Rakellenes fémkomplexek oldatkémidja és farmakokinetikai viselkedéstiket
befolyasold tulajdonséagaik
Enyedy Eva A. MTA doktori értekezés

Vialasz Sovago Imre professzor ur opponensi véleményére

Elészor is szeretném megkdszonni S6vago Imre professzor trnak részletes, épité jellegli €s pozitiv
birdlatat. Koszonom a tudomanyos eredmények csoportba foglalasat, a tézispontok elfogadasat, a

dolgozattal kapcsolatos észrevételeit és kérdéseit, melyekre az aldbbiakban valaszolok:

1. kérdés: A bevezetésben részletesen targyalia a mdr forgalomban [évé platinafémkomplexek
hatdsmechanizmusdt, amelyeknél az elsé [épés tobbnyire valamely kevésbé inert ligandum és a
vizmolekula kozotti cserereakcio. A jelolt ezt a kilcsonhatdst kivetkezesen hidrolizisként emliti. A
hidrolizis fogalma valéban egy vitatott kérdés a kémidban, de megitélésem szerint célszertibb ezt a
fogalmat a kotésfelhasaddssal jaré reakciokra alkalmazni.

Vilasz: A birdlonak elfogadom a megjegyzését, mely szerint a ligandum és vizmolekula kdzotti
cserefolyamatot nem helytallé hidrolizisnek nevezni, még akkor sem, ha a fémion-ligandum kozotti
kités hasad fel a vizbelépés hatasara, emiatt a szakirodalomban beszélnek igy is errél a folyamatrol,
bar tobbnyire az ,,aquation” kifejezést hasznaljak, amire nincs magyar meghonosodott szakszo. Itt a
komplex részleges disszociacidjarol van szo. A hidrolizis éltalaban egy kémiai kotés vizaddiciot
kovetd felhasadasat jelenti (pl. észterek, amidok), de hidrolizisrél beszéliink a gyenge savak, bazisok
soinak vizzel valo reakcidjakor (pl. CH;COO™ + H,O = CH;COOH + OH"), vagy a fémionok
akvakomplexeinek hidrolizisekor is, amikor koordinalt vizmolekuldk deprotonalddnak.

2. kérdés: Az 1. és 2. tablazatokban kizoll egyensilyi dllandok pontos jelentése nem vilagos.
Célszerii lett volna ezek definicidjat is megadni.

Vilasz: Az 1. és 2. tablazatban bemutatott IgK* adatok a fehérje-komplex adduktumok képzddésére
vonatkozé lépesézetes latszolagos egyensulyi allandok. Azaz a HSA + komplex = [HSA-komplex]
(1gK> ill. 1gK,); ill. [HSA-komplex] + komplex = [HSA-(komplex),] (IgK>’) kémiai egyensulyokra
pH = 7.4-n meghatarozott allandok, akar kozvetlen akar kotéhely marker kiszoritdasos mérésekbdl

szarmaznak.

3. kérdés: Az 5.2.3. alfejezetben a félszendvics Rh(IID)komplexek és a HSA kotddését egy His-N és egy
amid-N donoratomon keresztiil valosziniisitik.  Erre vonatkozéan nem taldltam egyérielmi
bizonyitékot a dolgozatban és a termindlis aminocsoport vagy a tridentdl kotodési mod is
elképzelhetd lenne. Tovdbbi Kkérdésként meriilhet fel, hogy a HSA ilyen médon valo kotédését miért
nem lapasztaltdk a Ru(llDtartalmii KP1019 és KP1339 esetén?

Valasz: A [Rll(ns—CsMes)(H20)3]2+ fémorganikus kationhoz a fehérje (N,N) donoratomokon
keresztiili koordinaciojara vonatkozo feltételezésiinket a t6ltésatviteli abszorpeids sav maximuma €s
molaris abszorbancigja alapjan tettiik. Ennek alatamasztasara oligopeptid modellek bevonasaval

jelenleg is végziink méréseket. Mivel szamos Rh(n’-CsMes) egység is képes megkdtédni a HSA-on,
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akar tobbféle koordinacios mod is megvalosulhat egyidejiileg. A streptavidin bakteridlis fehérje
esetében His-112 és His-121 imidazol nitrogének koordinacidjat talaltak egy-egy Rh(n’-CsMes)
egységhez [J.M. Zimbron, et al., J. Am. Chem. Soc. 135 (2013) 5384-5388]. A HSA szamos
hisztidint tartalmaz és a kétfogu ligandumok [Rh(n’-CsMes)(L)(H,0)] komplexeinél az imidazol
nitrogén koordindcioja valoszin(isitheté, de mas pl. Glu, Lys, Arg, Asp ¢s Cys aminosavak
donoratomjain keresztiili kotédés is elképzelhetd analogszerkezetl fehérje-komplex adduktumok
rontgenkrisztallografiai vizsgalata alapjan [B. Wu, et al., Chem. Eur. J. 17 (2011) 3562-3566; Y.
Takezawa, et al., Dalton Trans. 40 (2011) 2190-2195; S.M. Meier, et al., Chem. Sci. 4 (2013) 1837—
1846: Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) PDB code: 4xuj.; Z. Adhireksan, et al., Nat.
Commun. 8 (2017) 14860]. [M(arén)(HzO)g]2+ fémorganikus kationok HSA-on vald kotédésére
vonatkozoan azonban nincsenek rontgenkrisztallografiai adatok és valdban egyfogu, kétfogu vagy
akar haromfogu koordinacié is megvalosulhat, bar ez utobbi a HSA esetében kevésbé valdszinl
sztérikus okok miatt. Ugyanakkor pl. a Ru(n(’-p—cimol) és az apo-ferritin adduktumaban
(Nhis:Nhis.Oc)  haromfogti  koordinaciot . irtak le rontgenkrisztallografiai vizsgalatokkal [Y.
Takezawa. et al., Dalton Trans. 40 (2011) 2190-2195]. Ahogyan ezen adatok is mutatjak a
koordinacios modok tovabbi vizsgalata mindenképpen sziikséges.

Az utobbi években konszenzus sziiletett a KP1019/1339 komplexek és analdgjainak human
szérum albuminhoz vald kotddésének jellemzésében is szamos mérési modszer (UV-lathato
spektrofotometria, ESR spektroszkopia, fluorimetria, kapillaris elektroforézis, rontgen abszorpcios
spektroszkopia, méretkizarasos kromatografia (SEC)-ICP/MS) segitségével nyert adatok alapjan. Az
egyébként a ligandum cserefolyamataikat tekintve inkabb inertnek mondhaté komplexek a
vérszérumban nagyon gyorsan kdlcsonhatésba lépnek foképp az albuminnal, ami masodlagos kémiai
kotéseken keresztiili kotédésre utal (mi ezt a kolesdnhatast jellemeztiik), majd a kloridionok részleges
cseréjével koordinativ kétés alakul ki, amely folyamat lényegesen lassabb [N. Cetinbas, et al., J. Biol.
Inorg. Chem. 15 (2010) 131-145; M.I. Web, et al., Inorg. Chem. 51 (2012) 954-966; A.A. Hummer,
et al.. J. Med. Chem. 56 (2013) 1182—-1196; R. Trondl, et al., Chem. Sci. 5 (2014) 2925-2932]. Ama
koordinacios mod bizonytalan: (N>Cl3(O/N)) koordinacios modot valoszinisitettek Hummer és
munkatdrsai szérumban, Walsby és munkatarsai a klorido ligandumok His imidazol nitrogénekre
val6 cseréjét javasoltak ESR mérések alapjan [M.L Web, et al., Inorg. Chem. 51 (2012) 954-966].

4. kérdés: A gallium(II)komplexek — egyensulyi vizsgalatal  alapvetden  befolydsolhatja
gallium(Ill)ionok erds hidrolizis hajlama. A vizsgdlt ligandumok 16bbsége esetén ez a reakcio
valésziniileg visszaszorul, de az Sriekezésben nincs utalds, hogy ezt a hatdst hogyan vellék
figyelembe. Ez azért is fontos, mert a 39. dbra szerinl a maltol triszkomplexe és a
tetrahidroxidogallat(ll)ion pH = 7,4 értéken mar 6sszemérhetd koncentracioban van jelen.

Vilasz: A gallium(Il)ion széles pH-tartomanyban hidrolizél, a [Ga(OH)n]o'“) (n = 1-4) részecskék
hidrolizis allandoit a Baes és Mesner jol ismert ,Kationok hidrolizise” cimi munkajabol vettiik [C.F.
Baes, R.E. Mesmer, The Hydrolysis of Cations, Wiley, New York, 1976] ¢s hasznaltuk a

szamitasainknal.
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5. kérdés: A tioszemikarbazonok jelentds hanyaddanal réz(ll)ionokkal csak 1:1 komplexek
képzddésére kivetkezettek, mig mas esetekben bisz- vagy dinukledris komplexek is képzddiek. Az a-N-
piridil-TSK-ok esetén példaul mindkét eset eléfordul. A leirtak alapjan nem teljesen vilagos, hogy mi
az a szerkezeti rendezd elv, ami ezen sztochiometriak kiilonbozoségét eredményezi.

Vialasz: A bisz- és kétmagva réz(Il)komplexek képzodését elsésorban az ESR spektroszkopiai és
ESI-MS modszerekkel nyert adatok alapjan valdszinisitettiik. A (O,N,S) donoratomokat tartalmazo
szalicil-aldehid tioszemikarbazonoknal ligandum feleslege mellett sem talaltunk a mono-ligandumu
komplexeken kiviil mas részecskéket. Ugyanakkor fagyasztott oldatban (77 K) ezen monokomplexek
dimerizacidjat ﬁgy¢111etti1k meg DMSO-ban egyes ligandumok esetén (T.V. Petrasheuskaya, et al.
New J. Chem. bekiildott kézirat), ami pl. a fenolat-oxigének hidligandumként valé viselkedésével
képzelhetd el [Z. Zhang, et al., Eur. J. Med. Chem. 121 (2016) 399-409] vagy a két monokomplex
aromas gytrii kozott 1étrejove “stacking’ kolesonhatassal lehetséges [M. Belicchi Ferrari, et al.,
Inorg. Chim. Acta 286 (1999) 134-141], de szobahdmérsékleten erre utalo jel nem volt.

Az a-N-piridil-tioszemikarbazonok réz(I)komplexeinél azonban az ESR mérések alapjan
kétféle izomer formajaban rendre megjelentek bisz-komplexek, melyekben (Npirigin,N,S7)(N vagy S7)
vagy (Nirigin,N)(N,S7) koordinaciés modokat javasoltunk. Valamint a kétmagvu [CL12L3]+ gsszetételt
komplexek képzodését is leirtuk, ahol két [CuL]" egységet kot 6ssze hidligandumként egy harmadik
tioszemikarbazon a feltételezésiink  szerint. Ettél eltérd viselkedést az  a-N-piridil-
tioszemikarbazonok koziil a prolint tartalmazé hibridnél lattunk (L-Pro-FTSC), ahol csak
monokomplexek képzddtek, de ott a prolin nitrogén és karboxilat donorcsoportjainak koordinacidja
megakadalyozta tovabbi ligandum kotédését. Ugyanakkor a négyfogu ligandumként is koordinalodni
képes morfolin- és piperazin-szarmazékoknal bisz-komplexek képzddését is talaltuk kétféle izomer
formajaban, (STN'.N*) &s (SekvaoriaiissN axiaiis) ill. (STN') (STN') kotési modokat javasoltunk [F.
Bacher et al., Dalton Trans. 44 (2015) 9071-9090]. Sajnos a pontos koordinacios modokat a bisz- és
kétmagvi réz(I)komplexeknél nem ismerjiik, nem sikeriilt egyetlen egy ilyen komplexeket sem
izolalnunk, mikdzben a monokomplexeknél szamos esetben torténtek rontgenkrisztallografiai
mérések. A pontos koordinacios mod ismerete nélkiil nehéz megmondani, hogy az a-N-piridil-
tioszemikarbazonokat mi tesz alkalmassa ilyen komplexek képzésére szemben a szintén haromfogu

szalicil-aldehid tioszemikarbazonokkal.

6. kérdés: A tioszemikarbazonok vizsgalata soran réz, vas, gallium és vanadium komplexeket
egyardnt tanulmanyoziak és ezen komplexek stabilitasi sora is megdllapithaté voll. Nem vilagos
ugyanakkor, hogy melyik fémion lehet a leginkdabb alkalmas jelolt gyogydszati szempontbol, illetve
célszeriinek ldtszik-e tovabbi fémionokat (pl. a kiilonbozd platinafémek) is bevonni ebbe a vizsgalati
sorba.

Valasz: A felsorolt fémionok koziil egyértelmien a réz(Il)ionokkal képzett tioszemikarbazon
komplexeknek van a legnagyobb jelentdsége farmakologiai szempontbdl, amihez hozzajarul ezen
komplexek nagy termodinamikai stabilitasa és redoxi tulajdonsaga is (mint pl. a glutationnal szemben
mutatott reaktivitasuk, reaktiv oxigén részecskék képzddése). A vaskomplexek sejtes felvétele

altalaban nem j6, mig a gallium- és vanadiumkomplexek vizes oldatbeli stabilitisa nem kielégitd, ami
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gyogyaszati szempontbol nem eldnyds. Az utobbi években egyre inkdbb el6térbe keriilt, hogy egyes
tioszemikarbazonok (konkrétan N-terminalisan diszubsztitualt a-N-piridil szdrmazékok) biologiai
aktivitasa az endogén réz(Il)ionokkal valdé komplexképzéssel fiigg 6ssze [K. Ishiguro et al., Biochem.
Pharmacol. 91 (2014) 312-322; D.B. Lovejoy, et al., Cancer Res. 71 (2011) 5781-5880], szemben pl.
a triapin esetén valoszindsitett hatdsmechanizmussal, ahol a vasionokkal valé komplexképzddésnek
van szerepe. A tioszemikarbazonok idedlis ligandumai lehetnek platinafémionoknak is, szamos
példat talalunk foéleg Pt és Ru komplexekre a szakirodalomban [pl. J. Haribabu, et al.,
Organometallics 37 (2018) 1242-1257; F.A. Beckford, et al., Inorg. Chem. Commun. 12 (2009)
1094-1098], de ezekben az esetekben a kétfogli ligandumok jonnek szamitasba. Jelenleg mi is
foglalkozunk ilyen komplexekkel, pl. sikeriilt pirazol-tioszemikarbazonok Ru(n®-p-cimol)
komplexeit elédllitanunk, melyek citotoxikusnak bizonyultak adenokarcinoma humén rakos
sejtvonalakon [O. Démotor, et al., J. Inorg. Biochem. 202 (2020) 110883].

7. kérdés: A folsav szarmazékok protondléddsi folyamatainak leirdsa ellentmonddsos (110.0ldal) A
leirtak szerint ,,A vizsgalt vegyiiletek karboxilcsoportjainak protondlddasaval....” Ez valdsziniileg
esak elirds, de a vizsgalhatésagi tartomdanyként elébb 2-12 szerepel, majd pH > 5-nél vizes kozegben
is lehet mérni. Tovdbbi gondom, hogy az emlitett karboxilcsoportokra vonatkozé pK értékek sehol
nem szerepelnek.

Vilasz: Elfogadom a birdlo észrevételét. A dolgozat terjedelmi korlatai miatt valoban csak a tiszta
vizes kozegben meghatérozott proton disszociacios allandok lettek feltiintetve, ekkor csak a pH > 5
tartomanyban rogzitett UV-lathato spektrumokat lehetett hasznalni szamolasra, mert ett6l savasabb
pH-tartomanyban a vegyiiletek oldhatésaga nem volt megfeleld. A pH-csokkentésével a
vegyiiletekben 1évé  karboxilat-csoportok  (folsav esetében kettd, a szarmazékoknal egy)
protonaloddsaval a vegyiiletek semlegessé valnak és csapadék jelent meg. Emiatt torténtek
spektrofotometrids titralasok 60% (m/m) DMSO/viz oldészerelegyben is pH 2-12 tartomanyban, €s a
karboxil-csoportok pK,-it ekkor mar meg lehetett hatarozni, melyek részletesen megtalalhatok a
vonatkozo kozleménytinkben [E.A. Enyedy, et al. J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 444-453], de mivel
ezen koriilmény tavol van attdl a kdzegtol, melyben a HSA-nal vald kolesonhatast vizsgaltuk, ezeket

a proton disszociacios allandokat nem mutattam be a dolgozatban.

8. kérdés: Az alkalmazott kisérleti technikdkkal kapcsolatos kérdésem lenne, hogy a cirkularis
dikroizmus spektroszképia alkalmazdsa nem lehelséges ezeknél a rendszereknél vagy csak nem
probalkoziak ezzel a modszerrel? A fehérjék szerkezetkutatdsa tertiletén ez eléggé kiterjedten hasznat
technika, igy a HSA és valamennyi szamildsba JOv6 fémes vagy nemfémes vegyiilet esetén elvben
alkalmazhato lehetne.

Vilasz: A cirkularis dikroizmus valéban hasznos spektroszképias technika a fehérje-kismolekula
kélesonhatasok tanulméanyozasara, a szakirodalomban gyakran alkalmazzak is, foleg a HSA
mésodlagos szerkezetének megvaltozasat szoktak kovetni az UV-tartomanyban (200-240 nm). A
spektrumok felbontasaval leginkabb az a-hélix szerkezet aranyanak megvaltozasat szamoljak, amibol

azért messzemend kovetkeztetéseket csak ovatosan szabad levonni a kdlesonhatasra vonatkozoan. A
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kismolekula fehérjéhez valo kotddés vizsgalatira szerintem inkabb az induktiv CD savok
megjelenése a hasznosabb. Az utdbbi idészakban egyre tobb kiralis ligandum fémkomplexével
foglakozunk, ezekben az esetekben mar torténtek is CD spektroszkopias mérések, amikor a komplex
sajat savjainak megvaltozasat monitorozzuk.

9. kérdés: Végezetiil egy dltalanos megjegyzésem lenne az értekezésben osszefoglalt szamos igen
hasznos eredmény tovabbi sorsdval, jovéjével kapcsolatban. A dolgozatban dltaldban nem 1ij,
potencialisan rdkellenes vegyiileteket vizsgdll, hanem a mdr klinikai Jazisban vagy ahhoz kozeli
dllapotban 1évé készitmények termodinamikai és Jarmakokinetikai jellemzdit hatdrozta meg. Milyen
dltaldnos kovetkeztetést lehet ezekbél az adatokbol levonni, illetve ezen ismeretek alapjin melyek
azok a vegyiiletek, amelyek tovabbi vizsgalata feltétleniil indokolt és milyen iranyokban kellene
béviteni a vonatkozo kutatdasokat?

Vilasz: A rdkellenes kismolekulak fejlesztése nagyon intenziv kutatési teriiletnek szamit jelenleg is,
ennek megfeleléen nagyon gyorsan jelem_lek meg Uj tipusu vegyiiletek a szakirodalomban. Az (j
ligandumok, fémkomplexek eldallitasat, ill. a biologiai méréseket végzé egyiittmiikddé partnereink
visszajelzése alapjan is egyértelmien fontosak a vegyiiletek vizes kozegben valéd viselkedésének és
endogén molekulékkal vald kélesonhatasanak az ismerete. Pl. az el8allitott fémkomplexeknek a nem
megfelelé oldhatosdga és vizes kozegben valo stabilitisa, vagy éppen a human szérum albuminon
valo irreverzibilis megkotédése akar gatja is lehet a tovabbfejlesztésnek, amire volt is példa az
egylittmikddéseink soran, ill. az oldatkémiai tulajdonsagok ismeretében javaslatot tudunk tenni, hogy
milyen szerkezeti egységek beépitése lenne célszerli a vegyiiletekbe. Az utdbbi években egyre t3bb
fotodinamias polipiridil ruténiumkomplex keriilt kifejlesztésre, melyek nagy szelektivitasat a
megfeleld lokdlis megvilagitdssal lehet biztositani. Ezen fémkomplex csaladnal hianyoznak a
szakirodalomban azok a jellegli vizsgalatok, amiket mi végziink, ugyanakkor a farmakokinetikai
viselkedésiik jobb megértéséhez sziikségesek lennének, igy jelenleg ebbe az iranyba mozdultunk el.
A biospeciacids vizsgalatokban altalaban nehézségét jelent a vegyiiletek rossz vizoldhatosaga, a
rendszerek bonyolultsdga, a vegyiiletek valtozatos tulajdonséga, emiatt nagyon fontosnak gondolom,
hogy egy-egy felmeriilé kérdést minél tobbféle moédszerrel jarjunk korbe. Igy a kutatasaink
folytatasakor arra toreksziink, hogy minél tobbféle és ujabb modszert kombinaljunk a sajat

laboratoriumunkban a kémiai rendszerek alaposabb termodinamikai és kinetikai jellemzésekor.

A valaszom végén ismételten szeretném megkdszonni professzor urnak dolgozatom alapos biralatat

¢s annak nyilvanos vitdjanak tamogatésat.
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