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A dolgozatban szerepld vegyiiletek nevének roviditése:

2,4-dipic piridin-2,4-dikarbonsav

2,5-dipic piridin-2,5-dikarbonsav

2,6-dipic piridin-2,6-dikarbonsav

2-QA kinolin-2-karbonsav

3-AP 3-amino-piridin-2-karboxaldehid-tioszemikarbazon, triapin
3-iQA 3-izo-kinolinkarbonsav

3-Mepic 3-metil-pikolinsav

30H-flavon  2-(4-fluoro-fenil)-3-hidroxi-4H-kromen-4-on
5-Brpic 5-bromo-pikolinsav

6-Mepic 6-metil-pikolinsav

8-HQ 8-kinolinol, 8-hidroxi-kinolin, oxin

8-HQS 8-hidroxi-kinolin-5-szulfonét, szulfoxin

AA aszkorbinsav

acac acetil-aceton

ACFTSC 2-acetil-piridin-tioszemikarbazon

allomaltol 5-hidroxi-2-metil-1,4-piron

apoTf human apo-transzferrin

APTSC 3-amino-piridin-2-karboxaldehid-N* N*-dimetil-tioszemikarbazon
bpy 2,2’-bipiridin

BR bilirubin

CsMes™ pentametil-ciklopentadienil-anion (Cp*)

ciszplatin cisz-[Pt(INCI,(NHs),]
deferipron 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridon

DG danzil-glicin

dhp deferipron, 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridon

dmen N,N’'-dimetil-etilén-diamin

DMSO dimetil-szulfoxid

DOTA 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-N,N',N",N"'-tetraecetsav
DSS 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav

EHMP N-[(etoxi-karbonil)metil]-3-hidroxi-4-metil-2-piridon
EHP N-[(etoxi-karbonil)metil]-3-hidroxi-2-piridon

en etilén-diamin

etil-maltol 2-etil-3-hidroxi-1,4-piron

FaTSC 2-piridin-formamid-tioszemikarbazon

FTSC 2-formil-piridin-tioszemikarbazon

GaM [trisz-maltolato-gallium(I11)]

GSH L-glutation

HEPES 2-[4-(2-hidroxi-etil)piperazin-1-il]etanszulfonsav
Him / Im imidazélium / imidazol

Hind / Ind indazoélium / indazol

HSA humaén szérum albumin

karboplatin cisz-[diamin-(ciklobutan-1,1-dikarboxilat-O,0")-platina(ll)]
KP1019 Hind transz-[Ru(111)Cl4(Ind),]

KP1339 natrium transz-[Ru(111)Cl,(Ind),]

KP46 [trisz-(8-kinolinolato)-gallium(I11)]

L-Pro-FTSC  3-metil-(S)-pirrolidin-2-karboxilat-2-formil-piridin-tioszemikarbazon
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L-Pro-STSC

maltol
Me,N-APTSC
Me,N-triapin
MES
Morf-PTSC
mPip-PTSC

NAD*
NAMI-A
NOTA
O-triapin
oxaliplatin
PTA
p-cimol
phen
PHQ

pic

pin

pp

PTSC
RAPTA-C
RM175
RNR

SDS
Se-triapin
SSC
STSC

Tf
tioallomaltol
tiomaltol
tmeda
triapin
TSK

WEF

(E)-1-(3-((2-karbamo-tioil-hidrazono)metil)-2-hidroxi-5-etil-benzil)pirrolidin-2-
karbonsav

3-hidroxi-2-metil-1,4-piron
(E)-2-((3-(dimetil-amino)piridin-2-il)metilén)-N,N-dimetil-hidrazin-karbotioamid
(E)-2-((3-(dimetil-amino)piridin-2-il)metilén)hidrazin-karbotioamid
2-(N-morfolino)etan-szulfonsav
(E)-N,N-dimetil-2-((6-(morfolino-metil)piridin-2-il)metilén)hidrazin-karbotioamid
(E)-N,N-dimetil-2-((6-((4-metil-piperazin-1-il)metil)piridin-2-il)metilén)hidrazin-
karbotioamid

nikotinamid-adenin-dinukleotid

Him transz-[Ru(l11)Cl4(Im)(DMSO)]

1,4,7-triazaciklononan-N,N',N"-triecetsav
3-amino-pridin-2-karboxaldehid-szemikarbazon
[((1R,2R)-1,2-ciklohexan-diamin)-oxalato-platina(ll)]
1,3,5-triaza-7-foszfa-adamantan

1-metil-4-(propan-2-il)benzol

1,10-fenantrolin

7-(1-piperidinil-metil)-8-kinolinol

2-pikolinsav

2-pikolil-amin

polipiridil

piridin-2-karboxaldehid-N* N*-dimetil-tioszemikarbazon
[Ru(m®p-cimol)(PTA)CI,]

[Ru(n°®-bifenil)(en)(CI)]PFs

ribonukleotid reduktaz

natrium-dodecil-szulfat
3-amino-piridin-2-karboxaldehid-szelenoszemikarbazon
szalicilaldehid-szemikarbazon

szalicilaldehid-tioszemikarbazon

human szérum transzferrin

5-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-tion

3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-tion

N,N,N’,N'-tetrametil-etilén-diamin
3-amino-piridin-2-karboxaldehid-tioszemikarbazon, 3-AP

tioszemikarbazon

warfarin

Az aminosavakat a szabalyszerti harombetiis kodjukkal jel6lom a dolgozatban.

Egyéb roviditések:

ADME abszorpcio, disztribucié, metabolizmus, exkrécio

a.u. onkényes egység (Carbitrary unit’)

p stabilitasi szorzat (I9f: S tizes alapt logaritmusa)

£ latszolagos stabilitasi szorzat (195" 5 tizes alapu logaritmusa)
CT toltésatviteli

CZE kapillaris zonaelektroforézis

D megoszlasi hanyados (IgD: D tizes alapu logaritmusa)
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elektroporlasztasos ionizacioju tomegspektrometria

elektronspin rezonancia

Elelmiszerbiztonsagi és Gyogyszerészeti Hivatal (USA)

fluoreszcens rezonancia energia transzfer

nagy molekulatomegt, ’high molecular mass’

ionerésség

maximalis gatlasi koncentraci6 fele; itt: az a koncentracioérték, aminél a vizsgalt
sejtkultaraban a sejtek 50%-a elpusztul a megadott inkubacios id6 alatt
induktivan csatolt plazma-tomegspektrometria

intenzitas

proton disszociacios allando (pK,: K, tizes alapt negativ logaritmusa)
disszociacios allando (fehérje-ligandum adduktumokra)

vizionszorzat (pK,,: Ky, tizes alapt negativ logaritmusa)

latszolagos egyensulyi allando
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megoszlasi allando (IgP: P tizes alapt logaritmusa)

foszfat pufferes sooldat, ‘phosphate-buffered saline’

modositott foszfat pufferes séoldat

pozitron emisszids tomografia

logaritmusa

reaktiv oxigén szarmazékok, ’reactive oxygen species’

oldhatosag

egyfotonos emisszids tomografia

telités-atvitel differencia, ’saturation transfer difference’ magneses magrezonancia
idékorrelalt egyfoton szdmlalas, ’time correlated single photon counting’
optikai uthossz

emisszios hullamhossz

gerjeszté hullamhossz

fluoreszcencia-élettartam
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1. Bevezetés

A daganatos megbetegedések szdma a fejlett orszagokban a vérhaté élettartam
novekedésével parhuzamosan jelentésen megemelkedett az utobbi évtizedekben; a
statisztikai adatok szerint az Osszes haléleset legalabb negyede Osszefiiggésbe hozhatéd a
rakbetegséggel [1]. A tumor tipusatol, méretétdl, elhelyezkedésétdl és stadiumatol fiiggden
kiilonboz6 kezeléseket alkalmaznak, mint a daganat sebészi uton valo eltavolitasa, a
sugarterapia és a gyogyszeres kezelések (mint a hormon-, kemoterapias és molekularis
tamadaspontu szerek hasznalata). Jelenleg ~140 kemoterapids hatdoanyag van torzs-
konyvezve, de a forgalmazott gydgyszerek szama ettdl joval nagyobb az eltérd gyogyszer-
technologiai megoldasok és gyartok miatt. A kemoterdpias gyogyszerek koziil kiemelt
fontossagu a platina(ll)-tartalmu ciszplatin, melyet tobb mint 40 éve alkalmaznak mono- és
kombinalt rakterapiakban [2]. Alkalmazhatosagat azonban gyakran korlatozzak a fellép6
sulyos mellékhatasok és a kialakuld rezisztencia. Az eddig torzskonyvezett masik két
platina(ll)komplex (karboplatin és oxaliplatin) ugyan mas hatasspektrumu ¢és kedvezbb
mellékhatas-profili, de rezisztencia ezeknél is fellép. Ennek ellenére a daganatos
betegségek kezelésének kozel 50%-a soran alkalmaznak valamilyen platinakészitményt
[3]. Ugyanakkor a nemfémes daganatellenes gyodgyszerek alkalmazasa soran is gyakran
jelentkeznek hasonldé problémak. Mindezek erdsen 0sztonzik olyan 1) vegyiiletek
eloallitasat és vizsgalatat — koztiik fémtartalmuakét is —, melyek hatékonyabbak, mint a
jelenleg hasznalatban 1évok, de kisebb az egészséges sejtek felé mutatott toxicitasuk, azaz
kellden szelektivek, igy alkalmazasuk enyhébb mellékhatasokkal jar. Az immunterdpias
kezelések, mint pl. a monoklondlis antitestek bevezetése, nagyon fontos eldrelépést
jelentenek a tumorterapiaban, de jelenleg klinikai alkalmazasuk leginkabb valamilyen
kismolekulas kemoterapias szer (koztiik gyakran éppen egy platinakomplex) egyiittes
hasznalata mellett torténik. A kismolekulas gyogyszerhatéanyagok kozil a
legbiztatobbaknak az epidermalis novekedési faktor receptor (EGRF) tirozin-kinaz-
gatlokat tartjak, melyekkel — szemben a citosztatikus szerekkel — célzott onkologiai kezelés
valt lehetdvé egyes raktipusok esetén.

Az utobbi évtizedekben szamos rakellenes hatast platina-, ruténium-, gallium-,
arany- és mas fémion-tartalmua komplexet allitottak el és teszteltek in vitro, illetve in vivo.
A klinikai vizsgéalatokba keriilt nem-platina fémkomplexek kozott kiemelkednek a
ruténium-tartalma NAMI-A, KP1019, KP1339 koda vegyliletek és a fotodindmias
polipiridil-tipustt TLD1433 koda komplex, valamint a gallium(Ill)ionnak a maltollal és a
8-hidroxi-kinolinnal képzett komplexei. A fémkomplexek rakellenes terapias szerként vald

alkalmazaséaval szembeni idegenkedés egyik oka az, hogy hatdsmechanizmusuk altalaban

1



dc 1661 19
- ‘I%evezetés

Osszetett, a konvencionalis gyogyszermolekulakhoz képest nehezebben tanulmanyozhato.
A fémkomplexek gyakran ’prodrug’-nak tekinthet6k, azaz jelentds valtozasokon mehetnek
keresztiil az emberi szervezetben a hatds helyszinéhez valdo megérkezésiik elott. Ezért a
hatéanyagok racionalis fejlesztési és optimalizalasi folyamata soran kiemelkedden fontos a
klinikumba keriilt és a lehetséges gyogyszerjelolt vegyiiletek oldatbeli viselkedésének, a
farma-kokinetikai tulajdonsagaikat befolyasold tényezoknek és a biologiai folyadékokban
lejatszodo biotranszformacios folyamataiknak minél mélyebb ismerete. Ehhez sziikséges a
vegyiiletek fizikai-kémiai alaptulajdonsadgainak (pl. oldhatdsag, lipofilitds, proton
disszociaciés allandd) megismerése mellett fémkomplexek esetén a vizes oldatbeli
stabilitasuk, aktudlis megjelenési formajuk és redoxi tulajdonsagaik jellemzése is. A
vérszérum transzportfehérjéivel valo kolcsonhatds jellegének ¢és mértékének leirdsa is
fontos, mert az befolyasol(hat)ja a hatéanyag eloszlasat és tartozkodasi idejét a vérben. A
human szérum albuminhoz valé koétédés ugyanakkor a célba juttatdst is hatékonyan
segitheti a tumorszovetekben megfigyelhetd szovetkézi folyadékpangas okozta fokozott
permeabilitds €és visszatartds hatdsnak koszonhetden. A fémvegyiiletek human szérum
transzferrinhez val6 kotdédése szintén ndvelheti a rakos sejtek felé mutatott szelektivitast az
azokban fokozottan miikdd6 transzferrin receptor rendszer miatt. Az ilyen jellegii
oldatkémiai vizsgalatok meglehetésen hianyosak a Szakirodalomban az altalam
tanulmanyozott vegyiiletcsaladok esetén, viszont kapcsolatot jelentenek a molekula-
tervezés, a szintetikus munka és a bioldgiai hatas mérése és értelmezése kozott.

Doktori dolgozatomban ruténium(IIl)-, gallium(Ill)komplexek, félszendvics tipust
fémorganikus  rodium(IIT)(n°-arenil)-, ruténium(IT)(n®-arén)-komplexek, tioszemikar-
bazonok fémkomplexei és egyes nemfémes rakellenes vegyiiletek (pl. epidermalis

novekedési faktor receptor (EGFR) gatlok) esetén kapott eredményeimet foglalom Ossze.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A daganatos betegségek kezelése és a rakellenes platinakomplexek

A bioszervetlen kémia egyik kiemelt aga az orvosi/gyogyaszati szervetlen kémia, mely
fémkomplexek terapias és diagnosztikai hasznalataval, fémionok fiziologiai folyamatokban
¢s betegségekben betdltott szerepével foglalkozik [4]. Bar egyes szervetlen vegyiiletek
gyogyaszati alkalmazéisa tobb ezer éves multra tekint vissza, gondoljunk az okori
egyiptomiak és kinaiak nemesfém haszndlatara [5], a fémtartalmt gyogyszerek terapias és
diagnosztikai céllal torténé alkalmazasa leginkabb a XX. szdzadban nyert teret [6,7].
Megemlithetem itt az idegrendszerre hato litiumvegyiileteket (pl. Li,COs, bipolaris zavar
kezelése), a gyulladasgatld aranyvegyiileteket (pl. auranofin, reumds iziileti gyulladas
ellenes szer), a fekélyellenes bizmutvegyiileteket (pl. bizmut-szubszalicilat/szubcitrat), és
az értagitd hatasu vas(Il)-tartalmu nitroprusszid-natriumot, vagy a klinikai vizsgalatokba
keriilt antidiabetikus vanadium(IV)komplexeket is [4-7]. A gadolinium(IIl)komplexek
kontrasztanyagként val6 alkalmazasaval a magneses rezonancia képalkotas (MRI) soran pl.
a vérerek képének erdsitése vagy a vér-agy gat funkciondlis leromldsaval Gsszefiiggd
agydaganatok lathatobba tétele valt lehetové [5,6]. A nuklearis medicinaban is szamos
radioaktiv fémkomplexet hasznalnak orvosdiagnosztikai (pl. a hexametil-propilénamin-
oxim, bisz-tioszemikarbazonok *™Tc vagy a 8-hidroxi-kinolin (8-HQ) *!In komplexe) és
terapias (pl. az etilén-diamin-tetrametilén-foszfonat **>Sm komplexe) célra.

0
HaN C! HaNG ° 2\ P &
H3N/Pt\C| H3N/Pt\o O:N/ Pt\o(
o e °
ciszplatin karboplatin oxaliplatin

1. abra A klinikai hasznalatban 1évé platina(Il)komplexek szerkezeti képlete.

A legnagyobb attorést a fémvegyiiletek terapias célii alkalmazasanak teriiletén
ugyanakkor a ciszplatin (cisz-[diamin-diklorido-platina(Il)], 1. abra) rakellenes hatasanak
véletlen felfedezése [8], majd gyogyszerként vald 1978-as torzskonyvezése jelentette [2].
Azéta is elsé vonalbeli szerként intravénas injekcid formajaban hasznaljak eldrehaladott
hererak, petefészekrak, hugyholyag-, fej- és nyak-daganatok kezelésében. A ciszplatin a
vérarambol a sejtekbe passziv difftzidval 1ép be [2,9], valamint egy réz-transzporter
fehérje (Ctrl) aktiv transzportja segitségével [9]. A komplexben koordinalt kézepes

3
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crer

citoplazmaban, majd sejtmagban részben vagy teljesen vizre cserélédnek. Az igy aktivalt
pozitiv toltésti hidrolizistermékek elsésorban a DNS purin bazisaival (guanin N7)
1étesitenek koordinacios kotést. Keresztkotések alakulnak ki lancon beliil (’intrastrand’)
vagy lancok kozott (Cinterstrand’), de egyfogli koordinacio is megvaldsulhat. Ez a DNS
kettds spiraljanak jelentés mértékii torzulasahoz vezet, ami pedig megakadalyozza a DNS-
replikaciot és -transzkripciot [2,9]. A ciszplatin alkalmazhatdsagat azonban korlatozzak a
fellépd sulyos mellékhatdsok: hanyinger, héanyas, hasmenés, vese-, hallas- ¢és
idegkarosodas [10,11]. A citotoxikus kemoterapias szerek tobbsége ugyanis nem kelléen
szelektiv, igy ez a platinakomplex sem. A ciszplatin szelektivitasat a tumorsejtek fokozott
osztodasa és anyagcseréje biztositja, ez azonban sok egészséges sejtre is érvényes; innen
szarmazik a mellékhatasok egy része (pl. a hanyas, a vérképzdszervek érintettsége).
Ugyanakkor a platina(ll)ion nemcsak a DNS donoratomjaival, hanem kén donoratom
tartalmu fehérjékkel, peptidekkel, aminosavakkal is létesithet koordinacids kotést, ami
Osszefliggésbe hozhatd a vese- és hallaskdrosodassal [2,11]. A mellékhatasok mellett a
masik limitald tényez6 a ciszplatinterapia soran kialakuld rezisztencia [10,11]. Ezek az
alapvetd problémak inditottak el az Gjabb platina- illetve egyéb fémkomplexek fejlesztését
¢és rakellenes hatasuk tesztelését, és valt ez a kutatdsi irdny ma mar egy igen fontos és
meghatarozo, ugyanakkor igencsak szertedgazo teriiletévé a bioszervetlen/koordinacios
kémianak.

A réak kezelésére a gyogyszerek hasznalata (hormon-, citotoxikus kemoterapias és
kis molekulas célzott timadaspontl szerek) mellett alapvetden onkosebészeti eljarasokat €s
sugarterapiat alkalmaznak az egyre inkabb el6térbe keriild immunteradpias modszerekkel
kiegészitve. Az egyre fejlettebb terapias és diagnosztikai eljarasok ellenére a daganatos
megbetegedések kezelése még napjainkban is nagy kihivast jelent. Bar tagadhatatlan, hogy
egyes daganattipusok (pl. Hodgkin-limfoma, hererak) talélési rataja a korai felismerés és
megfeleld kezelés mellett mar viszonylag nagy, mas rakfajtaknal még mindig rendkiviil
Kicsi a gyogyulas esélye (pl. gyomorrak, majrak) [12]. A Klinikai hasznalatban 1évo
gyogyszereket gyakran kombindljadk egymassal a jobb hatas és a kevésbé megterheld
mellékhatasok elérése céljabol. A rakellenes gyodgyszerek aktiv hatéanyagai bioldgiai
hatasukat ¢és kémiai szerkezetiiket tekintve is igen valtozatosak, hagyomanyosan a
kovetkezd csoportokba szokas sorolni 6ket: DNS tamadasponti vegyiiletek (pl.
alkilaloszerek,  platinakomplexek),  antimetabolitok, citotoxikus  antibiotikumok,
topoizomerazgatlok, mikrotubulusra haté szerek, stb., valamint célzott hatast szerek,
hormonok és monoklonalis antitestek. Evente akar 10-15 0j gyogyszer keriil klinikai

hasznalatba [13], és az 0j gyoégyszerek kifejlesztésének célja egyrészt a nagyobb
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szelektivitas elérése, masrészt a rezisztencia legydzése. Az 11j kismolekulds hatdoanyagok
kozott egyre tobb a célzott tdmadéaspontu vegyiilet, pl. az ,,tinib” végzddésti tirozin-kinaz
inhibitorok (pl. erlotinib, gefitinib, imatinib), melyeknél enyhébb mellékhatasok kisérik a
kezelést. Ugyanakkor nem minden daganattipus esetén lehet ezeket a gyogyszereket
hasznalni és a kezelés altal kivaltott hatas sem mindig megfeleld6 mértéki. Az
immunterapias kezelések, mint pl. a monoklonalis antitestek alkalmazasa (pl. rituximab)
nagyon fontos el6relépést jelentenek az onkoldgiaban elsdsorban a non-Hodgkin limfomas
¢s kronikus nyiroksejtes leukémias betegek kezelésében. Ugyanakkor ezek a nagyon draga
kezelések sem mentesek a mellékhatasoktol és alkalmazasukkor valamilyen hagyomanyos
kismolekulas kemoterdpias szert — koztilk gyakran éppen egy platinakomplexet —
hasznalnak, mert 6nallban nem kelléen hatékonyak [14]. A felsoroltak hozzajarulnak
ahhoz, hogy egyeldre nem csokken a kutatdi (és piaci) érdeklddés a kis molekulatomegt,
Klasszikus kemoterapias hatdanyagok kifejlesztésére és tesztelésére vonatkozoan sem.

A ciszplatint kovetden még két masik platinakomplexet torzskonyvezett az
amerikai Elelmiszerbiztonsagi és Gyogyszerészeti Hivatal (FDA), a karboplatint (cisz-
[diamin-(ciklobutan-1,1-dikarboxilat-O,0")-platina(Il)], petefészekrak kezelése) 1989-ben,
¢és az oxaliplatint ([((1R,2R)-1,2-ciklohexan-diamin)-oxalato-platina(ll)], vastagbélrak
kezelése) 2002-ben (1. abra). Mindkettbben a tavozo ligandum (dikarboxilat) a
ciszplatinban 1évé koordinalt kloridmhoz képest valamelyest inertebb, mellyel a
mellékhatasok Osszességében mérséklodnek, és az oxaliplatin a ciszplatin-rezisztens
tumorokkal szemben is hatékony [10]. Ennek ellenére a karboplatin hanytatd- és csontveld
karosito hatasa és az oxaliplatin zsibbadtsagot okozo hatasa — f6leg hidegérzet miatt — igen
gyakran jelentkezik [15,16]. A kemoterapias kezelések kozel felénél hasznalnak
valamilyen platinakomplexet onalldan, vagy mas gyogyszerrel kombinalva (pl. bleomicin,
vinblastin) [10]. Klinikai vizsgalatba azdta szamos igéretes platina(Il)- ill.
platina(IV)komplex keriilt (pl. nedaplatin és miriplatin (Japanban térzskonyvezettek: 1995,
ill. 2009); heptaplatin (Dél-Koreaban torzskonyvezett: 1999) lobaplatin  (Kindban
torzskonyvezett: 2003), lipoplatin (fazis III), satraplatin (fazis III)), de egyik sem lett
egyelore vilagszerte torzskonyvezett gyogyszer [16,17]. A platina(lV)komplexek
kinetikailag inertebbek, tobbnyire sz4jon at adhatok. A platina(Il)komplexekhez képest
tovabbi két axidlis ligandum beépitésére van lehetdség, melynek megfeleld
megvalasztdsaval ~a  farmakokinetikai  viselkedés  finomhangolhato  [18,19].
Hatdsmechanizmusuk alapjan redukcidjukkal (elsésorban a rékos sejten beliil) az axialis
ligandumok disszocialnak és a visszamarado platina(ll)komplex a klinikai gyakorlatban
hasznaltakhoz hasonléan tudja kifejteni hatasat [18,19]. Emellett ismertek olyan
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fotoaktivalt platina(IV)-dijodido, és -diazidokomplexek is, melyekb6l fény hatasara
Osszetett reakciok révén alakulnak Ki az aktiv platina(Il)komplexek [20].

A platina mellett a platinacsoportba tartoz6 elemek (Ru, Rh, Pd, Os, Ir) koziil
kiemelkedik a ruténium, melynek rakellenes komplexei koziil tobb klinikai kiprobéldsra is

keriilt, melyeket a kovetkezo fejezet mutat be részletesen.

2.2. RéaKellenes ruténiumkomplexek

A ruténiumkomplexek rakellenes hatasa viszonylag mar régoéta ismert, pl. a fac-
[Ru(l1)(NH3)3Cl3] komplex egyértelmiien hatékony volt in vivo szarkomas egereken
végzett kisérletekben, de a tovabblépést a vizben valo rossz oldékonysaga nem engedte
meg [21,22]. Az oldhatésag novelése érdekében indultak el a koordinalt klorido
ligandumok szamanak novelése mellett az egyfoghi aromas-nitrogén donoratomokat
tartalmazo — elsdsorban azol-tipusu ligandumokkal — képzett komplexek fejlesztése. Az
1980-as években kifejlesztett komplexek koziil kiemelkedett az imidazol-tartalmtt KP418
vegyitilet (2. abra), melyet Keppler kutatocsoportjaban allitottak el6, és leukémia, valamint

melandma esetén mutatott jelentds antitumor hatast ragcsaloknal [23].
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2. abra A KP418 és a Klinikai kiprobalasra keriilt ruténium(I1T)komplexek szerkezeti képlete.

A KP418-cal rokonszerkezetli a Sava és munkatarsai altal kifejlesztett NAMI-A
komplex (2. abra), melyben az egyik imidazol helyett dimetil-szulfoxid (DMSO)
koordinalodik a fémionhoz [24]. Mindkét anionos komplex ellenionja egy imidazolium
kation. A NAMI-A in vitro human rakos sejtvonalakon végzett vizsgalatokban nem
bizonyult citotoxikusnak, viszont az egereken kapott in vivo eredmények kivalo
attétképzodés-gatlo hatast mutattak [25]. Ugyanakkor a primer tumorokon nem volt

mérhetd hatasa, ami alapjdan mar a kezdetekben 1s a ciszplatinétol eltérd
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hatdsmechanizmust javasoltak. A NAMI-A is képes a DNS-hez is kotddni, de elsdsorban a
sejtfeliileten 1évo aktin-tipusu fehérjékkel €s az extracellularis matrix kollagénjével 1ép
kolcsonhatasba, megakadalyozva a koros sejtcsoportok leszakadasat és szorddasat a
szervezetben [24]. Rontgenfluoreszcencia mikroszkopos ¢€s  rontgenabszorpcios
spektroszkopias vizsgalatok azt bizonyitottak, hogy a sejtekbe ez a komplex alig 1ép be. A
NAMI-A-val 1999-ben kezdddtek a human kisérletek; ez volt az elsé ruténiumkomplex,
ami klinikai fazis I vizsgalatokba kertilt [26], amit még tobb fazis I/II tesztelés kovetett.
Monoterapidkban azonban csak mérsékelten bizonyult toleralhatonak, az ujjakon fajdalmas
holyagképzodést okozott, és a 2008-ban végzett gemcitabinnal kombinalt klinikai fazis II
vizsgalatokban nem mutatott szinergista hatast [27]. Ezen vizsgélatok kedvezdtlen
kimenetele miatt azota a NAMI-A-val nem torténtek tovabbi human kisérletek.

Keppler és munkatarsai legsikeresebb fejlesztésének a bisz-indazol komplexek
tekinthetok. Az indazélium-transz-[tetraklorido-bisz(1H-indazol)rutenat(Ill)], azaz a
KP1019 komplex (2. abra) humdan sejtvonalakon mért citotoxicitdsa és patkanyok
vastagbélrakos tumorjain mutatott aktivitdsa igen igéretesnek bizonyult [28]. A sikeres
preklinikai in vitro és in vivo eredményeket kovetden a komplex klinikai fazis I
vizsgalatokba keriilt [29]. A monoterapids alkalmazisndl a betegek mérsékelten, de
pozitivan reagaltak a kezelésre, féleg a vastagbélrakban szenveddk, és kevesebb, mint
20%-nal jelentkezett mellékhatds (kimeriiltség, hanyas, dehidratacid) [29,30]. A dodzis
emeléséhez, azonban nem volt megfeleld az intravénasan adagolt komplex vizben vald
oldhat6ésaga. Emiatt a natrium so6janak (KP1339, 2. abra) vizsgalatara tértek at, mely
sikeresen tuljutott klinikai fazis I vizsgalatokon [30], és kombinalt terapidkban pedig
szinergizmust mutatott gemcitabinnal [31]. A KP1019/1339 komplexek képesek
kolcsonhatasba 1épni a DNS-sel, de az in vivo vizsgalatok alapjan elsGsorban fehérje
tdmadaspontokat valdsziniisitenek. A legfrissebb eredmények alapjan a KP1339 az
endoplazmatikus retikulumban (ER) 1év6 stresszprotein GRP78 szintjét csokkenti és
ezaltal valtja ki az apoptozist az ER-stresszre érzékenyebb, intenziven o0sztdodo rikos
sejtekben [29,32].

A KP1019/1339 komplexek vizes oldatban hidrolizalnak, a klorido ligadumok
vizmolekuldkra cserélddnek, ugyanakkor a hidrolizis sebessége a homérséklet, ill. a pH
emelésével megnd, valamint HCOj3™ jelenléte szintén fokozza a hidrolizis mértékét [33].
Fizioldgias koriilmények kozott a ruténium +2-es és +3-as oxidacios allapotban fordul eld.
A ligandumcsere folyamatok sebessége altalaban a Ru(Il)-komplexek esetén gyorsabb
[34]. A komplexek aktivalashoz sziikséges a CI'—H,0 cserefolyamat, melyet a target
fehérje donoratomjanak koordinacioja kovet. Emiatt feltételezték a komplex aktivalodasat

a redukciojuk altal ("activation by reduction’ hipotézis) [29]. XANES (’X-ray absorption
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near-edge spectroscopy’) rontgenabszorpcios spektroszkopiai modszerrel bizonyitottak,
hogy a hipoxids (oxigénhianyos) szdvetekben valoban bekovetkezik a Cl —fehérje
donoratom (elsOsorban S) cseréje €s a fémion redukcioja [32,35].

A KP1019 és KP1339 farmakokinetikai vizsgélatai azt mutattak, hogy a komplexek
viszonylag gyorsan ¢és szinte teljes mértékben (99%) a szérumfehérjékhez kotédnek az
intravénas adagoléast kdvetden [36], igy el6térbe keriilt a fémkomplexek human szérum
albuminnal (HSA) és transzferrinel (Tf) val6 kdlcsonhatasanak vizsgalata. Ezen két fehérje
nagyobb koncentracioban talalhaté meg elsdsorban szolid (azaz nem vérképzdszervi, vagy
nyirokcsomé eredetli) tumorok kozelében a fokozott permeabilitds €s visszatartds hatés
kovetkeztében (Id. 2.6. fejezet). A Tf (és a benne kotott vasion, ill. egyéb fémion)
ugyanakkor nagyobb mennyiségben kertil felvételre a Tf receptorokat fokozottan kihelyez6
rakos sejtekbe, azok emelkedett vasigénye miatt. A komplexek az in vitro mérések alapjan
képesek kolcsonhatasba 1épni a Tf-nel [37], emiatt hosszu évekig a Tf-t tartottdk ezen
Ru(l11)-komplexek f6 transzportfehérjéjének. Ezek alapjan a komplexek Tf-adduktumként
a Tf-receptorokon keresztiili sejtes felvételét javasoltak, ,,trojai fal6” elméletként nevezve
ezt a feltételezést [29]. KP1339 komplexszel kezelt egerek vérplazmajanak és
plazmamodellek kapillaris zonaelektroforézis (CZE) — induktivan csatolt plazma-
tomegspektrometria (ICP-MS) és gélkromatografia — ICP-MS analizise azonban azt
mutatta, hogy a komplexek egy gyors folyamatban leginkabb a HSA-hoz kétddnek [38]. A
KP1019 plazmamodellek végzett CZE-ICP-MS mérései szerint is a fiziologias aranyokat
kozelité 10:1 aranya HSA:Tf keverékben a komplex 98%-a HSA-hoz kotddott [39].
Elektronspin rezonancia spektroszkopia (ESR) mérések alapjan Walsby és munkatarsai
munkankkal péarhuzamosan megallapitottdk, hogy a KP1019 a HSA-hoz el8szor
masodlagos kolcsonhatasok révén kotddik, majd egy lassti folyamatban a kloridionok
részleges elvesztésével koordinativ kotés alakul ki [40]. A fehérjével valo kolcsonhatas
soran a fémion oxidacids allapota nem valtozik. Mig a KP1019 a Tf-hez kizarolag
koordinativ kotéssel tud kotddni és a kémiai egyensuly beallasdhoz tobb orara van sziikség
[40]. A masodlagos kémiai kotéseken keresztiili albuminnal vald kodlcsonhatas
természetére vonatkozd — mint az adduktumok képzddési sebessége, a kotés erdssége €s
helye — részletes vizsgalatok azonban nem torténtek.

A human vizsgalatokig eljutd ruténium-komplexek sikere tovabbra is 0sztonzden
hat wjabb fémvegyiiletek eldallitasara. A szakirodalomban a bisz-azol, tetraklorido
komplexek mellett szamos példat talalhatunk biologiailag aktiv ligandumok Ru(lll)-
komplexeire is [41,42], de egyarant intenziven kutatott terliletnek szamit a fotoaktivalt
Ru(I)-komplexek kifejlesztése is [43]. Ennek a kutatomunkanak az eredménye, hogy
2016-ban egy ujabb ruténiumkomplex keriilt jutott klinikai fazis I vizsgalatokba: a
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fotodinamias terapias céllal haszndlni kivant Ru(Il)-polipiridil komplex ([Ru(Il)(4,4’-
dimetil-2,2’-bipiridin),-(2-(2°,2”:5”,2"-tertiofén)-
imidazo[4,5-f][1,10]-fenantrolin)]Cl,, (TLD-1433,
NCT03053635, 3. abra)) [44]. A komplex s6tétben
nem citotoxikus, csak lathatd, kozeli infravoros
fénnyel torténd megvilagitas hatasara valik aktivva
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS, ’reactive
oxygen species’) képzédéséhez kothetden.

Szamos példat lathatunk a szakirodalomban

rakellenes  ruténium-nitrozil komplexek eld-
3. abra A TLD-1433 Ru(ll)-komplex

allitasara ¢és tesztelésére is [45,46]. A nitrogén- szerkezeti képlete.

monoxid egy endogén hirvivd  molekula,

ingeriiletatvivé €és vérnyomas-szabalyozd szerepe van, valamint gyulladasos- és sejthalal
mechanizmusokban is részt vesz. Utdbbi révén kapcsolatban all tumorképzdodést
befolyasold folyamatokkal. A NO emelkedett vagy csokkent szintje egyarant lehet koros
allapotok eldidézdje [47]. A ruténium/ozmium-nitrozil komplexekben nehezen rendelhetok
oxidacidés szamok az egyes atomokhoz. A legtdbb ilyen komplexben +2-es oxidacios
allapotunak vehetd a fémion, ezt tamasztjdk ald infravords spektroszkopias és
rontgendiffrakcios mérések is [48]. Arion és munkatarsai szamos citotoxikus nitrozil
Ru(Il)-, ill. Os(l1)-komplexeket allitottak elé [P2,TP3,TP11'], melyek egy csoportjanal
négy klorido ligandum mellett egy NO ¢és egy azol ligandum talalhatd egymashoz képest
cisz vagy transz helyzetben [P2]. Az azol ligandum: imidazol, pirazol, benzimidazol vagy
indazol, az ellenion: ugyanezen ligandumok kationos formaja, n-tetrabutil-ammonium
vagy Na'. Human SW480 (vastagbélrak) és CHI (limfoma) rdkos sejtvonalakon
citotoxicitasukban jelentds kiilonbségek mutatkoztak els6sorban a kétféle kozponti fémion
analog szerkezetli komplexei esetében. A Ru(ll)-komplexek hatékonyabbak, mint az
Os(I1)-komplexek, és a KP1019-nél is joval citotoxikusabbak [P2]. Ilyen tipusti komplexek
humaén szérum albuminnal valé koélesonhatasara vonatkozdan nem talaltunk informaciot a
szakirodalomban ¢és felmeriilt a kérdés, hogy az eltéré citotoxicitasi komplexek

fehérjékhez valo kotédésében van-e mérhetd kiilonbség.

1>p’_vel az értekezés alapjat képezé kdzleményeket jelolom (1d. 8.1. fejezet), "TP’-vel pedig a tovabbi sajat
kozleményeket (1d. 8.3. fejezet).
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2.3. Rakellenes félszendvics fémorganikus ruténium- és rodiumkomplexek
2.3.1. Ruténium(n’-arén)-komplexek

A rakellenes ruténium(Ill)komplexek redukcié altali aktivalodasanak hipotézise
eredményezte, hogy a +2-es oxidacids allapotu fémion vegyiiletei irdnt is megndtt a kutatoi
érdeklédés. A klasszikus oktaéderes komplexek mellett (Id. 2.2. fejezet) a fémorganikus
Ru(ll)-tartalmu vegyiiletek kifejlesztése €s rakellenes hatasuk in vitro és in vivo vizsgalata
is intenziven kutatott teriiletté nétte ki magat az utobbi évtizedekben, ugyanakkor meg kell
jegyeznem, hogy klinikai kiprobalasig egy ilyen tipusu vegyiilet sem jutott még el.
Fémorganikus — azaz fémion-szén kotést tartalmazo — vegyiiletek k6zott szamos rakellenes
komplexre talalhatunk példat a szakirodalomban. llyen vegyiilet az 1990-es években
klinikai fazis I/II vizsgalatokba keriilt titanocén-diklorid, [Ti(n>-CsHs).Cl], (4. 4bra) [49],
ami azonban nem bizonyult kellden hatdsosnak, igy a humdn kisérletek 10 év utan
befejezddtek vele [50]. A ferrocén ([Fe(n’-CsHs)2]) nem, de a ferrocénium-kation [Fe(n’-
CsHs),]" citotoxikusnak bizonyult human rakos sejtvonalakon [51]. A ferrocifén (4. abra)
¢és kiilonb6zé szarmazékai pedig szorodo (invaziv), tamoxifén kezelésre nem reagald
mellrakos sejteken mutattak kiemelkedd hatdsossdgot, de az ilyen tipusii vegyiiletek
tesztelése is csak az allatkisérletekig jutott [52]. A félszendvics, fémorganikus rakellenes
ruténiumkomplexek kifejlesztésének elinditdsa elsdsorban Tochter, Sadler és Dyson

kutatocsoportjaihoz kotddnek [53].
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[Ru(n8-CgHg)(metronidazol)Cl,] [Ru(n®-p-cimol)(PTA)CL,]  [Ru(n®-bifenil)(en)(Cl)]PFq
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4. abra Néhany nevezetes rakellenes szendvics és félszendvics komplex szerkezeti képlete.
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A benzol és szarmazékainak n°-hexahapto kotédése a fémionhoz képes stabilizalni
a +2-es oxidacios allapotot és az aromas, semleges ligandum harom kotéhelyet foglal el,
szabadon hagyva masik harom koordinacios poziciét. Az ilyen tipusi komplexekben
altalaban egy- vagy kétfogt ligandumok koordinalédnak a fémionhoz, és a koordinacios
szférat pedig konnyen tavozo, klorido segédligandumok telitik. Az aréngytri jelenléte a
vegyiiletben megndveli a ligandumcsere sebességét és a lipofilitast is, mely a sejtbe jutast
segitheti. Ezeknek a félszendvics, ’zongoraszék’ geometridju komplexeknek a bioldgiai
aktivalodasa mar nem redukciohoz, hanem ligandumcsere folyamatokhoz kothetd [54]. Az
elsé Ru(nG-arén) tipust komplex, melyet rakos sejtvonalon teszteltek, a [Ru(ne-
CeHs)(metronidazol)Cl,] (4. abra) volt, mely a metronidazolhoz képest nagyobb és
szelektivebb citotoxicitast mutatott [55].

Egy masik, régebb 6ta ismert komplex, a [Ru(n®-CgHg)(DMSO)CL,], pedig gatolta
a topoizomeraz Il enzim miikodését, mely a replikalddott cirkularis DNS-ek szétvalasztasat
végzi ¢és emiatt rdkellenes vegyliletek gyakori célmolekuldja [56]. Az egyfoguként
koordinal6dé ligandumok koziil kiemelkedik a hidrofil 1,3,5-triaza-7-foszfa-adamantan
(PTA), melynek [Ru(n®-p-cimol)(PTA)Cl;] (RAPTA-C, 4. 4bra) komplexét Dyson és
munkatarsai allitottak elé6 [57,58]. A RAPTA-C az in vitro sejtes vizsgalatok soran
elhanyagolhat6 citotoxicitdst mutatott, viszont képes volt egerekben gatolni az emldrak
tidoben valo attétképzodését, de az elsddleges tumor mérete ugyanakkor nem csokkent
[59]. Ez a fajta viselkedés egyértelmiien jelzi a RAPTA-C és rokon vegyiileteinek a
ciszplatint6l eltéré hatasmechnizmusat. Nem DNS-, hanem fehérje tdmadaspontuak ezek a
komplexek, elsdsorban hiszton fehérjékhez kotddnek [60] és az 0j, daganat kozeli vérerek
képzddését gatoljak. A RAPTA-C-ben koordinalt klorido ligandumok vizre cserélddnek,
de a ClI —H,0 csere mértéke fiigg az oldat pH-jatol és a kloridionok koncentracidjatol. A
hidrolizis visszaszorithato valamelyest a kloridionok kétfoga (0O,0) donoratomokat
tartalmazo ligandumokra (pl. oxalat, B-diketonat) torténd cseréjével. Gyakran kombinaljak
olyan kétfogu ligandumokkal a RAPTA-C-t, melyeknek 6nalldan is van rakellenes hatdsa
szinergista hatast remélve: pl. a [Ru(n®-p-cimol)(PTA)(kurkumin)]* komplex er8sen
citototoxikusnak bizonyult ciszplatinra rezisztens petefészekrakos sejteken (ICso ~ 1 puM)
[61]. (Az in vitro citotoxicitas méréseknél az ICsp érték azt a koncentraciét mutatja,
melynél a sejtek 50%-a elpusztul a megadott inkubacios id6 alatt.)

A Ru(nG-arén)-komplexek masik fontos képviseldi az in. RAED tipust komplexek
[62-64]. Sadler és munkatarsainak nevéhez flizodik a diamin-alapu, etilén-diamint (en)
tartalmazé komplexek kifejlesztése, mint pl. a [Ru(n’-bifenil)(en)(CI)]JPFs (RM175,

4. abra), melynek citotoxicitdsa a karboplatinhoz hasonlé és nem mutat kereszt-
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rezisztenciat a ciszplatinnal [65]. Kés6ébb szamos szarmazékat eldallitottak ennek a
komplexnek varialva az aromas arén ligandumot (pl. p-cimol, toluol, benzol, tetrahidro-
antracén), a kétfoga (N,N) donoratomokat tartalmazé ligandumot (pl. 2,2’-bipiridin (bpy),
1,10-fenantrolin (phen) és szarmazékaik) vagy a klorido tavozocsoportot (pl. I, Br).
Sadler a ciszplatinhoz hasonldan ezeknél a komplexeknél is az aktivalodas elso 1€épésének a
Ru-Cl kotés hidrolizisét tartja, és a képz6dé akvakomplex, [Ru(n®-arén)(L)(H.0)]** (L =
ligandum) az aktiv részecske, ami a target makromolekulaval reagal. Igy munkaikban
rendszeresen vizsgaljak a ClHyO cserefolyamat kinetikajat elsésorban "H NMR
spektroszkopiai  és  UV-lathatdé  spektrofotometriai  modszerekkel — [62,64-68].
Megallapitottdk, hogy a hidrolizis sebességét alapvetden befolyasolja az aréngyiird, a
kétfogh és a halogenido ligandum tipusa [62]. Masrészt Sadler munkaiban leirja, hogy a
bioldgiai hatdst befolyasolhatia a [Ru(n®-arén)(L)(H20)]**"* komplexben a vizmolekula
deprotonalddasat jellemzd proton disszocidcios allando (Kj) értéke is. Az akva format
tartjak aktivabbnak a vegyes hidroxido [Ru(1‘|6-alrén)(L)(OH)]+/0 komplexhez képest, amit a
Ru-H,O kotés Ru—OH-hoz hasonlitott labilisabb karakterével magyaraznak. Szamos
esetben meghataroztak Ru(n®-arén) komplexek pK, értékeit ‘HNMR titralasok
segitségével, és ugy talaltak, hogy Kis pK, esetén (< 7) jellemzden kevésbé citotoxikusak a
komplexek [62]. Megallapitottak azt is, hogy az (N,N) ligandum (N,O) vagy (0O,0)
ligandumra torténd cseréje nagymértékben befolydsolja a pK, értékét és a Ru—Cl kotés
hidrolizisének sebességét is [62,66-68]. Pl. a negativan toltdtt acetil-acetonat Ru(n®-p-
cimol) komplexének pK,-ja (9,41) és a CI'/H,0 csere sebessége is nagyobb a semleges
etilén-diamin komplexéhez képest (k = 1,23x10° s pK, = 8,25) [67]. A pKak
meghatarozasa soran méréseiket azonban tobbnyire kloridion-mentes kozegben végezték, a
biologiailag relevans rendszerekben azonban jelentds a kloridion-koncentracio
(vérszérumban: 100 mM; citoszolban: 24 mM; sejtmagban: 4 mM [66]), ami befolyasolja
az egyensulyi folyamatokat.

A [Ru(n®-arén)(en)CI]* komplexek hatasmechanizmusa még nincs részleteiben
feltarva, azonban bizonyos, hogy masképpen viselkednek a biologiai rendszerekben, mint a
ciszplatin vagy a RAPTA-C. A rakellenes komplexek esetén gyakran a DNS a
targetmolekula (Id. Pt(Il)-komplexek 2.1. fejezetben), emiatt részletesen vizsgaltak a
RM175 és rokonvegyiileteinek kolcsonhatasat DNS-sel €s a DNS-t alkotd bazisokkal
[62,69]. Megallapitottak, hogy ezek a félszendvics komplexek a ciszplatintol eltéréen
egyfoguként koordinalodnak a DNS-hez, nem képzddnek keresztkotéssel adduktumok. A
fémionhoz els6sorban a guanin bazis N7 nitrogénje koordinalddik. Nukleozidok esetén a
kovetkezd reaktivitasi sorrendet allitottak fel: guanozin-N7 > timidin-N3 > citidin-N3 >
adenozin-N7/N1 [69]. Megfigyelték azt is, hogy ha az (N,N) donoratomokat tartalmazé
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etilén-diamin helyett pl. az (O,0) donor acetil-aceton (acac) koordinalédik, akkor a guanin
¢s adenin N7 nitrogénjének ruténium felé mutatott affinitdsa mar 6sszemérhetd. Masrészt a
koordinaciés kotés mellett jelentdsek a masodlagos kolcsonhatasok is, mint pl. a ’=-
7 stacking’ kolcsonhatas az aréngytirti és a DNS bazisai kozott, az aréngyiir( interkalacidja
a DNS bazisparok kozé, vagy az etilén-diamin NH; csoportja és a guanin bazis oxigénje
kozott 1étrejovo hidrogénkotés [69]. Nukleoszomakkal végzett in vitro vizsgalatok azt
mutattak, hogy a [Ru(n’-p-cimol)(en)CI]" komplex DNS felé mutatott affinitisa a
fehérjékhez képest nagyobb [60], ugyanakkor fehérjékkel vald kdlcsonhatasuk Cys-SH,
His-N, Met-S csoportokon keresztiili koordinacidval is elképzelhet6 [70,71].

A RAPTA-C és RM175 komplexekben koordinalt ligandumok és szarmazékaik
mellett még nagyon sokféle vegyiilet Ru(n®-arén)-komplexét allitottak el és tesztelték
[63]. A kétfogu ligandumok koordinaciés modja is igen valtozatos; a teljesség igénye
nélkiil sorolok fel néhany kiemelked6 vegyiiletcsaladot, melyek tobbségét Sadler, Keppler,
Hartinger és Turel kutatocsoportjaiban allitottak eld. (N,N) donor ligandumok: N-fenil-
azopiridinek [72], paullonok [73], indolokinolinok [74]; (N,O) donorok: pikolinatok
[75,76], 8-hidroxi-kinolinok [77]; (O,0) donorok: hidroxi-pironok [78], flavonoidok [79],
B-diketonok [80]; (O,S) donorok: tio-hidroxi-pironok [81]; valamint (N,S) donorok:
karbotioamidok [82] és tioszemikarbazonok [83]. Altalanos megfigyelés, hogy inkabb az
(N,N), (0,S) ¢és (S,N) donoratomokat tartalmazoé ligandumok komplexei a
citotoxikusabbak, mig az (0,0) és (N,0) ligandumoké kevésbé. Az Onmagukban is
jelentds citotoxicitast mutatd ligandumok komplexei (pl. paullonok, flavonoidok, 8-
hidroxi-kinolinok) is rendre kis ICsq értékeket adnak [63]. A citotoxicitasi adatok azonban
nem korrelaltak egyértelmlien sem a hidrolizis sebességével, sem a komplexek pKj
értékeivel, sem a toltésiikkel [63].

A félszendvics organoruténium komplexek azonban nemcsak a rakellenes hatasuk
miatt érdekesek, ilyen tipust vegyiileteknek vizes oldatbeli homogén katalitikus reakcioi is
sz¢éles korben kutatott teriiletnek szamit [84,85]. Ruténiumkomplexek 4altal katalizalt
szelektiv hidrogénezési reakciok kozil szamos ismert a szakirodalomban [84], pl. a
[Ru(n®-CsMeg)(bpy)(H,0)]** komplex nagy hatékonysaggal katalizalja ketonok
alkoholokka val6 atalakuldsat natrium-formiat hidrogéndonor jelenlétében viszonylag
enyhe koriilmények kozott [85]. A vizes oldatbeli speciacio ismerete igy a katalizatorként
hasznalt komplexek esetén is hasznos lehet.

A félszendvics Ru(n’-arén)-komplexek vizes oldatbeli stabilitasara vonatkozoan
azonban kordbban gyakorlatilag nem voltak elérhetéek egyensulyi adatok a
szakirodalomban, ahogyan fentebb is emlitettem csak egyes komplexek pK; értékeit
talalhatjuk meg elsésorban Sadler és idénként Hartinger munkéiban [62,66,68,72,86,87].
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Ru(n®-p-cimol)-komplexek oldategyensilyi vizsgalatara vonatkozé 2013-t61 publikalt
munkainkat [P3-P6,P12,P16] megel6zéen 2009-ben jelent meg Buglyd és Farkas azon

kozleménye, melyben a [Ru(n®-p- —oO<

cimol)(H20)3]** fémorganikus kation Ru

(5. 4bra) kloridionok jelenlétében | —CPp< —L < d, ,\(:/\CI
s 7 7 . L H ‘Rlu leLl ""RLI

lejatszodd  hidrolitikus  folyamataira o' \\OHZ 0" \\C]

hataroztak meg egyenstlyi allanddkat OH, OH

pH-potenciometrids, UV-lathato és H

NMR spektroszkopiai mérések ©‘< ©‘< @

|

e . Ru Ru \“\Ru
segltsegevel [88]. Emellett az N-metil c1 \CI\OH ] %]\OH e N
acetohidroxdmsavval val6 komplex- ”'fi{uf/ "'-kﬁ/ $ ,u!/

képzddési egyensulyokat is jellemez- >—@ }@ }@

ték. Két kétmagvi hidroxido-hidas

komplex a [(Ru(n®-p-cimol)a(H,0)s(u- 5. abra A [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]%* fémorganikus

OH)2]2+ & a [(Ru(ns-p-cimol))z(u- kation kiilonb6z6 megjelenési formai vizes

N ) oldatban kloridionok jelenlétében [89].
OH)3]" feltételezésével le tudtak irni a

hidrolitikus folyamatokat, de a kloridionok jelenlétében pH-tol fiiggd kiilonbdzd vegyes
hidroxido-klorido-hidas komplexek vannak jelen (5. abra) [89]. A semleges, ligos pH-kon
képz6ds dominans [(Ru(n®-p-cimol))o(u-OH)s]* komplex szerkezetét korabban mar leirtak
[90,91]. Enyhén savas pH-n azonban a hidroxido-hidak részben klorido-hidakra
cserélddnek [89]. Emellett jellemezték a [Ru(n®-toluol)(H,0)s]** hidrolitikus folyamatait is
abban a munkdjukban, ahol az aromas ligandumon 1év6 szubsztituensek hatasat vizsgaltak
a hidrolizis allandokra [92].

Buglyé és munkatarsai tovabbi munkaikban szdmos kisméretli, foképp oxigén-,
nitrogén- és kén-donoratomokat tartalmazé bioligandummal képzett Ru(n®-p-cimol)-
komplex oldategyenstlyi viszonyait tartdk fel részletesen. A valasztott oxigéndonor
ligandumok pl. citrat, laktat, maltol, 3-hidroxi-1,2-dimetil-piridin-4(1H)-on (deferipron),
acac [93,94], kéndonor ligandumok pl. metionin, S-metil-L-cisztein [95], nitrogéndonor
ligandumok pl. N-metil-imidazol, hisztidin-tartalma peptidek [96,97] voltak. Az (O,0)
donoratomokat tartalmazé ligandumokkal a komplexképzddés gyors, de viszonylag kisebb
stabilitdsu  komplexek képzddnek [93,94]. Mig az imidazolcsoportot tartalmazo
ligandummokkal lassan all be a kémiai egyenstly. Az eredményeik azt mutattak, hogy a
hisztidintartalmu dipeptidekkel stabilis komplexek képzddnek, preferalt koordinacios
modnak a hisztaminszer(, hattag (Namino,Nimidazol) kelatgytrt képzodését tartjak [96,97].
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2.3.2 Rédium(n’-arenil)-komplexek

A d%os elektronszerkezetli Ru(Il)-ionnal izoelektronos Os(Il)- és Ir(1lI)-komplexek
eléallitasa és In vitro citotoxicitasanak vizsgalata IS régebb oOta intenziven kutatott
teriiletnek szamit [98-101], mig az oktaéderes Rh(lll)-komplexek iranyaba az érdekl6dés
csak az utobbi évtizedekben erésodott meg [100-102]. Holott a Rh(III) néhany
vegyliletének rakellenes hatdsat mar azel6tt publikéaltak [103], hogy Rosenberg atiitd
felfedezése a ciszplatinra vonatkozoéan 1965-ben megsziiletett [8]. Igy régota ismert pl. a
RhCI3-3H,0, valamint a mer-[RhCI3(NH3)s] és a mer,cisz-[RhCl3(DMSQO),(NH3)]
komplexek antitumor hatasa [104,105]. A szisztematikus szerkezet-hatas Osszefiiggések
feltarasara vonatkozo munkak azonban csak az elmult 10 évben jelentek meg, elsdsorban
[RhCI3(DMSO)(LL)] tipust komplexekre vonatkozoan, ahol LL egy (N,N) donoratomokat
tartalmaz6 aromas ligandum, pl. bpy, phen, polipiridil (pp) szarmazékok [101,106].
Sheldrick és munkatarsainak legfontosabb megallapitasai azok voltak, hogy az aromas
gylirik szamanak novelésével mért 1Cso értékek egyre inkabb csokkennek a kiilonbozd
human rékos sejtvonalakon (MCF-7, HT-29 és HEK-293), ¢s az (N,N) donor ligandum
metil-, klor- és nitro-szubsztituense rendre noveli a citotoxicitast [101,106]. A
[Rh(H,0)s]*" hexaakva-kation igen lassii vizcsere sebességet mutat (k = 2,2:10° s7%) [107],
ez az inertség azonban jelent6s mértékben lecsokken ciklopentadienil (CsHs) és
pentametil-ciklopentadienil (CsMes ) ligandumok koordinacidjaval. A CsMes esetén ez 14
nagysagrend novekedést jelent a sebességi allandé értékében (k = 1,6-10° s ) [107,108] az
anionos arenil-ligandum erés transz-hatasanak koszonhetéen [101]. A pentametil-
ciklopentadienilben 1évé metilcsoportok elektronkiildd hatdsa miatt a 1étrejové C-Rh kotés
erdsebb a ciklopentadienil komplexhez hasonlitva, igy a CsMes ligandum nehezebben
disszocial. Ezek a tulajdonsagok is hozzajarultak ahhoz, hogy a szakirodalomban a
Rh(I11)(n>-CsMes)-komplexek a  gyakoribbak az egyéb  Rh(Il1)(n -arén/arenil)-
komplexekhez képest. Ezekben a komplexekben is legtobbszor egy kétfogi ligandum
koordinalodik a fémionhoz és egy kloridion teliti a koordinacios szférat, hasonléan a
Ru(I)(n®-p-cimol) vegyiileteihez (Id. 2.3.1. fejezet). Talalhatunk példakat (O,0)
kelatképz6 ligandumok komplexeire: pl. maltol (6.a abra), deferipron [109], kurkumin
[110], flavonoid-szarmazékok (6.a abra) [111]. Ezek koziil az utdbbiak erés citotoxikus
hatast mutattak petefészek-, vastagbél- és tiidorakos sejtvonalakon, de meg kell jegyezni,
hogy a vizsgalt kétfogu flavonoloknak énmagéban is van ilyen hatasa, és a Rh(I11)(n°-
CsMes) komplexeik 1Csq értékei nagyon hasonloak a ligandumok sajat értékeihez [111]. Az
(N,O) donor ligandumokkal eléallitott komplexek koziil a 8-hidroxi-kinolin [112,113] és a
1,2-naftokinon-1-oximatok [114] komplexeit emelhetjiik ki, melyekre viszonylag kis 1Cs
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értékeket kaptak sejtvonaltol fiiggben (0,8-11 uM). Az 1-nitrozo-2-naftol Rh(I11)(n°-
CsMes) komplexe egyértelmiien erdsebb in vitro rakellenes hatassal bir, mint maga a
ligandum [114]. Az (N,N) donoratomokat tartalmazé ligandumok koziil kiemelkednek a 2-
(piridin-2-il)tiazolok [115] és az aromas diiminek (bpy, phen, pp) [106,116,117]. Sheldrick
kutatocsoportja az etilén-diamin és aromas polipiridil ligandumok komplexeinek (6.b abra)
szerkezet-hatas  Osszefliggéseit  tanulma-

a) nyozta részletesen [116], és a vastagbél- és

o” X ~ o" mellrakos  sejtvonalakon  torténd  cito-
toxicitasok  meghatdrozasa  mellett a

komplexek DNS-sel vald kolcsonhatasat is

maltol flavonol
(R=H, CHa, F, Cl)

feltartak  spektro-fotometrias,  cirkularis
dikroizmus és viszkozitas mérési
modszerekkel. Mig az etilén-diamin és a bpy
komplexei nem voltak citotoxikusak, az
egyre  kiterjedtebb aromés  szerkezet
egyértelmilen novelte a citotoxikus hatast,
hasonléan a [RhCI3(DMSO)(LL)]
komplexeknél tapasztaltakhoz [116],

ugyanakkor pl. a phen kloro-, nitro- és
6. abra [Rh(n>-CsMes)(L)CI]"® komplexek dimetilezett szdrmazékainak ICso értékei az
szerkezeti képlete néhany (a) (0,0) és (b) alapvegyiilethez voltak hasonloak [106]. A
(N,N) donor pp ligandumokkal. [Rh(n5-C5Me5)(pp)CI]+ komplexek
interkalacié révén képesek kotddni a DNS-hez, de csak a viszonylag kisebb pp
ligandumoknal, a nagyobb méretiicknél feliileti kotédést irtak le [116]. Ugyanakkor a
kezelt sejtek Rh-tartalmanak atomabszorpcios spektroszkopiai mérése azt mutatta, hogy
minél lipofilebb és nagyobb szdmu aromas gylriit tartalmaz a ligandum, a komplex sejtbe
jutdsa annal hatékonyabb; a rakellenes hatds kialakitasdban ennek a ténynek is minden
bizonnyal szerepe van [116].

Fontos megemliteni, hogy a [Rh(111)(n°-CsMes)(L)(H20)]** (ahol L: en, bpy, phen)
komplexnek jelentds katalitikus hatdsa van egyes vizes oldatbeli reakcioknal. Képesek a
formiétiont szén-dioxidda oxidalni, mikézben hidridion és azzal [Rh(n°>-CsMes)(L)(H)]"
hidridokomplex képzddik fiziologias koriilmények kozott [118,119]. A hidridokomplex
pedig regioszelektiven tudja redukalni koenzimeket (pl. a NAD*—1,4-NADH atalakulast).
Sadler ¢és munkatarsai megfigyelték, hogy az Onmagdban nem toxikus formiat

hozzaadaséara az emlitett [Rh(n°-CsMes)(L)(H20)]** komplexek citotoxikus hatésa megné,
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melyet a katalitikus hidrogén-transzfer reakcidhoz, a NAD" redukcidjahoz kotottek
[118,119].

A Rh(nS-CsMes) félszendvics fémorganikus komplexeket leggyakrabban a
[{(Rh(n°>-CsMes)(u-CI)CI},] dimer [120] (7. 4bra) segitségével allitjak els. A klorido
dimer vizes oldatban az oldat pH-jatdl és kloridion koncentracidjatol fiiggden kiilonbozo
formakban jelenhet meg. A komplexek oldatbeli egyensulyi viszonyainak jellemzéséhez
elengedhetetlen a [Rh(n°-CsMes)(H.0)3]** kation hidrolitikus folyamatainak megismerése
kloridionok tavol- és jelenlétében. Kloridion-mentesitést kovetéen a dimer savas pH-ju
oldatban a triakva-kation formajaban van jelen és a pH novelésével a trisz-p-hidroxido
kétmagva [(Rh(n°>-CsMes))o(u-OH)s]* komplex (7. abra) képzédik H és 'O NMR
spektroszkopiai mérések alapjan. A komplexek szerkezetét rontgenkrisztallografiai
mérésekkel is igazoltak [121,122]. Fish és munkatarsai a [Rh(n>-CsMes)(H20)s]*
fémorganikus kation hidrolizisét jellemzé pK, = 5,3-as értéket hatdroztak meg pH-
potenciometrids mérések alapjan [121], de mivel monomer « dimer atalakulas torténik az
egyensulyi allandé ilyen formaban valé megadisa nem korrekt. Emellett egy masik
kétmagva komplex, [(Rh(n>-CsMes))a(n-OH),]*, képzddését is feltételezték, de a kétféle
hidroxido komplex képzodésének atfedé pH-tartomanya miatt nem probaltak egyenstlyi

allandot megadni erre az utobbi részecskére [121].

2 +

—RR—O—Rh—

7. abra (a) A [{(Rh(n°>-CsMes)(u-CI)CI},] klorido dimer, (b) a [Rh(n’-CsMes)(H,0)s]** kation és
(¢) a [(Rh(n°-CsMes)),(u-OH)s]" kétmagvii komplex szerkezeti képlete és rontgenkrisztallografia
modszerrel meghatarozott szerkezete [120-122].

Fish és kutatocsoportia az 1990-es évek kozepén mar vizsgalta a [Rh(n’-
CsMes)(H20)3]** kation kolesonhatasat egyfogii (N) donor ligandumokkal (pl. anilin,
piridin) [123], majd DNS bazisokkal (adenin, guanin, citozin, timin), NAD’-dal,
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nukleozidokkal és nukleotidokkal [124,125] elsdsorban kiilonbsz3 pH-kon felvett *H NMR
spektrumok, elektroporlasztasos ionizacioju tomegspektrometria (ESI-MS) mérések
segitségével. Eredményeik leginkabb a képzodd komplexek Osszetételére, oldatbeli és
szilard fazist szerkezetére vonatkoznak, az adatokbdl a komplexek stabilitasat jellemz6
egyensulyi allandokat azonban nem hataroztak meg. Sadler kutatocsoportja (N,N) donor
ligandumok [Rh(n’-CsMes)(L)(H20)]** (L = en, bpy, phen) komplexeinek pK, értékeit
hatarozta meg kloridionokat nem tartalmazd D,O oldatban *H NMR titralasokkal [119].
méréseket Buglyd ¢és Farkas kutatocsoportja végzett elsésorban monohidroxdmsavak
(acetohidroxamsav, N-metil-acetohidroxamsav) [126] és aminohidroxamsavak (o/f-
alanin-hidroxamsav, y-amino-vajsav-hidroxamsav) [127] esetén pH-potenciometrias,
'H NMR, ESI-MS modszerekkel, a mi munkéinkkal parhuzamosan. Az (O,0) donor
monohidroxamsavak [Rh(n’>-CsMes)(L)(H20)]" és [Rh(n>-CsMes)(L)(OH)] komplexeket
képeznek vizes oldatban, de a primer hidroxdmsavval kétmagvii [(Rh(n’-
CsMes))o(L)2(OH)] részecske is megjelenik a ligandum hidroximato koordinacios
moédjanak koszonhetéen [126]. Az aminohidroxamsavakkal jellemzéen kétmagva
komplexek képzddnek, ¢és joval Osszetettebb a kép a valtozatos koordindcios
{hidroxamato-(O,0) ¢és (Namino,Nhidroxamito)} Modok miatt, ami az egyes komplexek
képzddésének sebességében is jelentds kiillonbséget eredményez. Az (O,0) donoratomokon
keresztiili koordinacidos madd kialakuldsa gyors, mig a nitrogéneken keresztiil megval6suld

kotddés nagymértékben megnoveli az egyensuly bedllasdhoz sziikséges idot [127].
2.4. Rakellenes gallium(IIT)komplexek

A fémtartalmi rakellenes vegyiiletek koziil a platina(ll)komplexeket kovetden
masodikként a gallium(IIl)ion so61, majd késébb komplexei kertiltek terapids alkalmazasra
[128,129]. A kemoterdpids galliumvegyiiletek mellett fontos kiemelni a ®’Ga és ®Ga
izotopok elsésorban makrociklusos ligandumokkal (pl. DOTA, NOTA) képzett nagy
termodinamikai stabilitasi komplexeit is, melyeket tumordiagnosztikdban hasznalnak
SPECT és PET (azaz egyfotonos ill. pozitron emisszidos tomografia) vizsgalatoknal
[129,130]. Mar az 1970-es években ramutattak arra, hogy a gallium(lll)ion képes
akkumulalédni Hodgkin-limfomas betegek nyirokcsomoiban [131], és néhany év mulva
tovabbi human kisérletek indultak a Ga(NOs)s-tal, majd a GaCls-dal [131,132]. Ezek a sok
azonban a gyomorbol rosszul szivodnak fel, biohasznosulasuk igen Kicsi. Az intravénasan
alkalmazott Ga(NOs)s hugyhdlyagrakos és leukémias betegeknél hatdsosnak bizonyult, de
igy is csak egy kis hanyada hasznosult a beadott sénak [128]. Ennek oka, hogy a
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gallium(Ill)ionnak er6és a hidrolizisre valé hajlama, a vizes oldatokban megjelend
[Ga(OH)]*' (i = 1-4) hidroxido-komplexek koziil fiziologias pH-n elsGsorban a gallat,
[Ga(OH)s] dominal [133], ami a vesén keresztil gyorsan kitiril [131,134].
Komplexképzodéssel a hidrolitikus folyamatok azonban visszaszorithatok [135]. Az Un.
masodik generacios kemoterapias galliumvegyiiletekhez a citrat, a maltol és a 8-hidroxi-
kinolin komplexei, mig a harmadik generacidos vegyiiletekhez hidrazonok,
tioszemikarbazonok, fenolatok, piridin- ¢€s azol-szdrmazékok komplexei tartoznak
[128,131,132,136,137].

Tényleges terapias alkalmazast igy elészor a Ga(NOs)s-nak citrattal stabilizalt
formaja (Ganite™) nyert a rakos allapotokat gyakran kiséré hiperkalcémia, azaz magas
vérplazma kalciumszint kezelésében [138]. A citrattal képz6d6 komplex kis stabilitasu, a
hidrolizist a ligandum csak részben tudja megakadalyozni, emiatt tovabbi komplexképzok
kiprébalasara keriilt sor. Az (O,0) donor maltollal képzett [trisz-maltolato-gallium(l11)]

(GaM, 8. abra) oktaéderes

0 a) b) geometriaji [139] és semleges
toltéstt ~ komplex, in  vitro
citotoxicitasa egyértelmiien
meghaladta a Ga(NOs)s3-ét, és a
sikeres allatkisérleteket kovetden
a GaM klinikai fazis UII
vizsgalatokba keriilt szajon at
adagolhatdo formaban [139-141].
A farmakokinetikai vizsgalatok
azt mutattdk, hogy a GaM
komplexbdl a fémion dontden a

vérben a vas(Ill)ionokat szallitd

Tf-hez kot6dik és a Tf-receptorok
8. dbra (a) A [trisz-maltolato-gallium(I1)] (GaM) és segitségeével _Jm be_ a _Sejtekbe
(b) a [trisz-(8-kinolinolato)-gallium(l11)] ~ (KP46) [139]. A gallium(lll)ion igen sok
szerkezeti  képlete  és  rontgenkrisztallografia tulajdonsagaban  hasonlosagot
modszerrel meghatarozott szerkezete [139,148]. . )

mutat a vas(lll)ionnal; pl.
hasonlé az ionsugaruk, az elektronaffinitasuk, az elektronegativitasuk és a koordindcios
kémiai sajatsaguk is, viszont fiziologias koriilmények kozott a gallium(IIT) nem redox aktiv
[48,135]. A hasonlosag miatt a Tf a vaskotd helyein képes a gallium(Ill)ionokat megkdtni,
bar a vas(lll)ionokhoz képest gyengébben [142]. A vérben a Tf vaskoté helyeinek csak

~1/3-a telitett vas(lll)ionokkal (Id. 2.6. fejezet) [143,144], igy lehetéség van a
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gallium(Ill)ionokhoz valé koordinacidéra is. A rakos sejtek vasigénye intenziv
osztddasukbol adédodan nagy, igy az egészséges sejtekhez képest tobb T receptor talalhatd
a sejtfelsziniikon [145]. Ez a sajatsag biztositja valamelyest a GaM szelektivitasat. A sejtbe
kertilt gallium(lll)ionok f6 tamadaspontjanak a DNS-szintézisben kulcsszerepet jatszo
ribonukleotid reduktaz (RNR) enzimet (Id. 2.5. fejezet) tartjak [132,139]. A gallium(lI)ion
a vaskotoé helyekre kotédik a két alegységbdl allo heterodimer fehérje R2 alegységében,
ennek kovetkeztében a DNS-szintézisben zavar 1ép fel, ami apoptotikus folyamatokat indit
el és a sejtek pusztulasdhoz vezet [145,146]. A GaM a klinikai vizsgalatok alapjan jol
toleralhatd, hatdsosnak bizonyult tobbféle rakos betegség esetén is (limfoma,
hepatocellularis karcinoma), de a tesztelése 2005-t61 nem folytatodott tovabb [138,141].

A gallium(lll)ion Tf-nel vald kdlcsonhatasa adta az otletet egy doxorubicin-Ga-Tf
konjugatum eldallitasara, mely az érzékeny sejteken a doxorubicinnel hasonld rakellenes
hatast mutatott, de a doxorubicinre rezisztens sejteken a konjugatum képes volt
visszaforditani a rezisztenciat [147]. Azonban ennek a konjugatumnak a fejlesztése is
megallt a preklinikai fazisban.

Az (N,O) donoratomokat tartalmazé 8-HQ (8-kinolinol vagy oxin) oktaéderes
geometriaju komplexe [148], a [trisz-(8-kinolinolato)-gallium(l11)] (KP46, 8. abra) mar az
in vitro citotoxicitas teszteknél is nagyon Kkicsi ICsy értékeket mutatott a tobbi
galliumkomplexhez képest (pl. ICsp = 2,5 uM vastagbélrakos sejtvonal [149]); és
patkanyokban képes volt a tumor méretét csokkenteni [135,149]. Az igéretes preklinikai
vizsgalatokat kovetéen Keppler és kutatocsoportjanak 2004-ben sikeriilt elinditania a KP46
human tesztelését [150]. A szajon at alkalmazott komplex a Klinikai fazis I/II vizsgalatok
soran nem okozott vesekarosodast, jol toleralhatd és hatasos volt tobbfajta szolid tumor
esetén, pl. veserakos betegeknél [150,151]. A KP46 hatasmechanizmusat tekintve azonban
a GaM komplexszel szemben nem a ribonukleotid reduktaz inhibiciojan keresztiil fejti ki
hatasat. A KP46 az extracellularis matrix és a sejtek kozotti kapcsolat kialakitidsaban
Rontgenabszorpcids spektroszkdpids mérések alapjan pedig a galliumion koordindcios
szféraja nem valtozik meg a Tf (sem a HSA) jelenlétében [153]. Igy a Tf-fiiggetlen sejtes
felvétel megvaldsulasat valoszintisitették. Ennek ellentmondé CZE-MS vizsgalatok szerint
a fémion szinte kizarolag a Tf-hez kotddik, mig a HSA szerepe igen mérsékelt [154]. A
KP46 a GaM-hez hasonloan semleges tOltésti, de lipofilebb és sokkal rosszabb a
vizoldhatosaga (KP46: IgP = +0,88; S = ~36 uM [155]; GaM: IgP = +0,41; S = ~24 mM
[139]). A KP46 farmakokinetikai mérései alapjan azonban a vizoldhatosagot joval
meghaladé maximalis szérumkoncentraciokat mértek, ami arra utal, hogy a vérben a

komplex nagyobb részt fehérjékhez kotodik [156].
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Osszességében megallapithatjuk, hogy a két klinikai vizsgalatba keriilt és
szerkezetilkben hasonld trisz-ligandumt galliumkomplex mind hatdsmechanizmusaban,
mind a szérumfehérjékhez valo kotddésiikben jelentds kiilonbséget mutat, ami vélhetéen az
eltéré oldatkémiai viselkedésiiknek is kdszonhetd. Azonban oldategyensulyi viszonyaikat
¢és vérszérumfehérjékkel vald kolcsonhatasukat sem vizsgaltdk az egyensulyi allandok
meghatarozasa céljabol korabban. A KP46 esetében ennek leginkabb a vizben valo limitalt
oldhatosaga lehet az oka. Ugyanakkor gallium(lIl)komplexek vizes oldatbeli stabilitasat
részletesen vizsgaltak pl. (O,0) donoratomokat tartalmazé hidroxi-piridinonok [157],
kiilonb6z6 poliamino-polikarbonsavak [158,159] és (N,N,N,N,0,0) donor makrociklusos

szarmazékok esetében [130].

2.5. Tioszemikarbazonok és fémkomplexeik

A tioszemikarbazon (TSK) vegyiiletcsalad az 1800-as években mar ismert volt, de a
kutatoi érdeklodést inkabb csak a XX. sz. kozepétol keltette fel, amikor felismerték a TSK-
ok kiilonb6z6 biologiai hatasat [160,161]. A TSK-ok kozott talalunk tuberkuldzis-,
virusfertézések-, malaria elleni és antitumor hatast vegyiileteket [161,162]. Az alapvazuk
(N,S) donoratomokat tartalmaz (9. abra), fémionokhoz semleges és anionos forméban
képesek koordinalddni. Az anionos koordinacional a hidrazin-NH csoport deprotonalodik

¢és tiolato kotési mod jon létre a tion-tiol

S SH
Rz N\NJ\N”RI R _N- /)\ R tautomérianak  koszonhetéen [163]. (A
H 1 | tionetiol formékat a 9. dbra mutatja.) A
tion forma R tiol forma R"
E izomer S TSK-ok szerkezete sokféleképpen

PN

N N
| | tionforma o L c
N R"  Zizomer beépitésével, és ltaldban egy koordinaciora

varialhato kilonbozo szubsztituensek

alkalmas  harmadik  donorcsoport s
9. abra A tioszemikarbazonok altalanos  megtalalhato a vegyiiletekben. Szintézisiik a

szerkezeti képlete tion és tiol formakban, és megfelelé aldehid vagy keton és egy

az E és Z izomerek Osszehasonlitasa.
tioszemikarbazid kondenzacids reakcidjaval
torténik [161]. Leggyakoribbak az a-N-heterociklusos TSK-ok, ahol legtobbszor piridin-N
van koordinaciés pozicioban; valamint jol ismertek a szalicil-aldehid-TSK-ok is,
melyeknél pedig egy fenolos-OH csoport is koordinalodni képes az (N,S) donoratomok

mellett.
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A TSK-ok kozil els6ként az 1940-es években a tioacetazont (10. abra)
torzskonyvezték multirezisztens tuberkulozis ellen [164]. Majd a 1960-as években az
N-metil-izatin-TSK keriilt klinikai alkalmazasba baranyhimlé ellen [165], de a véddoltasok
elterjedésével hasznalata ma mar teljesen visszaszorult. A TSK-ok rakellenes tulajdonsagat
el6szor 1956-ban irtak le: a 2-formil-piridin-TSK (FTSC) leukémia elleni hatasat igazoltak
egereknél [166]. Késébb az 5-hidroxil-2-formil-piridin-TSK (10. abra) keriilt klinikai fazis
I vizsgalatba, mint leukémiaellenes szer, de hasznalatakor erés emésztérendszeri toxicitas
jelentkezett mellékhatasként [167]. A TSK-0k tovabbi optimalizalasa vezetett a 3-amino-
piridin-2-karboxaldehid-tioszemikarbazonhoz (triapin vagy 3-AP, 10. abra), mellyel tébb
mint 30 klinikai fazis I/Il vizsgalat tortént [168-170]. A triapin mono- és kombinalt
terapiakban  (pl. ciszplatinnal,

’
N HO.
gemcitabinnal,  doxorubicinnel) hig : B s
] /N\N)]\NH — PN )l\
H 2 H NH,

biztatd eredményeket mutatott
o ) ] tioacetazon 5-hidroxil-2-formil-piridin-TSK
mieloid leukémia esetén, viszont

rovid biologiai felezési ideje | SN s | SN s
R . = /N\N)l\NH = /N\N)J\N
miatt szolid tumorokkal szemben I, N 2 N @
2

joval kevésbé volt hatékony [170- triapin, 3-AP S \©
174].  Alkalmazasat  emellett

szamos mellékhatas, pl. hanyas, | \N i oW i
methemoglobinémia kiséri [170]. %\HJ\N/ g /N\H/U\hll/
Mindezek a problémak tovébbi g © g

TSK-ok fejlesztését Osztonodztek, DpC Dp44mT

lyek kozil 2015-ben e
melye ozt 9y 10. abra Néhany nevezetes tioszemikarbazon

tetrahidrokinolin-szarmazek, — a szerkezeti  képlete. (A Keretezett  vegyiiletek
Coti-2, majd 2016-ban a di-2- kemoterapias szerként klinikai vizsgalatba kertiltek.)

piridil TSK, a DpC kodnevii

vegyitilet (10. abra) jutott sikeresen Kklinikai vizsgalatba [175]. A DpC-t a di-2-piridil-TSK-
ok kozott kiemelkedé Dp44mT (10. abra) tovabbfejlesztésével allitottak elé Richardson és
munkatarsai [176]. Az o-N-heterociklusos TSK-ok szintézisével, in vitro human rakos
sejtvonalakon végzett tesztelésével, in vivo allatkisérletekkel, valamint a klinikai
vizsgélatokra kivalasztott vegyiiletek farmakokinetikai és farmakodinamiés viselkedésével
kapcsolatos eredményekkel szamos 0Osszefoglald kozlemény foglalkozik [160,162,177-
179]. Ugyanakkor a hatdsmechanizmus megértéséhez sziikséges oldatkémiai
tulajdonsagokra, a hatas szempontjabol érdekes Ilétfontossagii fémionokkal valo
komplexképzésre vonatkozé adatok meglehetdsen hidnyosak a szakirodalomban,

felteheten a vegyiiletek vizben valo korlatozott oldhatosdga miatt.
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A triapin és szarmazékainak bioldgiai hatdsa elsGsorban a ribonukleotid reduktaz
enzim inhibicidjan alapul [180,181]. Ez az enzim a dezoxi-ribonukleotidok képzddését
katalizalja, aktiv centrumaban két vasion és egy Tyr gyok talalhato [180,181]. A
tumorsejtekben a fokozott osztodas miatt ezen enzim expresszidja megnd, igy gatlasa
potencialis célpont a rakterapia soran [182]. Az altalanosan elfogadott hatasmechanizmus
alapjan a triapin az enzim R2 alegységével 1ép kolcsonhatasba. A képz6do vas(Il)-TSK
komplex kozvetleniil vagy még inkabb az oxigénnel valo reakcidja soran képzddo reaktiv
oxigén szarmazékok altal képes a katalitikus centrumban 1évo Tyr gyokot kioltani, ami az
enzim inaktivalasat okozza [180]. Ennek kovetkeztében a TSK-ok vas(ll/111)ionokkal
képzett komplexeinek oldatbeli stabilitasa €s redoxi tulajdonsaga befolyasol(hat)ja a TSK-
ok biologiai hatasat. A vasionok felé mutatott nagy affinitasuk miatt gyakran szoktak a
TSK-okat is vaskelatorokként emliteni; ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a
hematologiai betegségekben hasznalt klasszikus vas(Ill)-kelatorok elsOsorban oxigén
donoratomokat tartalmaznak (pl. dezferrioxamin B, deferipron), meglehetdsen hidrofilek,
egyértelmiien a vas(Ill)ionokkal képeznek nagyobb stabilitasi komplexeket a
vas(Il)ionokhoz hasonlitva [183] és rakellenes hatasuk csekély [184].

A vasionokkal valdo komplexképzddés mellett egyre tobbszor felmeriil az
intracelluldrisan képz0dd rézkomplexek szerepe is a hatasmechanizmusban, elsésorban
azoknal a TSK-oknal, melyek citotoxicitasat jellemzd ICsqo érték a nM-os koncentracio-
tartomanyba esik [185-187]. Ezek tipikusan azok a vegyiiletek, melyek N-terminalisan
diszubsztitualtak (pl. Dp44mT, DpC, piridin-2-karboxaldehid-N* N*-dimetil-TSC (PTSC))
[186,187]. Jol ismert az is, hogy nem csak a TSK-ok, hanem a szintetizalt
réz(I)komplexeik is gyakran jelentds antitumor hatdssal birnak [161,162,185-189].
Azonban a réz(IT)ionokkal valé komplexképzOodés hatasa szinergista, vagy antagonista is
lehet a ligandum sajat citotoxicitasaval osszevetve. Az N-terminalisan diszubsztitualt a-N-
piridil- és a szalicil-aldehid-TSK-ok esetében gyakran meghaladja a komplexek
citotoxicitasa a ligandumét [188,189], mig a nem szubsztitualt (pl. triapin) vegyiileteknél a
réz(Il)komplex kevésbé aktiv [189]. A nM-os citotoxicitasi TSK-ok és az aktiv
rézkomplexeik javasolt hatasmechanizmusa az intracellularis réz(I1)—réz(I) redukciohoz
kothetd ROS termelddésen alapul [187,189]. Ilyen kontextusban mindenképpen érdekes a
TSK-ok rézionokkal képzett komplexeinek oldatbeli stabilitasa és redoxi tulajdonsagaik
ismerete.

A terapias alkalmazas mellett kiemelném, hogy a réz(Il)ion bisz(TSK)-kal képzett
%Cu izotoppal jeldlt (S,N,N,S) koordinacios méda komplexeit (pl. [**Cu(ATSM)], ahol
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ATSM: diacetil-bisz-(4-metil-tioszemikarbazon)) rakos- és szivbetegségeket gyakran
kisérd hipoxias (oxigénszegény) szovetek PET diagnosztikajara hasznaljak [190,191].

A TSK-oknak nemcsak a réz(Il)ionnal, hanem mas fémionokkal pl. platina(II),
ruténium(Il), nikkel(II), gallium(IIl), cink(Il), vanadium(IV/V)) képzett komplexei is
mutatnak citotoxikus hatast [160-162]. A komplexképzés megvaltoztatja a lipofilitast, a
toltést és a méretet, ezaltal a transzportfolyamatokat, de eltéré hatdsmechanizmust is
eredményezhet. Pl. egyes nikkel(I)- és palladium(Il)komplexek DNS topoizomeraz-lla
gatlasan keresztiil hathatnak [162,192], valamint néhany TSK ligandum és réz(Il)komplex
inhibicios hatasat is leirtak [192,193].

A TSK fémkomplexek szintézisének, szilard fazist szerkezetvizsgalatdnak nagyon
bdséges a szakirodalma, j6 néhany 0sszefoglalo kdzlemény is sziiletett ebben a témakorben
[160,162,163]. A TSK-0k, ahogyan korabban is emlitettem, alapvetden a kénen és az
azometin-N-en keresztiil koordinalédnak a fémionokhoz (9. ébra), mig a haromfogu a-N-
piridil TSK-okkal (Npirigi,N,S) és a szalicil-aldehid TSK-okkal (O,N,S) donoratomokon
keresztiili koordinaci6 valésul meg. A szilard formdban eldallitott komplexekben a
rontgenkrisztallografiai mérések alapjan a haromfogii TSK-ok leggyakrabban a teljesen
deprotonalt formdjukban azaz (Npirigi,N,S7) ill. (O ,N,S") donoratomokon keresztiil
koordinalodnak, és igy a komplexképz6dés a hidrazin-nitrogén csoport deprotonalddasaval
¢s a tion-tiol atrendezddéssel (9. abra) jar. Ugyanakkor szamos példa van a protonalt
hidrazin-N csoportot tartalmazé komplexekre is. A réz(II)ionnal tipikusan siknégyzetes
geometriagji mono-komplexek képzédnek, mint ahogyan a triapin  komplex
rontgenkrisztallografidsan meghatarozott szerkezete [189] mutatja a 1l.a &bran.
Ugyanakkor a jellemzéen oktaéderes geometriaji komplexeket képezd vas(Ill)- és
gallium(Il)ionokkal bisz-komplexek kikristalyosodasa a jellemz6 (11.c,d abra) [137]; de
ezekkel a fémionokkal is lehetséges a mono-komplexek szilard fazisti eldallitasa
(11.b abra) [137].

o-N-piridil TSK-ok vaskomplexeinek redoxi potencialjat szdmos esetben
jellemezték, tobbnyire a bisz-komplexek acetonitril vagy egyéb szerves oldoszer — viz
elegyében, ciklikus voltammetrias mérésekkel [195,196]. A reverzibilis, egy
elektonatmenettel jaro folyamatokat mutatd voltamogrammokrdl leolvasott redoxi
potencial értékek -170 — +225 mV vs. NHE tartomanyba esnek, melyek joval pozitivabbak
a klasszikus vaskelatorok komplexeihez viszonyitva (pl. deferipron: -620 mV [197];
dezferrioxamine B: -482 mV [198]), és negativabbak a vas(II)ionokat kedvel6 ligandumok
komplexeihez képest (pl. phen: +1140 mV [199]). A TSK-ok vaskomplexeinek kozepes
redoxi potencial értéke egyértelmiien jelzi, hogy ezeknek a ligandumoknak a vas(l1)ionok

felé mutatott affinitdsa is jelentds, masrészt lehetdvé teszi az intracellularisan képz6do
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vaskomplexek Fenton-reakcioban vald részvételét és igy ROS termel6dést, ami a
ribonukleotid reduktdz enzim inhibiciojahoz vezethet [178,195]. Az a-N-piridil TSK-ok
réz(Il)komplexeinek ciklikus voltammetrias tanulmanyozasaval azonban nem igazan lehet

redoxi potencialokat meghatarozni, a rendszerek irreverzibilitasa miatt [189].

11. abra (a) A triapin réz(IT)ionnal, (b) a PTSC gallium(IIl)ionnal képzett mono-komplexének és a
2-acetil-piridin-N,N-dimetil-TSK (c) vas(lll)- és (d) gallium(IIT)ionnal képzett bisz-komplexének
rontgenkrisztallografiai moédszerrel meghatarozott szerkezete [137,189].

Munkainkkal parhuzamosan Szoboszlai ¢és munkatarsai meghataroztak a
latszolagos stabilitasi allandokat a Dp44mT (10. abra) réz(Il), vas(Il), kobalt(II), nikkel(II)
és cink(IT) komplexeire pH = 7,4-n spektrofotometrias titralasokkal [200]. Megallapitottak,
hogy a felsorolt kétértekli fémionok koziil a rézionnal képzddnek a legstabilisabb
komplexek. Ebben a kdzleményiikben a Dp44mT pK,-it is meghataroztak. Réz(Il)ionokkal
valdo komplexképzodési folyamatok vizsgalatakor a legegyszeriibb a-N-piridil TSK
(FTSC) esetén tobb kutatocsoport is hatarozott meg egyensulyi allandokat, de azok
meglehetésen ellentmondésosak. Pl a [CuLH]** és [CuL]" ®sszetételil komplexek
deprotonalddasara vonatkozoan Ainscough pK, = 3,6 és 11,5 [201], mig Antholine 2,40 és
8,30 [202] értékeket kaptak. Antholine kozleményében a [CuL]® komplexre egy lgg =
16,90 értéket adtak meg etilén-diaminnal végzett spektrofotometrias kiszoritdsos mérések
alapjan, de az alland6 szamitadsakor nem vették figyelembe, hogy a mérésekhez hasznalt
pH-n (8,5) vegyes hidroxido komplexek is képzddnek. A TSK-ok proton disszociacios
allandoit csak elvétve talalhatjuk meg a szakirodalomban [203-207], de az adatok alapjan
az o-N-piridil TSK-oknal a pH novelésével egyértelmiien elészor a piridinium nitrogén
deprotonalddik, majd a hidrazin-nitrogén (pl. FTSC: pK; = 3,67; pK, = 10,93 [203]).
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Szamos kozlemény fellelheté a TSK-ok C=N kettés kotése mentén 1étrejovod Z/E izoméria
(9. abra) oldatbeli tanulméanyozasara vonatkozoan féleg 'H NMR spektroszkopia és DFT
szamolasok hasznalataval [208-211]. Altaldban az E izomer a dominans forma oldatban, de
az izomerek eloszlasat nagymértékben befolyasolja a szubsztituensek tipusa és az oldoszer
anyagi min6sége: pl. mig az FTSC 100%-ban az E formaban van jelen semleges pH-n
vizben és tiszta DMSO-ban [211], addig az N-terminalis dimetilezett PTSC szarmazéknal
mar mind a kétféle forma képzodik (78% E, 22% Z) [211].

2.6. Farmakokinetikai viselkedést befolyasolé tulajdonsiagok: a szérumfehérjékkel

valé kolcsonhatas szerepe

A terapias €s diagnosztikai felhasznalasu vegyiiletek hatdsmechanizmusanak megértéséhez
alapvetden fontos megismerni, hogy vizes oldatokban milyen formdban vannak jelen. A
fémkomplexek oldatszerkezete gyakran kiilonbozik az eredeti szildrd formatdl, valamint
jelentds valtozasokon mehetnek keresztiil a biologiai folyadékokban a hatds helyszinéhez
érve. Ezért is a fémkomplexek gyakran tekinthet6k’prodrug’-nak, azaz a biologiai hatasért
nem az eredeti kémiai Osszetételii vegyiilet a felelos [152,212]. A farmakokinetika a
gyogyszerek szervezeten beliili sorsaval foglalkozik; leirja, hogy hogyan hat a szervezet a
gyogyszerre, azaz jellemzi, hogy:

1) hogyan szivodik fel a hatdanyag (abszorpcio);

i) hogyan oszlik meg a szervezet egyes vizterei kozott (disztribucio);

iii) milyen biotranszformacids folyamatokon megy keresztiil (metabolizmus);

Iv) és végiil hogyan iiriil ki a szervezetbdl (exkrécio) [213,214].
A négy farmakokinetikai eseményt mind a magyar, mind az angol nyelvii
szakirodalomban az *’ADME’ betiiszoval jelolik. Az ADME jellemzoket egyes fizikai-
kémiai tulajdonsagok nagymértékben befolyasoljak, mint pl. a vegyiiletek vizben vald
oldhatosaga, lipofilitasa, toltése, mérete, (de)protonaldodasi folyamatai (pKj),
fémkomplexeknél azok oldatbeli stabilitasa és igy aktualis sztdchiometridja és a vérszérum
transzportfehérjéivel valo kolcsonhatasa. Ezek szerepe persze az adminisztracid6 maodjatol
is figg. A rakellenes gyogyszereket leggyakrabban intravéndsan alkalmazzak (pl.
ciszplatin, karboplatin, KP1339, doxorubicin, paklitaxel [3,29,215,216]), de a betegek
szamara kiméletesebb oralis adagolas is egyre inkabb eléfordul (pl. erlotinib, afatinib,
KP46 [150,217,218]). A szajon at adott gyogyszerhatdbanyagoknak a valtozatos pH-ju
gyomor-bél traktusbol kell hatékonyan felszivodnia, majd a majkapugyiijtééren at a méjba
jutnak, ahol kiilonb6z6é mértékben metabolizalddnak (’first pass’ metabolizmus). Ezt

kovetden keriilnek a szisztémas vérkeringésbe, majd jutnak el a szovethez. Az intravéndsan
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adott gyogyszerek viszont kozvetleniil a véraramba keriilnek (pH = 7,4), igy
biohasznosulasuk igen jo is lehet (akar ~100%) [213,214]. Ennek megfeleléen nem
elegendd a nemfémes vegyliletek és fémkomplexek csupan pH = 7,4-n valdé megjelenési
formainak az ismerete. A kdzeg pH-ja a proton disszociacids egyenstlyokon keresztiil hat
a vegyiilet protonaltsagi allapotara, befolyasolja a fémkomplex latszolagos stabilitasi
megtorténhet. (A latszolagos egyensulyi/stabilitasi allando (K’, £°) figyelembe veszi a
komplexképzddéssel konkurdlo folyamatokat, mint pl. a protonalodéds, fémionok
hidrolizise az adott koriilmények kozott.) A protonaltsagi allapot €és a sztochiometria
megvaltozadsa maga utdn vonja a vegyiilet/fémkomplex toltésének és lipofilitdsanak
megvaltozasat. Mindez befolyasolja a sejtmembranokon vald athaladést, igy magat a
felszivodast és a célsejtbe vald bejutast is, azaz hat az abszorpcios és disztribucios
folyamatokra. Ugyanakkor a véraramba keriilve a gyogyszerhatéanyagok kolcsonhatasha
Iéphetnek véralkotokkal, melyek koziil a nagy molekulatomegii (HMM) transzport
fehérjéket (HSA, Tf, globulinok) kell kiemelni [219]. Ugyanis a szérum
transzportfehérjéivel vald kolcsonhatas jelentés mértékben befolyasol(hat)ja a hatdanyag
vérben val6 eloszlasat és tartozkodasi idejét, masrészt a fehérjékhez vald kotdédés a célba
juttatast is segitheti [219,220].

Ezen felsorolt okok miatt a hatéanyagok racionalis fejlesztési és optimalizalasi
folyamata igényli, hogy a potencialis, vagy mar klinikumba keriilt gyogyszervegyiiletek
oldategyenstlyi viszonyait, a farmakokinetikai viselkedésiiket befolyasolo fizikai-kémiai
tulajdonsagaikat minél mélyebben megismerjiik.

A HSA a vérben tipikusan 630 pM koncentracioban van jelen, a vérplazma
fehérjetartalmanak az 55-60%-at adja és annak a leggyakoribb fehérjekomponense
[219,220]. Az albuminnak szerepe van az ozmdzisnyomas €s a vér kolloid rendszerének
fenntartasaban, valamint szdmos valtozatos szerkezetli endogén (pl. hormonok, zsirsavak,
bilirubin, fémionok) és exogén (pl. gyogyszerhatéanyagok és metabolitjaik) anyagot szallit
[220]. A HSA mivel nem specifikus szallitofehérje és kiemelkedé a koncentracidja a
vérben, szamos hozza kotédd gyogyszerhatdéanyag eloszlasat és biologiai felezési idejét is
befolyasolni tudja. A fehérjével valo kolcsonhatas révén ugyanis a vegyiilet nem hagyja el
az érpalyat és nem jut el a farmakologiai hatas helyére. A szabad molekulak viszont
kijutnak a vérkeringésbdl €s a kémiai egyensulyra valo torekvés pedig a kotott frakciobol
ujra potolja a szabad frakciot. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a HSA maga is képes
az érfalon athatolni, de a szovetkozi €s a vérben talalhaté albumin cseréje normalis esetben
igen lassu [219,220]. A rakos szoveteknél a kapillarisok szabalytalanok, lyuggatottak és

rendszerint hianyzik a megfeleld nyirokkeringés, ami visszajuttathatna az ott pangd
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folyadékot és fehérjéket a keringésbe. Ezt nevezik fokozott permeabilitis és visszatartas
hatasnak (’enhanced permeability and retention effect’) [221]. Emiatt a rakellenes vegyiilet
HSA-hoz val6 kotdédése a célba juttatast is hatékonyan segitheti. A HSA egyre kedveltebb
gyogyszerhatbanyag-hordozé is [221,222], pl. a paklitaxel tartalma rakellenes szer, az
abraxan esetében is ezt a stratégiat alkalmazzak [223].

A HSA masodlagos kémiai és koordinécios kotések révén is képes hatdanyagokat
megkotni  [220]. Ezen kolcsonhatasok kialakulasanak kinetikaja és erdssége nagy
kiilonbségeket mutathat. Szamos kotéhelye van zsirsavak, szerves molekulak és fémionok
szamara [220]. A masodlagos kolcsonhatasok révén kotédé anyagok a harom hidrofob
,»Zsebben” kotédnek leginkabb. Ezeket a klasszikus Sudlow osztalyozas szerint az 1., 1. és
I1l. k6téhelyként nevezik, melyek rendre a I1A, HIA és IB aldoménban helyezkednek el
(12.a abra) [220,224,225].

12. abra (a) A HSA szerkezete és az 1. (I1A aldomén), Il. (IIIA aldomén) és III. (IB aldomén)
kotohelyek helyzete. (b) A HSA His (o), Met (o) és a Cys34 (e) aminosavainak pozicidja. (A
Protein Data Bank adatai alapjan: 1E71, [226,227].)

Az 1. kotéhelyen nagy affinitassal kotédik a warfarin (WF), valamint pl. a fenil-
butazon, kiilonboz6 szalicilatok és szulfonamidok. A Il. kotShelyen altalaban aromas
semleges, vagy egy periférias csoportjukon negativ toltésti vegyliletek kotddnek (pl.
diazepam, ibuprofen, Kklofibrat) [220]. A III. kotOhelyet nem régen fedezték fel, foként
zsirsavak megkotésében vesz részt, de flexibilis szerkezetének koszonhetden igen
valtozatos szerkezetli vegyiiletek képesek itt kotddni (pl. metilnarancs, hemin) [225]. A
human szérum albuminon négy f6 fémion-kotéhely talalhato [228]:

1) az N-terminalis Asp-Ala-His kezddszekvenciaju, a szakirodalomban *ATCUN’-
ként emlitett kotdhely, mely elsdsorban réz(II)- és nikkel(ll)ionokhoz
koordinalodik;

i) a sokféle fémion (pl. cink(II), kadmium(IT)) megkotésére szolgald A-zseb (vagy
’multi metal binding site”);
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iii) a B zseb, ahol kadmium(II) és mangan(II) képes kotodni;

Iv) és a Cys34 aminosav, mely a fehérje egyetlen szabad tiolcsoportjat adja (12.b
abra), ahol elsésorban higany(Il)-, eziist(I)-, platina(IT)ionok kotédnek, de ezzel a
tiolcsoporttal 1étesitenek kovalens kotést a maleimid-tartalmu vegyiiletek is [TP2].

Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a HSA tizenhat His imidazol és hat metionin

kén donoratomot is tartalmaz (12.b abra), melyek egyfogii koordinacidja fémionokhoz
szintén lehetséges, kiilondsen a fehérje feliiletén 1évo, konnyebben hozzaférhetd csoportok
esetében.

A Tf az emberi szervezet specifikus vasszallité fehérjéje, koncentracidja ~37 uM-
os, kotési helyei atlagosan 30%-ban telitettek vas(lll)ionokkal. Két homolog egységbdl
épul fel, melyekben egy-egy vaskoté hely van (13.a abra); ahol két Tyr, egy His és egy
Asp aminosav oxigén és nitrogén donoratomjai koordinalédnak a fémionhoz, az 5. és 6.
kotési helyen egy szinergista COs” kotddik (13.b abra) [144,229]. Bér ez a kotdhely igen
szelektiv a vas(II)ionokra nézve, de szamos hasonlé méretli €és toltési fémion képes itt
kotddni, pl. aluminium(Il), vanddium(IV) és gallium(IIl). A vas(Ill)ionokkal valo
kolcsonhatast jellemz6 kotési allandokhoz képest (IgK; = 21,91, IgK, = 20,62 (25 mM
HCO; jelenlétében [230]), a gallium(II)ion kotési allandoi kisebbek (IgK; = 20,3, IgK; =
19,3) [142]. A ogallium(lll)ionokkal telitett Tf-t ugyantigy felismerik a receptorok és
felveszik a sejtek [144]. A fémkomplexek Tf-nhez valo kotddése is novelheti a rakos sejtek
felé mutatott szelektivitast, a mar emlitett fokozottan mitkodé Tf-receptorok miatt.

/ His 254 YL h

{032. Tyr 193

k Arg 1224 //

13. abra A holoTf szerkezete: a két homolog alegység; jobb oldalon a vas(Ill) koordinacios
szféraja. (A Protein Data Bank adatai alapjan: 3QYT, [226,227].)

A vérszérum LMM komponensei koziil a fémionokhoz koordinalodokat kell
kiemelni, melyek a fémkomplexekbdl az eredeti ligandumot részben, vagy akar egészben
ki is szorithatjak. Ilyen LMM komponens pl. a kloridion (~100 mM), a foszfat (~1,1 mM),
a citrat (99 uM), a His (77 uM) és a Cys (33 uM) [231]. A veliik valo reakcio altalaban

gyorsabb, mint a fehérjékkel valo koordinacios kotés kialakulésa.
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3. Célkituzések

Munkéank soran rakellenes ruténium-, rodium- ¢és galliumkomplexek, valamint
tioszemikarbazonok fémkomplexeinek oldatkémiai viselkedését, szérumfehérjékkel vald
kolcsonhatasat tanulméanyoztuk. A bioldgiailag aktiv fémkomplexek farmakokinetikai
viselkedésének és hatasmechanizmusanak atfogé megértéséhez sziikséges annak ismerete,
hogy milyen kémiai formaban vannak jelen vizes oldatban, az emberi test egyes
viztereiben. Ugyanis a konvencionalis nemfémes hatoanyagokhoz képest egy fém-
komplexszel sokkal tobbféle és nagyobb foka valtozas mehet végbe a hatas helyszinére
érkezése soran. Ennek megfelelden a szilard fazisu szerkezet ismerete nem elegendd a
szerkezet-hatas  Osszefiiggések  feltérképezéséhez.  Klasszikus  oldategyensulyi
vizsgalatokkal, — amiket a ligandumok és fémkomplexeik vizben vald rossz oldhatosaga
gyakran megnehezit —, Szamos olyan oldatkémiai tulajdonsagot tudunk jellemezni (pl.
protonalodasi folyamatok, lipofilitas, stabilitas, oldatszerkezet), ami nagyban segiti a
lehetséges atalakuldsok megismerését. A szérumfehérjékkel vald kolcsonhatdsok
jellemzése a kotddés kinetikajat, erdsségét, és helyét illetden elsdsorban a disztribucios
folyamatok megismerését tdmogatja. A fémkomplexek fehérjékkel valo kolcsonhatasanak
kvantitativ leirasahoz ugyanakkor segitséget nyujtanak az egyszeriibb kétkomponensi
fehérje-ligandum rendszerek vizsgalatanal kidolgozott kisérleti metodusaink és a
szamitasok soran nyert tapasztalataink. Munkank egyik célja olyan rakellenes hatasu
fémkomplexek, nemfémes vegyiiletek vizsgalata, melyeket korabban a szakirodalomban
nem, vagy csak kevéssé tanulmanyoztak, vagy éppen megkérddjelezhetdk az elvégzett
vizsgalatok eredményei. A masik célunk, hogy Osszefiiggéseket keressiink és tarjunk fel a
kapott termodinamikai adatok, redoxi tulajdonsagok, oldatszerkezeti informaciok,
kristalyszerkezeti adatok és fehérjékhez valo kotodési képesség, valamint a citotoxikus
hatas kozott.

A kovetkezd felsorolt vegyiileteket, ill. vegyliletcsaladokat valasztottuk
vizsgalatainkhoz, melyekkel kapcsolatban az alabbi kérdések megvalaszoldsara
torekedtiink:

1. Klinikai vizsgalatokba keriilt ruténium(IIl)komplexek (KP1019, KP1339) ¢és

rokonszerkezetli ruténium(II)-nitrozil-indazol vegyiiletek human szérum albuminnal

valo kolcsonhatasdnak jellemzése, kiilonds tekintettel az ellenion és az egyes
szerkezeti valtoztatasok hatasara.

2. Félszendvics rodium(II1)(n°>-CsMes)-, ruténium(II)(n®-arén) triakva fémorganikus

kationok kétfogti ligandumokkal képzett komplexekeinek oldategyensulyi vizsgélata,

annak feltérképezése céljabol, hogy a kiilonboz6 tipust donoratomok hogyan hatnak a

30



dc_1661_19

Célkitizések

komplexképzddés sebességére, a kialakuld komplex stabilitasara, deprotonalddasara és
Kloridion-affinitasara.

3. Rodium(II1)(n°-CsMes) és ruténium(I)(n°-p-cimol) kétfogt ligandumokkal képzett
komplexeinek human szérum albuminon valé kotédésének jellemzése, hogy
megismerjilk a fémorganikus-ion és a donoratomok tipusanak hatasat elsésorban a
kolcsonhatéas természetére vonatkozoan.

4. Hidroxi-(tio)pironok és 8-hidroxi-kinolinok gallium(l1l)komplexeinek oldat-
egyensulyi vizsgalata, kiemelten a klinikai vizsgélatokba keriilt maltolato és oxinato
komplexek oldatbeli stabilitisanak Osszehasonlitasa céljabol. Majd a két trisz-
ligandumu komplex human szérum albuminnal és transzferrinel vald kélesonhatasanak
Osszehasonlitasa az eltérd sejtes felvételiik és hatasmechanizmusuk jobb megértése
céljabol.

5. Tioszemikarbazonok ¢és réz(Il)- és wvas(Il/Il)ionokkal (valamint gallium(III)-,
vanadium(I'V/V)ionokkal) képzett komplexeinek oldatkémiai jellemzése, kozéppontba
helyezve azt a kérdést, hogy a jelentds mértékben eltérd citotoxicitasti ligandumok
fémionok felé mutatott affinitasa és a komplexek redoxi tulajdonsagai és a biologiai
hatas kozott fenn all-e valamilyen kapcsolat.

6. Rakellenes nemfémes vegyiiletek (epidermalis novekedési faktor receptor gatlok,
kumarin- és folsav-szarmazékok) human szérum albuminnal valé koélcsonhatasanak
jellemzése, a kotési allandok meghatarozasara szolgaldo modszerek kritikai vizsgalata

mellett.
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4. Alkalmazott vizsgalati modszerek

4.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok és komplexek

A felhasznalt ligandumok egy része, DNS kotohely marker anyagok, puffer alapanyagok
¢és reagensek, fémsok (CuCly, ZnCl,, GaCls, FeCls, RuCls, VOSO,4, KCI, NaCl, AgNOs3,
Na,HPO,4, NaH,PO4, KNO3), vaspor, KOH, NaOH, HCI, HNOg3, 2-(N-morfolino)etan-
szulfonsav (MES),  2-[4-(2-hidroxi-etil)piperazin-1-il]etanszulfonsav (HEPES), 4,4-
dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav (DSS) és olddszerek Sigma-Aldrich, Fluka, VWR vagy
Reanal termékek. Sigma-Aldrich termékek a [{(Rh(n°-CsMes))(u-C1)CI},] és [{(Ru(n®-p-
cimol))(u-CI)Cl},] dimerek, a zsirsavat is tartalmazo HSA, az apoTf és a human
vérszérum. A [{(Ru(n®-toluol))(u-CI)Cl},] dimert az irodalomban jol ismert eljaras alapjan
magunk allitottuk eld [232], mig a [{(Ru(n’-(2-fenoxi-etanol))(u-Cl)CI},] dimert Andreia
Valente-t6l (University of Lisbon) kaptuk. Egyes ligandumokat és fémkomplexeket
egyuttmiikodé  partnereink  allitottak  elé: 1)  Ru(lll)-indazol  komplexek, a
tioszemikarbazonok jelentds része, EGFR inhibitor molekuldk (Bernhard K. Keppler,
University of Vienna); ii) Ru/Os(Il)-nitrozil komplexek, prolin-, morfolin-, N-metil-
piperazin-tioszemikarbazon konjugatumok (Vladimir B. Arion, University of Vienna); iii)
redukalt Schiff-bazis kumarin szarmazékok (Bernadette S. Creaven, Institute of
Technology Tallaght, Dublin). A folat-hidroxamat konjugatumokat Lisszabonban, az
Instituto Superior Tecnico intézetben szintetizaltam korabban [233].

Az oldatok készitéshez Milli-Q vizet hasznaltunk. A fémsok, ill. vaspor vizben vagy
(félszendvics dimerek), komplexometriasan EDTA mérdoldattal (Ga(lll), Cu(ll), Zn(ll),
Ni(I)) vagy permanganometrias modszerrel (Fe(Il), V(IV)O) hataroztuk meg. A [Rh(n’-
CsMes)(H20)3]%,  [Ru(n®-p-cimol)(H.0)s]** és  [Ru(n’-toluol)(H20)s]**  torzsoldatok
eléallitasahoz a félszendvics dimerekbdl késziilt oldatok kloridion-mentesitését AgNO3
hataroztuk meg. A HSA ¢és apoTf torzsoldatok pufferben késziiltek (pH = 7,4; 2-[4-(2-
hidroxi-etil)piperazin-1-illetanszulfonsav (HEPES), foszfat, foszfat pufferes sooldat,
’phosphate-buffered saline’ (PBS), PBS’) és a fehérje torzsoldatokat egy napon beliil
mindig felhasznaltuk. (A PBS’ puffer osszetétele: 1,5 mM KCI; 101 mM NacCl,
12 mM Na,HPO,;; 3mM KH,PO,;) A HSA, és az apoTf torzsoldatok pontos

crer

alapjan: €xs0nm(HSA) = 36850 Mcm™ [234]; es0nm(apoT) = 92300 Mlem™ [235]. Az
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apoTf-nel végzett kisérleteknél a pufferoldat 25 mM NaHCOgs-ot is tartalmazott, ami a
viszkozitdsa miatt négyszeres higitasban dolgoztunk.

Az oxigénre érzékeny mintaknal (Fe(Il), V(IV)O, L-glutation (GSH), aszkorbinsav
(AA), 3-amino-piridin-2-karboxaldehid-szelenoszemikarbazon (Se-triapin)) szigortian
anaerob koriilmények kozott dolgoztuk, mig a fényre érzékeny anyagoknal (pl. kurkumin)
fénytdl védett egyedi mintakkal dolgoztunk.

4.2. Fémkomplexek szintézise és rontgenkrisztallografiai vizsgalata

A vizsgalt szilard formaban is eldallitott fémkomplexek szintézise egyrészt nemzetkodzi
egylittmiikodés keretében partnerek kutatocsoportjaiban tortént, melybe gyakran a
hallgatéim is bekapcsolodtak. Ugyanakkor szdmos fémkomplexeket szintetizaltunk a sajat
laboratériumunkban is, elsdsorban rontgendiffrakcios mérésre alkalmas egykristalyok
eldallitasa céljabol: [Rh(n°-CsMes)(8-kinolinolato)Cl], [Rh(n’>-CsMes)(kurkuminato)Cl],
[Rh(n°-CsMes)(phen)(N-metil-imidazol)](BPhs)2; [Ru(n’-toluol)(L)CI] (ahol L: a 2-
pikolinsav, 3-metil-2-pikolinsav, 5-bromo-2-pikolinsav ¢és 2,4-dipikolinsav deprotonalt
formai) és [Ru(n’-toluol)(acac)Cl]. A komplexek jellemzése *H, *C NMR spektroszkopia,
elemanalizis és/vagy ESI-MS moddszerekkel tortént a rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat
mellett. Ezen utobbi méréseket May Nora V. végezte (MTA TTK, Budapest). A
komplexek szintézise és karakterizalasa részletesen megtalalhatd az adott komplexszel

kapcsolatos eredményeket leiro kozleményiinkben [P12,P14,P16].
4.3. Oldategyensulyi vizsgalatok
4.3.1. pH-potenciometria

A vizes kozegben lejatszodd komplexképzddési egyensulyr folyamatok egyik
legaltalanosabb vizsgalati modszere a pH-potenciometria, abban az esetben, ha a
folyamatot pH valtozas kiséri, azaz ha a komplexképzddés soran proton szoritodik le a
ligandumrol.

A komplexképzddés az alabbi altalanos egyenlettel irhatd le (a toltések jelolésétdl az

egyszerliség kedvéért eltekintiink):
pPM + gL +rH = MpLgH, (@8]
ahol M: fémion, L: deprotonalt ligandum, H: proton; p, q, r: sztdchiometriai egyiitthatok.

Ez alapjan a képzddo részecskék stabilitasi szorzata a kdvetkezo:
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[MpLqH:]

Boar= o (oo iy @)

rrrrr

komplexek stabilitasi szorzatainak meghatarozasahoz a titralasi gorbék kiértékelésékor
tobbféle illeszté programot (HYPERQUAD, PSEQUAD [236,237]) hasznaltunk. A
programban bemend adatként szerepelnek tovabba a mintahoz adagolt mérdoldat-térfogat—
pH kisérleti adatparok, az asszociatumok (kiilonb6z0 protonaltsdgi foka ligandum
részecskék, MplLqH, komplexek és hidroxidokomplexek) szdma, az asszocidtumok
Osszetétele, a komponensek kiindulasi teljes koncentracidja, a minta kiindulési térfogata,
az ismert ¢és az ismeretlen (kozelitd) stabilitasi szorzatok és kiilonbozo allandok, pl. titrald
oldat koncentracidja, vizionszorzat (Ky). A programok, bar eltérd iteraciés modszerrel, a
keresett stabilitasi szorzatokat az M, L és H komponensekre felirt anyagmérleg-egyenletek

(3-5 egyenletek) megoldasaval adjak meg, ahol n a rendszerben képz6dé asszociatumok

szadmat jeloli.
o =M1+ Y. g IMIP LI HI @
e =[L1+ X650 [MI™ [LI* [H° (4)
Gy =[HI+ 2By g [MIP LI [H]" )

Az iteraciosorozat végén megkapjuk a szamitott stabilitasi szorzatokat és a titralasi gorbék
illesztését jellemzo illesztési paramétert. A dolgozatban kozolt stabilitasi allandok utan
zarojelben szerepld szam az allandd utols6é szamjegyével azonos nagysagrend szerinti
standard deviacio értékét jeloli. A koncentracio eloszlasi gorbék szamolasa a komplexek
ismeretében a MEDUSA nevii program segitségével tortént [238].

A pH-potenciometrias vizsgalatokat vizes oldatban (vagy rossz oldhatosag esetén
30% vagy 60% (m/m) DMSO/viz oldoszerelegyben) végeztiik, altalaban 25,0+0,1°C-on
0,20 M vagy 0,10 M (KCI vagy KNO3) ionerdsség mellett. A pH-potenciometrias
mérésekhez Orion 710A pH-mérét, Metrohm Dosimat 665 tipusii automata biirettat,
valamint Metrohm 6.0234.100 kombinalt tivegelektrodot, ill. a kloridion-mentes kozegii
mérésekhez Metrohm ’double-junction’ 6.0255.100 elektrodot hasznaltunk, ahol a kiilsé
toltet telitett KNO3 oldat volt. A mérémiiszer hitelesitése 0,05 M kalium-hidrogén-ftalat
oldatra (t = 25°C; pH = 4,008), valamint a vizionszorzat értékére (I = 0,20 vagy 0,10 M
(KCI/KNOg3); t = 25 °C; pKw = 13,76 +0,01 [239]) tortént. A DMSO/viz
keverékoldoszerben kivitelezett méréseknél pKyw = 14,53 0,05 (30% (m/m) DMSO) és
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16,15 +0,01 (60% (m/m) DMSO) volt. A titrdlasokat ismert koncentracioju, KH-ftalat
oldatra meghatarozott karbonatmentes KOH mérdoldattal végeztiik argon atmoszféra alatt
25,0£0,1 °C-on. A pH-mérd altal mért értékek pH-értékre vald alakitasat az Irving és
munkatarsai altal javasolt modszerrel végeztiik [240]. A mérésekhez elkészitett mintak 5
vagy 10 cm® térfogatiak voltak, ezekben a ligandum koncentracioja 0,8-4 mM volt, a fém-
ligandum arény rendszertdl fiiggden 1:1 és 1:8 kozott valtozott a mintakban.

Fontos megjegyeznem, hogy a dolgozat terjedelmi korlatai miatt az 6sszes — szamos
fémion-ligandum rendszernél tobbféle kisérleti modszerrel (pl. pH-potenciometria, UV-
lathato spektrofotometria, 'H NMR-, ESR spektroszkopia) és kiilonbozé koriilmények
kozott (pl. H,O vs. DMSO/H,0 oldoszerelegyek; 0,20 M KNOsz vs. 0,20 M KCI
ionerdsség) is — meghatarozott egyensulyi allandot nem tudom bemutatni. Az egyensulyi
allandok a dolgozat alapjaul szolgald kozleményekben megtalalhatok részletesen, igy az
egyes vegyiiletcsalddoknal kivélasztott, reprezentativ példak segitségével igyekeztem a
legjellemzdbb adatokat 6sszefoglalni.

A pH-potenciometria fontos ¢és elterjedt moddszer a komplexképzOdés
tanulmanyozasara, azonban vannak hidnyossagai. Pl. ha két részecske képzodése azonos
pH-effektussal jar, akkor azok nem kiilonboztethetdk meg ezzel a mddszerrel. El6fordulhat
az is, hogy az adott fémion-ligandum rendszer tobbféle kémiailag realis modellel is
ugyanolyan jo illesztéssel leirhatd. A meghatarozott stabilitasi allandok nem adnak
informéciot a komplexekben megvaldsuld kotésmodokrol és koordinacids geometriarol.
Modellrendszerekkel vald Osszevetés ugyan nyujthat tovabbi informaciot, ugyanakkor a
pH-potenciometrias mérési eredményeket spektroszkopiai modszerekkel (pl. NMR, ESR,
UV-lathato spektrofotometria, fluorimetria) is fontos kiegésziteni.

4.3.2. "H NMR spektroszkopia

A 'H NMR spektroszkopia kivaloan alkalmas a ligandumok protonalddasi folyamatainak,
ill. izomerek, fémkomplexek képzddésének kovetésére és segitségével mikroallandokat is
meg lehet hatarozni. A *H NMR vizsgalatokat Bruker Ultrashield 500 Plus (500 MHz) és
Bruker Avance Il (600 MHz) tipusu késziilékeken végeztiik. Az utobbi késziilékkel
mértiik nagy higitasi (~10-20 pM) mintainkat is TXI (*H, '*C, ™N) krio-méréfejet
hasznalva. A mintak 10% (V/V) D,O-t, ill. 30% (V/V) Dg-DMSO-t és belsé standardként
DSS-t tartalmaztak. Tobbnyire a ligandumok, fémorganikus kationok, fémion-ligandum
rendszerek 'H NMR spektrumait rogzitettik kiilonboz6 pH-kon, de allandd pH-n is

végeztiink méréseket valtozé fémion-ligandum arany mellett. A mintakat altalaban
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25,0+0,1°C-on 0,20 M vagy 0,10 M (KCI vagy KNO3) ionerésség mellett mértiikk. Minden
NMR-es mérésnél WATERGATE vizelnyomasi pulzusszekvenciat hasznéltunk.

Az NMR spektrumok kvantitativ kiértékelése a PSEQUAD programmal tortént
[237], ahol bemend adatokként a kémiai eltolodast vagy az egyes részecskeféleségekhez
tartozo integralok aranyai alapjan szamolt egyensulyi koncentraciokat adtuk meg.

A ’Saturation Transfer Difference’” (STD, telités-atviteli kiilonbség) NMR
spektroszkopias mérésekkel a fehérje-ligandum kolcsonhatas tényére és mértékére lehet
kovetkeztetni. Az STD kisérlet soran a fehérje proton-atmeneteit telitjiik és a ligandummal
valo gyenge kolcsonhatas révén a telités hatdsa atterjed a ligandum molekulara, a
fehérjéhez nem kotddd ligandumra azonban nincs hatdsa. Elvégezziik a kisérletet
besugarzassal és a nélkiil is, és a két spektrum kiilonbsége maga az STD NMR spektrum.

fgy csak akkor kapunk jelet, amikor a ligandum kotédik a fehérjéhez.
4.3.3. UV-lathaté spektrofotometria

Az UV-lathato spektrofotometrias modszert igen sokrétiien alkalmaztuk az egyes kémiai
rendszerek jellemzésére. Egyrészt a ligandumok kiilonb6z6 pH-kon 200-800 nm
hullamhossz tartomanyban rogzitett UV-lathatdé spektrumainak segitségével savi
disszociacidés 4allandokat ¢és a kiilonb6zé protondltsaghi ligandumformék molaris
abszorbancia spektrumait hataroztunk meg. Természetesen erre akkor nyilt lehetdségiink,
ha a ligandum abszorbedl a fenti hullimhossztartomanyban és a deprotonalodésra kelléen
érzekenyek az egyes kromofor csoportok. Masrészt komplexképzodési egyensulyi
folyamatokat is vizsgaltunk a fém-ligandum toltésatviteli és/vagy a d-d atmenetekhez
(elsésorban Cu(Il)) tartozo savok kovetésével. Az egyensulyi allandok meghatarozasa
mindig allandé hémérsékleten (tobbnyire 25,0+0,1°C-on) és alland6 ionerdsség mellett
tortent.

A mérési adatokbol az egyensulyi allandokat a PSEQUAD programmal [237]
szamoltuk. Ekkor a pH-potenciometrias mérési adatok kiértékelésére vonatkozo részben
(4.3.1) felsoroltak mellett tovabbi bemend adatként szerepelt a rendszerben képz6do szines
részecskék szdma, €s a kiilonbozd hulldmhosszakon mért abszorbancia értékek. A réz(Il)-
TSK [CuL]" komplexeinek latszolagos stabilitasi szorzatait (£ vizes kdzegben EDTA-val
— melynek réz(Il)ionnal képzett komplexének stabilitas allanddja jol ismert [241] —
hataroztuk meg kompeticids reakcidval spektrofotometridsan. Majd a TSK ligandum pK,-
inak ismeretében szamitottuk a komplexek stabilitasi szorzatait (f): B[CuL]’ = £ [CuL]" x
an, ahol o = 1 + [H/Ka (HL) + [HT?/ (Ka (HL) x Ka (HoL")); [H'] = 20>,
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Spektrofotometriasan vizsgaltuk tovabba egyes tioszemikarbazonok, bisz-indazol-
Ru(ll)- és Ru/Os(Il)-nitrozil komplexek hidrolitikus stabilitasat, Cu(ll)- és Fe(III)-
tioszemikarbazon komplexek redoxi reakcigjat L-glutationnal és aszkorbinsavval.

Bizonyos esetekben a fehérjékkel valo kolcsonhatasrol is kozvetlen vagy kozvetett
informaciot kaphatunk az UV-lathatoé spektrofotometrias mérések segitségével. llyenkor
altalaban a fehérje elnyelési savoknal nagyobb hullimhosszakon detektalunk valtozasokat.
Valamint az ultrasziirés utan, a lipofilitas jellemzése végett végzett n-oktanol/viz
megoszlasok mérése soran kapott mintdk vizsgdlatdhoz, ill. a fluorimetrids emisszios
spektrumok korrekcidjahoz is vettiink fel UV-lathato spektrumokat.

Az UV-lathato spektrofotometrids méréseket Hewlett Packard 8452A diodasoros és
Thermo Scientific Evolution 220 spektrométereken végeztiik. Az optikai tthossz (I)
rendszertl fliggden 0,5-5,0 cm kozott valtozott, annak érdekében, hogy értékelhetd
spektrumokat kapjunk. Az oxigén kizarasa melletti kinetikai mérésekhez zart
tandemkiivettat alkalmaztunk argontulnyomas mellett, és minden oldaton a reakci6 inditésa
elétt 10-15 percig argont aramoltattunk 4at, melyet eldtte lugos pirogallolt tartalmazo
oldaton vezettiink at.

A ligandumok, fémkomplexek megoszlasi hanyadosait (D) (és allandoit (P)) n-
oktanol és vizes fazis kozotti megoszlas alapjan hataroztuk meg. A vizes fazisok UV-
lathatd spektrumainak segitségével hataroztuk meg az adott vegyiilet megoszlas eldtti és
telitettik egymassal. Az adott vegyliletet a vizes pufferoldatban oldottuk fel, majd
hozzaadtuk az n-oktanolt 1:1 térfogataranyban. Az érintkez6 fazisokat harom oran at
kevertettiik, majd centrifugdt hasznalva valasztottuk el Oket. A szadmolast az alabbi
egyenlet alapjan végeztik az abszorpcidés maximumot kozrefogd hullamhossz

tartomanyban.

A(eredeti)—A(vizes fazis)
A(vizes fazis)

D=

(6)
A megoszlasi allandot, mely a vegyiiletek semleges formajara vonatkozik az

egyensulyi allandok ismeretében szamoltuk.

4.3.4. Spektrofluorimetria

A spektrofluorimetria  els6sorban  nagyfoka  érzékenységének  és  sokrétil
felhasznalhatosaganak koszonhetéen napjaink kozkedvelt vizsgalati modszere. A
fluoreszcens anyagok az UV-lathatd sugarzas abszorpcidja révén kialakuld gerjesztett
allapotbdl fénykibocsatds utjan jutnak vissza alapallapotba ugy, hogy a fénykibocsatast
nem el6zi meg spinatfordulds, azaz szingulett allapotbdl sugiroz az adott vegyiilet. A
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fluoroférok jellemzdéen piko-, nanoszekundumos fluoreszcencia-élettartammal birnak. A
fluoroférok tobbnyire kiterjedt delokalizalt elektronrendszeriiek €s planaris szerkezetiiek.
Az altalunk tanulmanyozott két fehérje, a HSA és az apoTf tartalmaz fluoreszcens Tyr és
Trp aminosavakat. A HSA-ban egyetlen Trp van a 214-es poziciéban a IIA doménban, ez
az l-es hidrofob kotéhelynél talalhato [220]. A Trp szelektiven gerjeszthetd 295 nm-en. igy
ha az l-es kotdhelyen kotédik egy vegyiilet, az hatassal van a Trp emisszidjanak
intenzitasara. Az ilyen tipusu vizsgalatok az un. fluoreszcencia-kioltas (’quenching’,
kvencselés) jelenségén alapulnak [242]. Ekkor a HSA kezdeti emisszids intenzitisa az
adott vegyiilet hozzaadasaval csokken, ¢és ennek mértékéb6l a fehérje-vegyiilet
kolcsonhatasrol, a kotés erdsségérdl kaphatunk informaciot. Hasonloképpen a Tyr-nal valo
kolcsonhatés is tanulméanyozhato, ekkor a gerjeszté hulldmhossz 280 nm.

Néhany esetben a vizsgalni kivant vegyiilet 6nmagaban is fluoreszcens, a kiilonb6z6
pH-kon felvett emisszids spektrumok segitségével (teljesen analég modon az UV-lathatd
spektrofotometrias méréseknél és adatfeldolgozasnal leirt modon) kovethetjilk a
ligandumok proton disszociaciés folyamatait, vagy a komplexképzodést, de a
nagymolekulakkal valé kolcsonhatasok kozvetlen kovetése is lehetévé valik.

Sokszor a molekulak kozotti kolcsonhatasok kozvetleniil nem  kovetheték
fluorimetriasan, ekkor alkalmazhatéak a fluoreszcens markerek. A HSA hidrofob
zsebeinek markerei a WF és bilirubin (BR) (I. kot6hely), valamint a danzil-glicin (DG) (lI.
kotohely) [219,220,224,243,244]. Ezekre a marker vegyliletekre igaz az, hogy
onmagukban alig vagy egyaltalan nem emittdlnak fényt; de a makromolekuldhoz k&tddve
tobbszordsére nd a fluoreszcens intenzitasuk és altalaban az emisszids maximumuk értéke
is megvaltozik. Ha a marker—makromolekula rendszert alkalmas versengd vegyiilettel
titraljuk, akkor a marker kiszorul kotéhelyérdl, igy a mért emisszios intenzitas csokken.

A fluorimetrias méréseket igen hig oldatokban végeztiik (uM-os koncentracidk) a
jelentOs belso filter hatas és az Onabszorpcid elkeriilése miatt. Ha az adott hullamhossz
tartomanyban az abszorbancia nagyobb, mint 0,05, akkor a mért intenzitas korrekcioja
sziikséges, ehhez a kovetkez6 képletet hasznaltuk (az intenzitast Int.-el jeldljiik) [242]:

INtaorr = Nty X 10AEX T AEMI2.. (7)
ahol Int. e €s Int.gorr @ mért és a korrigalt fluoreszcens intenzitasok, Agx és Agm a vizsgalt
minta gerjesztd és emissziods hullamhosszon mért abszorbancidja.

A fluorimetrias emisszids spektrumok kvantitativ kiértékelésére lehetéséget ad az,
hogy adott koriilmények kozott a mért intenzitas egyenes aranyban fiigg a fluorofor(ok)
koncentraciojatol. A mérési adatokat, szemben a hagyomanyos linearizalasi modszerekkel
(Stern-Volmer, Lineweaver-Burk és Scatchard illesztések [242,245,246]) a PSEQUAD
programmal értékeltiik ki [237]. A program elénye, hogy alkalmas teljes spektrumok
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analizisére, ¢és képes egyszerre tobb emittadldé komponens figyelembevételére, mig az
emlitett grafikus modszerek csak egy hullamhosszon valo kiértékelést tesznek lehetévé, az
egyensulyi koncentraciok helyett helyteleniil analitikai (teljes) koncentraciokat hasznalnak,
€s egyszerre csak egy emittald részecske figyelembevételére alkalmasak. Ha fehérjével
valo kolcsonhatast vizsgalunk, akkor az alabbi egyensulyi reakcio irhato fel:
p (ligandum) + q (fehérje) = (ligandum)y(fehérje)q ; (8)
Bog” = [(ligandum)y(fehérje)q)/([ligandum]P[fehérje]?) ; 9

Poq’: 1atszolagos stabilitasi szorzat fehérje—ligandum adduktumra;

[a]: ’a’ részecske egyenstlyi koncentracidja;

g, p: sztochiometriai egyiitthatok; ha q = p = 1, akkor az egyes kotdhelyekkel valo

kolcsonhatasok 1:1 aranyu reakciokként értelmezziik;

ligandum: ligandumok, ill. kdt6hely-markerek, fémkomplexek.

Az anyagmérlegek pedig ennek megfelelden a (3)-(5) egyenletekkel analég moddon

felirhatoak. A koncentraciok és a mért emisszids intenzitas kozott a fehérje — ligandum

rendszerre az alabbi egyenlet teremt kapcsolatot (ha g =p = 1):

Int; = Pligandum < M6andum] + oloperie x [hériel + Olenerie — ligandum * [ehérje - ligandum
(10)

Az egyenletben az Int.; az i-edik hullémhosszon mért emisszids intenzitds és ¢ 'y az X
komponens “molaris emisszioja” i-edik hullamhosszon. A program az UV-lathato
szdmolasokhoz hasonldéan megadja az emittald6 komponensek ,,egyedi spektrumat”, ennek
informaciotartalma azonban kevesebb, mivel a szamolt ,,molaris intenzitas” a miiszertol és
annak bedllitasaitol is fiigg. Ennek megfeleléen a dolgozatban kozolt intenzitasokat is
Onkényes egységben (a.u.) adom meg. Hasonloképpen szamolhatok kiszoritasi allandok
egy fehérje — kotdhely marker — kompetitor rendszerre. Itt a kotShely marker kotési
allandojat elozetesen meg kell hatarozni, majd rogzitett marker:fehérje aranyd mintakat
(altalaban 1:1) titraltunk a kompetitor vegyiilettel.

A Stern-Volmer-féle egyenesillesztés [242] soran fehérje kezdeti (Int.o) és a ,kioltd”
anyag vegyiilet jelenlétében az emisszids maximumnal mért intenzitas (Int.) hanyadosat
kapott pontokra illesztett egyenes meredeksége adja a kotési allandot. A Stern-Volmer-féle
illesztés alapja a (11) egyenlet:

Int.o/ Int. =1 +[Q] x Ksv (11)
A (11) egyenletben az Int.y és Int. a ,kiolt6” vegyiilet tavol-, majd jelenlétében mért
emisszio és [Q] a ,.kioltd” egyensulyi koncentracidja, Ksy a Stern-Volmer allando, amit
szokas kotési allandoként értelmezni. Amennyiben csak részleges kioltas van, ugy a (11)

képlet a kovetkezOképpen modosul:
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Int.o/ (Int.o— Int.) = 1/(fy x Ksy x [Q]) + 1/f5 (12)
Itt a kotési allando az y-tengelymetszet és a meredekség hanyadosa. Az f, tag a fluorofor
hozzaférheté hanyadat jeloli. Részleges kioltast tapasztalhatunk, ha a jelenlévé fluoroférok
nem egyforman hozzaférhetdek a kioltdé szamara. Tobb esetben hasznaltuk mi is ezeket a
kozelitéseket, de a PSEQUAD program [237] altal szamolt allandokat fogadtuk el végleges
allandonak.

A fluorimetrias méréseket Hitachi F-4500, termosztalhatd mintatartoval ellatott
spektrofluoriméteren végeztik 25,0 vagy 37,0 °C-on. A mintdk Osszetételétél és a
vizsgalni kivant fluorofértol fliggben valtoz6 kisérleti paramétereket alkalmazva
dolgoztunk (Aex [nm] = Trp: 295, Tyr: 280, WF: 310, DG: 335, BR: 487, KP46: 367). A

vegyliletek koncentracidja jellemzden a 0,2-30 uM tartomanyba esett.

4.4. Ciklikus voltammetria

A moddszer segitségével Cu(Il)- ¢és Fe(Ill)-komplexek redoxi tulajdonsagait
tanulmanyoztuk elsésorban tioszemikarbazonok esetén. A ciklikus voltammogram
elemzésével kapott katdodos, anddos csucspotencidlok, csucsaramok segitségével
kaphatunk informéaciét a reakcidban résztvevd elektronok szdmara, a folyamat
reverzibilitdsara és a formalpotencial értékére. A ciklikus voltammetrias méréseket egy
szamitogép vezérelte Autolab-PGSTAT 204 tipusu elektrokémiai mérémiszerrel végeztiik.
A rendszerben tobbnyire platina munka- és segéd-, valamint Ag/AgCI/KCI (1 vagy 3 M)
referencia elektrodot alkalmaztunk. A méréseket 25,0+0,1 °C-on, allandd ionerdsség
mellett végeztiik, a fémionok koncentracioja altalaban 1 mM volt, valtozé fém-ligandum

aranyt hasznaltunk.

4.5. Elvalasztasi modszerek: ultrasziirés és kapillaris zonaelektroforézis

Az ultrasziirés segitségével kisméretli molekuldk fehérjékkel vald kolcsonhatisa
vizsgalhato. A makromolekuldkhoz kotott és a szabad kismolekula frakciot megfeleld
inkubalast kovetden membransziird segitségével elvalasztjuk centrifugalassal. Ezutan két
frakciot kapunk: a sz{ir6n atjuté in. LMM, mig a sz{irén fennmarad6 rész a HMM frakcid.
Mindkét frakcid Osszetétele vizsgalhaté megfeleld analitikai médszerrel, pl. UV-lathato
spektrofotometria, fluorimetria, ICP-MS stb. A kotési allandok (latszolagos képzodési
allandok) szamolasahoz a PSEQUAD programot [237] hasznaltuk, melyhez az analitikai

modszerrel meghatarozott egyensulyi koncentracidkat hasznaltuk fel.
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Az ultraszliréshez egyszer hasznalatos Millipore Amicon Ultra-0.5 (10 kDa)
membransziirdt hasznaltunk. A mintdkat Eppendorf MiniSpin Plus vagy Sanyo Harrier
18/80 termosztalhato centrifugaval centrifugaltuk 10000 rpm fordulatszamon 5-15 percig,
addig, amig a mintatérfogat 80-85%-a atjutott a sziirébn (a minta teljes lesziirése az
egyensuly eltolodasdhoz vezetne). Ellendriztik mindig, hogy a vizsgalt vegyiilet
Oonmagaban atmegy-e a szlirén, és csak a >95%-ban atjutokkal dolgoztunk. A mintak 0,50
cm® térfogatban késziiltek, a HSA-t 50-630 uM koncentracioban hasznaltuk, a vérszérum
négyszeres higitasu volt. Tobbnyire csak a fehérjementes LMM frakcidjat analizaltuk
(Hewlett Packard 8452A spektrométerrel, Hitachi F-4500 tipusu spektrofluoriméterrel,
vagy ICP-MS késziilékkel (1d. 4.2.7. Kiegészité mérések). Mindharom detektalasi modszer
esetén eldzetes kalibraciot végeztiink a fémkomplexekkel.

A kapillaris zoénaelekroforézis (CZE) technikat elterjedten hasznaljak fehérje-
kismolekula — akar fémkomplex — kolcsonhatasok kovetésére [247]. Az elektroforetikus
elvalasztasi modszerek azon alapulnak, hogy elektromos potencialkiilonbség hatasara az
ionok a toltésiiknek megfeleld elektrod felé vandorolnak. Méréseink soran a HSA és a
bisz-indazol-Ru(lll)-komplexek ¢és kisméretii kétfogu ligandumok (maltol, dhp, pic)
kolesonhatésat vizsgaltuk abbdl kiindulva, hogy a nagy moéltomegli fehérje ¢és a hozza
kotott vegyiilet elektroforetikus mozgékonysaga eltér a szabadtol (ill. haromkomponensii
rendszerek esetén a kotohely-markerétdl). A CZE méréseket Agilent HP®P CZE System ¢és
Agilent G7100 késziilékeken végeztik a Bécsi Egyetemen, detektdlashoz UV-lathatd
online detektort hasznaltunk. A mérési koriilmények leirdsa megtalalhato
kozleményeinkben [P1,P17]. A hattér elektrolit minden esetben foszfat puffer volt (pH =
7,40), és a mintakat, a mintatartot és a kapillarist rendszertdl fuggéen 25 vagy 37 °C-on
termosztaltuk. A mintdkban a HSA koncentracid rendszerint 5-100 uM kozott valtozott. A
nem-kotott vegyiilethez rendelt cstics csicsmagassagat, ill. a csucs alatti teriiletét kovettiik

meéréseink kiértékeléséhez.
4.6. Kiegészito médszerek

Az ESR spektroszkopia modszerrel a Cu(ll)- és V(IV)-komplexek esetén nyertiink fontos
informaciokat a kiilonb6z6 pH-kon felvett spektrumokbdl szamolt ESR paraméterek (g-
faktor, hiperfinom csatolasi allando) segitségével elsdsorban a koordinaciés modrél és a
spektrumok felvételét és kiértékelését May Nora V. végezte (MTA TTIK, Budapest). A
spektrumok felvétele szobahdmérsékleten, vagy 77 K-en tortént altalaban a fémionra nézve
0,5-1 mM-os oldatokban egy BRUKER EleXsys E500 spektrométerrel. A fluoreszcens
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¢lettartammérésekhez Rodrigo F.M. de Almeida-tol (Centro de Quimica ¢ Bioquimica,
University of Lisbon) kaptunk segitséget. Egyes Ru-tartalmi mintainkban fém
MS) segitségével torténtek (Agilent 7500ce késziilék) Bernhard K. Keppler
laboratoriumaban (Institute of Inorganic Chemistry, University of Vienna).

A vegyiletek citotoxikologiai vizsgalatat Petra Heffeter (Institute of Cancer
Research, Medical University of Vienna), Szakacs Gergely, Veronika F.S. Pape (MTA
TTIK, Budapest), Michael Jakupec (Institute of Inorganic Chemistry, University of
Vienna) és Spengler Gabriella (SZTE, AOK, Orvosi Mikrobioldgiai és Immunbioldgiai
Intézet) végezte. A fehérje-kis molekula kdlcsonhatasok STD NMR  spektroszkopiai
mérései Hetényi Anasztazia (SZTE, AOK, Orvosi Vegytan) segitségével torténtek egy
Bruker Avance Il (600 MHz) tipusu késziiléken. Egyes rakellenes vegyiiletek (redukalt
Schiff-bazis kumarin szarmazékok, EGFR inhibitorok) és a KP46 komplex HSA-hoz vald
kotodésére vonatkozo kisérleti eredményeinket molekuldris dokkolassal Tiziano
Tuccinardi (Department of Pharmacy, University of Pisa) és Borics Attila (SZBK, Szeged)

erdsitette meg.
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5. Eredmények és kovetkeztetések

5.1. Ruténium(IIl/1)komplexek vizsgalata

5.1.1. KP1019 és KP1339 kolecsonhatasa human szérum albuminnal

A Klinikai vizsgalatokba jutott KP1339 és a KP1019 (2. abra) ruténium(l11)-tartalmu bisz-
indazol komplexek HSA-hoz val6 kotddését spektrofluorimetrias, ultrasziirés és kapillaris
zonaelektroforézis technikakkal vizsgaltuk kiilonos tekintettel a lehetséges kotéhelyek
azonositasara. A szakirodalomban ismert volt korabban, hogy a KP1019 ehhez a
fehérjéhez el6szor masodlagos kémiai kolesonhatasok révén kotddik, majd atrendezdédés
révén koordinacios kotés alakul lassan [40]. A KP1339 és a KP1019 hidrolizisének [33]
visszaszoritasa érdekében méréseinket leginkabb 150 mM NacCl jelenlétében 25 °C-on, pH
= 7,40-en (foszfat pufferben) végeztiik.

A komplexek kozvetlen kolcsonhatasat HSA-val spektrofluorimetria segitségével
kezdtiik el vizsgalni. Els6 1épésként a 1lA aldoménben, azaz az 1. kdt6helyen megvalosulo
kolesonhatast monitoroztuk a fehérje egyetlen Trp-janak (Trp214) emisszids tulajdonsagan
keresztiil. Ennek az aminosavnak a szelektiv gerjesztésekor (Agx = 295 nm) ha az |I.
kotéhelyen kotédik egy vegyiilet, akkor ennek hatasara megvaltoznak a hidrofob-hidrofil
viszonyok, ami hatassal van a Trp emissziojanak intenzitasara. Ekkor a fehérje kezdeti
emisszios intenzitasa a vegyiilet hozzaadasaval folyamatosan csékken (kioltas torténik), és

a csokkenés mértékébol a HSA-fémkomplex kolesonhatasrol nyerhetiink informaciot.
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14. abra (a) A HSA — KP1339 rendszer fluoreszcencia emisszios spektrumai valtozo
fehérje:komplex aranyoknal mérve (fekete) és a HSA sajat spektruma (piros). (b) A 334 nm-en
mért relativ intenzitascsokkenés (Int./Int., %) €s a Stern-Volmer-féle egyenesillesztés a kapott
pontokra (beszurt abra). {Cysa = 1 uUM; Ckpizzs = 0-14,7 uM; Agx = 295 nm; 25 °C; pH = 7,40
(20 mM foszfat puffer, 150 mM NaCl)}

43



dc 1661 19
- ‘]%redmények és kovetkeztetések: Ruténium(II1/ID)komplexek vizsgalata

A HSA - KP1339 rendszerben a Trp-kioltasos fluorimetrids mérések alapjan a
kémiai egyensuly gyorsan bedll, igy 10-15 perc varakozasi id6t alkalmaztunk az emisszios
spektrumok felvételekor. Ez a gyors, masodlagos kolcsonhatasokkal 1étrejové kotddés
farmakologiai szempontbo6l eldonyds, mert megndveli a véraramban vald tartézkodasi 1dot,
ami lassabb Kkiiiriilést eredményez. A mért intenzitasokat mindig korrigaltuk az oldatok
jelentés abszorbancidja miatt (Id. belsé filter hatas figyelembevétele 4.3.4. fejezet). A
14.a dbra a HSA — KP1339 rendszer emisszids spektrumait mutatja kiilonbdz6 aranyoknal
rogzitve, és jol lathatd, hogy a HSA kezdeti emisszids intenzitdsa a hozzaadott komplex
program [237] segitségével szamitottunk kotési allandokat, de a Stern-Volmer-féle
egyenesillesztést [242] is elvégeztiik (14.b abra). Ebben az esetben a kétféle modszerrel
szamolt allando jo egyezést mutatott (1. tablazat). A KP1019 6nmaga is emittal a vizsgalt
hullamhossz-tartomanyban, a fluoreszcens indazo6lium ellenionja miatt, igy a Stern-VVolmer
modszerrel nem voltak kiértékelheték a mért spektrumok. A PSEQUAD programmal [237]
viszont az egyensulyi allandot meg tudtuk hatarozni (1. tablazat), mivel a program képes

egyszerre tobb emittald részecske kezelésére is.

1. tablazat A bisz-indazol-Ru(lll)-komplexek kiilonb6z6 mérési technikak alapjan szamolt HSA
kotési- és kiszoritasi allandoi. {25 °C, pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer, 150 mM NaCl)}

KP1019 KP1339
Fluorimetria lgkK’
Trp214 kioltas (PSEQUAD) 5,66(6) 4,69(6)
(Stern-Volmer) - 4,66(6)
WF-kiszoritas 5,8(1) 5,7(1)
DG-kiszoritas 5,8(2) 5,3(1)
BR-kiszoritas 6,25(6) 6,01(2)
Ultrasziirés—UV-lathaté sp.
IgK,’ 4,7(2) 5,0(2)
IgKy’ 4,6(2) 4,67(5)

Trynda-Lemiesz és munkatarsai szintén tanulmanyoztak a KP1019 kdlcsonhatasat
albuminnal ezzel a kioltdsos moddszerrel [248], azonban az altaluk tapasztalt
intenzitascsokkenés inkdbb az alkalmazott nagy koncentraciok miatt fellépd belsd filter
hatasbol eredhetett. A szamolt latszolagos stabilitasi allandok alapjan a KP1339 komplex
kozel egy nagysagrenddel gyengébben kotddik az. I. kdtéhelyhez, mint a KP1019. Ezt a
kiilonbséget nehéz megindokolni, hiszen a k6t6d6 agenseket hasonlonak gondoljuk, igy a
kolcsonhatast ultrasziirés—UV-14thaté technikaval vizsgaltuk tovéabb.

A HSA - komplex rendszer ultrasziirés utan kapott mintainak LMM frakcigjat UV-

lathato spektrofotometriasan vizsgaltuk és a megfeleld (kiilsé) kalibralast hasznalva
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hataroztuk meg a szabad fémkomplexek mennyiségét. A fehérjén kotott KP1339 komplex
aranyat mutatja a 15.a dbra az analitikai koncentraciok aranyanak filiggvényében.
Megallapitottuk, hogy a HSA két ekvivalens fémkomplex megkdtésére volt képes mindkét
fémkomplex esetében, és a meghatarozott makroallandok (1. tablazat) az elleniontol
fiiggetleniil hasonld mértékli megkotédést mutattak. Ugyanakkor a szakirodalomban 1, 4
ill. 10 ekvivalens KP1019 komplex maximalis megkotddését is leirtak [36], ezekkel a mi
adataink nem egyeznek. Azt azonban meg kell jegyezni, hogy a Ru(lll)-komplexek egy
része a fehérjék felilletén gyengén kotédhet [249,250], viszont az ultrasziiréssel ezek az
adduktumok disszocidlhatnak. Masrészt az ultrasziirés segitségével kapott allandok,
melyek segitségével szamolt koncentracié eloszlasi gorbéket mutat a 15.b abra, csak a

globalis kotédési folyamatot irjak le, de nem tiikrozik az egyes kot6helyekhez vald

affinitast.
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analitikai koncentraciok aranyanak fiiggvényében, kisérleti pontok (két parhuzamos mérésbol) és a
1épcsbzetes stabilitasi allandok alapjan szamolt gorbe (szaggatott). (b) A szamolt egyensulyi
koncentraciok az egyes részecskékre a HSA — KP1339 rendszerben. {Cusa = 58 uM; Ckpiszg = 0-
150 uM; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer; 150 mM NaCl)}.

A TIA é¢és IIIA aldoménekben megvalosuld kolcsonhatasokat haromféle marker
segitségével monitoroztuk. A WF az I. kotéhely markere, a BR valosziniileg ezen kotéhely
kozelében, azt atfedve kotoédik, mig a DG a II. kot6helyen kotodik [243,244]. A 16.a abra
jol mutatja, hogy WF és DG vegyiileteknek van, mig a BR-nak nincs mérheté sajat
emisszidja, de emisszios intenzitasuk sokszorosdra nd (ill. BR esetében megjelenik),
amikor a fehérje megfeleld kotdézsebébe megkotddnek. A kotdhely kiszoritasos méréseket
megel6zéen mindig meghataroztuk a mérési koriilményeink kozott a kotéhely marker-
HSA kolcsonhatast jellemzé latszolagos stabilitasi allandokat (1gK’= 5,6(1) (HSA-WF);
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5,2(1) (HSA-DG); 7,3(2) (HSA-BR)), melyek jo egyezést mutattak az irodalmi adatokkal
[224,243,244,251,TP17]. Végeztink méréseket mas koriilmények kozott is (pl. 37 °C;
HEPES puffer; pH = 8,5), de a kotési allandok csak kis mértékben valtoztak. A
kiszoritasos mérések soran a HSA-t és a markert 1:1 aranyban tartalmazé mintat titraltunk
a fémkomplexszel, ami, ha kiszoritja a markert, akkor a mért intenzitas lecsokken, mivel a
szabad marker kevésbé emittal, mint a HSA-hoz kotott. A szakirodalomban korabban is
leirtak mar, hogy a KP1019 verseng az albumin kotéhelyeiért a WF-nal, de az adatok
kvantitativ kiértékelése nem tortént meg [248]. A kiszoritast kiséré intenzitascsokkenést
mutatja a 16.b abra a HSA — WF — KP1339 rendszerben. A spektrumok felbontasaval nyert
kotési allandokat az 1. tablazatban mutatom be, melyek alapjan megallapithattuk, hogy
mindkét vizsgalt Ru(Ill)-komplex kdzepes erdsséggel kotddik az 1. és I1. kotohelyeken. A
két komplex viselkedésében nincs 1ényegi eltérés, azaz az ellenionok kiillonb6zdsége nem
befolyasolja a HSA-hoz val6 kotddést. A Trp214 kioltdsos méréseknél a KP1339 estében
kapott kisebb allandé okaként azt valdszintisitettilk a méréseink alapjan, hogy kismértéki
indazol ligandum disszocidcio torténik a komplexrdl (ez a KP1019 esetében visszaszorul
az ellenion jelenléte miatt). A kis koncentracidban jelenlévé indazol sajat emisszidja
megnoveli a mért intenzitast a vizsgalt hulldmhossz-tartomanyban, ami kisebb mértékii

kioltast eredményez.
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16. abra (a) A kotShely markerek és HSA komplexeik normalt egyedi emisszios spektrumai, WF,
HSA-WF (Aex = 310 nm); DG, HSA-DG (Aex = 335 nm) és HSA-BR (Agx = 487 nm), a [HSA-
marker] spektrumokat a PSEQUAD programmal szamitottuk. (b) HSA-WF (1 uM:1 uM) rendszer
KP1339 komplexszel (0-18 uM) torténd titralasakor mért emisszios spektrumok. Beszhrt abra: a
mért (#) és a szamitott (pontozott vonal) intenzitas valtozasa 390 nm-en. {25 °C; pH = 7,40 (20
mM foszfat puffer, 150 mM NaCl)}

A spektrofluorimetrids mérések mellett a kotdhely markerekkel vald kompeticiot a
vizben jobban old6dé WF és DG esetében CZE ¢s ultrasziirés—UV-lathato modszerekkel is
vizsgaltuk. Ezen elvalasztasi moédszereket alkalmazva a kis- €s nagymolekulatomegl

crer
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meg lehetett becsiilni kiilsé kalibralas segitségével. Mindkét modszernél a kotéhely marker
¢és a fémkomplex kozotti versengés egyértelmiien Kimutathato volt, bar a szamolt kotési
allandok a CZE esetében valamivel kisebbek a spektroszkopiai modszer alapjan varthoz
képest, ami a kémiai egyensuly eltolédasara utal.

A spektrofluorimetrias vizsgalatainkkal rdmutattunk arra, hogy a két Ru(IIl)-
komplex és a bilirubin kozott versengés tapasztalhatdo az albuminhoz vald kotédésben,
melynek klinikai relevancidja van. A BR és a Ru(ll1)-komplexek versengését szemlélteti a
17. abra, egy olyan hipotetikus rendszerben, ahol a HSA és a komplex ekvimolaris
mennyiségben van jelen valtozo BR koncentracio mellett. A 11 uM-os érték a BR normal
koncentracioja a vérben, mig a 34 és 68 uM mar koros allapotot (pl. majelégtelenség)
kiszoritott Ru(lll)-komplex mennyisége megnd, a két komplex viselkedése hasonld. Ha n6
a szabad fémkomplex mennyisége, az fokozott mellékhatasokhoz vagy gyorsabb
kitiriiléshez vezethet [219,220]. Ezek az eredmények magyarazatul szolgalhatnak az
emelkedett bilirubin szinti, azaz hiperbilirubinémiaban szenved6 betegek KP1019

komplexszel torténd kezelésekor tapasztalt rossz valaszreakciokra [250,253].
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17. abra Az I. (I1A aldomén) kot6helyen a nem kotott (,,szabad”) KP1339 (kék) és KP1019 (piros)
%-0s megoszlasa egy hipotetikus HSA-BR-Ru(lll)-komplex rendszerben, valtozo6 BR

koncentraciok alkalmazasaval. {Cusa = 630 uUM; Cryqin-komplex = 630 uM; fluorimetras allandok
(IgK’BRs IgK’BR—kiszorités(KP1339/1019)) alapjén SZémOlVa}.
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5.1.2. Ruténium(l1)-nitrozil-indazol komplexek kolcsonhatasa human szérum

albuminnal

A KPI1019 és KP1339 komplexekhez hasonld szerkezetlieck Arion és munkatdrsai altal
eléallitott ruténium(ll)-nitrozil-indazol komplexek, melyekben négy klorido ligandum
mellett egy NO ¢és egy indazol ligandum talalhaté egymashoz képest transz helyzetben (18.
abra) [254]. Az ellenion az azol ligandum kationos formaja, ill. natriumion. Ezen
komplexek és néhany ozmiumanal6g hidrolizisét és HSA-hoz vald kotédését jellemeztiik.
A vizsgalatok célja az volt, hogy képet kapjunk a szerkezeti valtoztatasok kotési allandot
befolyasold hatasarol. A komplexek in vitro citotoxicitast jellemzd ICsy értékeikben
jelentds kiilonbségek mutatkoztak, els6sorban a kétféle kozponti fémion kozott. A Ru(Il)-
komplexek rendre két nagysagrenddel hatékonyabbnak bizonyultak, mint az Os(I)-
komplexek, valamint a KP1019-nél is joval citotoxikusabbak voltak az SW480
(vastagbélrak) és CH1 (limféoma) human rakos sejtvonalakon.

~ - 1: Na cisz-[OsCI,NO(Ind)]
2: Na transz-[OsCI,NO(Ind)]
3: Na transz-[RuCl,NO(Ind)]
a NH
N 4: (HInd) transz-[OsCI,NO(Ind)]
gl;_nln,m 5. (HInd) transz-[RuCI,;NO(Ind)]
1 [ \CI
NO

— - az altalanos képlet transz konfiguracioju

18. abra A vizsgalt Ru(I1)/Os(11)-nitrozil komplexek szerkezeti képlete

Az 1-5 komplexek (18. abra) vizes oldatbeli stabilitasat pH = 7,40-n 0,10 M NaCl
jelenlétében vizsgaltuk UV-lathato spektrofotometriasan. A komplexek 24 oran keresztiil
stabilisnak mutatkoztak vizes oldatban, a koordinalt kloridionok nagy valdsziniiséggel nem
cserélddtek vizmolekuldkra, hiszen az spektralis valtozassal jarna és azt nem tapasztaltuk.
A HSA-nal valo kolcsonhatast el@szor ultrasziirés—UV-lathatd fotometrias modszerrel
komplexeket vizsgaltuk ezzel a modszerrel. A komplexek nagy szdma miatt csak néhany
kitiintetett HSA:komplex koncentracional vizsgéaltuk a rendszereket, célunk itt az
Osszehasonlitds volt és nem a kotési allandok meghatdrozasa. A 2. tdblazatban lathato,
mintaval dsszehasonlithatd esetében 160 uM-nak valasztottuk, ill. egy higabb, 50 uM-os

koncentracio esetén is végeztliink méréseket.
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2. tablazat A komplexek kotddése a HSA-hoz (vagy szérumfehérjékhez); ultraszlirés alapjan
szamolt HSA-hoz ko6tott komplex mennyiségek €s a fluorimetrids mérésekbdl szamolt 1atszolagos
kotési és kiszoritasi allandok (IgK”). {pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer); 0,10 M NaCl; 25 °C}

1 2 3 4 5 KP1019
Ultrasziirés: (uM) kotott komplex (%)*
HSA/komplex 630/320 - 93 92 94 92 97°
160/80 - 88 92 83 81 90°
50/50 - 70 79 77 64 72°
Szérum/komplex -/80° _ - 86 - 81 -
Fluorimetria: lgk®
Trp214-Kioltas 5,06(1) 5,10(1) - 4,95(3) 4,92(3) =
WF-kiszoritas 4,98(1) 5,00(1) - 5,00(1) 4,90(1) = %
DG-kiszoritas 4,69(1) 4,61(1) 4,65(1) 4,558(1) 4,37(1) e

? Két parhuzamos mérésbél kapott értékek, relativ standard deviacio: +3-4%. ° A HSA — KP1019 rendszer
ultrasziiréses mérések alapjan szamolt 1épcsézetes stabilitdsi allanddéi alapjan szamolt értékek.
“Négyszeres higitdsti vérszérum, Cpga ~160 puM.

A fémkomplexekbdl az els6 két esetben (Cysa = 630, 160 uM) 0,5 ekvivalens, mig a
harmadik esetben (Cusa = 50 uM) 1 ekvivalens talalhato a fehérje mellett. El6zetes UV-
lathato spektrofotometrias mérésekb6l megallapitottuk, hogy 120 perc inkubaciés id6
elegendd a kémiai egyenstly beallasahoz. A mintak LMM frakcidjaban a szabad

crer

cre

nagy mennyiségben, 92-94%-ban kotddnek. A vizsgalt komplexek albuminhoz valo
kotédésének mértékében nem taldltunk szamottevd eltérést. A négyszeres higitasu
mintdknal mar valamivel kevesebb fémkomplex kotddik a fehérjéhez, ami a higulds miatti
fokozott disszociacios készséggel magyarazhatd. Megfigyelhetéek kisebb kiilonbségek: i)
a 4 és 5 komplexek valamivel kisebb mértékben kotédtek a fehérjéhez, ez azonban nem
mutatnak kisebb affinitast a fehérje irant. Az is lathat6, hogy még az 50-50 pM-0s
koncentracioknal is a fémkomplexek dontéen (64-79%) a fehérjéhez kotddnek. A KP1019
ultrasziirés alapjan szamolt megkotés mértékétdl (Id. 2. tablazat) a nitrozil komplexek sem
maradnak el jelentésen. A vérszérummal végzett kisérletek a 3 és 5 komplexek esetében a
tisztan albumint tartalmaz6 mintakkal kozel egyez6 fémkomplex megkotést mutattak, ami
alapjan els0sorban a HSA felelds a véraramban ezen fémkomplexek szallitasaért.

A HSA hidrofob zsebeiben valo kdtddést spektrofluorimetria segitségével vizsgaltuk.
A komplexeknél tapasztalt nagyfokt hidrolitikus stabilitas is a masodlagos kdlcsonhatasok
lehetdségét erdsiti a koordinativ kotddéssel szemben. Az indazdlium sok, azaz a 4 és 5

komplexek intenziven emittaltak (19.a abra), akar csak a KP1019 (ld. feljebb).
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19. dabra A 4 komplex (a) és a HSA (b) 3D fluoreszcencia spektrumai. {Crompiex = 10 uM; Cusa =
1 uM; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer, 0,10 M NaCl)}

Ezt a Trp214 kioltasos (Aex = 295 nm) mérések értelmezésekor figyelembe kellett
venni, viszont a WF és a DG gerjesztési hullamhosszan nem okoz problémat. A szamolt
kioltasi és WF-kiszoritasi allandok az adott komplexnél jol egyeznek egymassal (2.
tablazat). A Il. kot6helyen valamivel gyengébb mértékii kiszoritast tapasztaltunk. Az egyes
komplexek kozott nem figyelheté meg szamottevd eltérés a kotdhelyekhez valod
affinitasban, egyediil az 5-6s komplex marad el kis mértékben a tobbi komplex allandoéitdl,
ami az ultraszlirés eredményével d6sszhangban van. A fluorimetrids allandokat 6sszevetve a
KP1019 4llandéival azt latjuk, hogy az eldbbiek kozel egy nagysédgrenddel elmaradnak a
KP1019 I. és II. kotohelyen mért kiszoritasi allandoitdl. Az ultrasziirés viszont nem
mutatott ilyen kiilonbségeket, igy feltételezhetd, hogy tovabbi kotdhelyek is rendelkezésre
allnak a fehérjén a nitrozil komplexek szamara. A kapott eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a vizsgalt fémkomplexek albuminnal val6é kodlcsonhatasukban nem
mutatnak jelentds kiilonbséget, azaz hasonlo €s jelentdés mértékben kotddtek a fehérjéhez

elleniontol, fémion fajtajatol fiiggetleniil.
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5.2. Félszendvics organoruténium(II)- és organorodium(IIT)-komplexek vizsgalata

5.2.1. Félszendvics organoruténium(Il)- és organorédium(III)-kationok hidrolitikus

tulajdonsagai és a ligandumok proton disszociacios folyamatai

Félszendvics ~ fémorganikus  akvakationok  komplexképzddési  oldategyensulyi
folyamatainak  jellemzéséhez elengedhetetlen azok hidrolizisét megismerniink.
(Hidrolizisen jelen esetben a fémion-centrumhoz koordindlt vizmolekuldk deproto-
nalodasat értem.) A [Ru(n®-p-cimol)(H20)s]** és [Ru(n®-toluol)(H,0)s]** akvakationok
hidrolitikus folyamatait kloridionok jelenlétében, ill. azok tavollétében is részletesen
tanulmanyoztak mar (Id. 2.3.1. fejezet), a f6 hidrolizis termék a kétmagvi harom
hidroxido-hidas [(Ru(n®-p-cimol))2(n-OH)s]*, ill. [(Ru(n®-toluol))z(u-OH)s]*, de klorid-
ionok jelenlétében kiilonbozo klorido, vegyes klorido-hidroxido részecskék is megjelennek
savas, enyhén savas pH-tartomanyban (5. dbra). A képzddd komplexek stabilitasi
szorzatait magunk is meghataroztuk, mert ezek a pH-potenciometrids titraldsok egyben a
jO egyezést mutattak a Buglyd és munkatarsai altal kozolt adatokkal [88,89,92].

A [Rh(n’-CsMes)(H,0)s]** akvakation hidrolizisét pH-potenciometrias és ‘H NMR
spektroszkopias titralasok segitségével tanulmanyoztuk 0,1 M, 0,2 M KCI ionerdsség
mellett és a kloridionok tavollétének hatasat 0,2 M KNOs-ot tartalmazo oldatban
vizsgaltuk. A hidrolitikus egyensulyok gyorsan bedlltak a vizsgalt pH-tartomanyban (2-
11,5) és mindegyik kozegben kétmagva hidroxido-hidas komplexek ([(Rh(n’-
CsMes))2(H20)2(1-OH)2)%*, [(Rh(n°-CsMes))2(u-OH)s]™) feltételezésével leirhatok voltak
(3. tablazat).

3. tablazat A [Rh(n’-CsMes)(H,0)s]*" akvakation® hidrolizisével képz6dé részecskék pH-
potenciometridsan meghatarozott stabilitasi szorzatai (B) kiilonb6z6 ionerésségeknél. {25 °C}

lgp 02MKCI 01MKCI 0,2MKNO;
[MzH_] = [(Rh(ns-C5Me5))2(H20)2(p-OH)2]2+a -11,12(1) -10,48(2) -8,53(7)
[M2H_3] = [(Rh(n*-CsMes))(u-OH)s]" -19,01(1) -18,07(3)  -14,26(4)

# A koordinalt vizmolekulak kloridionok jelenlétében részben/teljesen klorido ligandumra cserélddhetnek.

A kloridionok koordinacidjanak kdszonhetdéen a meghatarozott stabilitasi szorzatok
nagymértékben eltérnek a kiilonb6z6 kozegekben, a kloridionok jelenlétében
meghatdrozott adatok igy latszolagos stabilitasi szorzatoknak tekintenddk. A vizsgalt

fémorganikus kationok hidrolitikus folyamatainak eltéré pH-tartomanyat és a kloridionok
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jelenlétének hatéasat jol szemléltetik a 20. abran bemutatott koncentracio eloszlasi gorbék.
Ezek alapjan a hidrolizisre valo hajlam a [Ru(n®-toluol)(H20)s]* > [Ru(n®-p-
cimol)(H20)3]** > [Rh(n°-CsMes)(H-0)s]** sorrendben csokken, valamint a kloridionok
jelenlétében a hidrolizis részecskék bazikusabb pH-tartomanyban jelennek meg, azaz a
hidrolizis részben visszaszorul. Fizioldgias pH-n mindenképpen szamolni kell a kétmagvu

hidroxido-hidas komplexek képzédésével mindharom félszendvics fémorganikus ion

esetén.
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20. abra A (a) [Ru(n®-toluol)(H,0)s]**, (b) [Ru(n®-p-cimol)(H,0):]*, (d) [Rh(n>-CsMes)(H,0)s]**
fémorganikus kationok koncentracio eloszlasi gorbéi 0,2 M KCI ionerésség mellett, ill. (¢) a
[Rh(n°-CsMes)(H,0)s]** esetén 0,2 M KNOs-t tartalmazd kdzegben. A szaggatott vonalak az
akvakationokat, a folyamatos vonalak a kétmagva hidroxido-hidas komplexek 6sszegzett frakcidjat
jelolik. A szamitasok az 3. tablazatban 1évo, ill. szakirodalmi [88,89,92] adatok alapjan torténtek.
{25 °C; Crru = 1,0 MM}

Néhany vizsgalat tortént a [Ru(n®-2-fenoxietanol)(H,0)s]** akvakationnal is, ennek
hidrolizisét 0,2 M KCl ionerésség mellett vizsgaltuk. A '"H NMR spektrumok segitségével
beazonositott részecskékre az UV-lathatd spektrofotometridasan meghatarozott stabilitasi
szorzatok (Igf[M.H-,] = -5,98(1); l1gA[M,H-3] = -12,10(1)) ennek az organoruténium
kationnak a [Ru(n®-p-cimol)(H20)3]**-hoz nagyon hasonld hidrolizisre valé hajlamat
mutattak.

A fémorganikus kationok kolcsonhatasat kiilonb6zd donoratomokat tartalmazo
((0,0), (0,S), (O,N), (N,N)) kétfogt ligandumokkal vizsgaltuk (21. abra). A ligandumok
proton disszociacios allandoi (K;) gyakran ismertek voltak mar a szakirodalomban, bar az
alkalmazott koriilmények idénként eltértek az altalunk hasznalttol. A komplexképzddés
vizsgalata elott igy a pK, értékeket mindig meghataroztuk pH-potenciometrias mérésekkel
(4. tablazat). A deprotonalodast gyakran kovettik UV-lathatd spektrofotometrias és
'H NMR spektrumok megvaltozasan keresztiil is. Ezeknek a méréseknek persze nem csak

az proton disszociacids allandd meghatarozasa volt a célja, hanem az hogy megismerjiik a
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ligandumok kiilonb6z6 protonaltsagi allapotaihoz tartoz6 egyedi UV-lathatd spektrumait,
ill. a "H NMR csucsok poziciojat, melyek a késbbi spektrum-felbontasokhoz, ill. az NMR

spektrumoknal a csucsok beazonositasahoz sziikségesek voltak.

(0,0) o)
0 X=0  R,=CH; Rg=H maltol o oH
X=0 R,=H Ry=CH,allomaltol Y\N
OH X =N-CH;R,=CH, R,=H deferipron |
0 A
|| j R4
R,=H EHP
R, = CH, EHMP
o)
OH
| | 30H-flavon
0
F
(O,S) S (OlN)S-kinoIinoIok

R.=H R,=H 8-HQ (oxin)

OH OH
| | R N Rs=SO; R,=H 8-HQS (szulfoxin)
7 R.=H R, = PHQ
Ry Yo~ R, X Rs 7 ﬁ
R,=CH;Rs=H tiomaltol F N
R,=H Rg=CHjtioallomaltol
Rs

O]
(O’N)Z-pikolinétok
R R;=R,=Rs=Re=H pic ] N OH
3 (0] R;=CH;; R,=R.=Rs=H 3-Mepic \ .
R4 N Ry =Br; R;= R,=Rg=H 5-BrpiF: =N 3-iQA
| OH R, = CHj; R=R,=Rs=H 6-Mepic o
_N R,=COOH; R;= Rs=Rg=H 2,4-d!p!c
Rs Rs=COOH; Ry;= R,= R;=H 2,5-dipic = oH
Re=COOH; Ry;= R,= R=H 2,6-dipic |
Ro N 2-QA
(N\N)
Ffl Ri=H R,=H en 7/ \ pin
NN oRe Rui=CHs Ry=H - dmen _
2 | Ry =CH; R,=CH, tmeda N NH,
R

21. abra A vizsgalt kétfogu ligandumok szerkezeti képlete és neviik roviditése.
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5.2.2. Félszendvics organoruténium(l1)- és organorédium(III)-kationok

komplexképzodési egyensulyi folyamatai

A fémorganikus kationok kolcsonhatasat kiilonb6zé donoratomokat tartalmazo kétfoga
ligandumokkal  vizsgaltuk, melyek félszendvics (,,zongorasz€k”  geometriaji)
komplexeinek egy része jelentés citotoxikus hatassal bir. A vizsgalataink alapvetd célja a
komplexképzddés sebességének, a fémkomplexek stabilitasanak, kloridion-affinitdsanak,
szerkezetének ¢és lipofilitdsdnak Osszehasonlitisa volt. Kapcsolatot kerestiink egyes
krisztallografiai és oldategyensulyi adatok kozott, valamint a vizes oldatbeli stabilitas,
human szérum albuminnal valé kolcsonhatas €s a citotoxicitas Osszefiiggésit is vizsgaltuk.
A valasztott ligandumok (O,0) donoratomokat tartalmazo6 hidroxi-pir(id)onok, ill. 3-
hidroxi-flavon, kurkumin, acetil-aceton; (O,S) donor hidroxi-tiopironok; (O,N) donor 2-
pikolinsav szarmazékok, 8-hidroxi-kinolinok; alifas és/vagy aromas (N,N) donor
vegyitiletek (21. abra). Mivel a tanulmanyozott rendszerekben a kloridion is koordinalodo
ligandum, a méréseket kloridionokat tartalmaz6 (0,2 M KCI), ill. att6]l mentes (0,2 M

KNOs3) kdzegekben is végeztiik gyakran parhuzamosan az 6sszehasonlitas érdekében.

7
— fom

\\\IINII H ‘.u-l\lll
H20"" "~ om, | X" ¢
H,0 xw i oy

Q/Y

22. abra A fémorganikus kationok ([Rh(n’-CsMes)(H,0)s]**, [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]**, [Ru(n®-
toluol)(H,0)5)*) - kétfoghi ligandum (X,Y) rendszerekben lejatszodd komplexképzédési,

rrrrr

meghatarozasa tortént.

A komplexképzédési egyensilyokat pH-potenciometria, '"H NMR spektroszkopia
és UV-lathatd spektrofotometria kombinalt hasznalataval tanulmanyoztuk. A
komplexképzddés a kétfogh ligandumokkal altalaban egyszer(i sémat kovet (22. abra):
tdbbnyire csak [Ru(n®-arén)(L)(H.0)]>"" ill. [Rh(n®-CsMes)(L)(H-0)]**"* (tovabbiakban
[ML]) és a koordindlt viz deprotonalodasaval [Ru(n®-arén)(L)(OH)]™, ill. [Rh(n’-
C5Me5)(L)(OH)]+/0 (tovabbiakban [ML(OH)]) tipusi mono-komplexek képzddnek.
Ugyanakkor kloridionok jelenlétében a H,O és OH™ ligandumok részben vagy teljesen
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Kloridionokra cserélddhetnek. A biologiai hatas szempontjabodl kiilonds fontossaggal bir az
[ML] komplexekben a vizekloridion cserefolyamat. Kivételt a hidroxi-tiopironok
jelentenek (1d. késébb), mert vegyes hidroxido-oligomerek is képzddnek, valamint
ligandum-felesleg hozzaadasakor bisz-komplexek is megjelennek.

Az oldategyensilyi méréseink jelentds része Rh(n°-CsMes)-komplexek vizsgalatara
iranyult, a tanulmanyozott ligandumok: maltol, allomaltol, deferipron, kurkumin, acetil-
aceton, tiomaltol, pic, 6-Mepic, 2-QA, 3-iQA, 8-HQ, 8-HQS, PHQ, bpy, phen, pin, en,
dmen és tmeda voltak. A Ru(n’-p-cimol) esetén az etil-maltol, allomaltol, 30H-flavon,
EHP, EHMP, kurkumin, acetil-aceton, tiomaltol, tioallomaltol, pic, 6-Mepic, 2,6-dipic, 8-
HQ, 8-HQS, PHQ ligandumok komplexeit vizsgéaltuk. Tanulmanyoztuk a pikolinat
szarmazékok (pic, 3-Mepic, 5-Brpic, 2,4-dipic, 2,5-dipic), a kurkumin és az acetil-aceton
Ru(n°-toluol)-komplexeit és a bpy Ru(n®-2-fenoxietanol)-komplexét is. A ligandumok
képletei a 21. abran lathatoak.

Az egyensulyi allandok (K [ML], K, [ML], K> (H20/CI")) meghatarozasa elott
azonban mindig meg kellett vizsgalni az egyes folyamatok sebességét is, a megfeleld
varakozasi id8k megvalasztiséhoz. A transz-hatassal bird n°-arén és n-arenil ligandumok
koordinacidja a Ru(ll)- ¢és Rh(Ill)-ionok hexaakva komplexeiket jellemzd viz
cseresebességet jelentés mértékben megndvelik. Jellemzéen a [Rh(n>-CsMes)(H20)s]*
kation viz cseresebessége (~10° s™) joval nagyobb, mint a [Ru(n®-arén)(H,0)s]** (~107-
107! s komplexeké [101,108]. Ennek tiikrében nem meglepd, hogy a Ru(n’-arén)-
komplexek képzédése rendre sokkal lassabb volt az analég Rh(n°-CsMes)-komplexekéhez
képest. Ezen utobbi fémorganikus kationnal a komplexképzddés egyediil az alifas nitrogén
donoratomokat tartalmazé diaminokndl lassu, itt akar tobb oOra is sziikséges az egyensuly
beéllasdhoz koriilményektdl (pH, koncentracio) fliggden, ugyanakkor a tobbi ligandummal
percek alatt megtdrténik a komplexképz3dés. Mig a Ru(n®-arén)-komplexek koziil csak az
(0,0) donoratomokat tartalmazo ligandumokkal volt gyors az egyensulyi allapot elérése.
Pl. a [Ru(n®-toluol)(H20)s]** — 3-Me-pic rendszerben 5-6 ¢ra is sziikséges az egyensuly
eléréséhez (23. &bra). A vizsgdlt ligandumok korében A4ltalanos trendként a
komplexképzddés sebességére a kovetkezd sorrend éallithaté fel: (O,0) > (O,N) >
(N,N)aromas > (N,N)aiszs. Mig az [ML(OH)] vegyes hidroxido-komplexek képzddése az
[ML] komplexekb6l és ezen mono-komplexekben a H,O<«>Cl™ cserefolyamat minden

esetben gyors volt.
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23. abra A [Ru(n’toluol)(H;0)s]** - 3-Mepic (1:1) rendszer UV-lathatd spektrumainak
idofliggése pH = 1,92-n. A beszurt dbra a 308 nm-es hullimhosszon mért abszorbancia valtozasat
mutatja. {lI =0,2 M (KCIl); 25 °C; ¢ = Cgry, = 123 uM; ¢=1 cm}

Amennyiben a komplexképzddési egyensulyi allapot nem allt be néhdny percen
(max. 10-15 perc) beliil, akkor a pH-potenciometrias titralasos mérési modszert nem tudtuk
hasznalni. Ilyen rendszereknél egyedi mintdkat készitettiink és az egyensuly bealldsa utan
mértik a pH-t, az UV-lathatd és/vagy "H NMR spektrumokat. Ugyancsak kizarta a
szokasos vizes kozegli pH-potenciometrias titralas alkalmazasat, ha a ligandum és
komplexei nem voltak kelld6 mértékben (S>1-2 mM) vizben oldhatoak (pl. 8-hidroxi-
kinolinok: 8-HQ (oxin), PHQ; 3-OH-flavon; kurkumin). Ilyenkor UV-lathato
spektrofotometrias mérések torténtek, ill. vizoldhaté modellvegyiileteket is bevontunk a
vizsgalatokba (pl. 8-HQ esetén 8-HQS, kurkumin esetén acetil-aceton).

A komplexképzddés pH-tartomanya, a képz6dd [ML] komplex stabilitasa
nagymértékben fligg a koordinalodé donoratomok tipusatol, ahogyan a 24. abra "H NMR
spektrumain beazonositott csucsok is mutatjak. A nagyobb stabilitasu komplexeknél (pl. 8-
HQS, etilén-diamin) a komplexképz6édés mar a titralasok kezdeti pH-jan (~2)
megkezdddik, vagy akar teljesnek is mondhato (8-HQS), mig a kisebb stabilitasu
komplexeknél (pl. maltol) csak joval nagyobb pH-n. A pH novelésével jellemzbéen a
ami a szabad ligandum, ill. a fémion jellemzéen kétmagvu trihidroxido formajanak a
megjelenéséhez vezet; ii) vegyes hidroxido [ML(OH)] komplex képzddése. Az [ML]
jol megkiilonboztethetd folyamatok. A komplexben kotott fémorganikus ion és ligandum a
nem-kotottekkel jellemzdéen lassu, mig az akva- és a vegyes hidroxidokomplexek gyors

cserefolyamatban vannak egymassal az NMR iddskélan tekintve.
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24. abra A [Rh(n>-CsMes)(H,0)s]*" - 8-HQS (a), etilén-diamin (b) és maltol (c) rendszerek

crer

Jelcsoportok jeldlései: [Rh(n°-CsMes)(H,0)s]** kation (fekete keret), [(Rh(n>-CsMes))»(u?-OH)s]*
(fekete szaggatott keret), [Rh(n’-CsMes)(L)(H,0)/(OH)]"*?* komplexek (sziirke keret). {10%
(VIV) D,0/H,0; 1 =0,2 M (KNO3); 25 °C; ¢, = Crn= 1,0 MM}

A lassu cserefolyamatok esetén a csucsintegralok alapjan kapott moltorteken
alapult az egyensulyi allandé (K [ML]) szamitasa, mig a gyors cserefolyamatoknal a
kémiai eltolédas pH fiiggvényében mért valtozasat hasznaltuk az allandd (K, [ML])
meghatarozasdhoz. Bar az egyensulyr 4llandok meghatarozasa elsddlegesen pH-
potenciometrias titralasok alapjan tortént, a "H NMR spektroszkopias mérések mellett UV-
lathato spektrumok felbontasaval is nyertiink allandokat. Abban az esetben, amikor a
komplexképzddés mar a titralas indulé pH-jan is kozel 100%-osnak mondhat6, akkor a K
[ML] alland6 meghatarozasa érdekében az alland6 ionerdsség (I = 0,2 M) megtartasa
mellett a pH-t csokkenteni kell, ahhoz hogy a disszociaciéfokot noveljilk a kisebb
allando értéken tartva a pH-t ~ 0,7-ig lehet lecsokkenteni, és az ebben a pH-tartomanyban
mért spektrumok segitségével lehetségessé¢ valt sok esetben az egyenstlyi allando
meghatarozasa. Egyes nagy stabilitisa komplexek (pl. [Rh(n’-CsMes)(L)(H20)3]*"*, L =
3-IQA, bpy, pin) esetében a K [ML] allandé6 meghatarozasa etilén-diaminnal torténd
kompeticiés mérésen alapult. Az etilén-diaminnal torténd ligandumkiszoritast kisérd
spektralis valtozasokat mutatja a 25. abra reprezentativ példaként. Vegyes ligandumu
komplexek képzédését a vizsgalt rendszereknél "H NMR spektroszkopiai modszerrel
zartuk ki.
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25. abra A [Rh(n’-CsMes)(H,0);]*" - 3-iQA - etilén-diamin rendszer UV-lithaté spektrumai
kiilonboz6 3-iQA : etilén-diamin aranyoknal. A beszurt abra a 334 nm-es hullamhosszon mért
abszorbancia valtozasat mutatja az illesztett goérbével egyiitt.{l = 0,2 M (KNOy); 25 °C; c_ =
Crh = 99 uM; Cen = 0 - 148 uM; pH = 7,4 (20 mM foszfat puffer); tosaonssi = 24 h; ¢=0,5 cm}

Az 4. tablazatban, a dolgozat terjedelmi korlatai miatt, néhany kivalasztott
reprezentativ fémorganikus kation — ligandum rendszerre vonatkozé kiilonb6z6 tipusu
egyensulyi allandokat gytijtottem Ossze. Az [ML] komplexek deprotonalodasat jellemzo
pK, értékek osszehasonlitisa azt mutatja, hogy adott ligandum esetén a Rh(n>-CsMes) >
Ru(n®-p-cimol) > Ru(n®-toluol) sorrendben csokken, ami jol korreldl a fémorganikus

kationok hidrolizisre val6 hajlamaval.

100
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26. abra A [Rh(n®-CsMes)(H,0)s]*" - etilén-diamin (1:1) rendszer koncentracié eloszlasi gorbéi
kloridionok jelenlétében (z6ld vonalak) és anélkiili k6zegben (fekete vonalak). {I = 0,2 M (KCI
vagy KNQOg); 25 °C; Cep = Crn = 1,0 MM}

A téblazat adatai megmutatjdk azt is, hogy a pKst egyértelmlien befolydsolja a
koordinal6d6 donoratom tipusa. Ugyanakkor a kloridionok jelenlétében a vegyes
hidroxidokomplexek képzddése a bazikusabb pH-k felé tolodik, és a kloridionok

jelenlétében a komplexképzddés részlegesen visszaszorul (26. dbra). A meghatarozott pK,
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[ML] értékek alapjan elmondhato, hogy fizioldgias pH-n a vizsgalt komplexek dontd része
[ML] (és nem [ML(OH)]) forméban, ill. a kisebb stabilitdsu komplexek részben/teljesen

disszocialt formaban van jelen.

4. tablazat Képzodési (K [ML]), proton disszociacios (K, [ML]) és mono-komplexekben torténd
viz/klorid cserefolyamatra vonatkozo (K’ (H,O/CI")) egyenstlyi allandok reprezentativ
fémorganikus kation ([Rh(n*-CsMes)(H,0)3]%, [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]**, [Ru(n®-toluol)(H,0)s]**)
— ligandum rendszerekben. {I = 0,2 M; 25 °C}

ligandum? IgK [ML] PKa [ML] 1(0,2M) lgK’ (H,O/CI")
Rh(n’-CsMes)

maltol 6,73(1) 10,60(9) KCI

8,45(1) 9,51(4) KNO; 1,17(1)
deferipron 8,93(1) 11,90(7) KCI

10,90(1) 10,37(3) KNO; 0,78(1)
acac 6,44(1) - KCI 1,11(2)
tiomaltol® >15° - KClI 0,95(1)
pic 8,90(1) 10,44(7) KCl

9,18(1) 9,32(2) KNO; 2,20(1)
8-HQ (oxin) 15,02(3) 10,27(5) KNO; 1,81(1)
bpy 12,95(6) 10,39(2) KCI 2,58(1)
en 14,48(1) 11,05(1) KCl 2,14(1)

15,04(5) 9,58(2) KNO;

Ru(n°®-p-cimol)
etil-maltol 8,35(1) 9,32(2) KClI 0,90(2)
tioallomaltol®  >13.4° - KClI -
pic >10,7¢ 8,90(2) KCl 1,4(1)
8-HQ 16,53(2) 9,19(4) KNO; 0,89(2)
en 14,03(2) 7,97(1) KNO; 1,51(1)
Ru(n’-toluol)

acac 8,01(7) 9,32(3) KCI -
pic >10,8° 8,47(1) KCl 1,3(1)
8-HQ 16,45(2) 8,94(1) KNO; 0,97(2)

% A ligandumok pK, értékei {I = 0,2 M KCI; T = 25°C}: maltol (8,45); etil-maltol (7,97);
deferipron (3,64; 9,77); acac (8,76); tiomaltol (8,06); pic (5,26); 8-HQ (4,99; 9,51); bpy (4,52); en
(7,19; 9,98). ° IgK [ML,] = 6,8(1); IgK (ML + HL = ML,H) = 4,9(1); pK. [ML,H] = 6,33(4). ¢ IgK
[ML;] = 7,12(4); IgK (ML + HL = ML,H) = 5,16(1); pKa [MLH] = 5,7(1). ¢ IgK [ML]
hatarértékek UV-lathat6 spektrometrias egyedi mintak alapjan (pH= 0,7-2).

A vizsgalt félszendvics fémkomplexek vizes oldatbeli stabilitasat jellemz6 1gk [ML]
értekeket a ligandumok eltérd bazicitasa és a fémorganikus kationok kiilonbdzo
hidrolizisre valo hajlama miatt kdzvetleniil nem lehet 6sszehasonlitani. Adott koriilmények
mellett szamolt pM* értékek (azaz a ligandumhoz nem kotott fémorganikus kationt

logaritmusa; pM* = —Ig([M]+2[M2(OH),]+2[M2(OH)3]) viszont dsszevethetok egymassal.
Fiziologids pH-n szamolt pM* értékeket mutat Rh(n’-CsMes)-komplexekre a 27. abra,
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mely alapjan a fémorganikus kation kiilonb6z6é tipust donoratomokat tartalmazo
ligandumok felé mutatott affinitdsa a kovetkezd altaldnosan felirt sorrendet koveti ezen a
pH-n:

(O,N)sg-nidroxi-kinolingtok ~ (N,N) > (O,N)2-piolinatok > (O,O)nidroxi-piridinon > (O,O)nidroxi-pironok-

pM*

maltol
allomaltol
deferiprone
pic
6-Mmepic
2-QA
3-iQA
8-HQ
8-HQS
PHQ

bpy

phen

en

dmen
tmeda

27. abra A [Rh(n>-CsMes)(H,0)3]*" - ligandum (1:1) rendszerekben szamolt pM* értékek pH =
74-n. pM* = -Ig([[Rh(n>-CsMes)(H,0)s]*] + 2[[(Rh(n>-CsMes))x(u*-OH),]*] + 2[[(Rh(n®-
CsMes))(1?-OH):]']). {1 = 0,2 M (KNO3); 25 °C; ¢, = Cgy = 1,0 mM}

Az (N,N) donorokat tartalmazo tmeda-val viszont pH = 7,4-n csak nagyon Kkis
stabilitasi komplex képzddik, melynek oka valdsziniileg a ligandum és a pentametil-
ciklopentadienil-gytiri metilcsoportjai kozotti sztérikus taszitas. Ennek kovetkezménye
lehet az, hogy a gytiri metilcsoportjai a tmeda esetén joval nagyobb mértékben térnek ki az
0t szénatom altal alkotott arenil-gyiirci sikjabol, mint a szubsztitualatlan etilén-diaminnal

(28. abra), valamint a Rh—N és a Rh—gytir(i centroid tavolsag is nagyobb.

-

28. abra A [Rh(n>-CsMes)(L)(CI)]* komplexek, ahol L = en (a) vagy tmeda (b) és a [Rh(n’-
CsMes)(phen)(N-metil-imidazol)]** komplex (c) szerkezete. Az atomok termalis ellipszoidokkal
abrazolva 50% valosziniiség mellett; a kristalyban levd vizmolekuldk, metanol és ellenionok
nincsenek abrazolva a jobb atlathatosag érdekében.
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Az (0,0) donoratomokat tartalmazo hattagu kelatgytriit képezdé kurkumin €s acac
ligandumokkal a hidroxi-pironoknal kisebb stabilitasti komplexek képzédnek (pl. Rh(n’-
CsMes)-komplexekre pM* = 4,25 (maltol); 4,12 (kurkumin); 3,93 (acac) {I = 0,2 M (KCI);
CL = Crn = 1,0 mM; pH = 7,4}). A kisebb stabilitas miatt pedig egyre inkdbb szamolni kell
ezen komplexek jelentés disszociacidjaval a  Dbioldgiailag relevans (uM-0s
koncentraciotartomany, fiziologias pH) koriilmények kozott. Valoszinlileg ez a kisebb
oldatbeli stabilitas az oka annak, hogy a kurkumin sajat citotoxicitasahoz (ICso = 39,6 uM)
hasonlitva a Rh(n®>-CsMes)-, Ru(n®-p-cimol)-, és Ru(n’-toluol)-komplexek hasonlo, vagy
még csekélyebb biologiai aktivitast (ICso = 34,8-82,3 uM) mutatnak Colo 320 human
vastagbél adenocarcinoma sejtvonalon.

A Ru(n®-arén)-komplexek nem csak a lassabb képzoédésiikben és kisebb pKa [ML]
értékitkben kiilonboznek a Rh(n>-CsMes) analdgjaiktol, hanem IgK [ML] stabilitasi
allandoik is rendre nagyobbak (kivételt a (N,N) donoratomokat tartalmazo6 ligandumok
jelentenek). Viszont a [Ru(n°’-arén)(H.0)s]** kation erésebb hidrolizisre val6 hajlama miatt
fiziologias pH-ra szamolt pM* értékeik, vagy a latszolagos stabilitasi allandoik mar
Osszevethetdk az organorodium(IIl)komplexek megfeleld allandoival.

A tiomaltol és tioallomaltol komplexképzédési egyensulyi folyamati a Rh(n’-
CsMes) és Ru(n®-p-cimol) esetén jelentdsen kiilsnbdznek a tobbi kétfogh ligandumnal
tapasztaltakhoz hasonlitva. A pH > 6 tartomanyban 1:1 fémorganikus kation:ligandum
aranynal felvett 'H NMR és UV-lathaté spektrumok elemzése azt mutatta, hogy nem csak
az [ML] komplex egyszeri deprotonalodasa torténik, hanem vizben rosszul oldodo
[(ML);(OH);] osszetételli tobbmagvu vegyes hidroxido-oligomer részecskék is képzddnek.
A ligandum aranyanak novelésével savas pH-n [ML,H], majd enyhén savas, semleges pH-
kon [ML;] bisz-komplexek is megjelennek, ami ezen hidroxi-tiopiron ligandumok egyfogu
koordinacidjanak koszonhetd. A 29.a abra az [ML,H] képzdédésének pH-tartomanyaban
valtozé fémorganikus kation-ligandum aranyok mellett rogzitett *H NMR spektrumokat
mutatja egy kivalasztott ligandum-protonhoz tartozd jelcsoport kémiai eltolodasanak
tartomanyaban. Mind az [ML] komplexben kotott, mind a szabadon 1évé ligandumhoz
(HL) tartozd jelek kémiai eltolodasa megvaltozik az arany fliggvényében. Az NMR
1d6éskalan gyors és lass cserefolyamatok parhuzamos lejatszodéasa figyelheté meg. Gyors
cserefolyamat all fenn a szabadon 1évd és a bisz-ligandumi komplexben egyfogiként
koordinalt formék kozott, valamint az [ML] és az [ML,H] komplexekben kétfogian kotott,
és igy deprotonalt formak kozott (29.b abra). Ugyanakkor lassu cserefolyamat van a
szabadon 1évé és a komplexekben kétfogiian koordinalt ligandum formék kozott. A valtozo

pH-kon ¢és valtoz6 fémorganikus kation ligandum ardnyokndl rogzitett 'H NMR
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spektrumok elemzésével meghatarozott egyensulyi allandok az 4. tablazatban talalhatok

meg.

[Rh(n>-CsMes)(H,0)s]?* 1 L

a
S //\‘\_ I
lig ° A
: ¢
14 7,86

8, 8,00
8/ ppm
29. abra (a) A [Rh(n’-CsMes)(H,0):]*" - tiomaltol rendszer valtozo aranyok mellett rogzitett *H
NMR spektrumai a ligandum CH(6) protonjanak kémiai eltolodasanak tartomanyban a protonalt
[ML,H] komplex képzédésének vizsgalatahoz. (b) A jelolék hozzarendelése és a rendszerben
lejatszodo cserefolyamatok. {Ciiomaros = 1 mM; 25 °C; pH = 3,85; 1 = 0,20 (KCD}

A Ru(n°-2-fenoxietanol) - bpy (1:1) rendszerben a savas pH-kon uralkodé [ML]
komplex pH > 6 tartomanyban a varthoz képest eltéréen viselkedik. Ugyanis az [ML(OH)]
komplex képzédésével parhuzamosan a pH névelésével a *H NMR spektrumok tantisaga
szerint szabad 2-fenoxietanol jelenik meg és a bpy ligandum protonjaihoz tartozo6 jelek
kiszélesednek, mikozben az oldat szine halvany sargabol sziirkés-zoldre valtozik. Mindez
az arén részleges elvesztését kovetd Ru(ll) oxidacidjdhoz kothetd. Az arén-gyliri
elvesztést a Ru(n®-p-cimol) — 8-hidroxi-kinolin (8-HQS, 8-HQ) rendszerekben is detektalni
tudtuk, de csak ligandumfelesleg esetén. Az arén-gyiiri hianyaban a Ru(II) nagyon
érzékeny az oxidacidra €s a paramagneses Ru(Ill)-ionok képzddését ESR spektroszkopia
segitségével is sikeriilt igazolnunk ezekben az esetekben.

A bioldgiai hatas szempontjabol fontos lehet a [Ru(nG-arén)(L)(HZO)]2+/+, ill.
[Rh(n’-CsMes)(L)(H.0)]*""* komplexekben a H,O—CI~ cserefolyamat jellemzése is a
stabilitas és deprotonalodas mellett. A szilard formaban eldallitott klorido-komplexek
vizben oldésa soran a kozeg kloridion koncentraciojatol fliggéen bekdvetkezhet a CIm —
H,O csere, hasonldan a ciszplatin esetéhez [9], ill. ezen a kotési helyen valoszinisithetd
egy targetfehérje donoratomjanak a koordinacidja is (hacsak nem torténik

ligandumkiszoritads). Ennek megfelelden a komplex kloridion-affinitdsa kihathat a

62



dc 1661 19
- - Eredmények és kovetkeztetések: Félszendvics komplexek vizsgalata

citotoxikus hatasra is. Ugyanakkor egy egyszeresen negativ toltésii ligandum esetén a CI™
— H,0 cserével (pl. [Ru(n®-arén)(L)(Cl)] — [Ru(n®-arén)(L)(H20)]*) a komplex toltése,
¢és egyben lipofilitasa is, megvaltozik, ami a sejtmembranon val6 athaladast befolyasolja. A
lgK” (H,O/CI") allandokat (4. tablazat) kiilonb6z6 kloridion-koncentraciok mellett rogzitett
UV-lathaté spektrumok segitségével hataroztuk meg. Olyan allando pH-t igyekeztiink
valasztani a mérésekhez, ahol az akva- és a klorido-komplexek képzddése ~100%-0s. A
cserefolyamat minden vizsgalt esetben gyors volt, ami miatt a mérések soran altalaban az
akvakomplexet titraltuk KCl oldattal. Igy viszont az ioner8sség mérési pontonként
valtozott, ennek megfeleléen a kapott allandok csak becsiilt értékeknek tekinthetok. Ezen
hiba becslése végett a Ru(n’-toluol) 3-Mepic ligandummal képzett komplexére azonos
ionerdsségli egyedi mintak segitségével is meghataroztuk a IgK’ (H,O/CI") allandot (I =
0,3M NaClOy4). A kétféle modszerrel kapott allandok 0,1 logaritmus egységen beliil
kiilonboztek csak.

A Rh(n’-CsMes)-komplexek esetén a meghatarozott 19K’ (H,O/CI7) és pK, [ML]
allandok kozott egyértelmii korrelaciot tudtunk leirni a vizsgalt kétfogu ligandumok
korében (30. abra). A nagyobb IgK’ (H2O/CI") esetén a komplexeknek kisebb a pK, értéke,

azaz nagyobb a hidroxidion-affinitasuk.

3,07 %
2,57
i
O 207
Q
< 151
X A (O,0) donor
o
- 1,0A 4 (O,N) donor
X (N,N) donor A
0,5 w w \
8 9 10 11
PK, [ML]

30. abra A [Rh(n°>-CsMes)(L)(H,0)]*""* komplexek IgK> (H,O/CI") és pK, [ML] allandoi kozotti
korrelacio. (R% = 0,84). {l =0,2 M (KNOs); 25 °C}

A Ru(n®-arén)-komplexeknek kisebb a Igk’ (H.O/CI") &llanddja ugyanazon
ligandum esetén, azaz kisebb a kloridion-affinitisuk az analég Rh(n>-CsMes)-
komplexekhez hasonlitva. Ennek megfeleléen a CI- — H,0, ill. CI" — fehérje donoratom
csere termodinamikailag kedvezébb a Ru(n®-arén)-komplexeknél, melyek in vitro

citotoxicitasa rendre nagyobb. A Rh(n°-CsMes)-komplexek esetén is az irodalmi és
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egyiittmiikodo partnereink altal meghatarozott ICsg és IgK’ (H,O/CI") értékek elemzése is
azt mutatta, hogy a nagyobb Kloridion-affinitasi komplexek a biologiailag kevésbé
aktivak. Kivételt képeznek ezen viselkedés alol, azok a komplexek, ahol a koordinalt
ligandumnak oOnalléan is van citotoxikus hatasa (pl. phen, 8-HQ, PHQ) és igy a
fémkomplex biologiai aktivitasa elsdsorban ahhoz kotheto.

Tobb félszendvics fémorganikus komplexet is sikeriilt rontgenkrisztallografiai
mérésre alkalmas egykristaly formajaban el8allitanunk: [Rh(n°-CsMes)(8-kinolinolato)Cl],
[Rh(1°-CsMes)(kurkuminato)C1], [Ru(n®toluol)(L)CI] (ahol L: a pic, 3-Mepic, 5-Brpic,
2,4-dipic deprotonalt formai), [Ru(n®-toluol)(acac)Cl], valamint [Rh(n>-CsMes)(en)CI]*
(28.a 4bra), [Rh(n°-CsMes)(dmen)CI]*, [Rh(n>-CsMes)(tmeda)CI]" (28.b 4bra) és [Rh(n’-
CsMes)(pin)CI]*. Ezen komplexek mindegyike a vartnak megfeleléen tipikus
’zongoraszek® geometriai elrendezddést mutat: a penta- vagy hexahapto koordinacioju
arenil vagy arén elfoglal harom koordinacids helyet, és a ligandum kétfogii kotédése
mellett a koordinacids szférat egy klorido ligandum teliti. A feljebb felsorolt és az
egyuttmiikodé  partnerek  altal  elballitott [Rh(n5-C5Mes)(L)CI]+/0 komplexek
krisztallografiai adatait és a vonatkozo IgK~ (H,O/CI") értékeket multilinearis regresszios

modszerrel elemezve Gsszefliggést talaltunk kozottiik (31. abra).
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31. abra A [Rh(n’-CsMes)(L)(H,0)]*""" komplexek szamitott és mért 1gK’ (H,O/CI") 4llandéi
kozotti korrelacio (R? = 0,88). A multilinearis regresszioval kapott Gsszefliggés egyenlete: szamolt
IgK® (H,O/CI") = 27,59xRh—centroid tavolsag — 0,23x(X—Rh-Y) kotésszog — 0,23%(metilcsoport-
gylirtisik) torzids szog + 0,46%[ML] toltése — 28,75.

Az analizis soran a Rh-gyliri kozéppont tavolsag, Rh—donoratom, Rh-ClI
kotéstavolsagra, X—Rh-Y, X-Rh-Cl, CI-Rh-Y kotésszogekre, metilcsoport-gyiirti sik
torzids szogére €és az [ML] komplex toltésére vonatkozd adatokat hasznaltuk fel. A

felallitott Osszefliggés alapjan a kivalasztott IgK’ (H,O/CI") értékekkel 6sszefiiggést mutatd
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adatok linearis kombinaciojaval a 1gK’ (H,O/CI") érték megbecsiilhetové valik. Az igy
szamolt allandokat a kisérleti iton meghatdrozott allandok fiiggvényében mutatja a 31.
abra. A felallitott egyenlet alapjan, a fémkomplexek kloridion-affinitdsa (azaz 1gK’
(H2O/CI") értéke) egyértelmii fiiggést mutat a Rh—gyiiri kozéppont tavolsag, X—Rh-Y
kotésszog €és a metilcsoport-gytirti sik torzids szog krisztallografiai adatokkal. A leirt
Osszefiiggés alapjan a fémkomplex rontgenszerkezete alapjan a kloridion-affinitasa

megjosolhato.

5.2.3. Félszendvics organoruténium(Il)- és organorédium(I1I)-komplexek

kolcsonhatasa human szérum albuminnal

A humén szérum albuminnal valé kdolcsonhatds egyértelmlien befolyasolni tudja egy
fémkomplex vérben vald eloszlasat, valamint ezen transzportfehérjéhez vald kotodés
késleltetheti a kiliriilést és segitheti a tumor szovetekben vald felhalmozodast (Id. 2.6.
fejezet). Szamos félszendvics fémorganikus komplex kolcsonhatasat tanulmanyoztuk
albuminnal spektroszképias (fluorimetria, UV-lathatd spektrofotometria, *H NMR) és
elvalasztasi (ultrasziirés, CZE) modszerekkel. A méréseket fiziologias pH-n 37, ill. 25 °C-
hasznalva (PBS’). Igy a kloridionok jelenléte miatt a komplexekben az akva ligandum
részben kloridionra van cserélve. A Rh(nS-CsMes) maltol, deferipron, pic, 3-Mepic, 2-QA,
bpy, phen és en, valamint a Ru(n’-p-cimol) maltol, deferipron és pic komplexeit
vizsgaltuk. A ligandum nélkiili [Rh(n>-CsMes)(H.0)s]** és [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]**
kationok albuminon vald kotddését is tanulmdnyoztuk Osszehasonlitdsképpen. Ez a két
fémorganikus kation eltérd viselkedést mutat mind a kolcsonhatds sebességét, mind
mértékét tekintve.

A [Rh(n°-CsMes)(H20)3]*" — HSA rendszerben a kémiai egyensuly a kétott - nem
kotott frakciok kozott gyakorlatilag néhdny perc alatt bedll, viszont az UV-lathato
spektrumok 6rakon 4t tarté atrendez6dést mutatnak a fehérjén. A kotdtt Rh(n®-CsMes)-hoz
tartozo toltésatviteli sav abszorpcids maximuma 365 nm-rél 356 nm-re csokkent az idd
clérehaladtiaval. Az elézd fejezetben bemutatott [Rh(n®-CsMes)(L)CI]™ klorido-
komplexek jellemzd toltésatviteli savjanak abszorpciés maximumanak hullamhosszat és
moléris abszorbanciajat mutatja a 32. 4bra a HSA-on kotdtt Rh(n>-CsMes)-hez tartozo
értékekkel egyiitt. Az adatok a kétfogu ligandum nélkiili Rh(n°>-CsMes) arenil-komplexhez
a HSA (N,N) donoratomokon keresztiili kotddését valdsziniisitik, ami pl. megvalosulhat
egy hisztidin imidazol-nitrogénjének ¢és egy szomszédos amid-nitrogénnek a
koordinacidjaval.

65



dc 1661 19
- ‘]%redmények és kovetkeztetések: Félszendvics komplexek vizsgilata

0,9)®
7000 - tiomaltol
- °
&
(O,N)
)L: 5000 - 8-HQ szarmazékok
L 8
\?é "HSA-hoz kotott’
£ 3000 1 49 (NN)
LR
7% eo (0,0)
[(Rh(n®-CsMes)),(OH)s]* ®
1000 \ \ \
350 370 390 410
Amax / M

32. abra Néhany [Rh(n>-CsMes)(L)CI]*" klorido-komplex, a HSA-on kététt Rh(n®-CsMes) arenil-
komplex és a [(Rh(n°>-CsMes)),(1*-OH)s]" kétmagvi komplex jellemzd Amax €8 &max értékei.

A fémorganikus kation nagy feleslege (1:1-1:60) mellett is elvégzett ultraszlirés-
UV-lathato spektrofotometrias mérések maximalisan ~20-25 ekvivalens Rh(n°-CsMes)
arenil-komplex megkotddését mutattak a fehérjén. (Megjegyzem, hogy ilyen nagy
fémkomplex-felesleg bioldgiailag teljesen irrelevans.) A  [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]**
kationok ellenben igen lassan (24 6ra) kotddnek meg az albuminon és a maximalisan
megk6t6dé Ru(n®-p-cimol) egység szama kisebb (~10-12 ekvivalens), de hasonloan (N,N)
koordinécié valoszintisitheté. A Rh(n>-CsMes) komplexeiben mindig gyorsabb ligandum
cserefolyamatokat mutat, mint a Ru(n’-p-cimol), igy varhato is volt a fehérjével
gyorsabban bealld egyensulyi allapot. Ugyanakkor azt is fontos megjegyezni, hogy
fiziologias pH-n, 100 mM kloridion-koncentracié mellett a kétféle fémorganikus kation
nem egyforma formaban van jelen; a Ru(n®-p-cimol) 100%-ban a kétmagvu hidroxido-
komplexként [(Ru(n®-p-cimol))o(u?-OH)s]*, mely az akva/klorido formahoz képest joval
inertebb, mig a Rh(n°-CsMes) esetén ez az arany csak 60%-0s.

Rh(n°-CsMes)-komplexek az akvakationhoz hasonléan gyorsan megkotédnek a
fehérjén, mig a Ru(n®-p-cimol)-komplexek reakcioja ehhez képest altalaban lassabb (pl. a
deferipron komplexnél 3-5 perc az 1. kotdhelyen a fluorimetrias mérés alapjan), de
lényegesen gyorsabb a folyamat, mint a kétmagvli hidroxido-részecske esetén
tapasztalhatd, hiszen a ligandum koordinacidja itt visszaszoritja a hidrolizist. Ezek a
tapasztalatok a fémkomplexek koordinativ kotését valoszinlsitik az albuminon. Ezt

tamasztja ala a natrium-dodecil-szulfat (SDS) hozzaadasaval végzett ultrasziiréses

crer
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hidrofob zsebben (1. kétohely) eredendéen megkdtott warfarin teljes mértékben disszocialt,
mig a Rh(n°>-CsMes) akva- és bpy komplexe kotve maradt.

Abban az esetben, ha a komplex nem veszti el az eredeti ligandumat albuminon
valo kotddés kozben, azaz a kotédés asszociativ jellegii, akkor az akva ill. klorido
ligandum helyén a fehérje oldallanci aminosav donoratomjainak a koordinécidja
képzelhetd el. [Rh(n’-CsMes)(L)(H,0)]*"* (L= deferipron, en, bpy) komplexek esetén
'"H NMR spektroszképia segitségével aminosav modellek (N-metil-imidazol (His); N-
acetil-cisztein metil észter (Cys) és N-acetil-metionin (Met)) bevonasaval vizsgaltuk, hogy
melyik tipustt donoratom koordinacidja a legkedvezébb. A modellvegyiiletek koziil
egyértelmiien az N-metil-imidazol képez legnagyobb mértékben vegyes ligandumu
komplexeket, ami alapjan az albumin hisztidin imidazol-nitrogéneken keresztiili
koordinacidja a legvalosziniibb a [Rh(n’>-CsMes)(L)]-HSA adduktumokban. A fehérje-
komplexben megvalosuld koordinaciés geometriat a [Rh(n°-CsMes)(phen)(N-metil-
imidazol)]** vegyes ligandumi komplex rontgenkrisztallografidsan meghatarozott
szerkezete alapjan képzeljiik el (28.c dbra). A HSA 16 hisztidint tartalmaz, melybdl 5-6
kimondottan a fehérje feliiletén jol elérhetd helyen van, de taldlhatd az 1. kdtShelyen is
(His242) [220]. Megvizsgaltuk kozvetlen (Trp214 kioltasos) és kozvetett (warfarin
kiszoritasos) fluorimetrias modszerrel is a kivélasztott Rh(n°-CsMes) és Ru(n®-p-cimol)
komplexek (maltol, deferipron, pic, bpy, en) megkotédését az 1. kotOhelyen, valamint a 11.
kotdhelyen danzil-glicin segitségével. A meghatarozott allandok az 1. kotéhelyen rendre
nagyobbak voltak, mint a Il. kétéhelyen (AlgK® ~ 0,1-0,6), bar ez nem szamottevd
kiilonbség. A kotési allandok forditott korrelaciot mutattak a komplexek stabilitdsaval:
minél nagyobb stabilitasu a félszendvics komplex, annél kisebb volt a kapott allando. igy a
kisebb stabilitdst komplexeket képezd (0O,0) donoratomokat tartalmazd maltol és
deferipron esetén a IgK’ értéke gyakorlatilag megegyezett a ligandum nélkiili [Rh(n°-
CsMes)(H20)3]** és  [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]** kationokra kapott allandokkal (pl. I
kotéhely, 1gK’: 6,1-6,2 (Rh), 5,7-6,0 (Ru)). Ez leginkabb ugy képzelheté el, hogy a
nagyobb stabilitdsu (N,N) donoratomokat tartalmazd en, bpy ligandumok komplexeinél
egyik vizsgalt kotéhelyen sem volt mérhetd kolcsonhatas.

A komplexek fehérjén vald globalis megkotddésének mértékét elsdsorban
ultraszlirés-UV-lathato spektrofotometrids mérések segitségével jellemeztiik. Az ultra-
szlirést kovetden a kis molekulatomegli frakciok UV-lathatdé spektrumainak felbontédsa
révén megkaptuk a fehérjén a Ru(m®-p-cimol) ill. Rh(n°-CsMes) ligandum nélkiil, ill. a
kétfogu ligandum komplexeként megkdtddé mennyiségeket.
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A fehérjén kotdtt Rh(n®-CsMes) megoszlasat mutatja a 33. dbra ekvimolaris mennyiségben
komplexet és HSA-t tartalmazo mintakra. A deferipron komplexe a ligandumot elveszti a
vizsgalt koriilmények kozott, azaz disszociativ a kotédés modja, ugyanakkor a bpy, en
komplexei asszociativ modon kotédnek ligandumvesztés nélkiil. A pikolinatok (pic, 2-QA)

komplexeinél a disszociativ és asszociativ kotési modok parhuzamosan jelentkeznek.

100

B (o)) (0]
o o o

Kotétt Rh(CMe,) (%)
N
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o

Rh(n>-CsMes)
deferipron

33. 4abra A [Rh(n>-CsMes)(H,0)s]* kation és a [Rh(n>-CsMes)(L)(H,0)]*"* komplexek
megkdtddése HSA-n 1:1 komplex:fehérje ardny esetén ultrasziirés—UV-lathatd modszer alapjan.
{Chsa = Crn = 50 uM; pH = 7,4 (PBS’); 25 °C; tysrakozssi = 24 h}

A deferipron és 2-pikolinsav Rh(n>-CsMes) komplexének HSA-val valo
kolcsonhatasat CZE modszerrel is vizsgaltuk. Reprezentativ példaként a deferipron
komplexe esetén kapott elektroferogramokat mutatja a 34. abra. Az elektroferogramok
elemzése azt mutatta, hogy a HSA mennyiségének novelésével a szabad fémkomplex
mennyisége csokken, mig ezzel parhuzamosan a szabad ligandum jele névekszik. Ezek az
eredmények is azt tamasztjak ala, hogy az albumin kisebb, mint 0,5 ekvivalens
jelenlétében is képes a komplex teljes mennyiségét megkdtni, ami a komplex
hozzaadasaval a szabad fémkomplex mennyisége lecsokken, és megjelenik a szabad
ligandumhoz tartozo jel az elektroferogramokon, de a ligandum moltortje elmarad a

deferipron komplexénél tapasztalthoz képest.
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34. abra A deferipron (dhp) ligandum és a [Rh(n°>-CsMes)(dhp)(H,0)]" komplex HSA jelenlétében
kapott elektroferogramjai. Jelolések: A = [Rh(n>-CsMes)(dhp)]’; e = [dhp]; m = [HSA],
[HSA-[Rh(n®- CsMes)(dhp)], [HSA—[Rh(n’- CsMes)]. {Cremkomplex = 200 pM; Cgnp = 200 pM; 25 °C;
pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer)}

Osszességében megallapitottuk, hogy a kisebb stabilitdsi komplexeknél inkabb
disszociativ jellegli a kdlcsonhatds az albuminnal, mig a nagyobb stabilitdsu komplexeknél

fémkomplex-HSA adduktumok képzddése a jellemzo.
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5.3. Galliumkomplexek vizsgalata

5.3.1. Galliumkomplexek oldategyensulyi vizsgalata

A Klinikai vizsgalatokba jutott [trisz-(8-kinolinolato)gallium(IIl)] (KP46) és [trisz-
maltolato-gallium(111)] (GaM) komplexek (8. abra) oldatbeli stabilitasat jellemzo
egyensulyi adatok és vérszérum-fehérjékkel vald kolcsonhatasuk kvantitativ leirdsa nem
volt megtalalhato korabban a szakirodalomban. Ugyanakkor a két Ga(lll)-komplex, bar
szerkezetiik igen hasonld, farmakoldgiai hatasukban nagyfoku kiillonbséget mutat (1d. 2.4.
fejezet). Munkank célja az volt, hogy feltarjuk milyen oldatkémiai tulajdonsagokban rejlé

kiilonbségeket lehet 0sszefiiggésbe hozni az eltérd bioldgiai viselkedéssel.

5.3.1.1. Hidroxi-(tio)pironok galliumkomplexeinek oldategyensilyi vizsgalata

A vizsgalatainkba bevontuk a maltol mellett az allomaltol, tiomaltol és tioallomaltol
ligandumok (21. abra) komplexeit is. A fémkomplexek stabilitasi allandoinak
meghatarozasa el6tt a ligandumok proton disszociacios folyamatait jellemeztiik pH-
potenciometrids és UV-lathatoé spektrofotometrids modszerekkel tiszta vizes kozegben. A
tiomaltol és a tioallomaltol deprotonalt forméi oxidéciora érzékenyek, de a tiomaltol
kiilonboz6 pH-kon felvett spektrumain (35. abra) az izobesztikus pontok jelenléte mutatja,
hogy az alkalmazott koriilményeink kozott sikeriilt az oxidaciot megakadalyoznunk. A
hidroxi-piron és hidroxi-tiopiron ligandumok proton disszociacios allandoit az 5. tablazat
mutatja, melyek koziil a vizsgélati koriilmények kozott csak a maltolra volt korabbi adat
[255-257]. A deprotonalddasi allando egyértelmiien a hidroxilcsoporthoz rendelhetd
mindegyik esetben. Az alloszarmazékokban az elektronkiildé metilcsoport a
hidroxilcsoporthoz képest para helyzetben van és az elektronszivd oxigénre kifejtett
arnyékolo hatasa kevésbé érvényesiil, mint orto helyzetben, ami miatt a pK, értékek rendre
kisebbek. A tioszarmazékok proton disszociacios allandéi is  Kkisebbek ~0,4
nagysagrenddel. Feltehetéen a kénatom oxigénhez képesti jobb polarizdlhatosdga miatt a
deprotonalt formék aromds gytirijében kedvezdbb elektrondelokalizacid tud kialakulni a

tioszarmazékoknal, ami miatt azok jobban stabilizalodnak.
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Abszorbancia

230 280 330
Alnm

35. abra A tiomaltol pH = 1,98-11,49 tartomanyban mért UV-lathatd spektrumai. A beszart dbra a
388 nm-es hullamhosszon mért abszorbancia pH-fiiggé valtozasat mutatja. {I = 0,2 M (KCI);
25°C; c. =52 uM; ¢=1 cm}

A Ga(lll)-ionnal képz3ds (0,07) ill. (S,07) koordinacidju [GaL]®*, [Gals]™ és
[GaLs] komplexek pH-potenciometrias mérések segitségével meghatarozott stabilitasi
szorzatait az 5. tablazat tartalmazza. A maltol és allomaltol esetében a mono-komplexek
stabilitasi allandoinak meghatarozasahoz pH = 0,7-2 kozotti egyedi mintak voltak
ioner6sség allando érteken tartasa mellett cseréltiik a KCl-tartalmat fokozatosan HCl-ra, és
a rogzitett UV-lathaté spektrumok valtozasa alapjan szamoltuk az egyensulyi allandot.
Majd az igy kapott allandé konstans értéken tartasaval szamoltuk a bisz- és trisz-
komplexek stabilitasi szorzatait a pH-potenciometrids titralasi adatokbol. A meghatarozott
speciacios modell helyességét UV-lathatod spektrofotometrias €s '"H NMR spektroszkopias

titraldsokkal erdsitettiik meg.

5. tablazat Hidroxi-(tio)piron ligandumok proton disszociacios allandoi (K,) és Ga(IIl)-
komplexeik stabilitasi szorzatai (f). {I = 0,20 M (KCI); 25 °C}

modszer maltol allomaltol tiomaltol  tioallomaltol
pK, pH-metria 8,45(1) 7,97(2) 8,06(1) 7,64(1)
pKa UV-lathato sp.  8,46(1) 7,93(1) 8,06(1) 7,63(1)
lgB[GaL]**  UV-lithaté sp. 10,63(2) 9,86(1) - -

pH-metria - - 10,37(6) 9,63(5)
lgB[GaL,]® pH-metria 21,07(4) 19,23(2)  19,05(6) 17,67(6)
lgB[GaLs]  pH-metria 28,77(2) 26,87(1)  25,59(2) 24,71(5)

A 36. abran a Ga(lll) — maltol (1:3) rendszer 'H NMR spektrumai lathatok
kiilsnbsz8 pH-kon rogzitve. Az egyes fémkomplexekhez ([GaL]?*, [Gal,]* és [GaLs]) és a
nem-koordinalt ligandumhoz tartozd jelcsoportok kiilon csucsokként jelennek meg az

NMR idéskalan lassu cserefolyamatoknak koszonhetéen. A 3 mM-os ligandum-
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koncentracié mellett mért spektrumok azt mutatjak, hogy a trisz-komplex az uralkodo
részecske pH = 6-8 kozott, ugyanakkor pH > 10 tartomanyban a komplex teljes mértékben
disszocial. A csucsok integraljaibol szdmolt fémionhoz koordinalt, ill. szabadon 1évd
ligandum szazalékos megoszlasa jol illeszkedik a pH-potenciometrias titralasokbol kapott
allandok alapjan szamolt koncentracio eloszlasi gorbékre (36.b. abra).

A meghatarozott stabilitdsi szorzatokat Osszehasonlitva a kovetkezd trendet
lathatjuk: maltol > allomaltol > tiomaltol > tioallomaltol, ami megegyezik a ligandumok

’hard’-’szoft” Lewis-bazis karakterének sorrendjével.
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36. abra (a) A Ga(lll) — maltol 1:3 rendszer "H NMR spektrumai kiilonbézé pH-kon rogzitve; a
részecskék jelolése: [HL], [L] (A, kék hattérrel); [GaL]** (#); [GaL,]" (o); [GaLs] (m). (b) A
cstcsintegralok (x; ), valamint a pH-potenciometriasan meghatarozott stabilitasi szorzatok
segitségével szamolt koncentracio eloszlasi gorbék (folytonos vonalak). {c, = 3 mM; cy:c. = 1:3;
25,0 °C; 1 =0,20 M (KCI); 10% D,0}

5.3.1.2. Az oxin és a szulfoxin galliumkomplexeinek oldategyensilyi vizsgalata

A 8-hidroxi-kinolin (oxin, 8-HQ) komplexeinek vizoldhatosaga kozismerten rossz, de a
ligandum pK, értékei meghatarozhatok tisztan vizes oldatban UV-lathato
spektrofotometrias mérések mellett pH-potenciometrias titralasok segitségével is.
Ugyanakkor a Ga(lll) komplexeinek sokkal rosszabb vizoldhatosaga miatt a mérésekhez
DMSO jelenléte is sziikséges volt. Ennek megfelelden az oxin pKg-it 30% ¢és 60% (m/m)-
0s DMSO/H,O oldészerelegyekben is meghataroztuk. Emellett az oxin jobb
vizoldhatosagu analogjaként a szulfoxint (8-HQS, 21. abra) is bevontuk a vizsgalatainkba
Osszehasonlitasként, ill. a haromféle olddszerben torténtek mérések a maltollal is. A
szulfoxin szulfonatcsoportja a vizsgalt pH-tartomanyban mindvégig deprotonalt formaban

van, és a negativ toltés révén igy sokkal jobban oldodik vizben, mint az oxin. Az oxin,
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szulfoxin ill. maltol kiilonb6z6 kortilmények kozott meghatarozott proton disszociacios
allandoit az 5. és 6. tablazatok tartalmazzak. Az oxin és szulfoxin esetén kapott pK; a
kinolinium nitrogén (NH") deprotonalédasihoz tartozik, mig a masodik 1épcsdzetes
deprotonalddasi folyamat a fenolos hidroxilcsoporthoz kothetd. A tiszta vizes kozegben
meghatarozott egyensutlyi allandok jo egyezést mutatnak a szakirodalomban talalhatd, mas
koriilmények kdzott mért allandokkal [258-260]. Az oxin pK,-i valamivel nagyobbak, mint
a szulfoxiné a szulfonatcsoport elektronszivo tulajdonsaganak készonhetéen. Mind a két
ligandumnal azt tapasztaltuk, hogy a tizszer higabb (100 uM) oldatban meghatarozott pKj
kisebb, mig a pK; nagyobb a toményebb (1 mM) oldatban kapotthoz képest (6. tablazat). A
szakirodalom szerint ennek valoszinii oka, hogy a HL részecske o/f (cisz/transz)
formainak aranya koncentraciofiiggé [261], ami a pK,; megvaltozasihoz vezet.
Megfigyelhetd, hogy a DMSO mennyiségének novelésével a pK; értékek csokkennek, mig
a pK; értékek novekednek. A relativ permittivitas (dielektromos allandé, &, a DMSO és a
viz értékibdl szamolt érték) reciprokanak fiiggvényében dbrazolva a pK, értékeket linedris
Osszefliggést kapunk (37. abra), ahol a pK; értékekre illeszthetd egyenes meredeksége
negativ, mig a pKy értékeknél pozitiv. Ez jol magyardzhatdé a Born-féle elektrosztatikus
oldoszer modellel [262]. Azaz a kationos savak (kinolinium-NH") pK,-ja csokken, mig a

crer

semleges toltésii savak (fenolos-OH) pK,-ja novekszik a DMSO koncentraciojat
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37. abra Korrelacios diagram a kiilonb6z6 DMSO koncentracioknal mért (a) pK, és (b) Igs[Gal]
(g =1,2, vagy 3) értékek és az oldoszer(elegyek) szamolt relativ permittivitasanak reciproka (1 / &)
kozott; L: maltol (x), oxin (e,0) és szulfoxin (A ,A). {I = 0,20 M (KCl) vizben (& = 78,3), | =
0,10 M (KCI) 30 (&=76,7) és 60% (&= 72,4) (m/m) DMSO/H,0 elegyben; 25,0 °C}

Fontos megjegyezni, hogy az oxin gyengén fluoreszkald vegytilet és a kiilonb6zo
pH-kon felvett emisszios spektrumok felbontasaval a pK; értéket meg lehetett hatarozni (6.

tablazat). A masodik 1épcsdzetes deprotondlodasi folyamat pH-tartomanyaban csokkenni
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kezdett a mért emisszios intenzitds, amit azonban az intenzitas novekedése kovetett, és az
csak pH > ~11-n kezdett ujra csokkenni. Ez az anomalis viselkedés nem tette lehetévé a
pK, szamitasat a fluorimetrids adatok alapjan. A jelenség a szakirodalom szerint azzal
magyarazhatod, hogy gerjesztett allapotban a semleges oxin molekula részben ikerionos
(NH" és O) formaban van jelen, és inter/intramolekularis H-hidak alakulhatnak ki, ami
megakadalyozza az alapéllapoti molekula deprotonalddasi allanddjanak fluorimetrias
meghatarozasat [261,263].

6. tablazat Az oxin (8-HQ) és szulfoxin (8-HQS) pK, értékei és Ga(lll)-komplexeik stabilitasi
szorzatai (f) vizben, 30% és 60% (m/m) DMSO/viz olddszerelegyekben. {I = 0,20 M (KCI)
vizben, |1 = 0,10 M (KCI) 30 és 60% (m/m) DMSO/H,0; 25 °C}*

moédszer 0% (m/m)  30% (m/m) 60% (m/m)
oxin pKy pH-metria 4,99(2)" 4,42(1) 3,64(1)
pK; pH-metria 9,51(1)" 10,15(1) 11,14(1)
lgB[GaL]* UV-lathato sp. 13,13(8) 13,64(6) 14,50(5)
extrapolalt adat 13,04
lgS[GaL,] fluorimetria 25,54(5) 26,60(3) 30,15(2)
UV-ldthato sp. 25,58(3)
extrapolalt adat 25,73
lgB[GaLs] fluorimetria 36,79(1) 37,87(2) 41,93(3)
UV-ldthato sp. 36,41(1)
extrapolalt adat 36,61
szulfoxin  pK; pH-metria 3,90(2) ¢ 3,43(2) 2,91(1)
pK, pH-metria 8,37(1)° 8,91(1) 9,95(1)
lgS[GaL]** UV-lathaté sp. 11,99(1) 12,63(3) 14,13(5)
IgA[GaL,]" pH-metria 23,25(2) 25,01(2) 27,14(9)
lgB[GaL] pH-metria 33,17(2) 35,06(1) 38,36(9)

 Maltolra vonatkozé adatok vizben 1d. 5. tablazat. 30% (m/m) DMSO/H,0: pK, = 9,00(1), lgS[GaL]*":
11,33(1), lgp[GaL,]*: 22,24(3), lgB[Gals]: 30,64(1); 60% (m/m) DMSO/H,0: pK, = 9,87(1), lgA[GaL]*:
12,15(2), IgB[GaL,]": 24,74(6), lgB[GaLs]: 34,08(4). b UV-lathaté spektrofotometria: pK; = 5,03(1), pK, =
9,66(1) (cL = 1 mM) és pK; = 4,78(1), pK, = 9,74(1) (c. = 100 uM); fluorimetria: pK; = 4,96(1) (c. =
50 uM). © UV-lathat6 spektrofotometria: pK; = 3,83(1), pK;, = 8,39(1) (c, = 1 mM) és pK; = 3,63(1), pK; =
8,48(1) (c. = 100 uM); *H NMR: pK; = 3,92(1), pK, = 8,38(1) (cL = 1 mM).

A Ga(Ill) komplexképzése az oxin és szulfoxin kétfogi (N,O) donoratomokat
tartalmazé ligandumokkal hasonlé sémat kovet, mint ahogyan az el6zd fejezetben
bemutatott hidroxi-(tio)pironoknal lattuk; azaz mono-, bisz- és trisz-komplexek képz6édnek.
A komplexekre a kiilonb6z6é modszerekkel meghatarozott stabilitdsi szorzatok a 6.
tablazatban talalhatok meg. Az oxin esetében pH-potenciometrids méréseket nem lehet
végezni tiszta vizes kozegben, igy 30 és 60% (m/m) DMSO/H,0 olddszerelegyekben
hataroztuk meg az allandokat. Az oxin és szulfoxin mono-komplexeinek stabilitasi

szorzatat egyedi mintak segitségével hataroztuk meg UV-lathaté spektrofotometridsan, pH
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= 1-2 tartomanyban. A 37.b abra trendje alapjan jol lathatd, hogy a DMSO-tartalom (azaz
az 1/g; értékének) novelésével a stabilitasi szorzatok is nének, de nemcsak az oxin, hanem
szulfoxin €s a maltol esetében is. Mivel a kiilonboz6 kdzegekben meghatarozott allandok
linearis Osszefiiggést mutattak az olddszer(elegyek) relativ permittivitdsdnak reciprokéval
mind a harom ligandum esetében, az oxin Ga(lll)-komplexeinek stabilitasi allandoit tiszta
vizes kozegben a DMSO tartalmi mérések, valamint a szulfoxinra szamolt adatokra
illesztett egyenes meredeksége alapjan extrapolaltuk. (6. tablazat). Ezek az extrapolalt

allandok jo egyezést mutattak az UV-lathaté spektrofotometrids titralasok segitségével

nyert allandokkal.
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38. abra (a) A Ga(lll) — oxin (1:3) rendszer 3D fluoreszcencia spektrumai pH = 7,40-en. (b)
Fluoreszcencia mikroszkopos felvételek a KP46 komplex SW480 vastagbélraksejtekbe valo
bejutasarol 5 perces, ill. 3 6ras inkubacidt kdvetéen. (c) A Ga(lll) — oxin (1:3) rendszer emisszids
spektrumai kiilonb6z6 pH-kon mérve. (d) Az 530 nm-en mért emisszios intenzitdsok a pH
fliggvényében 1:5 (0); 1.3 (e); 1:2 (A) és 1:1 (©) fém-ligandum aranyoknal és a ligandumra
vonatkozdan (X). {c. =50 uM; Aex =367 nm; 25 °C; 1 = 0,20 M (KCI)}

A szakirodalomban ismert volt, hogy a Ga(lll) trisz-oxinato komplexe erdsen
fluoreszcens [264]. Az oxin 6nmagaban kevéssé emittal, de fluorogén tulajdonsaganak
koszonhetéen Ga(lll)-ionhoz koordinaldodva emisszids intenzitdsa kozel a tizszeresére
novekszik a [GalLs] komplexben. A spektrofluorimetria fémkomplexek stabilitasi
allandoinak meghatarozasahoz valé hasznalata igen ritka a szakirodalomban [239], viszont
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rossz vizoldhatosagu fluoreszcens vegyiiletek esetében kifejezetten hasznos. A [trisz-
oxinato-gallium(111)] komplex (8. abra), azaz a KP46 3-dimenzids fluorimetrias spektruma
a 38.a abran lathatd. Ezek alapjan a komplex gerjesztési maximuma Agx = 367 nm-nél van,
az emisszids spektrumot pedig 450-650 nm tartomanyban érdemes mérni (példaként pH 2-
11,5 tartomanyban 1:3 fémion-ligandum aranynal régzitett emisszios spektrumokat és a
kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyok mellett mért intenzitasokat az emissziés maximumon
az 38.c,d abrakon mutatom). A mért spektrumok alapjan szamoltuk a bisz- és trisz-
komplexek stabilitdsi szorzatait (6. tdblazat), melyek igen hasonlénak adodtak a masik két
modszerrel kapottakhoz, mutatva, hogy megfelelé fémion-ligandum rendszer esetén a
fluorimetria is alkalmas modszer az oldatbeli stabilitas jellemzésére. A kapott adatok
alapjan mind a két 8-hidroxi-kinolin ligandum esetén a trisz-komplex az uralkodd
részecske fizioldgias pH-n.

A KP46 intenziv fluoreszcens tulajdonsagat (38.a) kihasznalva javaslatunkra a
Bécsi Egyetemen fluoreszcencia mikroszkdpos technikéval sikeriilt a komplex sejtekbe
jutasat is kovetni (38.b abra). Az SW480 vastagbélrak sejteken végzett vizsgalatok azt
mutattak, hogy a fémkomplex tobb 6ran keresztiil stabilis maradt sejtes kornyezetben. Az
is megfigyelhetd volt, hogy a komplex percek alatt felhalmozodott a sejtekben, majd iddvel
a sejtmag koriili lemezes képletekben, feltehetéen az endoplazmas retikulumban, ill. annak
fehérje 6sszetevdiben dusult fel.

A két Kklinikai vizsgdlatba keriilt galliumkomplex oldatbeli stabilitdsanak
Osszehasonlitdsdhoz fiziologias pH-n kiszdmitottuk a fémion eloszlasdt a komplexek
szorzata ~8 nagysagrenddel nagyobb, mint a maltol esetében. Ennek kdvetkeztében igen
hig, ugyanakkor fiziologids szempontbol relevans koncentracidtartomanyban az oxin
maltol és [Ga(OH),] jelenik meg. Az eredményeink alapjan varhato, hogy a két komplex
vérszérumbeli eloszlasa eltérd, hiszen a KP46 komplex nagy stabilitdsa révén kevésbé

képes ligandumcsere folyamatokban részt venni, mint a trisz-maltolato-komplex.
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39. abra A Ga(lll) maltollal (piros gorbék) és oxinnal (lila gorbék) képzett [Gals] komplexeinek

crer

szaggatott vonalak az oxinkomplex vizoldhatatlan koncentracidtartomanyat jelolik. {I = 0,20 M
(KCI); 25,0 °C}

5.3.2. Galliumkomplexek kolcsonhatasa human szérumfehérjékkel

Az 5.3.1. fejezetben részletezett oldategyensulyi vizsgalatok egyértelmiien ramutattak arra,
hogy a KP46 oldatbeli stabilitasa sokkal nagyobb a GaM komplexhez hasonlitva, masrészt
joval lipofilebb is (IgPkpss = +0,88 [155]; IgPcam = +0,41 [139]). Ezen tulajdonsagok
elorevetitik a két galliumkomplex vérszérumban vald eltérd viselkedését. A vérszérum
LMM ¢és HMM komponensei koziil elsésorban a ’hard’ donoratomokat tartalmazo
vegyiiletekkel valo kolcsonhatdsokat kell szamba venni, hiszen ezek a ligandumok
versenghetnek a Ga(lll)-ionért, hasonléan az Al(lll)-ionhoz [265]. Ugyanakkor ezen
semleges toltésti komplexek a HSA hidrofob zsebeiben is megkdtddhetnek masodlagos
kémiai kolcsonhatasok révén, és fehérje nagy szérumkoncentracidja miatt egy akar gyenge
megkotddés is meghatarozo lehet a szérumspeciaciora nézve.

Elsdként a potencidlisan versengd LMM (citrat, foszfat, oxalat) ligandumok hatdsat
vizsgaltuk a komplexek stabilitdsaira UV-lathaté spektrofotometridsan. Ehhez 20 uM
KP46-ot ill. 80 uM GaM komplexet hasznaltunk, ami a terapias szérumkoncentraciojuknak
felel meg. A méréseink azt mutattak, hogy ezek az LMM vegyiiletek nem képesek
kiszoritani az eredeti ligandumot a komplexekbdl a szérumbeli koncentraciojukat (Ceiqrar =
98 UM; Coxatat = 9,2 UM; Cosztae = 1,1 MM [231]) és annak tizszeresét hasznalva sem.

A GaM és HSA kolesonhatasanak "H NMR spektroszkopiai €s ultrasziiréses
vizsgélata egyarant azt mutatta, hogy a komplex nem kotddik a fehérjén. A KP46
komplexnél azonban az ultrasziirést nem tudtuk hasznalni a korlatozott vizoldhatosag és a
szlr6n valé megtapaddsa miatt, ugyanakkor sikeriilt STD NMR spektrumokat felvenniink

hig oldatban (Ckpss = 20 uM). Ez a technika alkalmas viszonylag gyenge, masodlagos
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kolcsonhatasok kovetésére is. A spektrumok felvétele 600 MHz-es késziiléken krio-
méréfej alkalmazasaval tortént. A KP46 *H NMR spektruman (40.a abra) magnesesen nem
ekvivalens ligandum protonokhoz tartoz6 jelek lathatéak, ami kiilonboz6 szerkezeti
izomerek meglétére utal. Az STD NMR spektrumon (40.b abra) megjelennek a komplex
jelei, ami egyértelmiien arra utal, hogy a KP46 kotédik az albuminhoz. Az is
megallapithatd, hogy a fémkomplex nem disszocial a kotédés soran. A KP46 valtozatlan
koordinaciés szférajat a HSA jelenlétében masok is leirtdk rontgenabszorpcids

spektroszkopias eredmények alapjan [153].

a)
WWWAWWWMWMW%W
8,7 8,4 8,1 7.8 7,5 7,2 6,9 6,6

d/ppm
40. abra (a) A KP46 'H NMR, és (b) a KP46 — HSA rendszer STD NMR spektrumai.
{Ckpas = 20 uM; Cysa =5 uM; 7 °C; pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer, 0,10 M KCI); 10% D,0}.

A KP46 sajat fluoreszcens tulajdonsagat kihasznélva is lehetett albuminhoz vald
kotddését monitorozni. Azt taldltuk, hogy a komplex emisszios intenzitdsa a fehérje
jelenlétében nagymértékben megnd (41.a 4bra), a kémiai egyenstly perceken beliil beallt.
Figyelembe véve a HSA sajat emissziojat, a mért spektrumok segitségével a KP46 kotési
allandojat is meg lehetett hatarozni, ami 1gK’® = 4,04(8) adoédott. Ez az allando egy
viszonylag gyengébb kolcsonhatasra utal. CZE mérésekkel csak kismértekl kotddést irtak
le Groessl és munkatarsai 50 uM HSA-t és 20 uM komplexet tartalmazo mintaknal [154],
bar a spektroszkopias adatokbdl szamolt allandonk alapjan 30%-ny1 megkotédést varnank
ilyen koriilmények kozott. A KP46 albuminon valé megkotddése valosziniileg az aromas
ligandumainak koszonhetd, melyek '7z-zstacking’ kolcsonhatasba léphetnek a fehérje
aminosav oldallancaival. A lehetséges kotési helyek feltérképezéséhez egylittmikodo
partnerem, T. Tuccinardi végzett molekularis dokkolasos szdmitasokat, melyek alapjan a
KP46 legvaloszinilibb kotési helye az IB aldoménban van (41.b 4dbra). A komplex egy oxin
liganduma oldoszernek kitett pozicioban van, mig a masik kettd egy-egy hidrofob iiregben
helyezkedik el (41.c abra).
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41. abra (a) A KP46 — HSA rendszer (o, A: két parhuzamos mérés) és a HSA sajat (x) emisszios
intenzitasa 532 nm-en mérve a valtozo HSA koncentracio fliggvényében. {Ckpss = 16 uM; Cysa = 3-
95 uM; Aex = 367 nm; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM HEPES puffer, | = 0,10 M KCI)} (b) A KP46
elhelyezkedése a HSA IB alegységének hidrofob zsebében (III. kotéhely). (c) A felillet szinezése a
Kyte-Doolittle hidrofobicitasi skalanak megfeleléen sotétkék az erésen hidrofob és vilagoskék a
kisebb hidrofobicitast helyeken.

Az apo-transzferrin (apoTf) komplexképzése Ga(lll)-ionokkal jol jellemzett és a
latszolagos kotési allandok alapjan [142] (1d. 2.6. fejezet) vérhatdo az apoTf altali
ligandumkiszoritas a GaM és KP46 esetében, de eltéré mértékben. A KP46 ill. GaM
komplex — apoTf rendszerekre felvett 'H NMR spektrumok elemzése egyértelmiien
igazolta, hogy az eredeti ligandumot valoban részlegesen kiszoritja a fehérje a galliumion

koordinacids szférajabol, ahogyan a KP46 esetén mutatja a 42. abra.

855 850 845 (g :
| 8:7 o 8;4 o 8‘,1 o 7‘,8 o 7,5 7,2 6,9
8/ ppm
42. abra Az oxin (a), a KP46 (c) és annak apoTf jelenlétében (b) felvett *H NMR spektrumai. A
kinagyitott spektrumrészleten a szabad ligandumhoz tartozd csucsokat kék hattér jeloli. {Coxin =
60 puM; Cpas = 20 UM; Caporr = 20 uM; Cnaticog = 25 mM; 7 °C; pH = 7,40; 10% D;0; tyarakomas = 1 h}

A megfeleld csucsintegralok aranyabol kiszamolhato, hogy az oxin 71%-a a Ga(lll)-ionhoz

kotott az adott koriilmények kozott az apoTf jelenlétében, ami igen jo egyezést mutat az
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egyensulyi allandok alapjan szamolt 70%-os értékkel. (A szabad maltol megjelenésének
detektalasa a komplex jo vizben valo oldhatésadga miatt technikailag joval egyszeriibb volt.
Az NMR spektrumok elemzése soran a vegyes ligandumu komplexek képzédését az adott
koriilmények kozott ki tudtuk zarni.)

Az apoTf a Tyr és Trp aminosavjainak kszonhetéen fluoreszcens, és a két Fe(ll1)
(ill. Ga(Ill)) kotohely kozelében talalhatdo két Tyr, melyek fluoreszcenciaja kioltodik a
fémion kotédésekor [266], igy az emisszids intenzitas csokkenésén keresztiil a fémionhoz
vald koordinacié kovethetd. Ennek megfeleléen felvettiik az apoTf emisszids spektrumat a
komplexek (valamint GaCls) jelenlétében is, és a kiilonboz6 fehérje-komplex aranyoknal
rogzitett spektrumokat, ill. az intenzitdsok megvaltozasat mutatja a 43. abra. Az egyensuly
a komplexek esetén 15-20 perc alatt allt be. Az emisszios intenzitds egyértelmiien
lecsokken a komplexekkel vald kolcsonhatas kovetkeztében, de ennek mértéke a nagyobb
stabilitasi KP46-nal sokkal kisebb, hiszen az apoTf kevésbé képes az oxint kiszoritani a
maltolhoz viszonyitva. Ugyanakkor a GaCl; a mért emisszios intenzitast még tizszeres
feleslegben és 4 ora inkubaciot kovetden sem befolyasolja jelentdsen. A fémion ugyanis
koordinal6d6é ligandumok nélkiil fiziologids pH-n dontéen a meglehetésen inert
[Ga(OH),] formaban van jelen [267]. Az apoTf és a [Ga(OH)s]  kozotti reakcio
meglehetdsen lasst, ezért Uriilnek ki a (hidrolizalt) galliumsok gyorsan a szervezetbdl a

veséken keresztiil [139,140]. A GaM viszont sokkal gyorsabban reagal a transzferrinnel.

a) b)
100 10, 4 s A .
1200 - X *
3 < X * .
2 900 1 =
;§ = X
N 600 - o 8 X X
2 £ 50 -
=
= 300
0+ T T T ] 25 T T T T
300 325 350 375 400 0 5 10 15 20
Aem/ NM Caain/ Caport

43. abra (2) Az apoTf emisszios spektrumanak valtozasa GaM hozzaadasara; (b) a 340 nm-es
hullamhosszon mért intenzitasok valtozasa a hozzaadott GaM (%), KP46 (¢) ill. GaCl; (A)
hatésara. {Caporr = 0,2 UM; Ciomplex = 0,2-4 uM (GaM vagy KP46); a GaCls; esetében: Caporr = 2 UM
Coacls = 10-40 puM; Aex = 280 nm; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM HEPES, 0,10 M KCI)}

Mivel a KP46 és szabad liganduméanak emisszids intenzitdsa kozott jelentds a
kiilonbség (1d. 5.3.1.2. fejezet), és az apoTf nem emittdl a komplex gerjesztési
maximumanal (1ex = 367 nm), a fehérje altali ligandumkiszoritas spektrofluorimetridsan is

kovethetd a komplex sajat emisszidjanak megvaltozasan keresztiill. A KP46 emisszios
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intenzitdsa egyértelmiien lecsokken a fehérje jelenlétében (44.a 4abra), ami azzal
magyarazhatd, hogy az apoTf galliumionhoz valé koordinaciojakor kiszoruld oxin csak
gyengén emittal. A mérési pontok alapjan €s a stabilitasi allandok segitségével szamitott
fehérjéhez kotott fémion mennyisége elfogadhaté egyezést mutatott (44.b ébra), ami

igazolja a feltételezésiinket a lejatszodo folyamatrol.
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44, abra (a) A KP46 — apoTf rendszer emisszios intenzitasa (¢) és a KP46 kalibral6 egyenese (0) a

crcr

egyensulyi koncentraciok (#) egyiitt dbrazolva a stabilitasi allandok alapjan josolt gorbével. {Capors
= 25 uM; Ckpss = 2,5-20 uM; Aex = 367 nm; Agy = 532 nm; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM HEPES,
0,10 M KCI)}

A Ga(lll)-apoTf [142]; a fémion hidrolizis allandoi [267], a ligandumok (maltol,
oxin) pKa-i, a Ga(lll)-ligandum komplexek stabilitasi szorzatai, a maltol-HSA [TP17] és a
KP46-HSA adduktum kotési allandoja segitségével modellszamolast végeztiink a gallium
vérszérumbeli eloszlasara vonatkozdan (45. abra). A szamitaskor a fehérjék koncentracidja
megfelelt a vérben 1évonek, és feltételeztiik, hogy az apoTf kotbhelyei 30%-ban Fe(lll)-
ionokkal telitettek [229]. Az eloszlast a komplexek analitikai koncentracidja természetesen
nagyban befolyasolja. A GaM komplex terapids szempontbol relevans koncentracio-
tartomanyaban (< 160 uM [140]) a Tf-nek van dont6 szerepe (45.a abra) a Ga(lll)
szallitasaban. A maltol fehérje altali kiszoritasa 40 pM-nal kisebb komplex
koncentracional teljesnek mondhatd. A KP46 esetében viszont az apoTf szerepe kevésbé
latszik hangsulyosnak (45.b abra), ami a komplex nagy stabilitasanak koszonhet6. A KP46
nagy része a HSA-hoz kotodik. Pl. 20 uM-os komplex koncentracional a fémion 65%-a
talalhato ilyen formaban, mig 20-25% apoTf-hez kotédik. A fennmaradé mennyiség pedig
szabad KP46-ként talalhato a rendszerben.

Ezen sokkomponensii modell segitségével, ami persze nagyon leegyszerlsiti a
valds, biologiailag relevans kémiai rendszert, bizonyos kovetkeztetések levonhatok a két

0sszehasonlitott komplexre vonatkozoan:
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(i) A GaM szallitasaban a HSA nem vesz részt.

(if) Az apoTf jelentds mennyiségli Ga(lll)-iont szallit az eredeti GaM komplex
sejtbe valoban a Tf-receptorokon keresztiil juthat be.

(ili) A KP46 dontéen a HSA-hoz reverzibilisen koétve valtozatlan formaban
szallitodik a vérszérumban, ami késleltetheti a komplex keringésbdl vald
kitiriilését, masrészt felveti a komplex eredeti formaban valo Tf-fiiggetlen
sejtes felvételét. A munkankkal parhuzamosan végzett biologiai mérések is ezt
tamasztottak ala [152,156].

a) 100 | [Ga-apoTf] b) 100 1 [Ga-apoTf]
80 - [Ga,-apoTf] 80\ L ----
L 60 - X 60 - [HSA-KP46]
= 40 - GaM S 40 -
O V)
20 - _ [Ga(OH)l _. 20 1 -
0 = 0
0 40 80 120 0 20 40 60
Ceam/ pM Ckpas / UM

45. abra A GaM — (a) és a KP46 — (b) HSA — Tf vegyes rendszer koncentracio6 eloszlasi gorbéi a

srer

egyensulyi allandok alapjan. {pH = 7,40; cysa = 630 uM; crs = 37 uM (figyelembe lett véve, hogy
a kotéhelyek 30%-osan telitettek vas(Ill)ionokkal)} (A szaggatott rész a KP46 oldhatosagi hatdardn
tuli koncentraciokat jeloli.)
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5.4. Tioszemikarbazonok és fémkomplexeik

5.4.1. Tioszemikarbazonok proton disszociaciés folyamatai, izomerizacioja és

lipofilitasa

A tioszemikarbazonok oldatkémiai viselkedésének tanulmanyozéasat neheziti vizben valo

rossz oldhatosaguk, és feltehetéen ez is hozzajarul ahhoz, hogy csak csekély szamu
oldategyenstlyi adat lelhetd fel erre a vegyliletcsaladra a szakirodalomban. A legtobb
oldategyenstlyi mérést mi is keverék-oldoszerben (30% (m/m) DMSO/H,0) végeztiikk a

megfeleld oldhatosag eléréséhez. A vizsgalt legfontosabb a-N-piridil- és szalicilaldehid-

(tio)szemikarbazonok szerkezeti képletét a 46. abra mutatja. Ha a vegyiiletek oldhatosaga
jobb volt (S > 1 mM, pl. L-Pro-STSC, L-Pro-FTSC, Morf-PTSC, mPip-PTSC), ill. ha az

alkalmazott mérési modszer nem igényel nagy koncentraciot (pl. spektrofotometria,

fluorimetria) akkor tiszta vizes kdzegben is torténtek mérések.

R, R, Ry Y
. FTSC H H H S
SNy PTSC H H CH; S
_ N3 M4 R, triapin NH, H H S
z NN APTSC NH, H CH; S
R, R, R; AcFTSC H CH; H S
Me,N-triapin  N(CH3z), H H S
Me,N-APTSC N(CH;), H CH; S
r/“\x FaTSC H NH, H S
N\) O-triapin NH, H H O
Se-triapin NH, H H Se
SN S X =
)I\ O: Morf-PTSC N L-Pro-FTSC
7 AN ~ NCH,: mPip-PTSC
NN 3 COOH
| | SN S
PAN )j\
Y = HOOC N NH
OH S: STSC
[:::I:v/ y 0:SSC
N
Z \H/H\N /J[{Ej:if L-Pro-STSC

46. abra A vizsgalt legfontosabb (tio)szemikarbazon szerkezeti képlete és neviik roviditése.
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A vegyiiletek oldatbeli viselkedését ((de)protonalodas, stabilitas, izomerizacio) pH-
potenciometria, UV-lathaté spektrofotometria, 'H NMR spektroszkopia és fluorimetria
kombinalt hasznalataval tanulmanyoztuk. Néhany kivalasztott TSK pH-potenciometrias ill.
UV-lathatd  spektrofotometrids moddszerrel meghatarozott proton  disszociacios
allandojanak negativ logaritmusat (pK,) mutatja az 7. tablazat. Az alapvazas o-N-piridil-
TSK-oknak két disszociabilis protonja van. Az elsé deprotonalodasi folyamat (HoL" = HL
+ H*) a piridinium nitrogénhez (N'H") rendelheté, mig a méasodik (HL= L™ + H*) a
tioszemikarbazid-rész hidrazin nitrogénjéhez (N°H). Ebben a masodik 1épcsdzetes
folyamatban képz6dé L~ forméaban a negativ toltés foképp a kénatomon lokalizalodik a

tion-tiol tautomérianak koszonhetéen (Id. 2.5. fejezet).

7. tablazat Néhany tioszemikarbazon és az SSC proton disszociacids allanddjanak tizes alapt
negativ logaritmusa (pK,)%, n-oktanol-viz megoszlasi hanyadosanak logaritmusa (IgD74)% {I =
0,1 M KCI; 25,0 °C; 30% (m/m) DMSO/H,O (pH-potenciometria) vagy H,O (UV-lathato
spektrofotometria)}

pK, pK; kozeg 1gD74

FTSC 3,13 11,13 DMSO/H,0 | +0,73
3,48 10,72 H,O

triapin 3,92 10,78 DMSO/H,0 | +0,85
4,25 10,58 H,O

PTSC 3,38 10,54 DMSO/H,0 | +1,15
3,61 10,22 H,O

APTSC 4,31 10,29 DMSO/H,0 | +1,30
4,64 10,09 H,O

ACFTSC 3,64 11,52 DMSO/H,0 | +1,02

Me,N-triapin 4,43 10,87 H,O +1,21

Me,N-APTSC 4,93 10,69 H,O +1,52

O-triapin 4,24 >12,5 DMSO/H,0 | +0,22

Se-triapin 3,87 9,48 DMSO/H,0 | +0,85

STSC 8,89 12,59 DMSO/H,0  +1,74
8,53 >11,5 H,O

SSC ~1,9 9,32 DMSO/H,0  +1,04

A metil- és aminocsoportok jelenléte egyértelmiien befolyasolja a ligandumok pK,
értékeit; a hatas nagysaga €s iranya azonban a szubsztituensek pozicidjatol is fiigg. Az N-
terminalis elektronkiildd6 metilcsoportok (R3) a pKj-t novelik, mig a masodik proton
disszociaciés allandd értékét ~fél nagysdgrenddel csokkentik. Az R, pozicidban 1évo
metilcsoport mindkét pK,-t noveli. A triapinban 1évé aminocsoport (R;) jelentdsen
megnoveli a piridinium nitrogén bazicitdsat az FTSC alap ligandumhoz viszonyitva, de
csokkenti a hidrazin nitrogén pK,-jat. Abban az esetben, amikor ez az amino-nitrogén
dimetilezett (Me;N-APTSC) a pKs-k egyértelmii novekedését latjuk. A kénatom cseréje
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oxigénre (O-triapin) és szelénre (Se-triapin) ellentétes iranya valtozast hoz a pK,
értékekben a megvaltozo polarizalhatosagnak megfeleléen: az O-triapin pKs-i rendre
nagyobbak, mig a Se-triapin esetében azok kisebbek. Fontos megjegyezni, hogy a Se-
triapin rendkivill érzékeny az oxigén jelenlétére, igy a méréseket szigorian anaerob
koriilmények kozott kellett végezni. Ennek hianyaban a ligandum bomlasa és oxidacidja
soran H,Se 1ép ki a molekuldbol az ESI-MS mérések tanisiga szerint ([M+1]"
(C7H1oNsSe) m/z = 244,01 — [M(-H,Se)+1]" (C7HgNs) m/z = 162,08), ami elemi vords
szelénné oxidalodik.

A piridin- helyett fenol-gytrt tartalmazé STSC-nek is két disszociabilis protonja
van, de a teljesen protonalt forma (H,L) semleges. Az els6é deprotonaldodasi 1épés itt a
fenolos hidroxilcsoporton torténik, mig a pK, ugyanugy a hidrazin nitrogénhez rendelhetd.
A HL™ forma negativ toltése feleldés a masodik proton disszociaciés allando tobb mint egy
nagysagrenddel valé novekedéséért az FTSC-hez hasonlitva. A kénatom oxigénre torténd
cseréje (STSC — SSC) a hidrazin nitrogén pKs-jat ebben az esetben is megnoveli, pontos
értéke a mérhetd pH-tartomanyban mér nem hatarozhatoé meg. Igy az SSC szemikarbazon
pK,-je  tartozik a fenolos hidroxilcsoport —disszociacidjahoz, mig pK; a

karbamoilcsoporthoz.

18000 - b)
15000 - HoL*
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12000 - L

9000 +

g/ M1icm1
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47. abra (a) Az Me,N-APTSC ligandum kiilonbozé pH-kon rogzitett UV-lathato spektrumai vizes
kozegben. (b) A ligandum kiilonb6z6 formainak szamolt molaris abszorbancia spektrumai. {c, =
40 um; pH=2-11,5;1=0,10 M (KCl); 25 °C; £=1,0 cm}

A TSK-ok pKg-it UV-lathaté spektrofotometria segitségével is meg tudtuk
hatérozni, mert a proton disszocidcios folyamatokat jol detektalhatd spektralis valtozasok
kisérik; a kapott allandok pedig mindig jO egyezést mutattak a pH-potenciometrias
moddszeren alapulokkal, abban az esetben, ha csak egyféle izomer volt jelen az oldatban
(Id. késébb). Az UV-lathato spektrofotometria mérési technika a kisebb koncentracio-
igénye miatt ugyanakkor lehetdvé tette a tiszta vizes kozegli méréseket is, reprezentativ
példat mutat a 47. dbra az Me,N-APTSC ligandumra. A vizes kdzegben felvett UV-1athato

spektrumok felbontasaval szamolt pK, értékek a vartnak megfeleléen valamelyest
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kiilonboztek az oldoszerelegyben kapottaktol (7. tablazat). Az o-N-piridil-TSK-ok pKj
értéke lecsokken, mig a pK; megnd a kisebb dielektromos allanddju DMSO jelenlétében,
ami jol magyarazhatdé a Born-féle clektrosztatikus olddszer modellel [262]. Azaz a
kationos savak (piridinium nitrogén, HoL") pKs-ja csokken, mig a semlegeseké (HL)
megnd az olddszer relativ permittivitasdnak csokkenésével, hiszen a DMSO a semleges
formakat erdsebben képes szolvatilni, mint a toltotteket, ami miatt az elsé esetben
kedvezobbé, mig a masodikban kedvezOtlenebbé valik a deprotonaldédas. Az STSC
vegyiiletnél ugyanakkor a pK; megné a DMSO/H,0 elegyben, mert ez a semleges H,L
formaban 1évo fenolos OH-csoport deprotonalodasdhoz rendelhetd folyamatot jellemzi.

A vizsgalt TSK-ok Schiff-bazisoknak tekintheték és ennek kdszonhetéen, nagyon
savas, ill. lagos pH-kon a C=N? kotésiik felnyilhat ¢s a megfeleld aldehid, ill. keton és
tioszemikarbazid képzddik, amit figyelembe kellett venniink a mérések megtervezésénél.
A tapasztalataink szerint a bomlas sebessége nagymértékben fiigg a kozegtdl (pl. tiszta
vizben gyorsabb, mint a DMSO/H,O elegyben), a pH-tol (széles pH-tartomanyban,
fiziologias pH-t is beleértve, nem tapasztalhaté6 mérhetdé bomlas, de pH < ~2 és pH > ~11
tartomanyokban mar igen), masrészt fiigg a ligandum szubsztituenseitdl is. A sav-
katalizalta bomlast jellegzetes abszorbanciacsokkenés kiséri a 330 nm-es hulldmhossz
kornyékén, ami a vegyiiletek elektronrendszerében a konjugéacido mértékének a jelentds
csokkenésével magyarazhatd. Az FTSC 24 o6ra alatt csak kismértéki bomlast mutat
100 uM-os oldatban (< 10%) pH =2,3-n, mig az AcPTSC-nél a bomlas mar néhany o6ra
alatt teljesnek mondhato. A bomlés sebessége a kovetkezd sorrendet mutatta: ACPTSC >>
PTSC > AcFTSC > FTSC, azaz minél tobb metilcsoportot tartalmaz a molekula, annal
gyorsabb a folyamat a savas kozegben.

Fontos megjegyezni, hogy a TSK-ok a konjugalt elektronrendszeriiknek és merev
szerkezetiiknek koszonhetden fluoreszcensek, és a kiilonbozé pH-kon felvett emisszids
spektrumaik felbontasaval szintén tudtunk savi disszociacios allandokat meghatarozni
vizben (pl. STSC, L-Pro-STSC, FTSC, PTSC esetén). Emisszidos maximumuk a lathato
hullamhossztartomanyba esik, ami lehetdvé teszi a sejtbe jutdsuk ¢és eloszlasuk
monitorozasat fluoreszcens mikroszkopiaval [268].

A 'H NMR spektroszkopia segitségével nemcsak a TSK-0k deprotonalodasa
kovetheté nyomon, hanem az izomerek jelenléte is. A Z/E izoméria a C=N? kettds
kotéshez kapcsoloddan jon létre, és a jelenlévd izomerek aranya fligg az oldoszertdl és a
pH-tol is [208-210]. Részletesen vizsgaltuk az FTSC, PTSC, AcFTSC és AcPTSC
ligandumoknal DMSO-ds-ban, D,O-ban és 30% (v/v) DMSO-dg/H,0 elegyben (pH = 6-n,

ahol a HL formak a dominansak) az izomerek jelenlétét. A '"H NMR spektrumok elemzése
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azt mutatta, hogy ezek az o-N-piridil-TSK-ok polaris oldoszerekben jellemzben az E-

formaban fordulnak el6 (48. abra).

s
SN s \N"'H‘NJ\N/
L An | N
/\N N/ = ~
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Eizomer Zizomer
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R X
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48. abra Az AcPTSC ligandum E, Z és E’ izomerjeinek javasolt szerkezete. A baloldal E” izomer
képletét az AcPTSC rontgenszerkezete alapjan [210] rajzoltuk fel.

Az N-termindlis dimetilezett szarmazékokndl a Z-izomer jelenléte is jelentds, pl. a
PTSC-nél a Z izomer aranya eléri a ~40%-o0t a 30% (v/v) DMSO-ds/H,0 elegyben pH=6-
n. Az AcPTSC ligandumnal a Z és E izomerek mellett egy harmadik részecske is
megjelenik (E’), ami egy tioamid-tipusu intramolekularis hidas és kiterjedt delokalizalt -
elektronrendszerrel bir6 forma (48. abra). A PTSC morfolin- és metil-piperazin-
konjugatumai (46. abra) extra deprotonalddod csoportokat tartalmaznak (Morf-PTSC:
morfolinium-NH*, mPip-PTSC: két piperazinium-NH") a piridinium ¢és hidrazin

nitrogéneken kiviil.
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49. abra (a) A Morf-PTSC ligandum "H NMR spektruma az aromas régioban pH = 7,58-n (10-
90% D,0/H,0), sziirke hattérrel a Z izomerhez tartozo cstcsok vannak jelolve. (b) A HL forma E
és Z izomerjének szerkezete. () Koncentracio eloszlasi gorbék a 'H NMR mérések alapjan
meghatarozott mikroallandok segitségével szamolva. {I = 0,1 M KCI; 25 °C}
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Vizes oldatukban kiilonboz8 pH-kon mért *H NMR spektrumaik elemzésével nemesak az
E és Z izomerek aranyat, hanem azok deprotonaldédasahoz tartozé mikroallandokat is
meghataroztuk, ahogyan a Morf-PTSC példdja is mutatja a 49. abran. Az izomerek eltérd
savi disszociacios allandéi az egyes protonaltsagi fokok esetén intramolekularis
hidrogénhidak jelentétével (49.b. dbra) jol értelmezhetdk, hiszen a hidrogénkotésbe kertiild
(hidrazin nitrogén) = 10,14 (E); >11,5 (Z)).

Az 7. tablazatban szerepld ligandumok fiziologids pH-n HL formajukban vannak
jelen; kivételt az STSC jelent, mely részben negativan toltott (vizben: 93% Hol, 7% L7). A
semleges toltés segiti a vegyiiletek sejtmembranokon valo athaladasat, viszont rossz
vizoldhatdsagot eredményez. A vegyliletek lipofilitdsat ezeknél a vegyiileteknél is n-
oktanol/viz k6zotti megoszlasos UV-lathatd spektrofotometrias mérésekkel jellemeztiik. A
fiziologias pH-n meghatarozott megoszlasi hanyadosok (IgD;4, 7. tablazat) Ossze-
hasonlitasakor fontos figyelembe venni a vegyiiletek aktualis protonaltsagi allapotat és igy
toltését, melyek a meghatarozott pKs-k segitségével konnyen megadhatok. Az adatok
alapjan a vizsgalt TSK-ok lipofilitasa nagymértékben fiigg a szubsztituensektél. Az FTSC
lipofilitast csak kis mértékben, mig az N-terminalis dimetilezés nagyobb mértékben noveli
azt, a vartnak megfeleléen. A piridingyliri aminocsoportjanak metilezése is ndveli a
lipofilitast. A kalkogénatom cseréje csak az O-triapin esetében okozott a lipofilitasban
csokkenést, a triapin és Se-triapin lipofilitdsa hasonlonak adodott. A piridin-nitrogén
helyett a fenolos OH-csoport jelenléte a molekulaban egy nagysagrenddel megnoveli a D74
értéket (vo. FTSC és STSC), a kén oxigénre torténd cseréje pedig csokkenti azt (vo. STSC
¢és SSO).

Az optimalis hidrofil-lipofil sajatsag megtalalasa érdekében az FTSC, PTSC ¢és
STSC ligandumokra disszociabilis protonokat tartalmazé farmakofor szubsztituensek (L-
Pro, morfolin, metil-piperazin) keriiltek (V.B. Arion egyiittmiik6d6é partner révén), és a
kapott vegyiiletek vizben mar sokkal jobban oldddnak (IgD74 értékek: Morf-PTSC =
+0,61, mPip-PTSC = -0,03, L-Pro-FTSC < -1,7, L-Pro-STSC = -0,60). A morfolincsoport
pH = 7,4-n gyakorlatilag mar deprotonalt formaban van a Morf-PTSC-ben, igy a molekula
97%-ban semleges, ami miatt a IgD7 4 értéke a PTSC ligandumétol a varthoz képest csak
alig kisebb. Ezzel szemben a mPip-PTSC vegyiiletben a metil-piperidinium nitrogén 74%-
ban protonalt, aminek koszonhetéen a molekula hidrofilebb. Az L-Pro-konjugatumok
egyértelmilen hidrofilebb karaktertiek a referenciavegyiiletiikh6z képest: D74 értékiik tobb
mint 2 nagysagrenddel kisebb, ami az aminosav-rész ikerionos szerkezetének (NpH®,
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COQ") koszonhetd. Ez a nagymértékii hidrofil jelleg ndvekedés ugyanakkor nem bizonyult

kedvezoOnek a bioldgiai hatas szempontjabol, amit az 5.4.3. fejezetben mutatok be.
5.4.2. Tioszemikarbazonok réz(II)komplexei

A Cu(I)-TSK komplexek rakellenes hatasa mar tobb mint negyven éve ismert; szamos
olyan komplexet allitottak eld, melyek a ligandumukhoz képest citotoxikusabbak rakos
sejtvonalakon [161,162,185-189]. Ugyanakkor a TSK-ok hatasmechanizmusanak
feltérképezése soran az intracellularisan képzddo redoxi aktiv rézkomplexeknek is szerepet
tulajdonitanak a hatas kialakitasaban, bar a kozolt eredmények erre vonatkozdan
meglehetdsen ellentmondésosak [188,189]. A vizsgalt rézkomplexek nagy szama ellenére
csak elvétve talalhato termodinamikai adat a vizes oldatbeli viselkedésiikre vonatkozdan a
szakirodalomban [200-207]. Az altalunk tanulmanyozott Cu(ll)-TSK komplexek
valtozatos Osszetételt és koordinaciés modokat mutatnak (Id. lejjebb), viszont kozos
jellemzdjiik, hogy vizes kozegben, bioldgiailag relevans koriilmények kozott (pH = 7,4 és
uM-os koncentraciotartomany) kiemelkedd stabilitastiak. Az oldatbeli stabilitast és a
komplexek szerkezetét pH-potenciometria, ESR spektroszképia és UV-lathato
spektrofotometria kombinalt hasznalataval jellemeztik 30% (m/m) DMSO/H,0
oldoszerelegyben és/vagy tiszta vizben.

Az alapvazas o-N-piridil- (pl. FTSC) és szalicilaldehid TSK-ok (pl. STSC)
haromfogi ligandumok, a Cu(ll)-ionnal elsésorban mono-komplexeket képeznek.
Reprezentativ példaként az STSC komplexképzése lathaté az 50. abran. A savas pH-
tartomanyban jelenlévd protonalt komplexben ([Cu(LH)]") a ligandum (O7,N,S)
donoratomokon keresztiil koordindlodik, mikdézben a hidrazin-N még protonalt formaban
van. Ennek deprotondlodasaval jon létre a ligandum (O™,N,S") dianionos koordinacidja a
[CuL] komplexben, majd a pH-t tovabb noévelve képzoédik egy vegyes hidroxido
[CuL(OH)]™ komplex. Az ESR spektrumok felbontasaval nyert izotrop paraméterek (50.
abra) is a koordinacidos moddok szignifikdns megvaltozasat tamasztottdk ald az egyes
részecskékben. A pH ndvelésével bekovetkezd [CuLH]" komplex deprotonalédast, majd a
[CUL(OH)]™ részecske létrejottét is az egyre kisebb gp és egyre nagyobb Ay értékek
jellemzik a Cu(ll)-ion koriil megnovekvo ligandumtér-erének megfeleléen. A d-d savok
abszorpcids maximumai is megvaltoznak a pH novelésével a fémion koriili koordindcios
moéd modosulasa miatt, féleg az (O°,N,S) — (O7,N,S") atrendez6dés okoz nagyobb
valtozast (Amax: 630 nm [CuLH]" — 580 nm [CuL] — 570 nm [CuL(OH)]). Az STSC
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ligandum feleslege esetén sem képzOdnek a mono-ligandumu komplexeken kiviil mas

Osszetételll részecskék.

OH
o C 00 = 2,0945
- AO—7316
OH NH, -
03 'u _____ go=2,1084 o;__ OH_—l
A=68,2G
N )\ 0
Z 0-20891 N NANHZ
T A=855G A
100 \
[CuL]
e 80 1 /@mp
= 60 -
5
L 40 '\ [CuL(OH)]-
20 qCu?t /
0 T T T T
2 4 6
pH

50. abra A Cu(ll) - STSC (1:1) rendszer koncentracio eloszlasi gorbéi, a komplexek szerkezete és
izotrop ESR paraméterei. {30% (m/m) DMSO/H,0; Csrsc = Cougy = 1 mM; 1 = 0,1 M KCI,; 25 °C}
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51. abra (a) A Cu(ll) — triapin (1:2) rendszer kiilonb6z6 pH-kon felvett ESR spektrumai, és (b)
koncentracio eloszlasi gorbéi. {30% (m/m) DMSO/H,0; Cyiapin = 2 MM; Ceygy = 1 mM; 1=0,1 M
KCI; 25 °C} (c) A [Cu,Ls]" komplexhez rendelt ESI-MS spektrum részlete, ahol a szaggatott
vonalak a szimulélt csticsokat mutatjak a [CuyCxH2N1sSs]” (= [CusLs]”) részecskére. {Cyiapin =
0,1 mM; ccyqry = 0,05 mM; pH = 7,4}
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Ugyanez a koordinacios séma figyelheté meg az L-Pro-STSC szarmazéknal is. Az o-
N-piridil-TSK-oknal (pl. triapin, FTSC) is hasonlé &sszetételii mono-komplexek
képzddnek, de ekkor a fenolato-O™ helyett a piridin-N koordinalodik és ennek megfeleléen
a [CuL]” komplex egyszeresen pozitiv toltésii.

Az o-N-piridil-TSK-ok feleslege esetén ugyanakkor bisz-komplexek ([Cul,H]",
[CuL;]) is kialakulnak (Id. triapinnal 51. abra), és kiilonb6z6 kotési izomerek jonnek létre
feltehetéen a ligandumok (Npiridin,N,S7)(N vagy S°) vagy (Npiridin,N")(N,S”) koordinécios
modjanak varialodasaval. A triapin, PTSC és APTSC ligandumokkal [Cu,Ls]” kétmagva
részecske jelenlétét is leirtuk a pH = 5 — 9 tartomanyban (51.a,b abra), mely egy ESR
csendes részecske a Cu(Il) centrumok kozelsége miatt; képz6dését ESI-MS modszerrel is
sikeriilt igazolnunk (51.c. abra). A [Cu,Ls]" komplex fragmentacidja soran [CuL]® és
[CuL,H]" egymagvu részecskéket lehetett detektalni.

Az alapvazas a-N-piridil-TSK-okhoz képest az L-Pro-FTSC esetén az aminosav-rész
is részt vesz a koordinacioban, a ligandum o&tfoguként a (COO™,Npro,Npirigin,N,S")
donoratomokon keresztiil kotédik a fémionhoz négyzetes piramisos geometriai
elrendezésben (52.a abra). A morfolin- és a metil-piperazin-konjugatumok nitrogén
donoratomjai szintén részt vesznek a Cu(ll)-ion megkdtésében, igy ezek a ligandumok
négyfoguan koordinalodnak (52.b,c abra). A koordinacidos szféra nagyobb foka
telitddésének koszonhetéen az L-Pro-FTSC, Morf-PTSC és mPip-PTSC ligandumok
kizarolag mono-komplexeket képeznek a Cu(ll)-ionnal.

52. abra (a) L-Pro-FTSC, (b) Morf-PTSC és (c) mPip-PTSC ligandumok [CuL(CI)] komplexeinek
rontgenkrisztallografia modszerrel meghatarozott szerkezetei. Az atomok termalis ellipszoidokkal
abrazolva 50% valoszinliség mellett; a kristalyban levé vizmolekuldk és metanol nincsenek
abrazolva a jobb atlathatosag érdekében.

A Cu(ll) - (tio)szemikarbazon rendszerekben a képz6d6 komplexek Osszetételét és
stabilitasi szorzataikat elsdsorban pH-potenciometridas modszerrel hatdroztuk meg,
melynek eredményét a kiilonbozé pH-kon felvett UV-lathato és ESR-spektrumok
segitségével tamasztottuk ala altalaban 30% (m/m) DMSO/H,0 oldészerelegyben, ill. a
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vizben jol old6dé L-Pro-FTSC, Morf-PTSC és mPip-PTSC TSK-konjugatumok esetében
vizes kozegben. Ugyanakkor a rogzitett spektrumok felbontdsdval szamos esetben
stabilitasi allandokat koézvetleniil is meghataroztunk. Példaként kivalasztott Cu(ll) -
(tio)szemikarbazon rendszerekben képzddd komplexek stabilitdsi szorzatait mutatja a
8. tablazat.

8. tablazat Néhany tioszemikarbazon és az SSC Cu(Il)-komplexeinek stabilitasi szorzatainak (/)
tizes alapt logaritmusa (Igg). {lI = 0,1 M KCI; 25,0 °C; 30% (m/m) DMSO/H,0 vagy H,O}

lgB [CUuLH]* [CuL] [CUL(OH)]? kozeg kiemelt modszer
FTSC 16,44(5) 14,76(1) 5,46(2) DMSO/H,0  fotometria/pH-metria
triapin 16,69(2) 14,35(2) 4,68(3) DMSO/H,0° ESR/pH-metria
20,08(8) 17,57(6)  8,93(8) H,0 fotometria
APTSC 17,05(4) 15,12(4) 5,63(4) DMSO/H,0 ¢ ESR/pH-metria
mPip-PTSC 26,53(1) 20,26(3) 8,4(1) H,O pH-metria/fotometria
L-Pro-FTSC 24,80(2) 22,85(2) 10,03(9) DMSO/H,0  pH-metria/fotometria
STSC 23,03(4) 19,02(4) 8,75(9) DMSO/H,0  pH-metria
24,44(2)  20,17(1)  9,20(2) H,O fotometria
L-Pro-STSC 21,58(3) 17,54(3) 6,97(4) DMSO/H,0  pH-metria
SSC - 10,58(2)  4,30(1) DMSO/H,0  pH-metria

2 [CUL(OH)] = [CuLH_;]. ® Tovabbi lgj értékek: [CUL(OH),] = -7,57(3); [CUHL,] = 28,67(3); [CuL,] =
20,95(2); [Cu,Ls]* =39,50(9). ¢ Tovébbi Ig/ értékek: [CUL(OH),] = -6,75(6); [CuHL,] = 29,63(3); [CuL.]
= 22,40(3); [Cu,Ls]* =42,95(9).

A Cu(I)-TSK komplexek oldatbeli stabilitisa a meghatarozott stabilitasi szorzatok
segitségével nem vethetdé kozvetleniil Ossze. Ugyanakkor a ligandumok pKs-i és a
kiilonb6z6 komplexekre meghatarozott stabilitasi szorzatok segitségével szamolt p[Cu(ll)]
értékek alapjan a ligandumok Cu(ll)-ionok felé mutatott affinitdsa mar &sszehasonlithatd
az adott koriilmények kozott. Valasztott (tio)szemikarbazonok p[Cu(ll)] értékeit fiziologias
pH-n mutatja az 53. abra. A 30% (m/m) DMSO/H,O oldoszerelegy esetén kapott
eredmények (53.a abra) alapjan elmondhato, hogy ezen Cu(ll)-komplexek stabilitasa

.....

.....

p[Cu(ll)] értékek Gsszehasonlitasaval a kovetkez6 hatasok figyelhetok meg:
I) a triapin piridingytirtijén 1évé NH; csoport jelenléte gyakorlatilag nem befolyasolja a
Cu(ll)-ionok felé mutatott affinitast (va. triapin és FTSC);
i) a S/O cserével jelentdsen csokken a Cu(ll)-komplexek stabilitasa (vo. STSC és
SSC,; triapin és O-triapin);
i) az N-terminalis dimetilezés noveli a rézkomplexek stabilitasat (vé. triapin és
APTSC);
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iv) a piridin-nitrogén fenolos-OH csoportra térténé cseréje szintén néveli a Cu(l1)-koté
képességet pH = 7,4-n (vé. FTSC és STSC);

V) és az L-Pro-konjugacio, ha az aminosav-egység donoratomjai nem vesznek részt a
koordinacioban, akkor csekély mértékben befolyasolja a Cu(ll)-komplex
stabilitasat (vo. STSC és L-Pro-STSC).
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53. abra A Cu(ll) — (tio)szemikarbazon (1:1) rendszerekben képz6dé komplexekre meghatarozott
stabilitasi szorzatok segitségével szamolt p[Cu(ll)] értékek pH = 7,4-n (a) 30% (m/m) DMSO/H,0,
és (b) vizes kdzegben. {C_ = Coyqy =1 pM; 1 = 0,1 M KCI; 25 °C}

Vizes kozegben is végeztiink UV-lathatd spektrofotometridas méréseket mono-
ligandumu Cu(I1)-TSK komplexek esetén (FTSC, PTSC, triapin, APTSC, Me,N-triapin,
Me,N-APTSC, STSC), valamint a TSK-konjugatumoknal pH-potenciometrias méréseket
(Morf-PTSC, mPip-PTSC, L-Pro-FTSC) az oldatbeli stabilitas kozvetlen sszehasonlitasa
végett. A pH = 2-11,5 tartomanyban 1:1 fémion-ligandum aranyok mellett rogzitett UV-
lathato spektrumok felbontasaval a [CuLH]2+ és [CuL]” komplexek deprotonalodasara
vonatkozo pK, értékeket hataroztuk meg (1. triapin komplexeinél 54.a abra). Az alapvazas
TSK-ok [CuLH]* tipust komplexeinek pK, értéke 2,08-2,51 kozé esik, mig a [CuL]"
részecskék deprotonalodasat pK, = 8,53-8,78 jellemzi, de szdmottevd mértékben nem
kiilonboztek egymastol a kiilonbozé ligandumok esetén. Ezek az értékek egyben azt is
jelentik, hogy a [CuL]" komplex széles pH-tartomanyban dominansan képzédik (pH = 3,5-
7,5). A vizes oldatban vizsgalt rendszerekben a Cu(ll)-komplexek képzddése gyakorlatilag
mar a titralas kezdeti pH-jan (pH ~2) is teljesnek mondhato. Igy EDTA segitségével
torténd kiszoritast végeztiink olyan allandd pH-n (alt. pH = 5,9), ahol a [CuL]" komplex
uralkodé ezekben a rendszerekben (lasd triapin komplexénél 54.b abra). A spektralis
valtozasokbol szamitottuk a [CuL]® komplex latszélagos stabilitasi allandojat (4°), majd
stabilitasi szorzatat () a ligandum pK,-inak ismeretében. A meghatarozott egyensulyi

allandok segitségével p[Cu(Il)] értékeket szamoltunk (53.b abra), melyek egyértelmiien
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nagyobbak voltak a 30% (m/m) DMSO/H,0 oldoszerelegyben kapottakhoz képest. Azaz a
DMSO jelenlétében a Cu(ll)-komplexek képzédése kisebb mértékii, amit a vizes oldatokra
vald extrapolacio soran figyelembe kell venniink. Ha az egyes ligandumok p[Cu(ll)]
értékeit hasonlitjuk &ssze, akkor a 30% (m/m) DMSO/H,0 olddszerelegyben megfigyelt
trendeket latjuk a vizes kézegben is (1d. feljebb). Tovabbi megallapitasaim:
vi) a piridingytirii 3-aminocsoportjanak dimetilezése noveli a ligandumok Cu(l1)-ionok
felé mutatott affinitasat (vo. triapin és Me,N-triapin; APTSC és Me,N-APTSC);
vii) a TSK-konjugatumok esetén a koordinacidban résztvevd extra donoratomok
novelik a stabilitast (vo. PTSC és Morf-PTSC, mPip-PTSC; FTSC és L-Pro-

FTSC).
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54. abra (a) A Cu(ll) - triapin (1:1) rendszer kiilonbozé pH-kon felvett UV-lathaté spektrumainak
felbontasaval kapott molaris abszorbancia spektrumok a [CuLH]*, [CuL]® és [CuL(OH)]
komplexekre. {I = 0,1 M KClI; 25 °C; vizes kozeg} (b) A Cu(ll) — triapin (1:1) — EDTA rendszerre
felvett spektrumok, ahol az 4bran lathaté szdmok a Cepra/C(cuj+) ardnyt mutatjak. {Cyiapin = Ccuqry =
25 uM; cepra = 0-175 uM; pH = 5,90 (50 mM MES); | = 0,1 M KCI; 25 °C; varakozasi id6: 4 6ra;
¢=1,0cm}

.....

crer

méréseket is 30% (m/m) DMSO/H,O oldoszerelegyben végeztik. Az altalanos
tapasztalatunk az volt, hogy a ciklikus voltamogrammok alapjan a redoxi folyamatok
irreverzibilisek, tobbnyire csak a katddos csucspotencidlokat lehet detektalni, ami nem
kielégité a megfeleld Osszehasonlitishoz. Emiatt a Cu(ll)-komplexek oxidaldo hatasat
kozvetlen redoxi reakcioban biologiai redukaldszerekkel (aszkorbinsav és L-glutation)
vizsgaltuk tiszta vizes kozegben, fizioldégids pH-n. A redoxireakciokat spektro-
fotometridsan kovettiik, szigortian oxigénmentes koriilmények kozott, tandemkiivettat
hasznalva. Az FTSC, PTSC, triapin, O-triapin, APTSC, Me;N-triapin, Me,N-APTSC,
STSC ligandumok Cu(ll)-komplexeit vizsgaltuk altalaban 50 ekvivalens redukaloszer
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jelenlétében. A felsoroltak koziil a legkisebb stabilitasa O-triapin komplexét mind a kétféle
redukaldszer pillanatokon beliil redukalta, mig a tobbi komplexnél az aszkorbinsavval nem
volt mérhetd spektralis valtozas az alkalmazott koriilmények kozott. Az erélyesebb GSH
viszont képes redukalni ezeket a komplexeket. Az 55.a abra a Cu(ll) - APTSC - GSH
(1:1:50) rendszerben 0-120 perc kozott mért UV-lathatd spektrumokat mutatja. A
reaktansok Osszekeverése utdn a Amax eltolodik néhany nm-rel a nagyobb hulldmhosszak
felé (430 — 438 nm), feltehetéen a GSH-nal torténd vegyes ligandumt komplex képzddése
miatt. Majd az abszorbancia jelentds mértékben csokken ebben a hulldmhossz-
tartomanyban, mikdzben a spektrum alakja egyre inkabb a szabad liganduméra hasonlit.
komplexet képez a GSH-val [269]. Amikor a redoxi egyensuly bedll, azaz mar tovabbi
spektralis valtozas nem detektalhato, akkor elmondhatd, hogy az alkalmazott koriilmények
kozott (azaz 50-szeres GSH felesleg mellett) a Cu(ll)-komplexek teljes mennyiségének

redukcidja nem tortént meg egyik vizsgalt rendszerben sem a vizsgalati id6 alatt (55.b

abra).
a) 04 - D) 100 gx x « . PTSC
) x x X
®e, Me,N-APTSC
s 031 Rit Peo
@ g‘A ° 5 o
e £ 60 A\». ® a Me,N-triapin” ° o QADPTSC
© [=) R A% s ©0o 4,
e 072 <\( 5 M @ ° ,A ° A A A ©o0o0 4
] < 40 4 \ R STSC *
(2]
o) i A
< 01 20 \"\. Lt
triapin " ® = e T1SC *
0 — 0 x . . x x
310 360 410 460 510 0 25 50 75 100 125

A/nm t/ perc

55. abra (a) A Cu(ll) - APTSC - GSH (1:1:50) rendszerben rogzitett UV-lathaté abszorbancia
spektrumok 0 és 120 perc kozott. A szaggatott vonal a ligandum spektrumat, a zold nyilak az
oxigén hatasat jelolik. (b) A Cu(ll)-komplexek abszorpcidés maximumanak hullamhosszan mért
abszorbancia valtozasok a GSH jelenlétében kiillonbozé ligandumok komplexei esetén. A
meghatarozott pszeudo-elsérendii sebességi allandok (Kops / percfl): 430x10"* (PTSC), 6,97x107*
(Me;N-APTSC), 1,60x102 (APTSC), 4,47x10% (Me,N-triapin), 8,40x10% (STSC), 4,13x10°*
(FTSC), 1,10x107* (triapin). {c, = Ccuany = 25 uM; Cgsy = 1250 uM; pH = 7,40 (50 mM HEPES); |
=0,1 MKCI; 25°C; ¢=1,0cm}

Ha oxigéngazt buborékoltattunk a mintaba (55.a abra), akkor gyakorlatilag visszakapjuk az
eredeti spektrumot, ami a redoxi reakcid reverzibilitasat mutatja, bar a CV mérések soran
nem kaptunk reverzibilis folyamatokra jellemzd csticsparokat, feltehetéen azért, mert ott
nem volt ami stabilizalja a Cu(l) oxidaciés allapotot. A vizsgalt komplexekben az

(Npirigin,N,S7) koordinacidés mod ugyan megegyezik, az STSC kivételével, azonban a redoxi
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reakcié sebességében nagy kiilonbséget lathatunk (55.b abra). A szamolt tapasztalati
sebességi allandok (Kops) értéke annal nagyobb volt, minél inkabb kisebb p[Cu(Il)]
értékekkel jellemezhet6 az adott rézkomplex (1d. a Kops értékeket az 55.b 4bra
abraaldirasaban), azaz a Cu(Il)-komplex redukcidja a nagyobb stabilitas esetén lassabban
megy végbe.

Egyiittmikodd partnereinknek koszonhetéen (V.B. Arion, P. Heffeter, G. Szakacs)
szamos TSK human rakos sejtvonalakon mért in vitro citotoxicitasat is ismerjik. A
ligandumok és az egy ekvivalens Cu(ll)-ionokkal egyiitt inkubalt mintak pICsg értékekeit
mutatja az 56. abra. A TSK-ok citotoxikus hatasa Osszefliggést mutat a RNR enzim
inhibiciojahoz kotdédéen a vasionok felé mutatott affinitasukkal (1d. 5.4.3. fejezet),
ugyanakkor egyes ligandumoknal (pl. Dp44mT, Me,N-APTSC) az intracellularisan
képz6dé rézkomplexek jelentségét hangsulyozzak [186,187,270]. A kapott plCsy adatok
alapjan az STSC, Morf-PTSC, mPip-PTSC és L-Pro-FTSC vegyiiletek gyakorlatilag nem
citotoxikusak, ugyanakkor rézkomplexeinek biologiai hatasa mar jelentés. Mind a négy
ligandum kiemelked6 stabilitasti komplexet képez a Cu(ll)-ionokkal fiziologias pH-n (53.b
abra) csakugy, mint a haromfogt (Npirigin,N,S™) donoratomokon keresztiil koordinalédo o.-
N-piridil-TSK-ok is. Mégis az utobbi esetekben a rézionok jelenlétében a mért biologiai
aktivitas kisebbnek adodott, csak a PTSC és a Me;N-APTSC ligandumoknal kozelitették
meg a citotoxicitas értékek egymast. Ennek a két vegyiiletnek a Cu(ll)-komplexét lehetett a
leglassabban redukalni GSH-val (55. abra). Azokban az esetekben, ahol a Cu(ll)-ionok
jelenléte és koordinacidja a citotoxicitast nem csokkentette le (PTSC, Me,N-APTSC) vagy
éppen jelentdsen novelte azt (négy- ill. 6tfogi TSK-konjugatumok, STSC) (56. ébra), ott a
rézkomplexekhez kotédd hatdsmechanizmust valoszinlsithetjiik, vagy legaldbbis nem
zarhatjuk ki azt; mig a tobbi esetben a Fe(l11/11)-ionokkal valdo komplexképzédésnek lehet
meghatarozobb szerepe.

Ugyanakkor a citotoxicitds adatok azt is mutatjdk, hogy a koordinalédo
donoratomokban vald eltérés, a kiilonbozd pozicidoban 1évé metilcsoportok jelenléte
nagymértékben befolyasolja a TSK-ok biologiai hatasat. Az a-N-piridil-TSK-oknal az N-
terminalis dimetilezés jelentés mértékben ndveli a citotoxicitast, mig a piridingylri
aminocsoportjanak dimetilezése inkabb csokkenti azt. A négyfogti (N,Npirigin,N,S"), az
otfogi (COO™,Npro,Npirigin,N,S"), ill. az (O",N,S") koordinaciés modu ligandumok nem
bizonyultak citotoxikusnak a rakos sejtvonalakon. A felsorolt szerkezeti valtozasok
nyilvanvaloan a vasionokkal valo kolcsonhatasukra is jelentdsen kihatnak, ennek részletes

vizsgélataval foglalkozik a kovetkezd fejezet.

96



dc 1661 19
- - Eredménvyek és kovetkeztetések: Tioszemikarbazonok és fémkomplexeik

7.4 1 N
)
O
Q_5;4_
3,4‘ — |_H|_H|-DT._\
O € O O £ OO O O 0O
0 o 0N N a un un u un um
F 8 F F 8 F - F F K
L s o 0o &5 o o o uw om
< z S ¢ 2 o
EERE
=

56. abra Tioszemikarbazonok in vitro citotoxicitasa (pICsy) MES-SA human méh szarkoma
sejtvonalakon (Morf-PTSC ¢és mPip-PTSC esetében HeLLa méhnyak karcinoma sejtvonalakon) (bal
oldali teli oszlopok) és pICsg értékek egy ekvivalens Cu(Il) jelenlétében (jobb oldali iires oszlopok).

5.4.3. Tioszemikarbazonok vas(l1/I11)komplexei

A daganatos sejteknek fokozott proliferaciojuk miatt nagyobb a vasfelvételik, és igy
emelkedett a sejtfelszini transzferrin receptorok és a RNR enzim expresszidja iS. Ez
indokolta a vaskelatorok kemoterapiaba torténé potencialis bevezetését. A TSK-ok
azonban a hematologiai betegségekben hasznalt klasszikus Fe(ll1)-kelatoroktdl jelentdsen
eltérnek (1d. 2.5. fejezet). Az a-N-piridil-TSK-ok rakellenes hatasa ugyanis nem csupan a
Fe(lll)-ionok megkotésén alapul, erés RNR inhibitorok, amihez sziikséges, hogy
fiziologias koriilmények kozott vaskomplexeik reverzibilis redoxi reakcioban vegyenek
részt. Igy az a-N-piridil-TSK-0k hatdsmechanizmusanak jobb megértését segiti, ha
megismerjik nemcsak a Fe(lll)-, hanem a Fe(ll)-ionokkal képzett komplexeik vizes
oldatbeli stabilitasat és a vaskomplexek redoxi tulajdonsagait is.

A vasionok komplexképzddési egyensulyait TSK-okkal elsdsorban 30% (m/m)
DMSO/H,0 oldoszerelegyben pH-potenciometrias és UV-lathatd spektrofotometrias
mérésekkel tanulmanyoztuk, a Fe(ll)-ionoknal az oxigén szigori kizarasa mellett. A
meghatdrozott stabilitdsi szorzatok (9. tablazat) birtokdban elmondhat6, hogy mono-
([FeLH], [FeL]), és az oktaéderes geometrianak kdszonhetben bisz-komplexek ([FeL,H],
[FeL2]) képzddnek. Jellemzéen a pH > 10,5 tartomanyban vegyes hidroxidokomplexek is
megjelennek, de csak kis koncentracioban. Fizioldgids pH-n mind a kétféle oxidacios
allapotu vasionnal az [Fel;] Osszetételi bisz-komplexek a dominansak (ha ¢ /cre > 2).
Ezekben a komplexekben a ligandumok haromfoguként koordinalodnak (N,N,S"),
(O'\N,S) (57.b abra), ill. az SSC szemikarbazon esetén (O ,N,O") donoratomokon
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keresztiil. A kiilonb6z6 koordinacios mod miatt a vizsgalt vegyiileteknek a Fe(ll1)- ill. a
Fe(I1)-ionokkal képzett komplexeinek stabilitasa kozott jelentds eltérés figyelhetd meg
egy adott TSK esetén, ami a ciklikus votammetrias mérések segitségével meghatarozott
redoxi potencialokban (E’y, [Fe(I11)L,]/[Fe(l)L;]) is jol tikrozodik (10. tablazat).

9. tablazat Néhany tioszemikarbazon Fe(ll)-, és Fe(Il)-komplexeinek stabilitasi szorzatainak tizes
alapu logaritmusa (Igf). {lI = 0,1 M KCI; 25,0 °C; 30% (m/m) DMSO/H,0} A komplexek toltése

az egyszeriiség kedvéért nincs feltiintetve.?

Fe(Il) Fe(llN)

lgB [FeLH] [FeL]  [FeL,H] [FeLy] [FeL]  [FeLy]

FTSC - 1248(3) 262(1) 22,31(5)  14,48(2) 25,44(d)
triapin 1591(2) 12,29(3) 27,70(3) 22,55(5)  14,03(3) 26,25(5)
APTSC - 14,37(4) 29,09(5) 24,16(5)  1548(2) 28,59(5)
ACTSC - 1437(3) 28,35(9) 2375(5)  16,69(3) 29,70(74)
FaTSC 15,96(3) 11,23(7) 27,41(5) 21,59(8)  16,77(2) 30,51(4)
L-Pro-FTSC®  17,84(6) 11,97(5) - - 17,73(4)° -

STSC 21,005) 1356(9) 32,35(9) 24,73(9)  18,68(3)° 32,51(9)°
L-Pro-STSC  18,14(4) 12,24(6) 28,86(5) 21,07(6)  19,48(3)° 33,32(4)°
SSC - 6,70(7)" - 11,77(3)  12,42(6)° 21,63(5)

TA kis koncentracidban képz6d3 vegyes hidroxidokomplexek stabilitasi alland6i nincsenck
feltiintetve. "Tiszta vizes kozegben meghatirozott allando. © IgB [Fe(Il)LH] = 21,16(3).
dIQB [Fe(lILH] = 22,26(2); lgBp [Fe(ll)L,H] = 39,14(5). ®IgB [Fe(ll)LH] = 22,39(4);
IgB [Fe(11)L,H] = 38,24(3). "IgB [Fe(I)LH.1] = -1,90(2). °IgB [Fe(I1)LH.1] = 8,04(9).

Az (N,N,S") és az (O ,N,S") koordinacios modi TSK-oknak a +2 és +3 toltést
fémionok fel¢ mutatott eltérd preferenciajat jol szemlélteti az 57.a abra. A fémion
megoszlasa a legegyszeribb o-N-piridil-TSK (FTSC) és szalicilaldehid-TSK (STSC)
kozott kiillonbozo a Fe(ll)- és Fe(ll)-ionoknal: a Fe(ll)-ionok pH = 7,4-n az FTSC-vel,
mig a Fe(lll)-ionok az STSC-vel képeznek stabilisabb komplexet a ’hard-szoft’
karakteriiknek megfelelden. Tovabbi dsszehasonlitdsok tehetdk a pM értékek segitségével
IS (10. tablazat). Az FTSC és STSC adatait dsszevetve lathatjuk, hogy a p[Fe(Il)] érték az
elsd ligandumndl jelentésen nagyobb a p[Fe(Ill)]-hoz hasonlitva. Ugyanez a trend
figyelhet6 meg a tobbi haromfogu o-N-piridil-TSK-nal is, mig az STSC esetén a
p[Fe(l11)] a nagyobb.
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a komplexek megoszlasa

a)
vas(ll) vas(lll)
[Fe'(STSC),] ‘ [Fe"'(FTSC),]
b) Frsc STSC
S, N St o
Fe IEe’.:o

| \N‘,,.,.- ; -,\._.S_ @O;:‘ ‘."S'
Z /N\N/)\NH2 /N\N/)\NHZ

57. abra (a) A Fe(ll)/Fe(Ill) — STSC — FTSC (1:2:2) hipotetikus rendszerben a fémionok
megoszlasa a két ligandum kozott pH = 7,4-n a vaskomplexek stabilitasi szorzatai Segitségével
szamolva. {30% (m/m) DMSO/H,0; Cge = 1 MM; Cersc = Cstse = 2 mM; 1 = 0,1 M KCI; 25,0 °C}
(b) Az FTSC és STSC ligandumokkal képz6d6 [FeL,] bisz-komplexek szerkezeti képlete.

10. tablazat Néhany tioszemikarbazon Fe(ll)-, és Fe(lll)-komplexeinek stabilitasi szorzatainak
segitségével szamolt pM (= -lg[Fe(I/II)]) értéke® és a bisz-komplexek félérték potencidlja
semleges pH-n (E’1, [Fe(I)L,)/[Fe(I)L;]) normal hidrogén elektroddal (NHE) szemben.

{I =0,1 M KCI; 25,0 °C; 30% (m/m) DMSO/H,0}

orrea]  pireaiyy - 2™
vs. NHE
FTSC 10,71 6,23 +160
triapin 11,61 7,63 +70
APTSC 14,61 10,83 +50
AcTSC 11,58 9,23 +40
FaTSC 9,00 9,83 -170
L-Pro-FTSC® 7,90 _c _c
STSC 8,20 8,40 -138
L-Pro-STSC 8,18 10,86 -300°

SSC 6,20 7,70 —

8Cre = 1 uM; ¢ = 10 uM; pH = 7,4. A Fe(lll)-komplexeknél a
ligandumhoz nem kotott frakcional a Fe(l11)-hidroxidokomplexek
is figyelembe voltak véve. ® Tiszta vizes kdzegben kapott adat. ©
pH=7,4-n redoxi reakci6 jatszodik le. ¢ Az L-Pro-STSC C=S —
C=NH cserével szarmaztathatdé L-Pro-SISC jelolésii analog
ligandum komplexe esetén: E’1, = —340 mV.

Az L-Pro-FTSC konjugidtum komplexképzése a vasionokkal eltér az alapvazas
ligandumokhoz képest, mert nem képzddnek bisz-komplexek (9. tablazat), ahogyan azt
a Cu(Il) ill. egyéb fémionok (Ga(lll), Zn(I)) esetén is megfigyeltiik. Bar nem sikeriilt
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rontgenkrisztallografids mérésre alkalmas egykristalyt ndveszteni ilyen tipusu
vaskomplexekbdl, de valdszinisithetdé, hogy ennek oka itt is a ligandum o6tfogu,
(COO",Npro,Npirigin,N,S”) donoratomokon keresztiili koordinacidja, ahogyan a Cu(ll)-
ionnal az 52.a abra mutatja. Ugyanakkor a Fe(l1l)-ionokkal pH > 7 tartomanyban redoxi
reakcid jatszodik le (58.a abra), mely soran a Fe(IIl) oxidalja a ligandumot és egy ottagu
tiadiazol-gytrti jon létre a tioszemikarbazon-rész atalakulasaval. Az igy képzddo
vegyiilet mar a (COO™,Npro, Npirigin,Ntiadiazo) donoratomokon keresztiil koordinalodik a

vasionhoz (58.b abra).

a) ‘0 0
\ \
., .
NH, +2Fe® +2 01 . NH +2Fe? +2 H,0
N S NN
| | o NR:
= 4N\ 4 Ve
C N NR; C\\ |
H H \ N

58. abra (a) A Fe(Ill) és L-Pro-FTSC kozott bazikus pH tartomanyban valdszintileg lejatszodd
redoxi reakcid, és (b) az N-terminalisan dimetilezett L-Pro-FTSC szarmazék aerob koriilmények
kozott képz6do Fe(ll)-komplexének rontgenkrisztallografia médszerrel meghatarozott szerkezete.

Ahogyan azt az 5.4.2. fejezetben bemutattam az L-Pro-STSC és STSC
komplexképzése a Cu(ll)-ionnal nagyon hasonld. Ha azonban a vaskomplexekre szamolt
pM értékeket is Osszevetjiikk egymassal (10. tablazat) lathatd, hogy mig a Fe(ll) esetében
kapott értékek szintén hasonloak a két ligandumnal, addig a Fe(lll)-ionnal az L-Pro-STSC
pM értéke egyértelmiien nagyobb. A Fe(lll)-ionok felé mutatott nagyobb affinitas jol
tikrozodik a jelentdsen negativabb félérték potencidlban is (10. tadblazat). Hasonld E’1p
[Fe(ILy)/[Fe(I)Ly] értéket mértiink az L-Pro-STSC C=S — C=NH cserével
szarmaztathatd L-Pro-SISC jelolésti analdgjanak vaskomplexére is. Ezen utobbi ligandum
Fe(lll)-komplexének  rontgenkrisztallografiai  vizsgalata azt mutatta, hogy a
tioszemikarbazon-rész teljesen kiszorul a koordinacios szférabol és 2x(O7,Npro,COOpry)
koordinacié valdsul meg. Ugyanezt a kotési modot javasoljuk az L-Pro-STSC esetén is,
ami megmagyarazza az eltérd viselkedést az STSC-hez képest.

A bisz-komplexekre meghatarozott redoxi potencial értékek (10. tablazat) a
ligandumok +2 és +3 toltésli vasionok felé mutatott affinitds kiilonbségét mutatjdk meg,
hiszen minél negativabb ez az érték, annal inkabb a Fe(lll)-ionokkal valdé komplexképzés a
kedvezményezettebb. Abban az esetben, ha mind a kétféle fémionnal a bisz-komplexek

képzddése dominans a redoxi potencial meghatarozasanak koriilményei alatt (semleges
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pH), akkor egyértelmii Osszefiiggést kell latnunk a E’1;, [Fe(IH)L2]/[Fe(I)L2] és ApM
értékek kozott a E’yp (komplex) = E (Fe(l)ag/Fe(ll)ag) — 0,059%1g(Bre(in)-komplex! Bre(in)-
komplex) [198,271] Osszefliggés révén. Ezt a korrelaciot mutatja az 59.a dbra. A pontokra
illesztett egyenes meredeksége 56 mV-nak adodott, ami jo kozelitéssel megfelel az
irodalmi 59 mV-nak. Ezen 4bran kiilon jeloltem a jelentdsebb in vitro citotoxicitast mutatod
(ICs0 < 10 uM) ligandumokat.

Megvizsgaltam a MES-SA és multidrog rezisztens MES-SA-Dx5 sejtvonalakon
kapott 1Csg értékek €s a redoxi potencialok (E’1, (komplex)) kozotti sszefliggést, de nincs
korrelacid az adatok kozott. Csupan az latszik, hogy azok a ligandumok az aktivak, melyek
vaskomplexeinek redoxi potencialja a -170 — +160 mV tartomanyba esik, de azon beliil is
jellemzben a +40 — +160 mV tartomanyban van. Azok a TSK-ok, melyeknél a redoxi
potencidl ezen tartomanyon kiviil esik, azaz az egyikféle vasion felé mutatott affinitas
jelentésen meghaladja a masik felé mutatottat, azoknak nincs, vagy nem jelentds a
rakellenes hatasa (pl. STSC, L-Pro-STSC, SSC). Ennek megfeleléen azoknal a TSK-oknal
varhatunk jelentdsebb citotoxicitast, ahol a ApM a ~ -3,2 — -5,2 tartomdnyba esik.

N—r
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59. abra (a) A Fe(lll/11)-tioszemikarbazon rendszerekben képz6dé bisz-komplexek semleges pH-n
(PHsemieges = PKw/2) mért félértek potencialja (E’y, [Fe(lI)L,)/[Fe(ll)L,]) a pM értékek
kiilonbségének fiiggvényében. {cee = 1 uM; ¢, = 10 uM; pH = 7,4}. A Kkapott Osszefiiggés
egyenlete: E’y, = —55,97xApM — 131,4. R* = 0,98. A pirossal jel5lt pontok azokat a ligandumokat
jelolik, melyek MES-SA human méh szarkoma sejtvonalon mért in vitro citotoxicitasara kapott
ICs kisebb, mint 10 uM. A Dp44mT esetén a pM értékeket a [200] adatai alapjan becsiiltem meg.
(b) p[Fe(I)] értékek korrelacidja a plCsy értékekkel MES-SA (#) és multidrog rezisztens MES-SA-
Dx5 (¢) sejtvonalakon mérve.

Az in vitro citotoxicitas természetesen sokféle fizikai-kémiai tulajdonsagtol
fiigghet. Ezért megvizsgaltuk a ligandumok lipofilitasat jellemzd IgD7 4 (7. tablazat) és az

ICso értékek kozotti Osszefiiggést is, de nem taldltunk korrelacidt az adatok kozott (pl.
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inaktiv vegyiileteknél 1gD74: -1,7 — +1,74; aktiv TSK-ok: IgD74: +0,72 - +1,98),
ugyanakkor az erésen hidrofil jelleg nem tiinik kedvezének. Osszevetettiik a szamitott
p[Fe(Ill)] és pICsy értékeket is, de az adatok kozott nem volt Osszefiiggés. Ugyanakkor
egyértelmii linearis kapcsolat latszik a p[Fe(I)] és pICsp értékek kozott (59.b abra) mind a
kétféle vizsgalt sejtvonalon, mely szerint nagyobb p[Fe(II)] esetén nagyobb a ligandum
citoxoticitasa. Ezen korrelacio és a redoxi potencidlok kapcsan tett megfigyeléseink
alapjan megallapithatjuk, hogy annal citotoxikusabbak a TSK-ok, minél nagyobb a Fe(ll)-
ionok felé mutatott affinitdsuk, de a vaskomplexek redoxi potencidlja ill. ApM értéke
jellemzOen a fentebb megjelolt (E’y2 (komplex): +40 — +160 mV; ApM: -3,2 - -5,2)
tartomanyba esik. Mindez 0sszhangban van a RNR enzim gatlasan alapulo feltételezett
hatasmechanizmussal [180], mely szerint az els6 1épés a Fe(ll) bisz-komplex képz6dése
(igy ennek stabilitasa kulcsfontossagu), majd ennek oxidacidjaval képzodo Fe(lll)-
komplex redukcidjanak is le kell jatszodnia fizioldgias koriilmények kozott a Fenton-
reakcié megvaldsuldsahoz (igy a vaskomplexek redoxi potencidlja nem lehet tulsdgosan

negativ értéki, és a képz6do Fe(l11)-komplex stabilitasa sem lehet tilsagosan kicsi).

5.4.4. Tioszemikarbazonok gallium(l11)- és vanadium(IV/V)komplexei

A Ga(lll)-komplexek rakellenes hatasa gyakran a fémion Fe(lll)-ionokhoz hasonld
koordinacids kémiai sajatsagan és biokémiai anyagcsere utjan alapul (Id. GaM komplex
2.4. fejezetben), viszont a Ga(Ill) nem redoxi aktiv fiziologias koriilmények kozott és
emiatt a Fe—Ga csere utan az eredetileg vastartalmu biomolekula nem képes ellatni a
funkcidjat. Szamos Ga(lll)-TSK komplex jelentds citotoxicitasat irtdk le a
szakirodalomban [137,160,272,273], de oldatbeli stabilitasukrél korabban nem volt
informacio.

Az altalunk vizsgalt Ga(lll)-TSK komplexek pH-potenciometrias mérések
segitségével meghatarozott sztochiometridja a vartnak megfelelden hasonlonak adodott,
mint azt a Fe(l11)-komplexeknél talaltuk, azaz a mono-komplexek mellett dominans a bisz-
komplexek képzddése. A Ga(lll)-komplexek stabilitisa azonban joval kisebb a Fe(lll)-
komplexekéhez képest. A meghatarozott stabilitdsi szorzatok egyértelmii lineéris
korrelaciot mutatnak a Fe(lll)-komplexek megfelelé allandoival, mint ahogyan a bisz-
komplexekre a 60.a abra azt mutatja. Azaz a Ga(lll)-ionnal is a stabilitasi szorzatok trendje
a kovetkez6: (O7,N,S7) > (N,N,S7) > (O",N,0").
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60. abra (a) Ga(lll)- és Fe(lll)-tioszemikarbazon bisz-komplexek stabilitasi szorzatainak
korrelacidja kiillonb6z6 donoratomokat tartalmazé ligandumok esetén: (O7,N,07): SSC; (N,N,S):
FTSC, PTSC, triapin, APTSC, AcFTSC, FaTSC; (O7,N,S): STSC; (R® = 0,953). (b)
Predominancia gorbék: a Ga(lll) - STSC - FTSC (1 mM : 2 mM : 2 mM) hipotetikus rendszerben
szamolt fémioneloszlas pH-fiiggése. {I = 0,1 M KClI; 25 °C; 30% (m/m) DMSO/H,0}

Az STSC és FTSC Ga(lll)-koté képességét predominancia gorbék szamolasaval
kozvetleniil Ossze tudjuk hasonlitani (60.b abra). Az abra alapjan az (O ,N,S")
donoratomokat tartalmazo ligandum (STSC) a teljes vizsgalt pH-tartomanyban
egyértelmiien stabilisabb komplexet képez az (N,N,S7) donor o-N-piridil-TSK-hoz
hasonlitva. Viszont a nagyobb stabilitdsu komplexet képezé STSC sem képes a fémiont
teljes mértékben megkdtni a mM-os koncentracidtartoméanyban 1:2 fémion-ligandum arany
vagy PTSC esetén a [GaL,]" komplex 100 uM-os oldatdban pH = 7,4-n a disszociacié mar
100%-osnak tekinthetd, de az STSC esetén is eléri a 90%-ot.

Fontos megemliteni, hogy a Ga(lll)-TSK komplexek fluoreszcensek, gerjesztési és
emisszios spektrumuk eltér a szabad ligandumétol, ahogy a 61.a abra 3D spektrumai is
mutatjak. Ez lehetOséget ad a komplexképzddés monitorozasara tiszta vizes kozegben,
mert a modszerhez elegenddek a kis koncentraciok is. A 61.a abra a PTSC és a komplex
emisszids intenzitdsanak pH-fliggését mutatja. A két gorbe lefutdsanak kiilonbsége
egyértelmilen ramutat arra, hogy a fémkomplex vizben csak pH = 2 — 6 k6zott van jelen az
oldatban, nagyobb pH-kon disszocial. Mindez 6sszhangban van a 30% (m/m) DMSO/H,0
kozegben kapott stabilitasi szorzatok segitségével szdmolt koncentracio eloszlasi gorbék
altal mutatott képpel (61.b abra). A kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a
Ga(lll)-tioszemikarbazon komplexek csekély stabilitastak fiziologias pH-n, igy a biologiai
hatasuk nem kothetd a komplex eredeti formajahoz, valdszinii a ligandum-, ill.
fémioncsere. Egyes esetekben a citotoxicitasi adatok értelmezésénél egyszerlien nem

vették figyelembe, hogy a bisz-komplexek két citotoxikus ligandumot tartalmaznak és nem
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61. abra (@) A PTSC és a Ga(lll) — PTSC (1:2) rendszer fluoreszcens emisszids intenzitasa
470 nm-en a pH fiiggvényében tiszta vizben. {Aex = 395 nm; Coaquy =5 uM; ¢, =10 uM; 1=0,1 M
KCI; 25 °C} Beszart abrak: a PTSC ligandum és a Ga(lll) - PTSC (1:1) rendszer 3D fluoreszcens
spektrumai pH = 4,2-n {c, = 10 uM}. (b) A Ga(lll) - PTSC (1:2) rendszer koncentracio eloszlasi
gorbéi 30% (m/m) DMSO/H,0 olddszerelegyben. {Ceaqy = 5 pM; ¢ = 10 uM}

A szakirodalomban szamos citotoxikus vanadium(IV/V)-TSK komplex eldallitasat
és tesztelését is leirtak [160,161,163], de vizes oldatbeli stabilitasukrol korabban nem volt
adat. A pH-potenciometrias, ESR és 'V NMR spektroszkopids ¢és UV-lathaté
spektrofotometrias vizsgalataink azt mutattak, hogy kizarélag mono-komplexek képzddnek
(IMLH], [ML], [ML(OH)]), és pH = 7,4-n a [V(IV)OL(OH)] ill. [V(V)O.L] részecskék a
dominansak. Stabilitasuk nagymértékben fiigg a fémion oxidacios allapotatol: a V(V)O,"
komplexek rendre nagyobb stabilitasuak; masrészt fiigg a koordinal6dé donoratomoktol. A
stabilitasi trend mindkétféle oxidacios allapotu fémionnal: STSC > SSC >> PTSC >
APTSC > triapin. A V(IV)O triapinnal képzett komplexe olyan kis stabilitast, hogy
oldatéban is. fgy nem meglepd, hogy ezen ligandumok korében csak a vanadium(V)-STSC
komplex sejtosztodas-gatlasa haladta meg a ligandum 06nallo hatasat (ICso értékek:
>100 uM (STSC); 27,4 uM ([V(V)O2(L)] ) A2780 human petefészek karcinoma
sejtvonalon).
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5.5. Rikellenes nemfémes vegyiiletek kolcsonhatasa human szérum albuminnal

A preklinikai és klinikai vizsgalatokba keriild, azaz bizonyitottan legalabb in vitro
citotoxikus hatast mutatd vegyliletek alapveté oldatkémiai jellemzése (pl. pKa, IgP, 1gD7 4
adatok meghatarozasa) mellett a human szérum albuminnal val6 kélcsonhatas kvantitativ
leirasa is kulcsfontossagi [274], mert ezek a tulajdonsagok alapvetéen kihatnak a
farmakokinetikai viselkedésre. Hiszen a pK, megszabja, hogy a vegyiilet egy adott pH-n
milyen protonaltsagi allapotban van, igy milyen a t6ltése; a megoszlasi hanyados pedig
informaciot nyujt a passziv membrantranszport folyamatok valdszintiségérdl. Ugyanakkor,
ahogyan az irodalmi bevezetOben is részletesen kifejtettem, a HSA-hoz vald kotédés a
rakellenes hatoanyagok célba juttatasat is segitheti, egyrészt az oldhatosag és a kitiriilési
1d6 novelésén keresztiil, masrészt a fokozott permeabilitas és visszatartas hatasnak (Id. 2.6.
fejezet) koszonhetéen a HSA-nak és a HSA-adduktumoknak a rakos szdvetekben vald
akkumulalodasa miatt [220,221,223]. Az altalunk vizsgalt nemfémes antitumor hatast
vegyiiletek ugyanakkor egyszerlibb modellként is szolgaltak szamunkra a fehérjékkel valo
kolesonhatasok jellemzésére a rendszer kisebb komponensszdma miatt. A kotési allandok
meghatarozdsa sordn a szakirodalomban elterjedten hasznalt linearizaldsi moddszerek
helyett/mellett, a fluorimetrias és a fotometrias spektrumok felbontasahoz és az elvalasztasi
modszerekkel nyert képzddési fliggvények illesztéséhez iteracids programot hasznaltunk a
megbizhatobb eredmények eléréséhez, a fémion-ligandum rendszerek jellemzésénél
megszokott oldategyenstlyi megkozelitést és szemléletet alkalmazva. Tobbek kozott
szamos kismolekula, koztiik rédkellenes hatdst, kumarin alapvazas redukalt Schiff-bazis
vegyiiletek, EGFR inhibitor gyogyszermolekuldk ¢és folat-hidroxamat/aminosav
konjugatumok (62. abra) human szérum albuminnal valé koélcsonhatasat tanulmanyoztuk,
ezek eredményeit mutatom be a dolgozatban. A rakellenes hatas mellett az is k6z6s vonas
ezen kismolekuldkban, hogy vizben valé oldhatésaguk korlatozott. A fehérjével vald
kolcsonhatas jellemzéséhez tobbféle spektroszkopiai (kozvetlen és kotdhely marker
anyagokkal  végzett  spektrofluorimetria, = UV-lathatd  spektrofotometria)  és
elvalasztastechnikai (ultraszlirés) modszert egyiittesen alkalmaztunk. A kisérleti adatok
alapjan javasolt kotéhelyeket a molekulamechanikai (dokkoldsos) szamitasok tobb esetben

is alatamasztottak.
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62. abra A vizsgalt vegyiiletek (folsav- és redukalt Schiff-bazis szarmazékok, EGFR inhibitorok)
szerkezeti képlete és neviik roviditése. (A folsavnak és az FPhe vegyiiletnek nincs rakellenes hatasa
[233].)

5.5.1. Kumarin-szarmazékok kolcsonhatasa human szérum albuminnal

A vizsgalt redukalt Schiff-bazis kumarin-szarmazékok (62. abra) kozepes rakellenes
aktivitast mutattak HT29 (vastagbélrak) sejtvonalon (ICsp = 60-80 puM) [275], melyek
HSA-nal vald kolcsonhatasat tanulmanyoztuk. Elsé 1épésként fiziologias pH-n a
vegyliletek protonaltsagi allapotanak megitéléséhez meghataroztuk pKs-jukat UV-lathato
spektrofotometrias titralasokkal igen hig 0,5-2 pM-os oldatokban, 4 cm-es optikai Gthosszt
hasznalva (11. tablazat). A spektralis valtozasok alapjan meghatarozott pKa-k
egyértelmiien a fenolos OH-csoport deprotonalddasahoz kotheték. A hidroxilcsoportokhoz
viszonyitott orto- és para-helyzetli halogénatom negativ induktiv effektusa révén kisebb
pKa-t eredményez az la referenciavegyiilethez képest. A nitrocsoport is noveli a vegytilet
savassagat negativ mezomer effektusa révén. Mivel ezek a vegylletek erdsen
fluoreszcensek, a kiilonb6z6 pH-kon felvett emisszids spektrumuk felbontisaval is meg
lehetett pKa-jukat hatarozni, az 1e kivételével, ahol is deprotonalédas nem okozott mérhetd

spektralis valtozast.
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11. tablazat A redukalt Schiftf-bazis kumarin-szarmazékok pK,-i, a HL és L™ részecskék szazalékos
megoszlasa pH = 7,4-n, és a HSA kotddési allandojuk (Igk’(HSA) ill. Kp disszociacios allando).

{25°C}

la 1b 1c 1d le
pK, * (UV-lathato sp.) 9,63(2) 751(1)  746(1)  7,36(2)  6,80(1)
pK, # (fluorimetria) 9,71(2) 8,00(1) 7,55(1) 7,35(1) -
L 74 (%) 1 43 45 51 79
HL.4 (%) 99 57 55 49 21
lgK’(HSA)® 5,68(3) 6,45(1) 7,5(1) 7,22(4)  7,09(2)
Ko/ pM 2,09 0,35 0,03 0,06 0,08

1= 0,10 M (KCI), vizes oldatban: <0,2% (V/V) DMSO. ? pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer, 1% (V/V)
DMSO). PSEQUAD [237] programmal torténé szamolas alapjan.

A kumarin-szarmazékok altalanos kotdhelye HSA-n a szakirodalom szerint az |.
kotéhely [220,276,277], emiatt Trp214 kioltasos fluorimetrias méréseket tudtunk végezni.
A kolcsonhatas idofliggésének mérése alapjan egy oras varakozasi id6 elegend6 volt az
egyensuly beallasdhoz. A mérési korliilmények kozott a kumarin-szdrmazékok nagy
molaris abszorbanciaja miatt sziikséges volt a mért intenzitasok korrekcidja [242], mind a
gerjesztd, mind pedig az emissziés hulldmhosszakon. A Trp kioltds kovetkeztében
mindegyik vegyliletnél intenzitascsokkenést tapasztaltuk, de a kioltasi gorbék (63.a dbra) a
kezdd intenzitas ~25%-0S értékére telitenek, azaz részleges kioltas tortént, amit az adatok
kiértékelése soran figyelembe vettiikk. A PSEQUAD [237] programmal szamolt allandokat
az 11. tdblazat mutatja, melyek nagy értékek, erds kotddésre utalnak a fehérje I
kotohelyén.

A kioltdsos méréseket klasszikus modon szokds az emlitett linearizalasi
modszerekkel kiértékelni. Mivel itt részleges kioltast kaptunk, megvizsgaltuk, hogy milyen
allandot tudunk meghatarozni a modositott Stern-Volmer-féle egyenesillesztéssel [242],
melyet az 1b esetén mutat az 63.b abra. Idealis esetben a pontok egy egyenesre
illeszkednek, és a kioltasi (Ksy) allandé az y-tengelymetszet és a meredekség hanyadosa.
Az egyenestdl felfelé valo elhajlds gyakran a statikus és dinamikus kioltds egyidejli
meglétét jelzi. Esetiinkben a viszonylag nagy kotési allandd miatt a kisebb koncentraciok
tartomanyaban (Id. szilirke pontok) az egyenestdl vald eltérés oka inkdbb a modszer
legszembetlinébb hibéja, nevezetesen az, hogy az egyensllyi koncentraciot analitikai
koncentracioval helyettesiti. A gorbe kezdeti szakaszara illesztett egyenesbdl egy 1gKsy =
6,17(4) allando szamithato, amit szokas kotési allandoként értelmezni, de ez a valds
allandé alulbecsléséhez vezet. A modszer tovabbi hidnyossaga, hogy csak egy
hullamhosszon torténd kiértékelést tesz lehetdvé €s nem képes tobb emittdld részecskét

kezelni.
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63. abra (a) A HSA 342 nm-en emisszidjanak mért €s szamitott Trp214 kioltasi gorbéi a
kiilonb6z6 HSA — kumarin-szarmazék rendszerekben: 1a (o, fekete szaggatott vonal), 1b (¢, bordd
folyamatos vonal), 1c (A, fekete folyamatos vonal), 1d (o, fekete pontozott vonal), relativ
intenzitas = Int. s / INtkezgeti- {Chsa = 1 UM; ¢ = 0-7 uM; Agx = 295 nm; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM
foszfat puffer, 1% (V/V) DMSO)}. (b) A HSA — 1b rendszer titralasanak Stern-Volmer-féle
abrazolasa.

Bar a vegyiiletek sajat maguk is emittalnak, sajat intenzitasukat a fehérjéhez vald
kotddés megvaltoztathatja. Spektrumbeli valtozast azonban csak az 1c vegyiiletnél
tapasztaltunk: a kotodés hatasara egyrészt a ligandum emissziés maximuma kisebb
hullamhosszak felé tolodott, masrészt mérsékelt intenzitasbeli csokkenést tapasztaltunk a
fehérje jelenlétében (64.a abra). Emiatt a spektrumoknak elsésorban csak a 305-360 nm
kozotti szakaszat hasznéltuk a szoftveres kiértékeléshez, ami tisztdn a Trp emisszidjanak
valtozasat mutatta. Az 1c kotddésre vald spektralis érzékenysége alkalmassa tette arra,
hogy a vegyiilet sajat emisszios savjai felhasznalasaval is szdmoljunk kotési alladot. Az igy
szamolt allando IgK’> = 7,54(6), ami j6 egyezést mutat a Trp214 kioltasbol szamolt IgK’ =
7,5(1)-0s allandoval. Ezen allandok hasonldsaga megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a
vizsgalt vegyiiletek az 1. kotéhelyen kotédnek a HSA-hoz.

Egyiittmiikddé partnerem, T. Tuccinardi altal végzett dokkolasos szamoldsok
ramutattak arra, hogy a vizsgalt vegyiiletek a kumarin-tipustt warfarint6l teljesen eltérd
orientacioval kotddnek a HSA 1. kotOhelyén, a hidrofob zsebet kialakitdo aminosavak a
warfarinnal megszokott kumaringytiri helyett [278] a vegyliletek fenol(at)-gytirtjével
Iépnek hidrofob kolcsonhatasba. A fenolat tovabbi dipolus-kodlesonhatést tud kialakitani a
kornyezé Arg-281-el. Ennek megfeleléen pH = 7,40-n a részlegesen deprotonalt (11.
tablazat) 1b, 1c (64.b abra), 1d és le er6sebben kotddik ezen a helyen, mint a 99%-ban

protonalt formaban 1évo la.
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64. abra (@) A HSA — 1c rendszer fluoreszcens spektrumai. Beszart abra: a spektrumok
intenzitasanak valtozasa 450 nm-en (e), a pontozott vonal az 1c fliggetlen mérésb6l szarmazod
kalibral6 egyenese. {Cuysa = 1 uM; Cic = 0-4 uM; Aex = 295 nm; 25 °C; pH = 7,40 (20 mM foszfat
puffer, 1% (V/V) DMSO} (b) Az 1c elhelyezkedése a HSA 1. kothelyén (ITA aldomén) a
dokkolasos szamolas alapjan.

5.5.2. Folsav-szarmazékok kolcsonhatasa human szérum albuminnal

A folsav (62. abra) egy jol ismert vitamin, egyrészt fontos szerepe van a terhesség korai
szakaszdban az embrid idegcsézarodasi folyamataban, masrészt koenzimként a DNS
eldallitdsanal a purin és pirimidin nukleotidok bioszintézisében vesz részt. A rékos
sejteknek az intenziv osztddasukhoz nagyobb mennyiségii folsavra van sziikségiik, emiatt a
sejtfelszinlikon az egészséges sejtekhez képest joval tobb folat-receptor van [279]. Ezen
alapszik a folat-konjugatum tipust rakellenes vegyiiletek fejlesztése. Egyes hidroxamsavak
a cink-tartalmu matrix metalloproteinazok hatékony inhibitorai [280]. Ezen fehérjebonto
enzimek emelkedett szintje jellemz6 szdmos daganattipus esetén, és fontos szerepiik van a
tumor metasztazis képzésében is. Az inhibitoraikként miikodé hidroxamsavak koziil tobb
gyogyszermolekula is torzskonyvezve lett illetve keriilt klinikai kiprobalasra, pl.
marimastat, batimastat [281]. Lisszaboni posztdoktori munkdm soran olyan folsav-
hidroxamat konjugitumokat allitottam elé (pl. 62. dbra Fha, FPheha), melyek hatékony
inhibitorainak bizonyultak tobbféle matrix metalloproteinaznak és human rakos
sejtvonalakon (A549, PPC-1, Tsu-Prl) is kifejtettek antiproliferativ hatast (ICso = 75-
150 uM) [233]. Késobb ezen folat-hidroxamsavak lipofilitasanak, proton disszociacios
allandoinak (12. tablazat) és Zn(ll)-ionokkal képzett komplexeik stabilitasi allanddinak
meghatarozasa [P36] mellett a HSA-hoz valé kotddésiiket is tanulmanyoztuk. Mivel a

szakirodalomban a folsav albuminnal valdé kodlcsonhatasara vonatkozd kotési allandoé sem
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volt elérhetd, igy az Fha és FPheha mellett a folsavat és a FPhe-t, mint az FPheha
dikarbonsav parjat, is bevontuk a vizsgalatokba.

A vizsgalt vegyliletek karboxilcsoportjainak protonaldédasaval a vizben wvald
oldhatosaguk lecsokken. Emiatt pH-potenciometrias titralasokkal csak 60% (m/m)
DMSO/H,0 oldoszerelegyben tudtuk a pKs-kat meghatarozni a pH = 2-12 tartomanyban,
ugyanakkor pH > 5 felett tiszta vizes kdzegben is lehetett méréseket végezni (12. tablazat).
A kapott pKy-k alapjan a karboxilcsoportok deprotonalt, a hidroxamsavcsoportok protonalt,
mig a heterociklusos pterincsoport részben deprotonalt formaban van fiziologias pH-n;
azaz a folat-szarmazékok mindenképpen negativ toltésiiek ezen a pH-n. Ennek kdszonhetd
a hidrofil jellegik (Id. D74 értékek a 12. tablazatban).

12. tablazat. A folsav-szarmazékok pK,-i vizes oldatban {25 °C, 1= 0,1 M KCl}, D74 megoszlasi
hanyadosuk pH = 7,4-n, a HSA-ligandum adduktumok stabilitdsi szorzatai (f’) és a Trp214
kioltasos mérésekbdl szamolt kotési allandok (K*). {25 °C, pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer, 150

mM NaCl)}
folsav FPhe Fha FPheha
pH-potenciometria
pK, (pterin) 8,04(2) 8,07(6) 7,54(4) 7,30(3)
pK, (CONHOH) - - 9,19(2) 9,12(1)
D74 0,00 0,01 0,04 0,08
Ultrasziirés-UV-lathato sp.
lg# (HSA-L) 3,92(4) 5,04(5) 4,31(5) 4,4(1)
lgB' (HSA-L,) 7,29(6) 8,6(1) 7,7(1) 8,3(1)
lgB" (HSA-Ls) - 12,0(1) ~11 11,7(2)
Fluorimetria / Trp214 Kioltas
IgK*> PSEQUAD 4,67(5) 5,74(4) 4,7(1) 5,04(3)
IgK® moédositott Stern-Volmer ® 4,6(1) 5,4(1) 4,5(1) 5,0(1)
# Médositott Stern—Volmer linearizacio: Int.o/(Int.g—Int.) vs. 1/Cligang [242] (Aex = 295 nm; Agm
=320 nm).

A fehérjén vald megkotddés tényérdl gyakran meg lehet gy6zO6dni UV-lathato
kiilonbségspektrumok szamitasaval. Ha a fehérje-ligandum rendszerre felvett spektrum
nem a fehérje €s a ligandum 0nalloé abszorbancidjanak Osszegét adja, az a kdlcsonhatas
miatt megvaltozo elektronszerkezetnek koszonhetd. Ezt a nem-additiv jelleget mutatja a
folsav esetén az 65.a abra. A teljes megkotédésre vonatkozodan ultrasziirés/UV-lathatod
spektrofotometrids méréseket végeztik. Az LMM fazis mennyiségi analizise alapjan
koncentraciok ismeretében szamitottuk az egyensulyi allandokat a PSEQUAD [237]
programmal. A meghatarozott allandok latszolagos, makroszkopikus stabilitasi szorzatok.

A mért és a kotési allandok segitségével szdmolt fehérjén megkotott mennyiségeket
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mutatja a 65.b abra. Ezen allandok alapjan, ill. A kolcsonhatas mértéke jelentds, a folsav
esetén kettd, mig a masik harom vegyiiletnél hdrom a fehérjén maximalisan megk6t6do
kismolekulak szama. (Megjegyzem a fehérje vérszérumbeli koncentracidjanal nagyobb
folat koncentracid6 nem realisztikus.) Fluorimetrids Trp214 kioltasos méréseknél az 1.
kotéhelyen jelentds mértékli intenzitascsokkenést tapasztaltunk. A teljes spektrum ¢és a
PSEQUAD program hasznalataval meghatarozott kotési allandok valamelyest nagyobbnak
adddtak a csak egyféle hullamhosszon torténd (modositott) Stern—Volmer linearizacioval
kapottakhoz képest, hasonléan a kumarin-szarmazékoknal tapasztaltakhoz. Ezen a
kotohelyen a kotés er0ssége az alabbi sorrendben valtozott: FPhe > FPheha > folsav ~ Fha.
A warfarin kiszoritdsanak mértéke is hasonld trendet mutatott. A fenil-alanint tartalmazé
szarmazekok erdsebb kotddése a fehérjén valdsziniileg az aromds gytrin keresztiili

’stacking’ kolcsonhatasnak koszonhetd.
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65. abra (a) A folsav — HSA rendszerben kapott kiilonbség UV-lathato spektrumok, ahol AAbsz. =
Absz (HSA-folsav) — Absz. (HSA) — Absz. (folsav). {Chsa = 10 uM; Croisav = 5, 10, 20, 40 uM; 25
°C; pH = 7,40 (5 mM foszfat puffer; 0,1 M KCI)} (b) A fehérjén kotott folsav (#), Fha (), FPhe

crer

koncentraciok aranyanak fliggvényében az ultraszliréses mérések alapjan. A stabilitasi szorzatok
alapjan szamolt gorbéket a folytonos vonalak jeldlik. {Cysa = 200 uM; 25 °C; pH = 7,40 (100 mM
foszfat puffer); 0,1 M KCI)}

5.5.3. EGFR inhibitorok kolcsonhatasa human szérum albuminnal

A novekedési faktorok €s a receptor tirozin kindzok nemcsak a sejtek novekedését és
differencidlodasat szabalyozzak, hanem a rosszindulati daganatok kialakuldsaban is
szerepet jatszanak. Az EGFR gatlasa igéretes tumorterapias célpont, amennyiben ezek a
fehérjék taltermelddnek az adott raktipusnal [282]. A gefitinib (62. abra) volt az els
EGFR inhibitor, melyet torzskonyveztek (2003-ban) [283], de azota mar szamos ezen

mechanizmus alapjan miikodd uj vegyiilet keriilt klinikai hasznélatba, pl. a harmadik
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generaciosnak szamité osimertinib 2017-ben [284]. A farmakokinetikai vizsgalatok azt
mutattak, hogy a gefitinib, az afatinib és az erlotinib (62. abra) intenziven kotddnek
szérumfehérjékhez [285-287], de a HSA-hoz valo kotédést jellemzé egyensulyi allandok
meghatarozasara vonatkozd informacié meglehetdsen limitalt és gyakran ellentmondé volt
a szakirodalomban. Emiatt végeztik el ezen harom gyoégyszermolekula mellett az
osimertinib ¢és egy bizonyitottan EGFR-gatlo hatasu uj fejlesztésti molekula (KP2187, 62.

abra) albuminnal vald kdlcsonhatasanak 6sszehasonlito vizsgalatat.

13. tablazat A vizsgalt EGFR inhibitorok spektrofotometridsan meghatarozott proton disszociacios
allandoi (K;), a kiilonb6z6 protonaltsagu részecskék eloszlasa és a vegyiiletek megoszlasi
hanyadosa (D74) pH = 7,4-n. {1 =0,1 M (KCI); 25 °C} HSA-val valé kolcsonhatast jellemz6
latszolagos stabilitasi allandok. {pH = 7,4 PBS puffer); 37 °C}

gefitinib erlotinib afatinib KP2187  osimertinib
PKa1 5,27(2) 5,38(2) 5,05(3) 5,58(1) 4,74(1)
irod: 5,4 [285] irod: 5,6 irod: 5,0 5,56(1)° irod: 4,4[288]
[286] [287] 5,56(1)
PKa 8,00(5) - 8,80(2) 9,206)  8,99(5)
irod: 7,2 [285] irod: 8,2 9,21(1)° irod: 9,5 [288]
[287] 9,21(2)°
Protonaltsagi allapot pH = 7,4-n (%)
H L% - - - 1,5 -
HL* 80 1 96 97 97
L 20 99 4 15 3
gD 4 irod: +2,5° irod: +2,9 irod: +3,8 +1,86(3) irod: +3,4
[286] [287] [288]
Kolcsonhatas HSA-val
Trp214 kioltas  4,2(1) 4,4(1) 3,9(1) 4,2(1) 4,9(1)
irodalmi:
4,16 [290] 4,29 [291] 5,87 [292]
WF Kkiszoritas  4,0(1) 4,3(1) 4,3(1) ¢ 4,3(1) 4,6(1)
DG Kkiszoritds nem mérhetd  nem mérhetd nem mérheté kotddés 4,3(1)
HSA-n kotott 89 92 83 >92 98

frakeio " (%)
¥ IgP = +3,2 [289] értékbsl szamolva: 1gD = IgP + lg(L moltortje)). ° Spektrofluorimetrias titralasbol. © pH-
potenciometrias titralasbol. ¢ Borju szérum albumin. ® A mérés a vegyiilet malat séjaval késziilt. 7630 uM
HSA és 10 uM EGFR inhibitor koncentracio esetén.

A vegyiiletek pK, értékeit UV-lathatd spektrofotometrids titralasokkal hataroztuk
meg, mig a KP2187 jobb vizoldhatésaga (Id. IgD74 13. tablazatban) megengedte az
allandok pH-potenciometrids, valamint fluoreszcens tulajdonsaga a fluorimetrias titralasok
segitségével torténd meghatarozasat (13. tablazat). A KP2187 fluorofér csoportja kelléen
érzékenynek bizonyult a proton disszociacids folyamatokra: a deprotondlodassal képz6do

formak fluoreszcencidja egyre inkdbb intenzivebbé valt (66. dbra). Az EGFR inhibitorok
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els6é pKg-ja a kinazolin-gytirtthoz rendelhetd, az osimetrinib kivételével, ott a piridinium-
nitrogénhez. A masodik pK, az alifas-nitrogénekhez tartozik: N(CH3)2H+ (afatinib,
osimertinib), NHs" (KP2187) és NmorfoinH™ (gefitinib). A meghatarozott pKa-k alapjan a
vegyiiletek, az erlotinib kivételével, f6képp az egyszeresen protonalt HL™ formdjukban
vannak jelen fiziologias pH-n, vizes oldatban.

A vegyliletek fluoreszcens tulajdonségait kiilonb6z6 olddszerekben (hexan, benzol,
n-oktanol, etanol, metanol, viz) és oldoszerelegyekben is vizsgaltuk. Az afatinib és az
osimertinib nem fluoreszcens egyik kozegben sem, mig az erlotinib, a gefitinib és a
KP2187 fluoreszcens sajatsdgai erds fliggést mutatnak az oldoszer polaritasatol é€s
hidrogénkotés kialakitasara vald képességétol. Pl. a KP2187 semleges formdjanak
emisszids intenzitasa a vizben kicsi, mig alkoholokban H,O << metanol < etanol << n-

oktanol irdnyban jelentdsen megnd, és hexanban gyakorlatilag nem fluoreszcens.

a) 100 — b)
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66. abra (a) A KP2187 fluoreszcens spektrumai kiilonbozé pH-kon. (b) A vegylilet koncentracid
eloszlasi gorbéi és az emisszios intenzitds valtozasa 477 nm-en a pH-fliggvényében. {Cxpa1g7 =
10 uM; Aex =370 nm; 1 = 0,10 M KCI; 25 °C}

A  HSA-val valé kolesonhatast elsésorban spektrofluorimetrids mérések
segitségevel jellemeztiik; az ultraszlirést nem lehetett hasznélni, mert a vizben legjobban
oldodé KP2187 is jelentds mértékben a szlirére tapadt (20-85%-ban, szlirdtipustol
fliggben). A kolcsonhatds soran nemcsak a fehérje, hanem a vegyiiletek sajat
emisszidjanak a megvaltozasaval is szamolni kell. A HSA, a KP2187 és a HSA — KP2187
rendszerre mért 3D fluoreszcencia spektrumok jol mutatjak (67. abra), hogy a kotédés

soran a HSA Agm = 330 nm-nél 1éve emisszids csucsa kissé lecsokken, mikdzben a

KP2187 sajat intenzitasa ~10-szeresére nd az adott koriilmények kozott, masrészt Aex
280 nm, Agm = 441 nm-nél megjelenik egy extra keresztcsucs. Ez tipikus esete a
fluoreszcens rezonancia energia transzfer (FRET) jelenségnek [242]. Hasonldan az

erlotinib és a gefitinib is a HSA jelenlétében sokkal er6sebb fluoreszcenciat mutat.
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67. abra A HSA (a), a KP2187 (b) és a HSA — KP2187 (1:5) rendszer (c¢) 3D fluoreszcens
spektrumai. A csucsoknal a szamok a csucsok intenzitasat jelolik az adott [Aex,Aem] értékeknél.
{Chsa =1 uM; ckpa187 = 5 uM; pH = 7,4 PBS puffer; 37 °C}

o

A Trp214 kioltasos mérésekbdl mérsékelt kotddést lehetett megallapitani afatinib <
gefitinib ~ KP2187 < erlotinib sorrendben (IgK’ ~ 4), az osimertinib kivételével, ami
majdnem egy nagysagrenddel erésebben kotddik az I. kotShelyen, mint az afatinib (13.
tablazat). A WF kiszoritasos mérések hasonld kotési allandokat eredményeztek, mint a
kozvetlen kioltadsos mérések. Mig a II. kotdhely kotési markerének (DG) kiszoritdsa az
afatinib, a gefitinib és az erlotinib esetében nem volt kimérhetd effektussal jaré folyamat.
A KP2187 esetében egyértelmiien volt kompeticid, a jelentds spektralis atfedés miatt az
adatok nem voltak alkalmasak kvantitativ kiértékelésre. A KP2187 esetében fluoreszcens
élettartam-mérésekkel 370 nm-es gerjesztést hasznalva kétféle atlagos élettartammal (t; =
4,8(4) ns, 1, = 10,1(1) ns) jellemezhetd6 HSA-KP2187 adduktumot lehetett leirni, ami
szintén alatamasztja a kétféle kotOhelyen valdo megkotddést. A molekularis dokkolasos
szamitasok is a KP2187 L. és II. kotOhelyen torténd megkotddését tamasztottak ald, de a
vegyiilet semleges formdajaban, annak ellenére, hogy oldatban a HL" forma az uralkodd. Az
osimertinib pedig egyértelmiien ktddik a II. kotéhelyen is a DG kiszoritas alapjan.

A meghatarozott kotési allandok alapjan 10 uM EGFR inhibitor és 630 uM HSA
koncentraciok mellett becslést végeztiik a fehérjén kotott frakciora (13. tablazat). A kotési
allandok ugyan nem nagyok, de a fiziologiasan relevans kortilmények kozott, azaz a HSA
nagy feleslege mellett, a kotddés mértéke igen jelentds. 92% és 89%-os megkotddést
szamoltunk az erlotinib-re és a gefitinib-re, ami jo egyezésben van a 95% ill. 90%-0s
szérumfehérjékhez vald kotddésre vonatkozo értékekkel, amiket a farmakokinetikai
mérések alapjan kaptak [285,286].

A vizsgalt nemfémes vegyliletek albuminnal vald6  kolcsonhatdsanak
tanulmanyozasa soran nem csak arra mutattunk ra, hogy egy viszonylag gyengébb
kotddésnek is szerepe van a szérumbeli eloszldsban, hanem a kiillonbozd kisérletes

technikak alkalmazhatdsagat és korlatait is 6ssze tudtuk hasonlitani.
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6. Osszefoglalas

A terapias ¢és diagnosztikai felhasznéaldsu fémkomplexek gyakran jelentds valtozasokon
mennek at az emberi szervezet viztereiben még a hatas helyszinéhez valdo megérkezésiik
elétt. Szamos nemfémes rakellenes vegylilet bioldgiai hatasa ugyanakkor esszencialis
fémionokkal vald intra-, vagy extracellularis komplexképzédéssel kapcsolatos. gy a
gyogyszerhatdbanyagok racionalis fejlesztési és optimalizalasi folyamata soran fontossa
valik ezeknek a fémkomplexeknek az oldatbeli viselkedésének megismerése, azaz Vizes
oldatbeli stabilitasuk, aktudlis megjelenési formajuk és redoxi tulajdonsagaik feltarasa.
Ezek a jellemzok a farmakokinetikai tulajdonsagaikat is jelentésen befolyasoljak, valamint
a vérszérum transzportfehérjéivel (pl. albumin, transzferin) valdé kdlcsonhatasuk
erdsségének, a képz6dé adduktumok Osszetételének és a kotés helyének leirasa is fontos
ebbdl a szempontbdl, mert a fehérjékhez vald kotdédés kihat a vegyiilet eloszlasara és
tartozkodasi idejére a vérben. Dolgozatomban rakellenes hatastt ruténium(III)-,
gallium(IIl)komplexek,  félszendvics  fémorganikus  rodium(IID)(n°>-CsMes)-  és
ruténium(IT)(n°-arén)-komplexek, tioszemikarbazonok fémkomplexeinek, valamint egyes
nemfémes rakellenes vegyiiletek széles korti oldatkémiai vizsgélataval kapott
eredményeinket mutattam be. Ezen eredmények alapjan az aldbbi legfontosabb

kovetkeztetésekre jutottunk:

1. Klinikai vizsgalatokba keriilt két bisz-indazol ruténium(Il)komplex (KP1019, KP1339)
és veliik rokonszerkezetli ruténium(II)-nitrozil-indazol (ill. analog ozmium(II)-) vegyiiletek
humén szérum albuminnal valé kolcsonhatasat tartuk fel elsésorban kozvetlen Trp214
kioltasos ¢és kotOhely markerekkel valdo kompeticios spektrofluorimetrids mérésekkel,

kiegészitve azokat ultrasziirés és CZE modszerekkel.

1.1. Megallapitottuk, hogy a meglehetdsen inertnek tekinthetdé KP1019 és KP1339
komplexek masodlagos kdlcsonhatasokon keresztiil kozepes erdsséggel képesek kotddni
az albumin 1. és II. kot6helyein egy gyors folyamatban a nagyon lassan kialakuld
koordinacids kotések mellett. A két komplex viselkedésében nincs lényeges kiilonbség,
azaz az eltérd ellenionok (indazolium, Na") nem befolyasoljdk a fehérjéhez vald
kotédést.

1.2. Ramutattunk arra, hogy ez a két bisz-indazol ruténium(Ill)komplex verseng a
bilirubinnal az albuminhoz valé kotédésben, ami magyarazatot ad arra a klinikai
megfigyelésre, hogy az emelkedett bilirubin szintli, azaz hiperbilirubinémiaban

szenvedd, KP1019 komplexszel kezelt betegeknél miért volt gyenge a kivaltott hatas.
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Ugyanis a megndvekvé bilirubin koncentracio miatt a kiszoritott, szabadon 1év6
ruténiumkomplex mennyisége megemelkedhet, ami fokozott mellékhatasokhoz és/vagy

gyorsabb kiliriiléshez vezet.

1.3. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt ruténium/ozmium(ll)-nitrozil-indazol vegyiiletek a
vérben dontéen a human szérum albuminhoz kotédnek masodlagos kolcsonhatasok
révén. A komplexek hasonlo és jelentés mértékben kotddnek ehhez a fehérjéhez
elleniontol (indazolium, Na*), fémion tipusatol (Ru/Os) és a NO és indazol ligandumok
egymashoz viszonyitott térallasatol (cisz/transz) fliggetlenil. A  komplexek
citotoxicitdsaban jelentkezd nagy eltérés az albuminhoz valo kétddés kiillonbségével igy

biztosan nem magyarazhato.

2. Részletes, 0Osszehasonlitd  vizsgalatot végeztiink félszendvics  [Rh(I11)(n°-
CsMes)(H20):",  [Ru(Il(m®-p-cimol)(H.0)s]**  ¢s  [Ru(ID(n’-toluol)(H.0)s]**
fémorganikus kationok kiilonb6z6 (0,0), (0O,S), (N,0) és (N,N) donoratomokat tartalmazo
kétfogu ligandumokkal képzett komplexeinek oldatkémiai viselkedésének feltarasara
céljabol pH-potenciometria, UV-lathaté spektrofotometria és 'H NMR spektroszkopiai

modszerek kombindcidjaval. Az atfogo vizsgalat legfontosabb eredményei:

2.1. Jellemeztiik a [Rh(III)(n°-CsMes)(H,0)s]** hidrolitikus folyamatait pH 2-11,5
tartomanyban harom kiilonb6z6 kloridion-koncentracid mellett és meghataroztuk a
képz6ds kétmagva hidroxido-hidas komplexek ([(Rh(n°-CsMes))2(H20)2(u-OH)2]*,
[(Rh(n>-CsMes))o(u-OH)s]*)  stabilitasi szorzatait a szakirodalomban el6szor.
Megallapitottuk, hogy kloridionok jelenlétében a hidrolizis részecskék a bazikusabb
pH-tartomanyban jelennek meg, azaz a hidrolizis részben visszaszorul; és a [Ru(H)(n6-
arén)(H20)3]2+ kationokhoz képest kisebb a hidrolizisre valo hajlama az organorodium

triakva kationnak.

A hidroxi-pir(id)onok, 3-hidroxi-flavon, kurkumin, acetil-aceton; hidroxi-tio-pironok; 2-
pikolinsav szarmazékok, 8-hidroxi-kinolinok; alifas és/vagy aromas (N,N) donoratomokat
tartalmazo6 ligandumok komplexeinek vizsgalata soran az alabbi kovetkeztetéseket vontuk
le:

2.2. A Ru(nG-arén)-komplexek képzddése rendre sokkal lassabb az analdg szerkezetli
Rh(n°>-CsMes)-komplexekéhez képest; és a komplexképz6dés sebességére altalanos
trendként az (0,0) > (O,N) > (N,N)aromss > (N,N)aiss sorrend irhato fel a ligandum

donoratomyjaitol fliggden.
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2.3. Fiziologias pH-n a vizsgalt fémorganikus kationok kiilonb6z6 tipust donoratomokat
tartalmaz6 ligandumokkal képzett komplexeinek stabilitasara vonatkozoan a kapott
altalanos trend: (O,N)s-nigroxi-kinolinatok ~ (N,N) > (O,N)2-pikotinatok > (O,O)nidroxi-piridinon >
(O,O)nidroxi-pironok-

2.4. A mono-komplexek pK, értékei egy adott ligandum esetén a Rh(n°-CsMes) >
Ru(n°®-p-cimol) > Ru(n’-toluol) sorrendet mutatjak, ami jol korrelal a fémorganikus

kationok hidrolizisre val6 hajlamaval.

2.5. Rh(n°-CsMes)-komplexek Igk’ (H.O/CI") és pK, allanddi kozott egyértelmii
linearis korrelacié van: a nagyobb kloridion-affinitast mutaté komplexeknek kisebb a
pKa-ja.

2.6. A [Rh((TlS-C5ME5)(L)C|]+/O komplexek egyes krisztallografiai adatai (a Rh—gyiri
kozéppont tavolsag, X—Rh-Y kotésszog és a metilcsoport-gylrli sik torzids szog) és
IgK* (H2O/CI") értékei kozott osszefiiggést irtunk le multilinearis regresszios modszer
segitségével, mellyel a rontgenszerkezet alapjan a kloridion-affinitds megjosolhato,

melynek fontos szerepe van a bioldgiai hatasban.

Tanulméanyoztuk kétfogh ligandumok rodium(III)(n°>-CsMes) és ruténium(II)(n°-p-cimol)

komplexeinek human szérum albuminnal vald kolcsonhatasat spektrofluorimetria, UV-

lathato spektrofotometria, *H NMR spektroszkopia, ultrasziirés és CZE modszerekkel.

2.7. Megallapitottuk, hogy a komplexek koordinaciés kotés révén oldatbeli
stabilitasuktol fliggden eltérd mértékben és eltéré modon kotddnek a fehérjén. A kisebb
stabilitast komplexek (pl. deferipron) esetén az eredeti ligandumot kiszoritja a fehérje
¢s csak a fémorganikus fémion-arenil komplex kotédik, mig a nagyobb stabilitasu
komplexnél (pl. 2,2’-bipiridin) a fémkomplex-HSA adduktumok képzddése a jellemzo.

2.8. Modell-vegyiiletekkel végzett mérések alapjan ekkor a szabad koordinacios helyen
a fehérjének egy hisztidin-nitrogénje koordinalodik legvaloszinlibben. A kétfajta
megkotddési mod (disszociativ VS. asszociativ) azonban egymassal parhuzamosan is
kialakulhat (pl. pikolinatok esetében), valamint fiigg az adott fémkomplex-fehérje

aranytol is.

3. Osszehasonlitottuk a két klinikai vizsgalatba jutott, eltéré farmakokinetikai

tulajdonsagot ¢és hatasmechanizmust mutato, de szerkezetiikben hasonld Ga(IIl)-komplex
([trisz-(8-oxinato)gallium(lI1)] (KP46) és [trisz-maltolato-gallium(111)] (GaM)) oldatbeli
stabilitasat, egyéb hidroxi-(tio)pironok és 8-hidroxi-kinolinok komplexeinek bevonasa

mellett. A KP46 és GaM komplexek human szérum albuminnal és transzferrinel valo
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kolcsonhatasanak részletesen vizsgalata soran magyarazatot Kkaptunk az eltérd

viselkedésiikre.

3.1. A vizben rosszul 0ldodé oxin komplexeinek stabilitasi szorzatait 30 és 60% (m/m)
DMSO/H,0 olddszerelegyekben meghatarozott egyensulyi allandok tiszta vizes
hataroztuk meg, kihasznalva a ligandum fluorogén tulajdonsagat. Megallapitottuk, hogy
az oxinnal képzett fiziologias pH-n uralkodd trisz-komplex stabilitasi szorzata ~8
nagysagrenddel nagyobb a maltol komplexéhez hasonlitva. A stabilitasi allandok
alapjan a biologiailag relevans koncentracidtartomanyban az oxin komplexének
disszociacidja joval kisebb mértékli, igy a maltol komplexénél az endogén

ligandumokkal torténd cserefolyamatok valoszinlisége joval nagyobb.

3.2. A meghatarozott egyensulyi allandok alapjan rdmutattunk arra, hogy az apo-
transzferrin képes a KP46 és GaM komplexbdl kiszoritani a ligandumot, viszont annak
mértéke a kisebb stabilitasi GaM esetében joval nagyobb. Ugyanakkor a KP46 a
kozepes értékii kotési allandoja alapjan képes biologiailag relevans koriilmények kozott
a HSA-hoz kotddni masodlagos kolcsonhatasok révén, az eredeti szerkezetét megtartva.
Az egyenstlyi allandok segitségével modelleztiik a két fémkomplex vérszérumbeli
eloszlasat, és megallapitottuk, hogy a GaM komplex terapias szempontbdl relevans
koncentraciotartomanyaban (<160 pM) a Tf-nek van dontd szerepe a fémion
szallitasaban. A maltol fehérje altali kiszoritasa 40 pM-nal kisebb koncentracional
gyakorlatilag mar teljesnek mondhaté. fgy a komplexben 1é6v6é fémion a sejtbe a Tf-
receptorokon keresztiil valéban bejuthat. Mig a KP46 esetében a HSA szerepe a
jelentds. Ehhez a fehérjéhez reverzibilisen kotddve a komplex az eredeti formajaban
szallitddik a vérben, ami késleltetheti a keringésbol valo kitirtilését, és felveti a komplex

Tf-fiiggetlen sejtes felvételének lehetségét.

4. Szamos kiilonboz6 szerkezeti és koordinacios moda tioszemikarbazon proton
disszocidcidos és tobbféle fémionnal vald komplexképzddési egyenstlyai folyamatait,
valamint a komplexek oldatszerkezetét €s redoxi tulajdonsdgait tanulmanyoztuk. A
szakirodalomban el6szor épitettiink fel Osszehasonlithato oldatszerkezeti és termo-
dinamikai adatokbol all6 adatbazist a tioszemikarbazonok Cu(ll)-, Fe(ll)- és Fe(Ill)-
ionokkal képzett komplexeire vonatkozdan. A f6 kérdésiink az volt, hogy a kiilonb6z6
citotoxicitasu tioszemikarbazonok hatasa, a fémionok felé mutatott affinitasa, és a

komplexek redoxi tulajdonsagai kozott van-e valamilyen 6sszefliggés.
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4.1. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt tioszemikarbazonok oldatbeli stabilitasat, C=N?
kettés kotéshez kapcsolodd Z/E-izomerizacidés és protonalddasi egyenstlyait a
szubsztituensek €és az olddszer anyagi mindsége jelentés mértékben befolyasolja. Az
alapvazas o-N-piridil-tioszemikarbazonok polaris olddészerekben jellemzdéen az E-
formaban fordulnak eld, de az N-termindlisan dimetilezett szarmazékoknal mar a Z
izomer jelenléte is jelents. A pK, értékek alapjan az o-N-piridil-tioszemikarbazonok
fiziologias pH-n a semleges HL formajukban vannak jelen; vizoldhatosaguk és igy
lipofilitasuk azonban a szubsztituensek és a kalkogénatom valtoztatiasaval jelentGsen
finomhangolhat6. A tioszemikarbazonok konjugalt elektronrendszeriiknek és merev
szerkezetiiknek koszonhetéen gyakran fluoreszcensek, ami szamos esetben megengedte

a pKs-k fluorimetrias titralasokkal torténd meghatarozasat is.

4.2. Kiilonboz6 modszerekkel (pH-potenciometria, UV-lathato spektrofotometria, ESR
spektroszkopia) végzett méréseink alapjan a szalicilaldehid-tioszemikarbazonokkal a
réz(Il)ion kizarodlag mono-komplexeket képez, kiilonbozé protonaltsagi allapotban
([CuLH]", [CuL], [CUL(OH)]), melyekben a ligandum haromfoguként koordinalédik.
Mig az o-N-piridil-tioszemikarbazonokkal a ligandum feleslege mellett bisz- és
kétmagva komplexek is képzédnek. Megallapitottuk, hogy fiziologias pH-n kiemelkedd
a réz(Il)komplexek stabilitasa és az N-terminalis dimetilezéssel tovabb ndvelhetd a
stabilitas. A stabilitasi allandok meghatarozasa tobbnyire 30% (m/m) DMSO/H,0
oldoszerelegyben tortént a ligandumok vizben vald korlatozott oldhatdsdga miatt. A
parhuzamosan végzett vizes kozegli mérések azt mutattdk, hogy a DMSO jelenlétében a
réz(IDkomplexek képzddése valamelyest kisebb mértékii, amit figyelembe kell venni a

vizes oldatokra val6 extrapolacid soran.

4.3. Ramutattunk arra, hogy az o-N-piridil-tioszemikarbazonok réz(IT)komplexeinek
glutation 4ltali redukcidjanak sebességében jelentds kiilonbség van az azonos
koordinacids szféra ellenére. Minél nagyobb a réz(Il)komplex stabilitdsa, annal lassabb
ez a redoxi reakcio. A rézionok felé kiemelkedd affinitdst mutatd N-termindlisan
dimetilezett szdrmazékok ugyanakkor azok a ligandumok, melyek citotoxicitdsa NM-0s
tartomanyba esik, és rézkomplexiik aktivitasa akar meg is haladja a ligandumét.
Ezekben az esetekben azt feltételezziikk, hogy az intracellularisan képz06do

rézkomplexeknek szerepe van a hatdsmechanizmusban.

4.4. A tioszemikarbazonok a vas(ll)- és vas(Ill)ionokkal mono- és bisz-komplexeket
képeznek; fiziologias pH-n mind a kétféle oxidacids allapotti vasionnal az [Fel;]
Osszetételll bisz-komplexek a dominansak. A ligandumok +2 és +3 toltésii vasionok felé

mutatott affinitdsa alapvetéen fiigg a koordinalodé donoratomoktél, pl. az (O ,N,S")
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koordinaciés moda ligandumok a vas(IIl)ionokat jobban kedvelik, mint az (N,N,S")
kotésmoduak. A ligandumok citotoxicitdsa €s a vaskomplexeik redoxi potencialja
kozott nem talaltunk Osszefiiggést, de megallapitottuk, hogy azok a ligandumok az
aktivak, melyek vaskomplexeinek redoxi potencidlja jellemzden a +40 — +160 mV
tartomanyban van. Egyértelm linearis kapcsolatot irtunk le a szamitott p[Fe(Il)] és
kétféle human rakos sejtvonalon mért pICsg értékek kozott. Megallapitottuk, hogy minél
nagyobb a tioszemikarbazon vas(Il)ionok fel¢ mutatott affinitdsa, anndl nagyobb a
ligandum citoxoticitasa, amennyiben a vaskomplexek redoxi potencialja a feljebb
megadott tartomanyba esik. Ez a megfigyelésiink Osszhangban van a tioszemi-
karbazonok ribonukleotid reduktdz enzim gatlasan alapulé hatdsmechanizmusaval.
Ennek elsé 1épése egy stabilis vas(ll)komplex képzoédése, ugyanakkor ennek
oxidaciojaval képzodo vas(l11)komplex stabilitasanak is elegendéen nagynak kell lennie
ahhoz, hogy a komplex Fenton-tipusu reakcioban részt tudjon venni.

4.5. A gallium(lll)-tioszemikarbazon komplexek stabilitdsa joval kisebb az analdg
vas(Ill)komplexekéhez képest, és a meghatarozott stabilitasi szorzatok egyértelmii
linearis korrelaciot mutatnak a vas(Ill)komplexek megfelel6 allandoéival. Ez a kisebb
stabilitas az oka annak, hogy a gallium(lll)komplexek pH = 7,4-n a bioldgiailag
relevans koncentraciokban gyakorlatilag teljes mértékben disszocialnak. gy érthetd
modon a komplexek citotoxicitasa a ligandumokéval egyezik meg. Hasonld viselkedést

irtunk le a vanadium(IV/V)komplexek esetében is.

5. Raékellenes nemfémes vegyiiletek (epidermalis novekedési faktor receptor gatlok,
kumarin- és folsav-szarmazékok) human szérum albuminnal vald kdolcsonhatasanak
vizsgalatakor az adott vegyiiletcsaladon belill az egyes szerkezeti valtoztatasok hatasat
tanulmanyoztuk a farmakokinetikai viselkedést befolydsolo tulajdonsagokra. Jellemeztiik a
vegyliletek lipofilitasat, meghataroztuk proton disszociacios allandoikat és az albuminnal
vald kolcsonhatasukat jellemz6 kotési allandoikat és kotési helyeiket. A kapott adatok
elemzése alapjan az alabbiakat allapitottuk meg:

5.1. A vizsgalt redukalt Schiff-bazis kumarin-szarmazékok a HSA 1. kotOhelyén
viszonylag erdsen koétddnek (IgK’ = 5,7-7,5), a kumarin-tipust warfarintdl teljesen

eltér6 orientacidoval.

5.2. A vilasztott folsav-szarmazékok kozepes erdsséggel kotddnek az albuminhoz, a
folsav esetén kettd, mig a masik harom vizsgalt vegyiiletnél (FPhe, FPheha, Fha) harom

a fehérjén maximalisan megktddd kismolekulak szama.
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5.3. Az EGFR inhibitorok (gefitinib, afatinib, erlotinib, osimertinib, KP2187) szintén
kozepes erésségli kotddést mutatnak a HSA 1. kotéhelyén (IgK’ = 3,9-4,9). A fehérjével
valo kolcsOnhatasra a vegyiiletek sajat emisszidja is érzékeny, ami alapjan szamolt
kotési allando6 jo egyezést mutat a HSA sajat emisszidjanak valtozasabol szamolttal. Bar
a kotési allandok nem nagyok, a fiziologidsan relevans koriilmények kozott, azaz a HSA
nagy feleslege mellett, a kotddés mértéke igen jelentés mindegyik EGFR inhibitor
esetében (~90%).

5.4. Rdmutattunk arra, hogy a mért spektrumok felbontésa, az elvalasztasi modszerekkel
kapott képzodési fiiggvények illesztése megbizhatoan elvégezhet6 a fehérje-ligandum
rendszereknél is numerikus eljarasok segitségével (a fémion-ligandum rendszereknél
hasznalt eljarasokhoz hasonldan), szemben a szakirodalomban elterjedt linearizalasi

modszerekkel.
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7. Az eredmények varhato alkalmazasa

A fémtartalmi daganatellenes vegyiiletek fejlesztése fontos kutatasi iranyvonalat jelent,
melynek célja a mellékhatasok csokkentése €és a jobb gydgyaszati tulajdonsagok elérése.
Ugyanakkor a fémkomplexek klinikai vizsgalatokba csak ritkan és lassan jutnak el, mely
gyakran a hatdsmechanizmusra €s az oldatbeli viselkedésre vonatkozo informéciok hianya
miatt van. A szerkezet-biologiai hatas Gsszefliggések vizsgalatahoz a fémkomplexek esetén
fontos ismerni azok vizes oldatbeli stabilitdsat és megjelenési formajat fizioldgias
koriilmények kozott (azaz vizes oldatban, pH ~ 7,4-n, altalaban kisebb koncentracidban).
A biologiai hatasért felelos forma ugyanis gyakran kiilonbozik az eredeti, altalaban szilard
fazisban jellemzett szerkezett6l. Ugyanakkor a fémkomplexek endogén bio-ligandumokkal
(pl. szérumfehérjék) vald kdlcsonhatasdnak minél szélesebb kori ismerete is sziikséges,
mert azok alapvetéen befolyasolhatjak a farmakokinetikai tulajdonsagokat. Az altalunk
meghatarozott — és a szakirodalomban eldszor publikalt — in vitro fém-ligandum,
fémkomplex—fehérje kolcsonhatdsokra vonatkozd termodinamikai adatok birtokaban
(matematikailag ¢és kémiailag) modellezni tudjuk a Dbioldgiailag relevans
koncentracioviszonyok és bioligandumok jelenlétében a fémkomplexek viselkedését. Ezek
az ismeretek hozzajarulhatnak 1jabb, hatasosabb ¢és megfelelobb farmakokinetikai
tulajdonsagu vegyiiletek eldallitdsdhoz. A kapott eredmények alapjan tobb vegyiiletcsalad
(tioszemikarbazonok, félszendvics fémorganikus komplexek) esetén is sikeriilt olyan
adatbazisokat felépiteni, melyek egymassal 6sszehasonlithaté paramétereket fognak ossze,
mint pl. lipofilitds, pK, értékek, fémkomplexek oldatbeli stabilitdsa, kristalyszerkezeti
adatok, formal potencidl értékek, fehérjék és modelljeik felé mutatott affinitasi adatok és
citotoxicitas. Ezen termodinamikai, kinetikai és biologiai adatok korrelacios elemzése
hozzéjarul a rakellenes hatasban és mellékhatasokban megfigyelhetd kiilonbségek jobb
megértés¢hez ¢és igy tamogat(hat)ja az igéretes gyogyszermolekuldk (pre)klinikai

vizsgélatat.
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8. Irodalomjegyzék
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Koszénetnyilvanitas

Halas szivvel koszonom Prof. Kiss Tamasnak, hogy az altala vezetett Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportban kezhettem el dolgozni kozel 14 évvel ezel6tt Szegeden, és azt,
hogy munkamat mind szakmailag, mind emberileg folyamatosan tamogatatta. K6sz6ném
Prof. Farkas Etelkanak palyam elinditasat és hogy a Vele valo k6zos munka életreszolo
utmutatast adott a szakmai céljaim megvalositasahoz. Megkiilonboztetett koszonettel
tartozok Dr. Domo6tor Orsolyanak a kitarto és lelkiismeretes munkajaért, mellyel nagyban
hozzéjarult az értekezésben Osszefoglalt eredmények megsziiletéséhez.

Szeretném megkoszonni a Bioszervetlen Kémiai Kutatdcsoport minden jelenlegi és
volt tagjanak, valamint a Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék vezetdjének, Prof.
Galbacs Gabornak ¢és munkatarsainak, hogy munkamat tamogattdk és folyamatosan
biztattak. Nagyon oOriilok, hogy egy elismert és szinvonalas kutatohelyen végezhetem
munkéamat.

Koszonet illeti valamennyi végzett ¢és jelenlegi PhD, diplomamunkas és
szakdolgozé hallgatdmat munkéjukért, kiemelve Mészaros Janos Péter PhD hallgatot.
Koszondm Sziicsné Toth Katalin technikus koézremtikodését. Munkajukkal jelentésen
hozzéjérultak a dolgozatban targyalt eredményekhez.

Koszondm a velem egyiittmiikddé szamos hazai és kiilfoldi kolléga munkajat,
kiemelve Prof. Bernhard K. Kepplert (Bécsi Egyetem, Szervetlen Kémia Intézet) és Dr.
May Nora Veronikdt (MTA TTK, Budapest), akikkel nagyon eredményes
munkakapcsolatot sikeriilt kialakitani az elmult évtizedben.

K6szondm a Magyar Tudomanyos Akadémia (Bolyai Janos Kutatasi Osztondij), az
OTKA/NKFIA (FK124240, PD103905, PD050011), az Uj Nemzeti Kivalésagi Osztondij
¢és a GINOP-2.3.2-15-2016-00038 palyazatok anyagi timogatasat.

Toretlen szeretekiikért és tamogatdsukért nagyon hélds vagyok sziileimnek, és
kiilon koszonom Edesanyamnak, hogy megszerettette velem a kémiat elsd kémia
tanaromként és hogy példat mutatott az ¢let minden teriiletén. Koszonom Adrienn dnzetlen

és kitarto segitségét.

Halaval tartozok férjemnek, Hollender Dominiknak és a két kincsiinknek, akik

szeretetiikkel atsegitenek minden nehézségen, és akik nélkiil nem az lennék, aki vagyok.

Az értekezést Edesanydm emlékének ajanlom.
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