e TopSpin 3.6.5 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten,
Németorszag) software — Bruker késziléken felvett
mérésekhez

3.2. SGM-fitotoxin kolcsonhatasok tanulmanyozasa

A vizsgalt SS-t, SN-t, és ASN-t a PhytoLab (PhytoLab GmbH & Co.
KG@G, Vestenbergsgreuth, Németorszag) cégtdl vasaroltuk, mig a SGM-
et kutatdcsoportunk allitotta eld.

3.2.1. NMR vizsgadlatok
Alkalmazott késziilékek:

e 600 MHz Varian DDR NMR spektrométer Smm inverz
elrendezésti gradiens mérofejjel felszerelve

e Bruker Avance III 700 MHz NMR spektrométer TCI H&F-
C/N-D, z-gradiens mérofejjel felszerelve

e Bruker Avance 500 MHz NMR spektrométer inverz BBI
mérofejjel felszerelve

A spektrumok processzalasdhoz az alabbi szoftvereket alkalmaztuk:

e MestReNova v9.0.1-13254 (Mestralab Research, S.L.,
Santiago de Compostela, Spanyolorszag) — Varian késziiléken
felvett mérésekhez



TopSpin 3.6.5 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten,
Németorszag) software — Bruker késziiléken felvett
mérésekhez

Mintael6készités:

Jelhozzarendelés céljabol a vegyiileteket 600 pl megfeleld
oldoszerben oldottuk (D>O az SGM esetében, CD;OD az SS,
SN és ASN esetében). A mérések 25 °C-on torténtek.
SS/SGM kolcsonhatasanak vizsgalatdhoz az SS korlatozott
oldhatosaga miatt kiilonb6z6 oldoszerelegyek alkalmaztunk:
10% DMSO D;0O-ban, 25% DMSO D,O-ban, vagy 100%
D,O.

Az 'H NMR-titralas soran az SGM 3.2 mM-os oldatdhoz
adagoltuk a SS 10.6 mM-os torzsoldatat.

Az SGM/SN és SGM/ASN komplexeket mozsarban toérténd
Orlessél allitottuk el6. Kb. ~1.2 mM toxin kb. 0.9 mmol SGM
5 percig tartd Orlése utan a keveréket 700 uL D,O
hozzaadasaval oldottuk fel. A fel nem oldodott szilard
anyagot az NMR cs6be torténé transzferalas el6tt
centrifugalassal tavolitottuk el. A pH-fiiggd mérések esetében
a pH-t DCI ill. NaOD oldat segitségével allitottuk be.

3.3. ITC kisérletek

A mérésekhez MicroCal PEAQ-ITC késziiléket (Malvern Panalytical,
Worcestershire, UK) alkalmaztunk.

Elkészitett mintak:

SGM pH 7.4 0.5 mM ¢és 1.0 mM oldatok

SGM pH 4.0 0.5 mM és 1.0 mM oldatok

ASN pH 7.4 50 uM oldat

ASN pH 4.0 50 uM oldat

SS + 0.5 - 5.0 mM y-CD, pH 7.4 oldatok

SS + 0.5 — 5.0 mM szulfobutiléter-y-CD, pH 7.4 oldatok
SN + 0.5 - 5.0 mM y-CD, pH 7.4 oldatok

SN + 0.5 — 5.0 mM szulfobutiléter-y-CD, pH 7.4 oldatok



Az oldatok pH-jat 20 mM-os foszfat puffer (pH 7.4) vagy 20 mM-os
acetat puffer (pH 4.0) alkalmazasaval allitottuk be.

Az elkészitett oldatokat egy éjszakan at 37 °C-on kevertettiik, majd
0.22 um porusatmérdjii membranon szirtiik.

A mérések kiértékelését MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software
segitségével végeztiik el direkt (ASN esetében) vagy kompetitiv (SS
€s SN esetében) kdtddési modellt alkalmazva.

3.4. Citotoxicitasi vizsgalatok

A CD-k (SGM, SB-y-CD, GCD) és vizsgalt toxinok (SS, SN, ASN)
citotoxicitasanak vizsgalatit mHippoE-14 egér hippokampalis
embrionalis sejtvonalon (American Type Culture Collection)
végeztik. A sejteket 37 °C-on 5% CO,/95% levegdben inkubaltuk. 24
oras inkubalast kdvetden 10 pl kezeldoldatot adtunk a sejtekhez, mely
vagy CD-t, vagy toxint, vagy ezek keverékét tartalmazta. 72 ora
inkubaciot kdvetéen a médiumot eltavolitottuk, majd 50 ul friss 0.5
mg/ml 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromidot
(MTT) tartalmazo médiumot adtunk a sejtekhez. 3 dra inkubaciot
kdvetden az abszorbancia 570 nm-en tortént leolvasasra egy Synergy
H4 mikroplate olvaso (BioTek Instruments, Inc.) segitségével.



4. Eredmények

4.1. HPBCD szubsztitiucios mintazatanak jellemzése

A HPBCD szintézise soran a HP szubsztituensek harom kiilonb6z6
pozicidban kapcsolddhatnak a GP egységhez: a 2-es, 3-as, vagy 6-0s
OH csoportokon. Feltételezve, hogy egy GP egységhez maximum egy
HP kapcsolodik, igy Osszesen 4 kiilonbozé GP egység fordulhat eld a
keletkez6 HPBCD molekuldban: szubsztitualatlan egység (GPunsuw),
illetve a 2-es, 3-as, vagy 6-os helyzetben szubsztitualt GP tipusok
(GPZSub, GPSsub, GPésub) (3 Abra).

OH OH

Ho Ho Cz%
QH o
o} Y’ (o]
3. abra. A lehetséges GP egységek szerkezete a HPBCD molekulaban, GP
egységenként legfeljebb egy HP szubsztituciot feltételezve.

HO.

A Kkilonb6zé poziciokban kapcsolodott szubsztituensek atlagos
szamanak meghatarozasahoz az alabbi 1épéseken keresztiil jutottunk:

1. A HPBCD f£6 jeleinek asszignacioja a multiplicitas-editalt
HSQC (DEPT-HSQC) spektrumban kis DS-i mintan
keresztiil (HPBCD DS 3.4)

2. A szubsztituensek elkiiloniilt jeleinek azonositdsa és a
segitségével magas DS-Ui minta vizsgalatan keresztiil
(HPBCD DS 7.9)

3. A kiilonbozo helyzetli szubsztituensek mennyiségi jellemzése
inverz lecsatolt *C spektrum segitségével

A jelhozzarendelés soran az alabbi nomenklaturat alkalmaztuk.



4. abra. A HPBCD NMR jeleinek azonositasa soran alkalmazott jeldlések.

Az indexet nem viselé szamok jeldlik a szubsztitualatlan GP egység
atomjait. Az als6 indexet visel6 szamok a szubszitualt tipusu egységek
atomjait jelolik, ahol az index az adott GP egységen kapcsolodott
szubsztituens helyét jeloli. A szinkddolas megegyezik a multiplicitas-
editalt HSQC spektrumban az adott egységek (CH, CH, vagy CH3)
megjelenitési szinével.

4.1.1. A HPBCD [fo jeleinek asszigndcioja
Az 5. abra mutatja a HPBCD DEPT-HSQC spektrumat a f6 jelek

s

1 (ppm)

38 37 36 35 34 33 12 11
2 (ppm)

5. dbra. HPBCD DS 3.4 Multiplicitas-editalt HSQC (DEPT-HSQC)

sy

HPBCD szintézise soran keletkezd melléktermék, a propilén-glikol jeleit
jeloli (400 MHz, D0, 298 K).



4.1.2. Az elkiiloniilt HP jelek és a kapcsolodasi pontok azonositdsa

A kiilonb6z6 poziciokban kapcsolodott HP oldallancok jeleinek
azonositasdhoz magasabb DS-{i mintat hasznaltunk, ahol 5 elkiilonilt
o keresztcstics part azonositottunk (a*-aF) (6. Abra).

DS 7.9

3.9 3.8 3.7 36 35 34 33

6. abra. HPBCD DS 7.9 DEPT-HSQC spektrumanak a régidja 5 elkiiloniild
jelparral (400 MHz, D>0, 298 K).

A harom lehetséges szubsztitlicios poziciora jutd 5 jel a HP oldallanc
kiralitasaval magyarazhato. A CD sajat kiralitasa miatt a kapcsolodo
kiralis oldallancokkal diasztereomerek képzddnek, igy az (R) és (S)

s

eltolddasnal jelentkeznek (jelmegkettdzddés figyelhetd meg).

Az azonositott oldallancok kapcsolddasi helyeit HMBC
korrelaciok segitségével hataroztuk meg (7. Abra, zold
konturok).

10



N
3
f1 (ppm)

4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20
f2

(ppm)

7. abra. HPBCD DS 7.9 egymasra vetitett DEPT-HSQC (piros és kék
konttrok) és HMBC (z61d kontirok) spektruma a kiilonbdzé HP oldallancok
szubsztitiucids pozicigjat kijelold korrelaciok megjeldlésével (400 MHz,

D,0, 298 K).

4.1.3. A HPBCD szubsztitucios mintazatanak meghatarozasa

A bemutatott jelhozzarendelésen lathato,

hogy a kiilonb6zé

poziciokban kapcsolodd HP oldallancok o "*C kémiai eltolodasai
egymastol elkiiloniilnek. Ez alapjan kvantitativ C spektrum
felvételével az egyes poziciok szubsztiticios foka meghatdrozhato.

DS 7.1

T‘?suh
Clgeusl G 13sub A3su/Csub |
C1,,,,5,Q, /c125ub | s

06 104 102 100 98 96 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66
1 (ppm)

64 62 60 58 56 54 52 5024 22 20 18 16

8. abra. A HPBCD "*C qNMR spektruma részleges jelhozzarendeléssel

11



A szubszituens eloszlas meghatarozasanak menete:

1. Anomer-tartomany (~98 — 102 ppm) integralosszegét 7-re
allitjuk

2. Cy jelének (~18 ppm) integralja kozvetleniill megadja a
szubsztitucios fokot (egy CD molekuldhoz kapcsoloddé HP
lancok atlagos szama)

3. DSoub és DSesub értékét kozvetleniil megadja "Consuy és
BCoassub jelek integral értéke

4. DSsap értéke jelatfedés miatt kozvetleniil nem leolvashato,
ennek értéke a DS; = DS — DS, — DS¢ képlettel szamithat6 ki.

Hasonldé modon a kiilonbozé tipusit GP egységek elkiiloniilé anomer
jeleibdl (8. abra) is kiszamolhatjuk a szubsztituens eloszlast.

4.2. A SGM ndévényi aminoszteroid-koté képességének
vizsgalata
4.2.1. NMR spektroszkopias vizsgadlatok
o  Komplexképzés vizsgalata
- 'H NMR titralas (SGM/SS)
o A komplex szerkezete
- ROESY térkozelségi mérés (SGM/SS)
o DMSO hatdsa az egyensulyra
- '"H NMR titralds kiilonbozé aranytit DMSO-d¢/D>O
oldoszerelegyekben (SGM/SS)
o A komplexképzés homersékletfiiggése
- 'HNMR és EXSY kisérletek (278 — 323 K) (SGM/SS)
o A glikozilacio hatdsa a komplexképzésre
- 'HNMR és ROESY kisérletek (SGM/SN és SGM/ASN)
e A pH hatdasa a komplex stabilitasra
- '"H NMR és ROESY kisérletek savas, semleges és
bazikus kdzegben (pH 2-12) (SGM/SN és SGM/ASN)

1) Mindharom vizsgalt toxin esetében nagy stabilitasu, az NMR
idéskalan lassu cserével leirhatd ekvimolaris komplexképzddést
figyeltik meg. Erre a szabad ¢és komplexben 1évé SGM kiilon
jelsoranak megjelenésébdl kovetkeztettiink(9. abra). A két jelsor

12



aranyanak elemzésével vizsgalataink soran kdvetni tudtuk a komplex

~~~~~~

A B ¥ 7 o w6
—— SGM:SS =10 . a !
SGM:SS =10.125 g 3 oy 2 A ‘ 1
—— SGMSS =1:0250 |
SGM:SS =1.0.375 | ‘
SGM:SS = 1:0.500 [\
SGM:SS = 1:0.875 1 i I

SGM:SS
10

5.10 505 ppm 40 38 s 32 30 28 topm]

9. abra. A SGM/SS komplex '"H NMR spektruménak részletei kiilénbdzd
SGM:SS aranyoknal A) anomer (H1) tartomany, B) GP (H2-H6) tartomany

2) Térkozelségi mérések alapjan igazoltuk a SGM szabad és komplex
formajanak hozzarendelését és megallapitottuk a  fitotoxin
tartalmazo gylirije a SGM negativ toltésti oldallancai felé néz,
elésegitve az intermolekularis ionos kolcsonhatas 1étrejottét.

3) A 9. abran lathatdo kismértékii kémiai eltolodas valtozas a
koszolvensként alkalmazott DMSO jelenlétének hatisa. A DMSO
kompetitorként 1ép fel a SGM-mel valé komplexképzési
egyensulyban, gyors kicserélddésti folyamatban.

4) Mindharom vizsgalt komplex megoérizte kimagaslostabilitasat
magasabb homérsékleten is: SS esetében 5 — 50 °C, mig az SN és ASN
komplexek esetében 25 — 40 °C kozott vizsgaltuk a komplexek
viselkedését. Minden vizsgalt homérsékleten lassu kicserélddésti

komplexek igen nagy stabilitasara utal.

5) A glikozilacio hatasat a komplexképzésre az SGM/SN és
SGM/ASN komplexek Osszehasonlitasaval végeztiik.
Megallapitottuk, hogy mig a SN mindkét orientdcidban képes az
iregbe jutni, illetve SGM:SN 2:1 komplex képzddését is
bizonyitottuk, addig a ASN csak az amino fejcsoporttal az SGM
szekunder oldala felé nézo orientacio kialakitasara képes.

13



6) A pH hatasat a komplexstabilitdsra szintén az SGM/SN ¢és
SGM/ASN komplexek 6sszehasonlitasaval végeztiik.

a) Bazikus kozegben mind az SGM/SN mind az SGM/ASN
komplex részlegesen disszocialt. Mig az SGM/SN komplex kb. 30%-
a maradt disszocialatlanul, addig az SGM/ASN komplex estetében ez
kb. 80%. Ez a triszacharid oldallanc stabilizal6 hatasat mutatja.

b) Savas kozegben az SGM/SN komplex oldatbdl torténd
kivalasat észleltik. Az oldatban disszocidlatlan komplexet
detektaltunk. A részleges kicsapodas a komplex csokkent
oldhatésagaval magyarazhatd. Az SGM/ASN rendszer esetében
kicsapddast és disszociaciot sem detektaltunk.

Ezek alapjan a vizsgalt toxinok protonalt formaban képesek az
intermolekularis ionos kolcsonhatas stabilizald ereje nélkil is igen
stabil komplex kialakitasara. Az ASN triszacharid lanca ndveli a
komplex oldhatdsdsagat.

4.2.2. ITC kiserletek

1) SGM/ASN vizsgalata direkt titralas modszerével

Az ASN/SGM ¢és ASN/y-CD komplexek stabilitasi allandoit (Ka)
kiilonb6z6 homérsékleteken hataroztuk meg (2. Téblazat).

A kapott értékek gyenge hémérsékletfiiggést mutatnak. A 10° - 107
nagysagrendii K, értékek igen nagy stabilitdsu komplex kialakulasat
bizonyitjak. Ezek az értékek megkozelitik az SGM/ROC komplex
ismert K, értékét.

2. tablazat. ASN SGM-el és y-CD-nel képzett komplexének
stabilitasi allandoi kiillonb6z6o homérsékleten

T/°C K.(SGMyM"' K.(GCD)M™!

20 1.2x107 £3.9x10° 2.4x10*+ 1.0x10*
25 9.9x10°+2.7x10° 3.5x10*+ 8.9x10°
30 6.0x10°+2.0x10°  3.6x10*+ 5.6x10°
37 5.7x10°+ 1.5x10°  2.9x10* + 4.5x10°
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2) SGM/SN és SGM/SS vizsgalata kompetitiv titralassal

Az aglikonok korlatozott vizoldhatosaga miatt azok oldhatosagat y-
CD hozzaadasaval noveltiik. [gy kompetitiv kotédési modellt
alkalmaztunk a kiértékelés soran.

A kapott K, értékek (3. tablazat) szintén kiemelkedéen magas
stabilitasi komplexek képzddését bizonyitja. Osszehasonlitva az
SGM/ASN esetében kapott értékekkel, a cukor oldallinc korabban
megfigyelt komplex stabilizalo ereje timaszthato ala.

3. tablazat. SS és SN SGM-mel és y-CD-vel képzett komplexének
stabilitasi allandoi kiilonb6zd hémérsékleten

Toxin 7T/°C K.SGM)M"' K, (GCD)M'

SS 37 4.17x10° 1.95x10°
SS 25 7.03x10° 2.14x10°
SN 25 2.26x10° 2.00x10°

4.2.2. Citotoxicitasi vizsgalatok

Mindhéarom toxin esetében a toxicitas szignifikans csokkenését
mértilk SGM-el torténd kezelés mellett. Az SGM specifikus
antidétum hatasat y-CD és SB-y-CD-vel 6sszehasonlitasaval
bizonyitottuk, melyek az SGM-el szembe csak kis mértékben
javitottak a toxinnal kezelt sejtek talélését.

Survival rate

10. abra A SS toxicitasa HippoE-14 sejtvonalon.
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5. Konkluzié

A doktori munkam soran két gyogyszerészetileg fontos CD, a HPBCD
¢s SGM szerkezetét és specifikus kdlcsonhatésait vizsgaltuk.
Kidolgoztunk egy hatékony, NMR spektroszkopia-alapu modszert a
HPBCD eddigi legrészletesebb szerkezetjellemzésére. Konnyen
hozzaférhetd miiszeres felszereltség és standard NMR kisérletek
felhasznalasaval sikeriilt azonositanunk a kiilonb6z6 poziciokban
kapcsolodd HP oldalldncok elkiildniilt C jeleit, mely lehet6vé teszi a
kiilonb6z6 poziciokban tortént szubsztiticié fokanak kvantitativ
meghatarozasat egy mérés segitségével. Ezaltal meghatarozhatunk
egy (néhany) egyedi molekulaszerkezetet, mely jol leirja az éppen
vizsgalt HPBCD keverék atlagos szerkezetét.

A modszer egyszeriisége, gyorsasaga és nem destruktiv jellege miatt
egy jol alkalmazhato eszk6z lehet a HPBCD mindségellenérzésében.
Tovabba eredményeink megmutattak, hogy a SGM alkalmazhato lehet
bizonyos aminoszteroid tipusu névényi mérgek antidotumaként. Az
SGM mindharom vizsgalt toxinnal kimagasloan erds gazda-vendég
komplex kialakitasara képes. A komplexek széles homérséklet- és pH
tartomanyban stabilnak bizonyultak. Citotoxicitasi vizsgalataink
soran az SGM jelentdsen ndvelte a toxinnal kezelt sejtek tulélési
aranyat. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az SGM, mint antidotum
alkalmas lehet 1j indikacioban torténd felhasznalasra. Eredményeink
tovabb er6sitik a két vizsgalt CD API-ként torténd 1jabb
felhasznalasokra valo kiterjesztésének lehetOségét, mely 1 terapias
modszerekre ad lehetdséget.
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