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1. Bevezetés

A konvencionalisan alkalmazott gyogyszerek esetében jelentkez6 rezisztencia, valamint az
orvostudomany egyre szaporodd megoldatlan problémainak kovetkeztében a természetes
anyagok gyogyaszatban betoltott szerepe az elmult néhany évben ismét jelentOsen eldtérbe
kertilt. Sokrétli farmakologiai aktivitasuknak, valamint valtozatos szerkezetiiknek
koszonhetden felismerték, hogy igéretes kiegészitd vegylileti lehetnek a hagyomanyos
gyogyszeres terapianak, uj kiindulasi vegyiiletként szolgalhatnak gyogyszerjelolt molekuldk
kifejlesztéshez, kombinatorikus kémiai vegyiilettarak szintéziséhez vagy akar eddig ismeretlen
hatdsmechanizmusok felfedezéséhez.

Napjainkban, a kutatasok egyik reményteli teriileteként az indol alkaloidok csaladjaba
tartozd P-karbolinokat tartjadk szamon, melyek gyakran tanulmanyozott csoportjaként a
triciklusos (norharman (NH), harman (HH), harmin) és pentaciklusos (evodiamin (EVD),

rutekarpin (RTK)) gytiriirendszerti f-karbolinokat emlithet;jiik.
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Az egyszerii és Osszetett gytiriirendszerii f-karbolinok szerkezete

A természetben foként a hagyomanyos tavol-keleti orvoslasban alkalmazott ndvények
alkotoelemeiként lelhet6k fel, de néhany B-karbolin indol szarmazékokbol torténd egyszeri
képzddésiik révén tobb étel, ital komponenseként vagy akar az €16 szervezet endogén
ligandumaiként is eléfordulhat (NH, HH). Erdemes megemliteni, hogy az EVD a nyugati
orszagokban szamos taplalékkiegészité készitmény {6 Osszetevijeként is elérhetd. Szerteagazo
biologiai aktivitassal rendelkeznek, amelynek kdszonhetéen az Ongyogyitas mellett, az
orvostudomany és a gyogyszerkutatas fontos eszkoztarat képezik, annak ellenére, hogy pontos
hatasmechanizmusaik, szerkezeti és farmakokinetikai tulajdonsagaik nem teljesen ismertek.
Ennek egyik oka, hogy a kutatasok tobbsége foként molekularis célpontjaikkal (nukleinsavak,

enzimek) alkotott interakcioik feltarasara Osszpontosit, igy egyéb szervezetbeni sorsukat



befolyasolé makromolekuldkkal szembeni viselkedésiikrdl csak kevés és hianyos informécid
all rendelkezésiinkre. Elettani tulajdonsagaik elérejelzését tovabb neheziti, hogy néhany
képviseldjiik akar racém formaban is eléfordulhat a természetben, de a farmakologiai
vizsgalatok sordn a bioldgiailag aktiv enantiomer azonositasara ritkan, mig a mellette jelenlevo
hatastalan vagy akar toxikus mellékhatast mutaté forma sajatsagainak részletes felderitésére
nem térnek ki.

Az élettanilag aktiv vegyiiletek szervezetbeni sorsat, a felszivodasra, szoveti megoszlasra,
metabolizmusra és eliminaciora vonatkozo kinetikai torténések (ADME) egyiittese hatarozza
meg. Koziiliik az egyik fontos tényez6 a megoszlas folyamata, mely soran a hatéanyag a vér
makromolekulaihoz reverzibilisen kotédve a keringésbdl a célszervekhez jut. A folyamatban
jelentds szerepet a szérum két komponensének a human szérum albuminnak (HSA) és az as-
szamottevo részét a helikalis szerkezetii HSA adja (~ 600 uM), amely meghatarozé szerepet
tolt be kémiailag valtozatos exogén (gyogyszerek) és endogén anyagok (zsirsavak, hormonok,
epesavak, toxikus metabolitok) szallitasaban. Tobb jol ismert kotShellyel rendelkezik
zsirsavak, szerves vegyiiletek és fémionok szdmara. Az apolaris szerves kismolekuldk részére
harom egymastol jol elkiiloniilé hidrofob kotézseb érhetd el. Jellegzetes ligandumaiként a savas
¢s semleges karakterrel rendelkez6 molekuldkat emlithetjiilk. A természetes eredetli B-
karbolinok koziil a NH és HH HSA kotddését mar tanulmanyoztak, de az eredmények, mind az
asszociacios allandok, mind a kotShely tekintetében ellentmondasosnak bizonyultak. Igy az
albumin ezen alkaloidokkal szembeni affinitasanak kideritésével, nemcsak hogy bovithetjiik és
tisztazhatjuk a P-karbolin vegyiiletek szervezetbeni megoszlasat befolyasolo tényezokrol
szerzett ismereteket, de a kolcsonhatasok molekularis hatterének feltarasaval eldsegithetjiik az
albumin kevéssé ismert alkaloid k6to képességének részletes megismerését is.

A HSA mellett a szérum masik jelentés gyogyszerkotd fehérjéjeként az AGP-t emlithetjiik.
Kotoliregét egy mély, hidrofob B-hordod reprezentalja, amely javarészt aromas, bazikus
karakteri molekulak kotédésének kedvez. Atlagos koncentracidja a vérben albuminhoz képest
joval alacsonyabb (~ 20 uM), de akut fazisos reakciok soran (pl. sériilés, gyulladas, fertézések,
rakos megbetegedések) mennyisége jelentdsen megemelkedik (~ 60-100 uM) mig az albuminé
lecsokken (~ 250-300 uM). Igy bizonyos koéros folyamatokban az AGP a szervezet egyik
jelent6s molekulakotd fehérjéjévé 1éphet eld. Emellett nem szabad figyelmen kiviil hagyni,
hogy a vérplazmaban az AGP harom f6 genetikai variansanak (F1, S és A) keverékeként fordul
el6, mely frakciok eltér6 gyogyszerkotd képességgel rendelkeznek. Kiilonbozo

megbetegedésekben az AGP plazmaszintjének novekedéséhez a varidnsok nem egyenld
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mértékben jarulnak hozza, igy a biologiailag aktiv vegyiiletek farmakologiai vizsgéalatanal az
AGP polimorfizmusat fontos szem el6tt tartani.

A szabadgyogyszer-elmélet értelmében a hatéanyag-plazmafehérje komplex nem tud a
célszervek membranjan athaladni, kdvetkezésképpen terapids cél elérésére és farmakodinamias
hatas kifejtésére kizarolag a vegyiiletek szabad frakcioja képes. Tovabba, a fehérjek6t6dés a
kolesonhatéds erdsségétdl fiiggden befolyasolhatja a vegyiiletek metabolizmusat, toxicitasat,
valamint nem vart gyogyszerinterakciokat idézhet eld. Igy a p-karbolinok szallitofehérjékkel
szembeni viselkedésének részletes vizsgalataval nemcsak, hogy becsiilni tudjuk a vegyiiletek
tanulmanyozasaval lehetdségiink nyilik a kotédésben kulcsszerepet jatszo szerkezeti tényezok

mélyebb megismerésére is.
2. Célkitiizés

Doktori munkam soran, kutatasaimban a biologiailag aktiv természetes és a Servier
Gyogyszerkutatd  Intézet fejlesztése alatt levd szintetikus [B-karbolin  analdgok
plazmafehérjékkel szembeni viselkedésének vizsgalatara dsszpontositottam. Kromatografias,
spektroszkopiai és in silico moddszerek alkalmazasdval tanulmanyozni kivdntam ezen
vegyliletek HSA-val és AGP-vel alkotott kolcsonhatasait, amely soran célom volt, hogy:

e meghatarozzam a [B-karbolin-szérumfehérje asszociaciot jellemzO paramétereket
(asszociacios egyensulyi allando (Ka), sztochiometria),

e jelzdligandumokkal végzett kotddésvizsgalatokban azonositsam ¢€s jellemezzem ezen
alkaloidok specifikus HSA kotéhelyét,

e szerkezet-kotddési affinitas Osszefiiggéseket allitsak fel,

e vizsgaljam, hogy az albumin zsirsavkotési profilja, milyen modon befolyasolja az
egyszerll gylirtirendszerti B-karbolin (NH, HH) vegytiletek HSA kotédését,

e feltarjam és egymashoz rendeljem az EVD és RTK molekuldk szerkezetében rejld
strukturalis és spektralis jellemzoket,

e meghatarozzam ¢és kovetkeztetéseket vonjak le a tiszta EVD enantiomerek

e albumin és AGP kristalyszerkezetének felhasznalasaval szerkezetalapt fehérje-ligandum
dokkolasokat hajtsak végre, amelybdl szarmazo informaciok lehetdveé teszik a kotddesért
felelds farmakofor pontok azonositasat, valamint a kdlcsonhatdsok molekuldris szintii

megismerését.



3. Vizsgalati modszerek

3.1.  Felhasznalt anyagok

A HSA, AGP, NH és (+£)-EVD Sigma-Aldrich termékek voltak. A RTK-t az AK
Scientific cégtdl vasaroltuk. A felhasznalt tiszta AGP genetikai variansokat irodalombol ismert
fém-affinitas kromatografia segitségével szeparaltuk. A HH-t, harmin-t és szintetikus analogjaikat
a Servier Kutatointézetbdl, Dr. Kotschy Andras bocsajtotta rendelkezésiinkre: [b1]: 7-
isopropoxi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]-indol, [b2]: 1-metil-7-(1-fenil-etoxi)-9H-pirido[3,4-b]-
indol, [b3]: 1-metil-7-(2-piridil-metoxi)-9H-pirido[3,4-b]-indol, [b4]: 1-metil-7-[2-(2-piridil)-
etoxi]-9H-pirido[3,4-b]-indol, [b5]: 9-benzil-7-metoxi-1-metil-pirido[3,4-b]-indol, [b6]: 7-
metoxi-9-[(3-metoxi-fenil)-metil]-1-metil-pirido[3,4-b]-indol, [b7]: 7-metoxi-1-metil-9-[[4-
(trifluoro-metil)-fenil]-metil]-pirido[3,4-b]-indol, [b8]: 7-metoxi-1-metil-9-[1-[4-(trifluoro-
metil)-fenil]-etil]-pirido[3,4-b]-indol, [b9]: 7-metoxi-1-metil-9-[2-[4-(trifluoro-metil)-fenil]-
etil]-pirido[3,4-b]-indol.

3.2.  Immobilizalt HSA-affinitdas kromatografia
A kotédési egyensulyi allandok értékének becslésére, valamint a relativ kotédési
kiilonbségek, mint szubsztituens hatds ¢&s sztereoszelektiv kolcsonhatdsok feltardsara

alkalmaztuk.

3.3.  Ultrasziirés
A (£)-EVD sztereoszelektiv szérumfehérje kotddésének kimutatasara hasznaltuk. A

szlirletben a minta sszetételét kiralis HPLC technikaval hataroztuk meg.

3.4. Kiralis HPLC analizis
Irodalombol ismert metodika alkalmazasaval az EVD enantiomerek szétvalasztasara, a
racemat fehérjés oldatanak ultrasziirletében az enantiomer arany megallapitasara, valamint

affinitds kromatografidval szeparalt enantiomereinek azonositasara vettiik igénybe.

3.5.  Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A B-karbolinok szérumfehérje kotddeését jellemzd paraméterek meghatarozasédhoz,
specifikus HSA kotéhelylik tisztazasahoz, valamint az EVD enantiomerek Kiroptikai
tulajdonsagainak megismeréséhez alkalmaztuk. EIobbi esetben az alkaloidok fehérje
jelenlétében indukalodo CD (ICD) aktivitasat mértiik, mig ligandum leszoritas kisérletekben, a

vizsgalt vagy referencia vegyliletek ICD jeleinek valtozédsait kovettik. A valtozo



ligandum/fehérje arany fliggvényében mért ICD aktivitas nemlinearis regresszids analizisiét

Microcal Origin 8.6 programmal végeztiik.

3.6. (R)-EVD CD spektrumanak kvantumkémia szamitdsa

A molekula alacsony energiaji konformereinek meghatarozasahoz, az EVD ismert
kristalyszerkezetét alapul véve konformacio analizist végeztiink Marvin 6.3.0. (Conformer
plugin, ChemAxon) program segitségével. A szamitas eredményeként kapott alacsony
energiaji konformerek CD spektrumait DFT szinten, COSMO (Conductor-like Screening

Model) oldészer modell alkalmazasaval Turbomole v6.5 programmal szamitottuk.

3.7.  Fluoreszcencia spektroszkopia

A kotodést jellemz6 asszociacios allandok értékének meghatarozasahoz a triciklusos -
karbolinok sajat fluoreszcenciajanak fehérje jelenlétében bekovetkez6 valtozasat, valamint az
Osszetett gylirirendszerti EVD és RTK esetében a fehérje kotddés soran indukalodo emissziot
detektaltuk. A kotohelyek azonositdsahoz a fehérje, valamint specifikus jelzéanyagok

crer

adatok nemlinearis regresszios analizis€hez Microcal Origin 8.6 programot hasznéltunk.

3.8.  Molekulamodellezési vizsgalatok

Dokkolasokat minden esetben a DockingServerrel hajtottuk végre, ahol a HSA és az
AGP fehérje adatbazisbol elérhetd kristalyszerkezeteit hasznaltuk. A dokkolasi eredményeket
a PyMOL program segitségével jelenitettiik meg.



4, Uj tudomanyos eredmények és azok jelentésége

1) Megvalositottuk az egyszerli gylirtirendszerti természetes p-karbolinok (NH, HH), 1:1
sztochiometridju szérumfehérje kotddésének biofizikai moddszerekkel torténd kimutatasat.
Kompetitiv kotddési kisérletekkel azonositottuk a IIIA alegységben elhelyezkedd HSA
kotohelytiket. Molekulamodellezés vizsgalatokkal feltartuk a kolcsonhatas molekularis
részleteit, miszerint az alkaloidok a IIIA kotérégioban, az egyik nagy affinitasa
zsirsavkotOhellyel atfedésben, n-n kdlesonhatasok (Tyrd11, Phe488) és hidrogénkotések révén
stabilizalodnak. Kimutattuk, hogy mig a NH mérsékelten erds (Ka~ 1.7 x 10° M) és a HH
gyenge (Ka ~ 2.4 x 10* M?) komplexet képez az albuminnal, addig AGP ké&tddésiik
elhanyagolhatd mértékii. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy szervezetbeni

megoszlasukért a vérplazma nagy részét alkot6 albumin lehet a felelds.

2.) Tanulményoztuk az albumin fontos endogén ligandumaiként szamon tartott telitett és
telitetlen taplalkozasi zsirsavak (FA) B-karbolin-HSA kotédésre gyakorolt hatasat, amelyben a
CD ¢és fluoreszcencia spektroszkopiat alkalmazva B-karbolin-zsirsav-albumin terner
komplexek kialakulasat igazoltuk. A HSA és B-karbolinok k6zott olyan kordbban nem ismert
lipid modulalta k6lcsonhatast tartunk fel, ahol a FA-ak kooperativ allosztérikus mechanizmus
révén a NH és HH HSA-val szembeni affinitasanak szamottevo erésodését (~ 3-10-szeres
erdsodés) eredményezték. Kimutattuk, hogy a FA-ak a B-karbolin-HSA komplexhez tartozo
indukalt CD jelek inverzidjat, valamint a fluoreszcencia spektrumban a kotott ligandumhoz
tartozo alacsony kvantumhatasfoka emisszids sav intenzitasanak novekedését idézik el6, amely
szintén IIIA kotohelyen megvalosuld egyiittes kotddésiikre utal. Molekulamodellezés
vizsgalatokkal feltartuk, hogy a jelenség hatterében az alkaloidok megvaltozott kotédési modja
all. A kapott eredmények tiikrében megallapitottuk, hogy ezen B-karbolin mintdzatot viseld
vegyliletek farmakologiai aktivitasért felelds szabad szérumszintje erésen fligg az albuminhoz

egyidejlileg k6tddd zsirsavak szdmatol és szerkezetétol.

3.) A Servier Gyogyszerkutatd Intézettel folytatott egylittmiikodésben vizsgaltuk tobb,
Ujtipust, bioizoszter helyettesitéssel eldallitott harmin szarmazék plazmafehérjékkel szembeni
viselkedését, melynek eredményeként szubsztituens fliggd albumin és AGP kotddéseket
azonositottunk. Szerkezet-kotddési affinitas Osszefiiggéseket felallitva megallapitottuk, hogy
az alapvaz 7-es és 9-es pozicidban aromas farmakofor csoportokkal torténd modositasa
harminhoz képest (Ka~ 3.0 x 10* M) er6s HSA és AGP (Ka~ 10°- 10° M%), valamint szelektiv
AGP genetikai varians kotddést okoz. Megfigyeléseink arra vilagitottak ra, hogy a biologiai
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hatas javitasara iranyuld6 modositasok a gyogyszerjelolt B-karbolinok farmakoldgiailag aktiv
szabad szérumszintjének csokkenését eredményezhetik, amely egy fontos optimalandé

paramétert jelent a gyogyszerkutatas tovabbi szakaszaban.

4. A T7-es pozicioban piridin oldallancot hordozo (b4) harmin szarmazék esetében szelektiv
AGP varians kotédést mutattunk ki és tisztaztuk ennek molekularis hatterét, miszerint a kotdédés
a két varians kiilonboz6 gyodgyszerkotd iiregének architektirdjabol kifolydlag az AGP-F1*S-

tol eltérden az AGP-A varianson dimer formaban valosul meg.

5. Az indolokinazolin-vazas ligandumok vizsgalatara iranyul6 torekvéseink soran, EVD-
ra ¢s RTK-ra a szérum mindkét komponensén erds kotddést allapitottunk meg, amelynek
mértéke EVD esetében albuminhoz (Ka~ 1.0 x 10° M) képest AGP-n (Ka~ 9.8 x 10° M) egy
nagysagrenddel erdsebbnek adodott. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy mig
egészséges szervezetekben az EVD megoszlasaért javarészt a HSA felelds, addig patologias

crer

szabad vérszintjét.

6.) A (£)-EVD-ra enantioszelektiv szérumfehérje kolcsonhatasokat mutattunk ki, amelynek
mértéke a HSA kot6helyen hangsulyosabb volt, mint AGP-n. Bizonyitottuk, hogy mindkét
esetben az (R) enantiomer kotddése kedvezményezett. A kot6dési sztereoszelektivitas eltérd
ADME profilt kdlesondzhet a két enantiomernek, amely megfigyelés fontos tampontot nytjthat
a biologiailag aktiv forma kivant terapias hatékonysaganak eléréséhez, valamint esetleges dozis

fiiggd mellékhatasainak csokkentéséhez.

7) Megvalositottuk a racém EVD HSA-affinitds kromatografiaval torténd rezolvalasat,
amely moddszer gyakorlati szempontbol egy uj, igéretes gyogyszeranalitikai technikat
biztosithat az eddig nehézséget jelentd EVD és rokon szerkezetli vegyiileteik szennyezésként

megjelend sztereoizomereinek azonositasara, szétvalasztasara.

8.) A CD spektrumok kvalitativ értékelésével és kvantumkémiai szamitasai révén feltartuk
az EVD spektralis valtozasainak strukturalis hatterét és egymashoz rendeltiik alacsony
energidju konformereinek szerkezeti és kiroptikai jellemzdit. Bizonyitottuk, hogy az
intramolekuléris exciton csatolt savpar valtozasainak kovetésével informaciot nyerhetiink az
Ligandum leszoritas vizsgalatokkal meghataroztuk az EVD specifikus HSA kotohelyét és
javaslatot tettink az (R)-EVD albumin 1lA alegységében levé kotéhelyen felvett
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crcr

szerkezet-biologiai aktivitas kozti Osszefiiggések molekularis hatterének megismerését,

ravilagitottak az alkaloid fehérjékkel szembeni konformacios adaptalddasi képességére is.

9) Parhuzamot vontunk az EVD ¢és a rokon szerkezeti RTK struktardjaban és
szérumfehérjékkel szembeni viselkedésében megmutatkoz6 eltérd sajatsdgok kozott.
Bizonyitottuk, hogy specifikus HSA kotéhelye EVD-hoz hasonléoan a IIA alegységben
talalhato. Kimutattuk, hogy merev, sikalkatua szerkezete EVD-hoz képest szorosabb
illeszkedést, erésebb kolcsonhatast (Ka ~ 1.4 x 10° M), valamint 2:1 (ligandum: fehérje)
sztochiometridji komplex képzését teszi lehetévé albuminnal. A megfigyelések segithetik a
szervezetbe keril6 RTK megoszlasi folyamatat befolydsold plazmafehérje kotddés
elorejelzését és tampontként szolgalhatnak az ilyen alapvazat hordozd gyogyszerjeldlt

vegyiiletek farmakoldgiailag aktiv szérumszintjének prognozisdhoz.
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