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Folsavval célzott poliaszpartamid-doxorubicin konjugatum eléallitasa rakos
megbetegedesek hatékony kezelésére

Molnarné Krisch Enikd, PhD

1. A kutatasi projekt rovid 6sszefoglalasa

A gyogyszerészet teriiletén mar régota alkalmaznak polimereket, példaul a tablettdzas
elosegitésére vagy kioldodast befolyasolo filmbevonatok, kapszulak eléallitasara [1]. Azonban
a legfontosabb polimerekhez kapcsolodd gyogyszerészeti kutatasok f6 célja a célzott és
szabalyozott hatdanyag-lead6 rendszerek kiépitése, amelyekkel novelheté a terapia
hatékonysaga, ezaltal csokkenthetd az alkalmazott d6zis mennyisége [2,3]. Hatbanyag-hordozo
rendszerek segitségével tovabba megndvelhetd a hatdanyag keringési ideje, hiszen sok
gyogyszerhatdanyag nagyon gyorsan kiliriil a szisztémas keringésbdl a vesék vagy a maj altal,
ezaltal nagyon kicsi a hasznosulasuk [4,5]. Gyogyaszati teriileten elengedhetetlen, hogy olyan
alapanyagokat alkalmazzunk, melyek biokompatibilisek, azaz a szervezetbe keriilve nem
okoznak erds immunvalaszt ¢€s biodegradabilisek, azaz a szervezetben lebomlanak és a
bomlastermékek a szervezet szamara felhasznalhatoak vagy a szervezetbdl kitiriilnek. fgéretes
alapanyagoknak szédmitanak a szervezet fehérjéinek szerkezetét utdnzé szintetikus
poliaminosavak, mint példaul a poliaszparaginsav (PASP), amelyek peptid kotései révén
enzimatikus koriilmények kozott biodegradabilisak. [6]. A PASP a szintetikus tton eldallithato
poliszukcinimdbdl (PSI) egyszerti hidrolizissel nyerhetd, jol szabalyozhaté molekulatomeggel
¢és szerkezettel. A PASP tehat 6tvozi a természetes eredetll és a szintetikus polimerek elényds
tulajdonsagait. Tovabbi eldénye, hogy anhidridje, a PSI, primer aminokkal enyhe
reakciokoriilmények kozott és jo konverzidval moddosithatod, igy szamos funkcids csoport
kapcsolhatd ra [7]. Az igy nyert PSI szarmazékok hidrolizisével tehat a felhasznalashoz
szlikséges szerkezetli PASP szarmaz¢k allithato elo.

Jelen munka célja egy PASP alapu polimer-hatéoanyag konjugatum eldallitasa volt, egy
széles korben alkalmazott kemoterapids szer, a doxorubicin terdpids hatékonysaganak novelése
érdekében. A formulélas elénye, hogy megnd a doxorubicin keringési ideje és stabilitasa,
ezaltal csokkenthetd a terdpias dozis. Tovabba, a PASP- doxorubicin konjugatumon talalhaté
folsav egységeknek kdszonhetden a hatdanyag célzottan a rakos sejtekbe juttathatd, csokkentve
ezéltal a nem kivant és veszélyes mellékhatasokat. A munkara Dr. Puskas Judit Eva
kutatocsoportjaban, a The Ohio State University-n (Wooster, Ohio, USA) keriilt sor.
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2. Kutatdmunka leirasa

2.1 Poliszukcinimid szintetizalasa

A poliszukcinimidet (PSI) L-aszparaginsavbol kiindulva 180°C-on, vakuumban, oldészer-
mentes eljarasban allitottam eld. Tisztitasat vizben torténd kicsapassal végeztem, majd
metanolos mosast kovetéen szaritottam. Fehér porszerli polimert kaptam eredményiil. Az

elallitott PSI kémiai szerkezetét proton- és karbon mag magneses rezonanciat (*H-NMR és
13C NMR) alkalmaztam, mely igazolta az elé4llitott, tiszta PSI szerkezetét.

2.2 PSI mddositasa kozvetleniil Doxorubicinnal és folsavval

PSI modositasa Doxorubicinnel

o

PSI reaktiv szukcinimid gytiriiket tartalmaz, melyeken keresztiil enyhe koriilmények kozott
modosithatd, példaul primer amincsoportokat tartalmazé vegyiiletekkel. A PSI
modosithatdsaganak gatat szab ugyan, hogy csak két oldoszere van, a dimetilformamid (DMF)
¢és a dimetil-szulfoxid (DMSO). Els6 1épésben kisérletet tettem a Doxorubicin (Dox) kdzvetlen
PSI-hez kapcsolasara, annak primer amincsoporjan keresztiil. A reakcio kivitelezéséhez a PSI-
t és a DOX.HCI-t is DMSO-ban oldottam fel, majd a Dox felszabaditasahoz trietil-amint (TEA)
adtam a reakcidelegyhez. Kétféle modositasi arannyal is elvégeztem a reakciot: 2 és 10 mol%-
os elméleti Dox modositasokkal. A reakciot szobahdmérsékleten, 24 6ran keresztiil végeztem,
majd vizben torténd kicsapast kovetden metanollal mostam a polimert. A Dox rossz
oldhatosagabol adoddan nagyon sok mosasi ciklusra sziikség volt, a mosasi folyamat addig
tartott, amig a szlrlet szintelen nem lett. Vakuumban torténd szaritast kovetden a polimer
szerkezetét 'H NMR méréssel deritettem fel. Az NMR spektrumon felfedezheték a Dox-hoz
kothetd csucsok, a Dox és a polimer kotddése viszont nem bizonyithato.

PSI modositasa folsavval

A PSI Dox-szal torténd moédositdsdnak menete szerint tettem kisérletet a PSI folsavval
torténd modositadsara is. A reakciot DMSO-ban végeztem, 7,25 mol%-os elméleti folsav
modositassal, 24 Oraig, szobahdmérsékleten. A reakciot vékonyréteg kromatografiaval
kovettem. 24 ora elteltével vizben kicsaptam a polimert, majd metanollal mostam. Szaritast
kovetden sargas polimert nyertem.



A polimer *H NMR spektruman megjelentek a folsavhoz kothetd csucsok, azonban a
modositast bizonyité - a folsav amin csoportjaval reagald szukcinimid metilén és metin
protonjaihoz tartoz6 - dublettek 3,27-3,31 és 5,59-5,63 ppm tartomanyban nem jelennek meg.
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1. dbra: PSI modositasa Doxorubicinnal (a) és folsavval (b)

2.3 PSI modositasa Doxorubicinnel és folsavval akrilat csoportokon keresztiil
PSI médositasa 6-aminohex-1-ollal

Elsé 1épésben a PSI-t 6-aminohex-1-ol-al modositottam DMSO-ban. Az elméleti
modositasi fok 10% volt, tehat minden 10-edik ismétlodo egységre esett egy oldallanc (1. abra).
A modositas mértékét a sztochiometriaval tudjuk szabalyozni. A szintézist 24 6ran keresztiil
végeztem, szobahdmérsékleten. A polimer kinyerésére és tisztitdsara olddszer probakat
végeztem, melyek alapjan vizben csaptam ki a polimert, majd hideg metanollal mostam, végiil
vakuumban szaritottam.

A modositott polimer (PSI-AH) szerkezetét 'H NMR vizsgalatokkal igazoltam. 1,23, 1,38,
2,99, 3,35 és 4,29 ppm-nél 4j cstcsok jelentek meg a kiindulasi PSI 'H NMR spektrumdhoz
viszonyitva. Az elsé kettd, 1,23 és 1,38 ppm, a kapcsolt aminohexanol kozépsé CH:
csoportjanak 4 db protonjahoz kothetd, mig a 4,29 ppm-es csucs a felnyilt gyliri melletti zart
gylri metincsoportjdhoz tartozik. A tobbi a felnyilt gylrli metincsoportjaithoz ¢és az
aminohexanol metilcsoportjaihoz tartozik. A kapcsolt aminohexanol k6zéps6 CHz csoportjanak
4 protonjdhoz tartoz6 csucsok, és a zart gyliri metincsoportjdhoz tartoz6 csucs integraljaibol
szamolva a modositasi arany 8,4%-nak bizonyult.
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2. dabra.: Poliszukcinimid modositasa 6-aminohex-1-ollal
2.3) Akrilat csoportok kapcsolas a PSI-re

A kovetkez6 1épés volt az akrilat csoport kapcsolasa a PSI-n talalhato hidroxil
oldalcsoportokra. Ezt kétféleképpen kiséreltem meg (3. abra). Els6ként a kornyezettudatosabb,
enzim katalizalt reakciora tettem kisérletet, a Candida Antarctica lipase B (CALB) enzimmel
medialt vinil-akrilat transzészterifikaciojara. A kinyert PSI-AH-t DMSO-ban vinil-akrilattal
reagaltattam szobahOmérsékleten 24 oraig, CALB enzim jelenlétében. A vinil-akrilatot az
aminohexanolhoz viszonyitva 10%-os feleslegben alkalmaztam. Szilikarészecskékre rogzitett
CALB enzimet alkalmaztam (Novozyme 435), melyet a reakcié végeztével sziiréssel
tavolitottam el a reakcidelegybdl. Az enzimkészitmény mosast, szaritdst kovetden ismét
felhasznalhatd - az irodalom, és az eddigi eredmények alapjan -jelentds aktivitdscsokkenés
nélkiil. A polimert ezt kdvetden vizben csaptam ki, majd hideg metanollal mostam, végiil
vakuumban szaritottam. A polimer 'H NMR spektruméan nem jelennek meg az akrilathoz
tartoz6 csticsok, ezért megkiséreltem az akrilat csoportok felvitelét a masik modszerrel is.

A masik modszer az akrilat csoportok felvitelére az —OH csoportok reakcidja akriloil-
kloriddal trietilamin (TEA) jelenlétében enyhe lugos koriilmények kozott (3.abra). A reakciot
DMSO-ban végeztem, jeges fiirdében, hiszen a reakcid jelentds hétermelddéssel jar. 24 ora
elteltével a polimert vizben kicsaptam, majd metanollal mostam. A polimert szaritas utan 'H
NMR méréssel vizsgaljuk, azonban az eredményeket még nem kaptam meg.

o7l ¢ 0 )J\/ TEA
HoN . NH| HoN
N o ILN
o o
p NH q ,CALB

0
OH OH o/u\/ O)K/

2. abra: Akrilat csoportok kapcsolasa a poliszukcinimidre

A munka folytatdsaként a csoport terve, hogy a PSI-n talalhaté akrilat csoportokra
kapcsoljak a folsavat, majd a Doxorubicint CALB enzimmel DMSO-kozegben a Puskas Judit
csoportja altal kidolgozott és korabban publikalt eljaras szerint.

! J.E. Puskas, M. Castano, P. Mulay, V. Dudipala, C. Wesdemiotis, Method for the Synthesis of y-PEGylated Folic
Acid and Its Fluorescein-Labeled Derivative, Macromolecules, 2018, 51
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3. Osszefoglalas

Osszefoglalva a munkét tehdt elmondhatd, hogy a sikeres PSI szintézist kovetden a
Doxorubicin és a folsav kozvetlen kapcsolédsa a polimerre sikertelen volt. Annak ellenére, hogy
mindkét molekula rendelkezik szabad primer amincsoporttal, mely elméletileg konnyen
reakcioba tud 1épni a PSI szukcinimid gytriijével, sajnos a molekuldk nagy méretébdl adodo
sztérikus gatlas tul erds volt.

Ezt kovetden a molekuldkat kozvetetten probaltam felvinni a PSl-re, igy eldszor a
Htavtartoként” is funkcionalé aminohexanollal -OH csoportokat, majd azokon keresztiil akrilat
csoportokat vittem a PSl-re. A munka folytatasaként a fogado csoport az akrilat csoportokra
viszi fel a folsavat és a Doxorubicint, enzim katalizalt Michael addicioval. Az igy eldallitott
polimer-gyogyszer konjugatum vizsgalata remélhetden egy jovobeni egyiittmikodés, illetve
kozos palyazat részét képezi majd.



