Rakellenes fémkomplexek oldatkémiaja és farmakokinetikail viselkedéslket
pefolyasold tulajdonsagaik
Enyedy Eva A. MTA doktori értekezés

Vilasz Noszal Béla professzor Gr opponensi véleményére

Halasan koszonom Noszal Béla professzor Grnak doktori dolgozatom részletes attanulmanyozasat,
pozitiv és tobb ponton is gondolatébresztd birdlatit. Az opponensi véleményben megfogalmazott
¢szrevételeire és kérdéseire az alabbi valaszokat adom:

1. kérdés: A 6. oldalon platinacsoportba tartozé elemeket emlit és sorol fel: Ru, Rh, Pd, Os, Ir.
Milyen csoportositds alapjan tortént ez a besorolas?

Vilasz: A platinacsoport elemei (6 elem: 'Ru, Os, Rh, Ir és Pd, Pt) nemesfémek, az atmeneti
fémekhez tartoznak, a periodusos rendszer d-mezdjében, az 5. ¢s 6. periodusban talalhatok, a VIII,
[X, X. csoportban. A 3 triddként emlegetett elemcsoport tagjai. Szamos fizikai és kémiai
tulajdonsagukban mutatnak nagy hasonlgsagot, emiatt a platinacsoport tagjait gyakran
megkiilonboztetik a harmas tridd masik harom (Fe, Co, Ni) elemétol.

2 kérdés: A 15. oldalon a d-os Ru(ll) ionnal izoelektronos Os(Il) és Ir(IlI) komplexekrdl ir. Ezek
nem izoelektronosak, hiszen az elektronhéjak szama sem azonos, igy az elektronok szama sem, amin
nem valtoztat, hogy a kiilsé héjon azonos szdamii elektront tartalmaznak.

Vilasz: A birdlonak igaza van: az izoelektronos” kifejezés valoban azonos elektronszamot jelent,
ami a felsorolt ionokra nem igaz. A Ru(ll) elektronkonfiguracidja: [Kr]4d6, az Os(Il)-ioné:
[Xe]4f145d(’, az Ir(Ill)-ioné: [Xe]4f'45d(’. Az izoelektronossagot néha Kkiterjesztik a ,,vegyérték
izoelektronossagra” (valence isoelectronicity), ¢én itt nyilvan erre gondoltam (a d® vegyérték

elektronszerkezet miatt).

3. kérdés: Az NMR vizsgdlatokban referenciaként  hasznall DSS  (ndtrium-trimetil-szilil-
propanszulfonat) valamilyen mértékben nyilvanvaléan koordindlddik az oldatban 16vé fémionokhoz,
ami valamilyen mértékben megvaltoztatja az egyensulyi viszonyokal és a DSS NMR csuicsainak
kémiai eltoléddsdt is. Vizsgaltdk-e ennek mértékét?

Vilasz: A fém-ligandum egyensulyi rendszerek vizsgalatakor mindig kulesfontossagu, hogy a
mintakhoz adott segédanyagok (pl. ionerdsseget biztositd so, puffer) ne Iépjenek kolcsonhatasba se a
fémionnal, se a ligandummal, se a képzddd komplexekkel. A DSS, mint szulfonat ligandum altalaban
nagyon kis stabilitasu komplexeket képez, vizes oldatban nem kell gyakorlatilag az atmeneti
fémionokhoz valé koordinalédasaval szamolni [P. Thuér, et al., Dalton Trans. 48 (2019) 87568772,
A.P. Coté, et al., Coord. Chem. Rev. 245 (2003) 49-64]. Szilard fazisban rontgenkrisztallografias
mérések alapjan nagyobb méret fémionokhoz (pl. lantanoida(IIl)ionok, 6lom(1l), uranil(VI)) vald
koordinalodasat viszont leirtdk [J. Harrowfield, et al., Dalton Trans. 46 (2017) 11533-11536, A.P.
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Coté, et al., Coord. Chem. Rev. 245 (2003) 49-64]. A DSS-t a vizsgalt komplexekkel sszemérhetd
koncentracioban hasznaltuk a 'H NMR spektroszkopias méréseinknél, de torténtek mérések nélkiile
is. amikor az oldészerjeleket hasznaltuk referenciakent. Mérhetd kiilonbség nem volt a spektrumok
k&zott. Masrészt szamos olyan példat lattunk munkank sordn, ahol az NMR mérések alapjan kapott
részecskeeloszlasok jo egyezést mutattak a masfajta technikaval (pl. pH-potenciometria) kapott
eredmények alapjan szamoltakkal; igy szemben mas segédanyagokkal (pl. DMSO, HEPES) a DSS
esetében nem gondoltunk egyensulyt zavard kolecsonhatésra.

4. kérdés: A 37. oldalon L-glutationt emlit, az L azonban csak a komponens aminosavakra érvényes
relativ konfigurdciés megjelolés, nem a beldliik képzbditt peptidek vagy fehérjék egészére.
Vilasz: Elfogadom a biralo észrevételét, az y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin tripeptid elnevezése

valoban glutation (L nélkiil).

5. kérdés: Az értekezés talan legtobb kérdést felvetd része a spektrofluorimetrias mérések
Sridkelésére vonatkozo fejezet. Az értékelésben haszndlt anyagmérleg egyenletek nyilvanvaloan
helyesek, a (10) egyenletben [évé moldris emissziok és ezek szelektivitdsa azonban kevésbé
meggy6z6, kiilonds tekintetiel arra, hogy a fluorometridsan aktiv triptofan ill. tirozin egységek sok-
sok kotésen dt azonos kovalens kornyezetben vannak az asszocidlt és az asszocidlatlan fehérjékben.
Mennyire képes megvdltoztamni ezeket a ,, moldris emissziékat” az asszocidcio? A fluoreszcencia
érzékenysége kétségen kiviil kiemelkedd tud lenni, de a fent emlitett okokat is figyelembe véve,
osszességében felveszi-e ez a mddszer az NMR-ben ismert ligandumkotési vizsgalatokkal, ahol a
ligandumon mérhetd a kotés okan bekovetkezett relaxdacio-valtozas.

Vialasz: Az NMR és fluorimetrids spektroszkopiai médszerek egyarant hasznos informaciokat
szolgaltatnak a fehérje-kis molekula kolesonhatasokrol, de a kapott informacio eltérd jellegli és a ket
modszer koncentracidigényében is nagy a kiilonbség. A fluorimetrias modszert kis koncentraciok
mellett lehet és kell hasznalni (ez pM-os koncentraciotartomanyt jelent), ami hozzdjarult a modszer
elterjedt hasznalatahoz a vizben gyakran rosszul 0ldodo vegyiiletek vizsgalatakor. Az NMR modszer
hasznalatat a korlatozott oldhatosag gyakran eleve megakadalyozza, technikailag is nehezebb feladat
a ligandum jelein mért valtozasokat kovetni a fehérje mellett, de valoban szokas a ligandum jeleinek
sivszélesedéseén. relaxacios idejének megvaltozasan keresztiil jellemezni a kolcsonhatast a kiilonbozo
2D NMR-es technikak mellett [W. Becker, et al., ChemPhysChem 19 (2018) 895-906]. Mi a rutin 'H
NMR mérések mellett csak az STD (,saturation transfer difference”)-NMR technikat hasznaltuk
néhany esetben a ktédés tényének és mértékének megitélése céljabol.

Fluorimetrias mérést végezve, ha a fehérje sajat emissziojanak megvaltozasat kovetjiik, az a
ligandum globalis Kk5tédésérdl nem ad informaciot, csak az adott kotési helyen bekovetkezd kotddést
tudjuk jellemezni az emisszid megvaltozasat meérve. Altalaban valoban igaz, hogy egy kismolekula
megkotédése a fehérje szerkezetében, igy spektroszkopiai tulajdonsagaiban (mint emisszio,
fényelnyelés) sem okoz nagy valtozast, de a HSA esetében mégis lehetéségiink van a Trp emissziojan
keresztiil informaciot nyerni. Erre az ad lehetéséget, hogy a Trp-t szelektiven lehet gerjeszteni, €s igy
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a Tyr és Phe aminosavak emisszidjat nem mérjik, masrészt a HSA-ban egyetlen egy Trp (Trp-214)
van éppen a I. kotdhelynél. Ha a kismolekula ezen a kotéhelyen kotédik, nagyon gyakran az a Trp
emissziojanak teljes kioltasat eredményezi, azaz a fehérje és a fehérje-ligandum adduktum ,,molaris
emisszio™-ja jelentds mértékben fog kiilonbozni. Ez a kioltas nem feltétleniil jelenti egy tényleges
Trp — ligandum kdotés létrejoteét, a Trp-214 emissziojat pl. itkozéses uton is kiolthatja egy — az I.
kotéhelyen kotddé — kismolekula. A kotdhely markerekkel végzett kisérletekben pedig azt lehet
kihasznalni, hogy a kotott és a szabadon 1évé marker emisszidjaban van nagy kiilonbség olyan

gerjesztési hullamhosszat valasztva, ahol a fehérje sajat emisszidjaval mar nem kell szamolnunk.

6. kérdés: A 4.4. pontban leirt ciklikus voltammetrids mérésekben emliti a réz(Il) és vas(ll) ionokal,
valamint a tioszemikarbazont, mint ligandumot, de szivesen olvasndnk arrol, hogy konkrétan milyen
redoxi folyamatok jatszodnak ott le.

Vilasz: A ciklikus voltammetrids modszerrel elsésorban a tioszemikarbazonok vas- és rézkomplexeit
vizsgaltuk, f6leg semleges pH-n, a méréstechnika nagyobb koncentracidigénye ¢s a vegyliletek
korlatozott oldatosaga miatt tébbnyire olddszerelegyben. A mérések soran a Cu(1l)/Cu(l) ¢és a
Fe(I11T)/Fe(Il) elektonatmeneteket tanulmanyoztuk a félérték potencidlok meghatarozasa céljabol,
melyek a Cu(ll)- ill. Fe(Ill)-komplexek oxidalo képességérdl adnak informaciot, a redukcids-
oxidacios folyamatok reverzibilitasabol pedig kovetkezetni lehet arra is, hogy vajon a ligandum mind
a kétféle oxidacios allapotii fémionnal stabilis komplexet képez-e az adott koriilmények kozott.
Altaldnos tapasztalat az volt, hogy a vizsgalt vas biszkomplexek reverzibilis, kvazi-reverzibilis
folyamatokat mutatnak [Fe(Il[)L,] < [Fe(I1)L,] atalakulasokhoz kdthetoen; aminek az az oka, hogy
ez a ligandumcsalad a Fe(Il)- és Fe(I1I)-ionokkal is stabilis komplexet képez. A rézkomplexeknél
viszont rendszerint csak a redukcios folyamatot lehetett detektalni, valoszintileg a képzodé Cu(l)-
komplexek kis stabilitdsa miatt. Megjegyzem, hogy a redoxi potencidlok alapjan meg lehet becstilni,
hogy pl. egy természetes redukaloszer képes-e redukalni a Fe(I1)- ill. Cu(ll)-komplexeket, de a
redoxi reakciok kinetikajanak vizsgalata talan nagyobb jelentéségli ennek a kérdésnek az eldontésére.

7. kérdés: A kapilldris zona elekiroforézis médszer ismertetésénél azt irja, hogy ,az ionok a
(oltésiiknek megfeleld elektrdd felé véndorolnak”. Indokolt lenne ennél pontosabb megfogalmazads.
Egyrészt, alapbol, az ionok a toltésiikkel ellentétes elekirdd felé vandorolnak (tehat pl. a negativ
(olidsiiek az andd felé), mdsrészt viszonl lehet, hogy az elektroozmotikus daramlas (EOF)
megvdltoziatja az aramlasi iranyl.

Vilasz: Koszondm a biralo megjegyzését az oldott anyagok vandorlasara vonatkozoan, elfogadom,
hogy elnagyoltan irtam errdl. Az elektromos térben egy ion vandorlasa az alkalmazott fesziiltség €s a
kapillaris hossza mellett az ion elektroforetikus mozgékonysagatol fligg, az pedig alapvetéen fligg az
ion toltésétdl és méretétdl. Az oldott anyag mozgékonysagan alapuld aramlasahoz hozzaadodik a
vivé elektrolit (puffer) elektroozmotikus aramléasa. Altalaban az aramlas a kapillarisban az anodtol a
katod felé torténik, de nemcsak a kationok vandorolnak a katod felé, hanem az anionok is, hiszen az

elektroozmotikus aramlas minden oldott részecskét azonos irdnyban mozgat, de ennek megfeleléen a
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detektornal elészor a kationok, majd a semleges részecskék és végiil a negativan t5ltott ionok

jelennek meg.

8. kérdés: A kapilldris zénaelektroforézis modszer leirdséndl azt mondja, hogy ,,A nem kotout
vegyiilethez rendelt cstics csicsmagassdagat ill. a csics alatii teriiletét kovettiik.” Iit a nem kotott
vegyiilet nyilvan a ligandum, azaz a ,, kismolekula™, ami dltalaban gyors cserereakcioban kotédik a
fehérjéhez, amely reakcionak az idédllanddja osszehasonlithatatlanul révidebb, mint a kapillaris
elektroforézis néhdny perces futamideje. igy a ligandum végiil is egy csucsot ad, hacsak nem
képzbdik egy erdsen inert asszocidtum. Fenndllte méréseikben ez az utébbi helyzet, ami indokolna
annak hangsulyozdsdt, hogy a nem kétott vegyiilethez rendelt csucs magassagat meérték?

Vilasz: A kapillaris zonaelektroforézis modszer valoban elsésorban azokban az esetekben
hasznalhato jol, amikor inert adduktumok képzddnek, pl. amikor egy fémkomplex koordinacids
kotéssel kotddik a fehérjéhez és a képzddd adduktum disszociacioja lassu. Ilyen helyzet allt fent a
Rh(nS—CgMes)— ¢s Ru(n(’-p—cimol)-komplexeknél. A gyors egyensilyi folyamatok esetében szamolni
kell a fehérjérdl disszocialodd ligandummal a kapillarisban, erre utalhat ez elektroferogramon a
ligandumhoz és a fehérje/fehérje-ligandum adduktumhoz tartozé csucsok nem megfeleld elvalasa, a
ligandumecstcsok kiszélesedése. Ezekben a kisérletekben a nemkétott ligandumhoz rendelt csucsok
valtozasat figyeltik meg a kiilonboz6 fehérje-ligandum aranyt mintdkban, pl. a HSA-KP1339-
warfarin rendszerben a nem-kotott warfarin csticsanak a novekedésct kovettiik a versengd
fémkomplex koncentraciojanak novelésének hatasara [Id. O. Domotor et al., J. Biol. Inorg. Chem. 18
(2013) 917, 7. dbra], ¢és a szabad warfarin koncentracidjanak novekedését a csicsmagassag alapjan
mértiik. A részletezett gyors cserefolyamatok probléméja miatt ezekbdl a mérésekbdl kapott
egyensulyi allandokat nem lehet nagyon komolyan venni (nem is egyeztek jOl a mas modszerbdl

kapottakkal), itt pusztan a kdt6helyért valé versengést szerettiik volna igazolni ezzel a modszerrel is.

9. kérdés: Vizsgaltak a KP1019 és a KP1339 vegyiiletek human szérum albuminhoz valé kotédését,
és az eredményekben az 1. tabldzat adatai szerint, f6leg a legmegbizhatobbnak tekintelt PSEQUAD
kicriékelés szerint hatarozott kiilonbségeket taldltak (bar ezl a 46. oldalon leirtakban nem erdsiti
meg). Mivel az emlitett két vegyiilet (2. dbra) csak az ellenionban (indazolium ill. ndtrium)
kiilonbozik egymdstél (amely ellenion vizes oldatban raaddsul a ruténium komplextél minden
bizonnyal disszocidlt dallapotban van), gondoltak-e arra, hogy magdnak az indazoliumnak, esetleg a
ndtriumnak a humdn szérum albuminhoz valo kot6dését kiilon (tehdt a ruténium komplex nélkiil) is
megvizsgaljak, ami az egyébként igen bonyolult, legaldbb terner rendszer egyszeriisodését és az
eredmények konnyebb értelmezhetBségél jelenthelné.

Vilasz: A KP1019-ben 1évé indazolium ellenion kélesonhatasat tanulméanyoztuk az albuminnal €s az
I. kotéhelyen nem, a II. kotdhelyen csak egy viszonylag gyenge kotddest talaltunk. Az indazol sajat
emissziojat figyelembe vettiik ugyanakkor a szamolaskor. A natriumionok kolcsonhatasat nem
vizsgaltuk, mivel a puffer jelentds mennyiségii NaCl-ot tartalmazott (150 mM) minden esetben, ami

joval nagyobb a komplexek koncentracidjanal. Mindez nem indokolja a Trp-kioltasos kisérletben a
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KP1339 komplexnél kapott kisebb allandokat, mikozben az 1. kotShely markerének, a warfarinnak a
kiszoritasabol szamolt allandé igen hasonld a két komplexre. Ezt az ellentmondast, csak gy tudtuk
megmagyarazni, hogy a KP1339 komplexnél feltehetden a koordinalt indazol ligandum kis része
disszocial, és a szabad indazol relative nagy emisszioja a kioltasos kisérletnél kisebb allandot
eredményez. (A warfarinnal  és  danzil-glicinnel  torténd mérések nagyobb  gerjesztési
hullamhosszaknal torténnek, ott ez kevésbé zavard hatas.) A KP1019 komplexnél az indazo6lium

ellenion jelenléte visszaszorithatja ezt a disszociaciot.

10. kérdés: A KP1019 és a KP1339 vegyiietek humdn szérum albuminhoz valo kotédésekor a
kitéhely azonositasara kompeticids reakciokat haszndltak, tekintve, hogy a humdn szérum albumin
16bb kotéhelyet tartalmaz, melyek kozil a warfarin az 1. kotShelyhez, a danzil glicin viszont a II.
kotéhelyhez kitédik amint ezt irodalmi adatok mutatjdk. Kérdés (és ez az irodalmi adatokra
vonatkozik, hogy a humdn szérum albumin zsebeiben mennyire szelektiv (netdn kizdrélagos) a
warfarin ill. a danzil-glicin ilyetén kdtddése.

Vilasz: A szakirodalomban széles korben elfogadott a warfarin 1. kotdhelyen valo megkotddése [G.
Sudlow. et al., Mol. Pharmacol. 11 (1975) 824-832], rontgenkrisztallografias modszerrel is igazoltak
ezt [I. Petitpas, et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 22804-22809]. Masodlagos kotéhelyként a 111
kothelyet emlitik (IB aldomén) [F. Zsila, Mol. Pharmaceutics 10 (2013) 1668-1682]. A 1L
kstéhelyen altalaban semleges, vagy negativan 51ttt vegyiiletek kotédnek, pl. diazepam, ibuprofen
&s szamos danzil-szarmazék is: danzil-szarkozin, danzil-Phe, danzil-norvalin és idesoroljak a danzil-
glicint is, ezek legtobbjére rontgenszerkezet is elérhetd [C.F. Chignell, Mol. Pharmacol. 5 (1969)
244-252, F. Zsila, Mol. Pharmaceutics 10 (2013) 1668-1682]. A danzil-glicin masodlagos
kotéhelyen vald megkdtddésérdl nem talaltunk informaciét a szakirodalomban. Ezekben a
kiszoritasos kisérletekben 1:1 aranya albumin-kdt6hely marker mintakat hasznalunk = Kis
koncentraciokban dolgozva (féleg 1 pM), és ilyen koriilmények mellett a marker molekula
megkotddése nem 100%-o0s, igy egy maésodik molekula megkotédése a masodlagos kotdhelyen nem

valdszind.

11. kérdés: A 30. dbran is lathaté médon — mint irja is — korreldcio van a pK.[ML] és a
1gK (H>O/CT) értékek kozott. Prébaltdk-e ezt a jelenséget a Lewis-féle savbazis elmélet Pearson- féle
értelmezésével magyardazni?

Valasz: A kétfogu ligandumok félszendvics Rh(n’-CsMes)-komplexeinél megfigyeltiik a kloridionok
és hidroxidionok felé mutatott affinitasok kozotti korrelaciot (azaz a pKy[ML] ¢€s a 1gK’(H,0/CT)
értckek kozotti osszefliggést), ami nem meglepd tekintve a kétféle anion ’hard’ Lewis bazis
karakterét. Azaz azokhoz a komplexekhez, melyek kisebb pKi-val jellemezhetdk, a kloridion
erésebben koordinalodik. A semleges (N.N) donoratomokat tartalmazé ligandumok komplexeinek
nagyobb pozitiv tdltése (erbsebb Lewis sav jellege) is bizonyara hozzdjarul ahhoz, hogy ezeknek a
komplexnek nagyobb a CI7OH ionok fel¢ mutatott affinitasa az (O,N) ligandumok komplexeihez
képest.
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12. kérdés: Mint a 77. oldalon irja, a gallium komplexeknél vizsgaltdk a kis molekulaiomegii
ligandumok (citrdt,  foszfd, oxaldt) hatdsat a komplexek stabilitdsara. Ez a kérdés mads
osszefiiggéshen, az értekezés egyéb részein is felvetddik, tekintve, hogy a pH beallitasra hasznall
pufferek — tobbek kizi — foszfatot tartalmaznak, ami nyilvan nemcsak a pH bedllitas, hanem a
koordindciés egyensilyok szempontjabdl is szerepet jdtszik. Vizsgdltdk-e ezt a kérdést a tobbi fémion
komplexeinél?

Valasz: Ahogyan a 3. kérdésre adott vélaszban is irtam, a pufferként hasznalt vegyiiletektdl is kémiai
inertséget varunk, de ez nagyon sok esetben sajnos nem teljesiil elsésorban a pufferek koordinicioja
miatt, pl. HEPES, foszfat esetében ez gyakran megtorténik. Egy gyenge kolesonhatas is zavaro lehet
a pufferek nagy koncentracioban valo alkalmazéasakor. A pufferek kivalasztasakor meg szoktuk
vizsgalni, kiilondsen uj tipusu komplexek esetében, ennek lehetoseget, pl. igy jartunk el a
félszendvics ruténium-, rodiumkomplexek, vagy a klasszikus ruténiumkomplexek (pl. KP1019)
vizsgalatakor. A pufferrel beallitott pH-n megvizsgaljuk, hogy a komplexek (pl. 'H NMR, UV-
lathaté) spektruma mennyire tér el a csak erds sav/erbs bazis hozzdadasaval beallitott azonos pH-ju

oldatra felvettdl. Azt a puffert hasznaltuk, ami a leginkabb ,,artatlannak” tint.

13. kérdés: A 101 — 102. oldalon azt olvashatjuk, hogy vizsgdltak a tioszemikarbazon tipusi
ligandumok lipofilitasat és nem taldltak dsszefiiggést a logD és az 1Csg értékek kozott. Ehhez annyi
kommentdrt érdemes fiizni, hogy a logD és az ICsp egyardnt fontos adatok, de mig az [Csy értékek
f6leg a farmakodindmics tulajdonsagokkal fiiggenek ossze, addig a logD adatok a farmakokinetikai
viselkedésre lehetnek prediktorok, igy nem kiilonosebben meglepd, hogy az in vilro sejtes ICsp és a
logD adatok kozt nem mutatkozolt Osszeftigges.

Vialasz: Természetesen elfogadom és osztom a birald véleményét. A vegyiiletek lipofilitasa
befolyasolhatja a sejtes felvételiiket, de hasonld lipofilitasa vegylileteknél valoban nem varhato
osszefliggés a két adatsor kozott, hiszen az ICs értékeket valéban a kivaltott biologiai hatas fogja

elsésorban meghatarozni.
Az utolso pontban dsszegyijtott stilisztikai és az egyéb megjegyzéseket elfogadom ¢és kdszonom.

Végezetiil szeretném meég egyszer megkoszonni professzor ur alapos munkajat, elismerd szavait €s a

téma kutatasa szempontjabol eléremutatd javaslatait.
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