VALASZ
Dr. Bodor Andrea az MTA kémia tudomanyok doktoranak
,,Uj, szelektivebb, varhatoan réakellenes hatasu gyogyszerjeldlt fémkomplexek kifejlesztését
tamogato kémiai alapkutatdsok” cimi,
az MTA doktora cim elnyerésere benyujtott ertekezésem biralatara

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani opponensemnek Dr. Bodor Andrea egyetemi
tandrnak az értekezésem alapos attekintéséért és a biralat elkészitéseért. Koszoném és
elfogadom a birdlonak a dolgozattal kapcsolatos jobbitd szandéku kritikai észrevételeit,
megjegyzeseit. Ugyancsak megkdszoném opponensemnek a dolgozatban bemutatott
eredmények elismeresét. A birdlatban megfogalmazott kerdésekre, megjegyzésekre az
alabbi vélaszokat adom:

Megjegyzések/javaslatok:

A dolgozat cimében - és a szbvegben is gyakran - a , varhatéoan rdkellenes hatasu ..."
megfogalmazds szerepel. Szerencsésebb volna a , potencidlisan rakellenes hatasu...”
megfogalmazads hasznalata. Egy kifejezés magyarazatat egyszer elég megadni. Példaul:
oxigénhianyos dllapot (hipoxia), késébbi szdvegrészekben elég a hipoxia szot hasznalni.

)

Az ,, NMR-el tanulmanyozhato™ helyett: ,, NMR spektroszkopiai modszerekkel tanulmdanyozhato’
helyesebb.

Az aminosavak jelélése egy vagy hdrombetiis kéddal torténik (pld: A, Ala). Erthetd, hogy a jelolt
mire utal az alaH jel6léssel, de nem szerencses vélasztas, biokémiaban, szerkezeti bioldgidban
nem alkalmazott.

A 23. abran bemutatott *H spektrum értelmezése (42. oldal) soran helytelen megfogalmazasok:
., ... pH 1,95-nél két jel figyelheté meg, a szabad fémion (1,32 ppm) mellett a masik jel a kialakuld

’

komplexhez tartozik (...) nagyobb térerd iranydba torténd eltolodas.’
A ,,pH emelése” helyett inkabb pH néovelése kifejezés hasznalata célszerii.

., d®>-DMSO-ban rogzitett H-NMR spektruma” helyett ,,az *H-NMR spektrum DMSO-ds
oldoszerben ™.

A dolgozatban szereplé ligandumok tobbségének, igy az aminosavak jel6lésekor is a
névroviditések végén szereplé H-ek a 22. 40. és 52. abrakon feltintetett semleges
szerkezetekre vonatkozoan a disszocidbilis protonok szdméra utalnak. A komplexképzédés
soran torténdé deprotonalodas mertéke igy egyszeriien megadhaté a képletekben.
Ugyanakkor az oligopeptidek esetén a felépité aminosavak egybetiis névroviditéseit
hasznaltam (lasd 22. 4bra). A tobbi megjegyzést/javaslatot kszonettel elfogadom.



Kérdések:

1. A stabilitasi allandok meghatarozésa klasszikusan 25°C-on, dllandé ionerdsség mellett torténik.
A bemutatott mérésekben foleg 0,20 M KNOs, vagy 0,20 M KCI volt az ionerdsség. Hogy alakulna
a kép, ha fiziologias korilmények mellett dolgoznank és 37 °C-on? Milyen koncentracidban
kellene jelen lennie a fémionnak? Hogyan valtozik a speciacio egyik tanulmanyozott rendszerben,
ha a vér/plazma kozeget utanzé osszetételt is figyelembe vessziik?

Fiziologias korulmények altaldban foszfat pufferrel beallitott 7,4-es pH-ja oldatot
meghatarozott stabilitasi allandok latszolagos allandok lennének, melyek értéke
fémkomplexek esetén kisebb lenne a sajat szokésos kérulményeink kozott nyert értékeknél
a foszfation konkuralé hatasa miatt. Foszfation jelenlétében az ¢sszes, komplexben kotott
fémion mennyisége is modosulhat: ha a foszfat részvételével vizoldhatd, vegyes ligandumu
komplex is képzodhet, akkor a komplexalt fémion mennyisége néhet is, ha ilyen nem
képzédik, csak a kompeticio torténik. A ligandumok savi disszociacios allandoit tekintve a
homérséklet novelésével kisebb pKs értékek hatadrozhatok meg. A AG = -RTInKs
osszefiiggésbol kiindulva, mivel egy gyenge sav pKs értéke > 1 (vagyis Ks << 1), igy az —
RTInKSs szorzat pozitiv szdm, vagyis a protondisszociacios folyamat endoterm (a Kis pozitiv
entropia tag miatt). llyen folyamatok esetén tehat a hémérséklet novelésével az egyensuly a
disszociacio/termékképzodés iranyaba tolodik, ami nagyobb Ks vagyis kisebb pKs értéket
jelent. A féemkomplexek M + L ML altalanos komplexképzodési egyensulyra definialt
allanddi értékeinek hémérsékletfliggése ugyancsak a komplexképzédési folyamatok
hészinezetétol fiigg, azonban ezt sokkal tobb paraméter befolyasolja. A vérplazma Kkis
molekulatomegii komponensei kozul fontosabbak egyes aminosavak (Gly, His, Cys stb.), a
GSH/GSSG és mas redoxirendszerek, hidroxikarboxilatok (pl. citrat, oxalat, malat) mig a
nagy molekulatomegiiek koziil a HSA és HTf. Elobbiek ugyancsak komplexképzoi lehetnek
a terapias céllal bejuttatott komplex fémionjanak, de redukaldszerként is szerepelhetnek (pl.
invivo Ru(l11) — Ru(I1) vagy Pt(1V) — Pt(11) redukcid). A HSA és a HTf pedig kiilonb6z6
kotohelyeiken a disszocialt fémionnal, ligandumaval de az at nem alakult fémkomplexszel is
kélcsonhatésba lephetnek. Egzakt speciacié megadasa csak akkor lehetséges, ha valamennyi
komponens 0sszes kdlcsonhatasara vonatkozo, azonos kértulmények mellett meghatarozott
egyensulyi &lland6 ismert. Altalanosan azonban az elmondhatd, hogy a nagy
molekulatomegii szérumkomponensek, foleg a HSA, egyes esetekben a HTf dontden jarulhat
hozza a bejuttatott kis(ebb) stabilitast, kevesbé inert féemkomplexekbél in vivo képzodo
fémion vagy maga a komplex szallitasahoz. Elébbi transzportja még kifejezettebb, ha
fémkomplex koncentracidja kicsi (a ciszplatin terapias dézisa példaul nagyjabol 50-100
mg/m?).

2. A stabilitasi szorzatok szamszerii meghatarozasanal NMR paramétereket is felhasznéltak?
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Igen, hasznaltunk. Fémkomplexek 0©sszetételének és stabilitasi szorzat értékeik
meghatarozasahoz az egyik legmegbizhatobb modszer a pH-potenciometria, ugyanakkor
nagyon nagy stabilitaisi komplexek képzédésekor mas médszert, pl. kompeticion alapulo
reakciot szikséges alkalmazni. Természetesen az NMR parameterek is alkalmasak lehetnek
mind proton-, mind fémkomplexek stabilitési allanddinak meghatarozasara. Munkank
soran a [(M®-p-cym)Ru]**-met és —mecys rendszerben tapasztaltuk nagy stabilitasu
komplexek képzodését a ligandum haromfogu koordinaciojaval, mar az erésen savas pH-
tartomanyban. Ezekben a rendszerekben a 0,7 < -log[H*] < 2,0 tartomanyban végeztiink
NMR meéréseket és a szabad ligandum vagy a fémionhoz kot6dé aromas rendszer (pl. p-
cimol) illetve a képzédé [RuL]* komplex megfelelé protonjaihoz tartozé, elkulonilt NMR
jelek integral aranyabodl tudtunk egyensulyi koncentraciokat illetve stabilitasi allandot
szamolni.

3. Oldategyensulyi mérésekkel leirtak a félszendvics szerkezetii [(n°-p-cym)Ru]?* kationok
részletes hidrolitikus folyamatait. Biologiai szempontbol elényt jelent-e, hogy fizioldgias pH-n
tulnyomorészt a hidroxo komplex van jelen (19. abra)? A képz6do részecskék szerkezetének, illetve
a kiilonbozé femionok viselkedésének Gsszehasonlitasanal hasznosnak bizonyulhatnak a *C
kornyezetek kémiai eltolodas értékei. Allnak-e ilyen NMR spektroszkopiai adatok rendelkezésre?

Szakirodalmi adatok [1] alapjan az inert [{(n®-p-cym)Ru}2(n?-OH)s]* biolégiai szemponthdl
képzodése az in vitro rakellenes hatas csokkenését eredményezi. A vizsgalt félszendvics
szerkezetii platinafém (Ru, Os, Ir) kationok hidrolizisét pH-potenciometrias, UV-Vis és H
NMR modszerekkel vizsgaltuk. Utobbi moédszer kapcsan a koordindloddé aromasok
viszonylag jelszegény 'H NMR spektruma, tovabba a rendszerekben képzédé Kisszami
komplexféleség a hidrolitikus folyamatok adekvat feltérképezését tette lehetévé, igy itt a °C
kornyezetek kémiai eltolodas értékeit nem vizsgaltuk.

[1] Bruijnincx and Sadler, Adv. Inorg. Chem., 2009, 61, 1.

4. A 23. dabrahoz tartozo pH fiiggo részecske eloszlds abrdzolasa nagymértékben segitené az
Olvas6t. Hogy alakul példaul a malt -CHs szingulett jelének valtozasa a pH fiiggvényében? igy az
1:1 aranyu oldatosszetételnél az ,,M” és L részérdl is kovethetok volnanak a valtozasok és a levont
kovetkeztetések helytallosaga sem kérddjelezheto meg.

Az 1. dbran az organoruténium-maltol 1:1,1 moélaranyad mintdk pH-fiiggé ‘H-NMR
spektrumait tintettem fel. Kék hattérrel a ligandum jelei (gyiiriprotonok: 6,2-8,0 ppm;
metil: 2,25-2,6 ppm), barnas hattérrel a fémionhoz koétott p-cimol hidrogénjeinek jelei
(gytiriihidrogének: 5,0-6,0 ppm; ‘Pr-metin: 2,6-3,0 ppm; metil: 2,0-2,2 ppm; 'Pr-metil: 1,15-
1,30 ppm) lathatok. Példaképpen a maltol metilcsoportjanak szingulett jelét vizsgalva (2,25-
2,6 ppm), a pH-metrias eredményekkel 6sszhangban, mar erésen savas koriilmények kozott
megindul a komplexképzédés. pH ~ 2 koriul a komplexben nem kététt ligandum jele (2,38
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ppm) mellett egy kis, Uj jel jelenik meg 2,42 ppm-nél, ami a [(n%-p-cym)Ru(malt)]*
osszetételli komplexhez rendelheté. A pH novelésével az (0,0)-kelatos komplex mennyisége
né, ezzel parhuzamosan a szabad ligandumé csokken. pH ~ 5 fol6tt a szabad maltol jelentds
része eltiinik a rendszerbdl, mikézben a [(n®-p-cym)Ru(malt)]* koncentracidja eléri
maximumat. pH = 10,3-nal mind a ligandum Me jelénél, mind a p-cimol izopropil-metil
jelénél megfigyelhet6, hogy a komplexalt részecskehez tartozo jelek a kisebb & értékek
iranyaba tolédtak, ami a [(n®-p-cym)Ru(malt)(OH)] vegyes hidroxido komplex képzédését
tamasztja ala. A 11,61 pH-ju minta esetében komplexben kotétt maltolhoz tartozé jel mar
nem detektalhatd, a szabad ligandum jelének kisebb & értékek iranyaba valo tolédasa a
szabad ligandum deprotonalodasanak kovetkezmenye. Ezzel dsszhangban, a pH > 8,0
tartomanyban pl. 2,08 ppm-nél, valamint 5,18 és 5,38 ppm-nél megjelené ujabb jeleknek a
pH emelésével valo intenzitas novekedése a kétmagvu [{(n®-p-cym)Ru}2(n?>-OH)s]* hidroxido
komplex képzédését mutatja.
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1. &bra Az [(n®-p-cym)Ru]?*-maltol rendszer 1:1,1 Osszetételi mintdinak kiilonbozd pH értékeken
regisztralt *H-NMR spektrumai.

5. Az eredmények ismertetése soran tobbszor talalkozunk a ,,feltételezett szerkezet” kifejezéssel.
Az organoruténium(Il)-citr rendszer tanulmanyozasanal (49. oldal) az [ML]~ komplex feltételezett
szerkezetében (B) intramolekularis H-kotés kialakulasat valosziniisitik. Az intramolekularis
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hidban levé H egyik jellegzetessége a nagy *H kémiai eltolodas érték. A Jelolt utal részletes NMR
spektrum vizsgalatokra, de ezeket sajnos nem talaltam. Milyen spektralis bizonyitékok tamasztjak
ala a felrajzolt szerkezeti modelleket?

Az oldatban képz6dé komplexek szerkezetére vonatkozoan altalaban nincsenek olyan
egyértelmii kisérleti bizonyitékok, mint a szilard kristalyok esetén a rontgendiffrakcios
meéréseken alapuld szerkezet. Kisérleti korulményeink kozott (D20 oldoszer) a gyors
cserefolyamatokban résztvevé protonok, igy a kérdésben szereplé H jelei sem voltak
detektalhatok a spektrumban. Aprotikus oldészerben mért 'H NMR spektrumok
adhatnanak kozvetlen valaszt a megfogalmazott kerdésre.

Az organoruténium-citrat rendszerben azonositott [RuHL] szerkezetére kozvetlen
bizonyiték volt a vizes és metanolos oldatbdl kinyert kristalyok molekulaszerkezete. Az
[RUL]™ vonatkozasaban kozvetett bizonyitékot jelentenek a megfelelé allandok: a pKruHL =
2,77 érték, mely az [RuHL] deprotonalodéasanak pH-tartomanyara utal, jelentésen Kisebb,
mint a szabad ligandumra meghatarozott logKnL = 5,53 érték, ami azt tamasztja ala, hogy a
fémkomplexben kedvezményezett a nem koordindlodé harmadik karboxilcsoport

pH protonvesztése, ez pedig a fenti intramolekularis
M3 kolcsonhatassal értelmezheto.

A Ru?*—citrat 1:1,1 aranyu rendszer 'H NMR
spektruma (2. dbra) alapjan mar erésen savas
g51  korulmények kozott is kétféle Ru-tartalmu
részecske van jelen. A nem komplexalt [(n8-p-

6.05  cym)Ru]?* CH(CHs)2 hidrogénjeinek 1,34 ppm-
nél  megjelené6  dublettje, valamint a
metilcsoportjanak 2,24  ppm-nél  lathato
4.03  szingulettje mellett lathatd jelek 1,32 és 2,22
ppm-nél a citrat kotédésével komplex
képzédésére utalnak. pH = 2,54-nél mar nincs
M Jt »54 jelen szabad fémion, a Ru?* teljes mennyisége
citrat komplex formajaban van jelen. A képzodé

Lo ! 1.53  részecskek széles pH-tartomanyban dominan-
730 26 22 18 14 | 10 sak, a kétmagv( hidroxidokomplex képzédése
5(PPM) még erdsen ligos koriilmények kozott sem

2. 4bra A Ru?*_citrat 1:1,1 arny( rendszer szamottevé. A jelek kisebb kémiai ,eI,tolédés
pH-fiiged IH NMR spektrumainak alifas iranyaba torténé folyamatos tolédasa a
tartomanya komplexek  deprotonalodasi folyamataival
értelmezheté. pH = 1,53-nal a szabad citromsav

jelei latszanak ~ 2,9 ppm-nél egy AB dublett

formajaban. A pH novelésével a jelek folyamatos eltolddasa és intenzitdsuk csdokkenése a

9.61

4.99

2.99




szabad citromsav deprotonalddasaval és mennyiségének csokkenésével magyarazhatd. Az
alifas tartomanyban ~ 2,60 ppm-nél egy tovabbi, Kiszélesedett jel is latszik, ami a Ru
komplexben kotott citrathoz rendelheté. A pH novelésével torténé folyamatos jeltolodas

6sszhangban van a [RuHL]-bél elébb a [RuL] majd [RuLH-1]> képzdédésével. A komplexben
kotott citrat NMR jele Kiszélesedésének és multiplicitas-valtozasanak egy lehetséges
magyarazata a koordinalt donoratomok kozott belsé csere vagy a komplex fluxionalitasa
lehet, hasonléan az Al(l11)-citrat rendszerhez [1].

[1] Bodor et al., Coord. Chem. Rev., 2002, 228, 175.

6. Az organorutenium(l1)- mal komplex esetében (51. oldal) meghatéarozza a mal ligandumban a
3Jax és 3Jpx csatolasi allando értékeit (7. tablazat). Ezen mért 3Jun csatolasi allandok értékes
informaciot szolgéltatnak a torzids sz6g nagysagarol a Karplus 6sszefliggés alapjan. Ezt
figyelembe véve kisérletesen is igazolhatd volna a kristalyszerkezet és oldatszerkezet kdzotti
osszefuggés (példa hivatkozasok: Minch, M. J. (1994). "Orientational Dependence of Vicinal
Proton-Proton NMR Coupling Constants: The Karplus Relationship”. Concepts in Magnetic
Resonance 6, 41-46.; Wang, A. C., and Bax, A. (1996) Determination of the Backbone Dihedral
Angles in Human Ubiquitin from Reparametrized Empirical Karplus Equations. J. Am.Chem. Soc.
118, 2483-2494.)

A megadott elsé hivatkozasban szerepld, a Karplus dsszeftiggésben (3JnH(0) = Acos?0 + Bcos
+ C) talalhatd A, B és C konstansok felhasznaldsaval szerkesztett fliggvény segitségével a H-
C-C-H diéderes szogek szamolhatdk, melyek a CH-csoport (Hx hidrogén) és a szomszédos

CHo2-csoport (Ha és Hs hidrogének) megfelelé hidrogénjeinek
~ . térallasara adhatnak felviladgositast. Az organoruténium-maléat
Ru._ rendszerben fétermékként kialakuld [RuLH-1]- komplexre

meghatarozott 3Jax és 3Jex csatolasi alland6 értékeket (5,5 és 1,8
Q Hz) a Karplus 6sszefliggésbe helyettesitve a torzios szogekre 42°

o L;O és 63° szamolhat6. A Newman projekcios abrazolas is mutatja,
hogy a CHz-csoport két hidrogénjére (Ha és Hg) vonatkozd
megfelelé diéderes szog 120°, igy a csatolasi allandok alapjan

nyert fenti szogek (azok Osszegét is figyelembe véve) jé

HB) Kkozelitéssel alatamasztjak a feltételezett szerkezetet (lasd a
H (x) beszrt abréat). Erdemes azonban azt is megjegyezni, hogy a

3Jun  csatolasi  allandokat molekulaszerkezeti sajatsagok,

peldaul nagy elektronegativitast atomok kozelsege és térallasa is befolyasolja. A ,,B” jelii
hidrogénnel antiperiplanarisan elhelyezkedé alkoholatcsoport példaul a 3Jsx csokkenését
okozza, igy a fenti szamolt szogek alapjan megadhato szerkezet csak kozelitonek tekinthetd.

A)

7. Komplexképzédés tanulmanyozasdahoz (COO™, NH2) kdtésmddra képes ligandumként szabad
aminosavakat hasznal, az eltérd viselkedésii alanint és szerint (55-56. oldal). Mit gondol, hogy
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befolyasolna a fémion-ligandum kdélcsonhatast, ha az alanin, vagy a szerin a peptidlanc részeként
lenne jelen?

A csak (COO-, NH2) kdtesmodra képes alanin nem hatékony liganduma az organoruténium
ionnak; a képz6dé [RuL]* mar gyengén savas pH-n hidrolizalt lassu folyamatokban. Ezzel
ellentétben a szerin mar ekvimolaris oldatban is képes volt visszaszoritani a femion
hidrolizisét, ami pH 6 alatt az OH-, afelett az alkoholatcsoport részvételét tamasztja ald a
[RuL]* illetve [RuH-1L] részecskékben. Abban az esetben, ha ezek az aminosavak peptidlanc
részei lennének, a szerin OH-csoportjdnak lehet komplexstabilitast novelé szerepe, de
alapvetden csak mas, erés fémionmegkoté csoportok (terminalis aminocsoport, deprotonélt
peptid-N, illetve His imidazolcsoportja vagy Cys tiolatcsoportja) altal kialakitott kelat
jelenléte esetén lenne varhato6 esetleges stabilitisnovekedés egy megfeleld szekvenciaju Ala
egység Ser-re torténd cseréjével.

8. Az idaP ligandumokkal torténd kélcsonhatis vizsgdlatok esetében a 3P NMR mérések
mérési ido is rovid. A foszfor rezonanciajel kémiai eltoloddsa a protondltsagrol és a
komplexképzddésrdl is informdciot szolgaltat. Probalkoztak-e ilyen megkozelitésekkel?

Koszondm a javaslatot. Valoban felmeralt ilyen mérések kivitelezése is, de végul nem éltliink
ezzel a lehetéséggel, mert a potenciometrias és a 'H NMR informéaciok kombinalt
alkalmazasa, tovabba a masik két rokon ligandummal nyert adatokkal valé 6sszehasonlitas
egyértelmii leirasat adta ennek a rendszernek.

9. Az organoruténium His aminosavval valo komplexképzodeését tobb ligandummal is vizsgalta. Az
eltéeré CD gorbék (38. abra) magyarazata: , koordindcios modok eltérése”. Az emlitett NMR
spektroszkdpiai mérések ezt milyen modon tdmasztjak ald? Mit jelent a lassu folyamat a
heptapeptiddel torténd komplex képzédésénél? Vizsgaltdak-e barmely - a dolgozatban bemutatott -
komplex és a humanszérum albumin (HSA) koélcsénhatasat CD vagy NMR spektroszkopiai
mddszerekkel? Esetleg milyen irodalmi adatok allnak rendelkezésre? A HSA Cu?* és Zn?*
fémionok fiziologias transzportere. A Zn?* kété motivumok a His oldallincok. Hogyan
befolydsolja a tanulmdanyozott komplexképzédést a Zn** jelenléte?

Az organoruténium ion kdlcsonhatasat az N-és C-terminuson is védett (Ac-HHH-NH2, Ac-
HAHH-NH2, Ac-HAHAH-NH2) valamint szabad terminalis aminocsoportot tartalmazé
peptidekkel (H-HA-OH, H-HAVAHHH-NH?>) is vizsgaltuk. A harom hisztidint tartalmazo
védett oligopeptidek esetén a harom imidazolilcsoport koordinaciéja valdsziniisithetd, de a
Ru(ll)-Ac-HAHH-NH2 és a Ru(ll)-Ac-HAHAH-NH2 1:1 mdélaranyd mintak CD
spektrumainak eltérése a lugos pH-tartomanyban azt sugallja, hogy itt a koordinacios mod
mar nem egyforma. Az elébbi rendszerben HR-ESI-MS modszerrel detektalt [RuH-1L]*
osszetételii kation nagy intenzitasu jele valamelyik peptidcsoport fémion indukalt
deprotonalodasara utalhat, erre azonban nincs kozvetlen bizonyitékunk. A dolgozatban



szerepld, a 3. dbran bemutatott CD spektrumok ugyanakkor azt tdmasztjak alé, hogy a

szabad terminalis aminocsoportd két ligandummal ((H-HA-OH, H-HAVAHHH-NH?2)
azonos, hisztaminszeri kotésmod valésulhat meg.
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3. dbra A [(m%-p-cym)Ru]**HAVAHHH-NH, 1:1 ardny( minta (pH = 2,65) (a), a [(n5-p-cym)Ru]?*—
HAVAHHH-NH; 2:1 aranyu minta (pH = 3,07) (b), a [(n®-p-cym)Ru]*-HisAla 1:1 arany( minta (pH =
2,15) (c) és a [(n®-p-cym)Ru]?*-HisHis 1:1 aranyd minta (pH = 2,59) (d) CD gorbéi

COSY, NOESY és 'H-12C korrelaciés mérésekkel a szabad valamint a fémiont is tartalmazo
mintakban beazonositottuk az dsszetartozé imidazolgyiiri protonok jeleit illetve példaul az
organoruténium-Ac-HAHAH-NH: rendszerben a NOESY spektrumban az imidazol és a

hexahapto kotésmodu p-cimol hidrogének kozotti téren keresztli kolcsonhatasra utal6
keresztcsucsok igazoltak mindharom His egység koordinalodasat.

A His-tartalmu oligopeptidekkel a komplexképzodési egyensiily beallasahoz tobb 6ra, néha
tébb, mint egy nap volt sziikséges, a folyamatot NMR mérésekkel kovettik.

A dolgozatban bemutatott komplexek kozil, egyiittmiikodés keretében, csak a kinizarin
kétmagu Co(lll) komplexeinek és a ligandumnak a kodlcsénhatésat vizsgaltuk HSA-val, de

UV-lathato spektrofotometriat és spektrofluorimetriat hasznaltunk, a kdélcsénhatasra
vonatkozéan NMR mérések tehat nem készultek [1].

A szakirodalomban Enyedy és Domotor vizsgalta szdmos organoruténium és —rodium
komplex HSA-val valé kdlcsénhatéasat, mely soran dontéen spektrofluorimetrias modszerrel
hataroztdk meg a HSA I-es illetve 11-es kotohelyein valo komplexalodast jellemzé latszolagos
kotesi allanddkat; az NMR informaciokbol pedig arra tudtak kovetkeztetni, hogy a
kélcsonhatéas soran a femkomplex disszocial-e [2]. CD technika alkalmazésara csak néhany
szakirodalmi eredmeény taladlhatdé Ru komplex — HSA koélcsénhatasokra vonatkozéan.

Ezekbol a mérésekbol arra nyertek informaciot, hogy a komplex kitédése milyen mértékben
valtoztatja meg a fehérje konforméciojat [3,4].
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Noha szdmos His-tartalmi oligopeptid és a Zn(ll) kozotti  kdlcsdénhatast
kutatocsoportunkban vizsgaltak, az organoruténium(Il)ionnal nincsenek szamszeri
adataink a lassi komplexképzodés miatt, emiatt kvantitativ 6sszehasonlitas sem lehetséges.
Az altalanos komplexképzodési trendek alapjan az valoszinisithetd, hogy a Zn(II) kisebb
stabilitasi komplexeket képezne, mint az organoruténium ion, igy feltehetéen nem
befolyasolna lényegesen az organoruténium ion és a ligandumok kolcsonhatésat. A hisztidil
egység oldallancat modellez6é imidazol vagy metil-imidazol esetében az organoruténium(ll)-
metil-imidazol illetve a cink(ll)-imidazol rendszerben képz6dé komplexekre talalhatok
stabilitasi allandok a szakirodalomban [5,6], igy ezen eredményeket hasznalva modell
szamitasokat is végeztink. Habar ezen modell ligandumok pKs értékei (Im: 6,55 [5], Melm:
7,12 [6]) es vizsgalatuk kisérleti korulményei sem teljesen azonosak, mégis fontos informacio,
hogy a szamitasoknal 1 uM [Ru(Im)s]?* komplex koncentraciét és a cink(ll) szérumbeli

=z =7

tartalmu komplexek.

[1] Kozsup et al. J. Inorg. Biochem., 2020, 204, 110963.
[2] DomMGtor, Enyedy, J. Biol. Inorg. Chem., 2019, 24, 703.
[3] Sun et al. Biol. Trace Elem. Res., 2015, 163, 266.

[4] Riccardi et al. Molecules 2023, 28, 2800.

[5] Nair et al. J. Chem. Soc., Dalton Trans, 1982, 555.

[6] Bihari et al. J. Organomet. Chem., 2015, 782, 82.

[7] Yokokawa et al. J. Gen. Fam. Med.. 2020, 21, 248.

10. Az organorodium-PyPropHp rendszer vizsgalatanal (91-92. oldal) 61. &bran hasznos volna a
referencia spektrumot is feltlintetni. Hogy néz ki a spektrum tobbi része, a diasztereomerek
jelenlétét hogy tilkrozi a tobbi rezonanciajel? Az (0,0), vagy (N,N) koordinacié *H-13C illetve H-
15N HMBC spektrumok segitségével igazolhatd volna. Torténtek ilyen kisérletek, ha igen, milyen
eredménnyel?

Az organorédium-PyPropHp rendszerben 0,93:1 és 2:1 fémion-ligandum mdlaranyd mintak
NMR spektrumainak pH-fliggését vizsgaltuk (4. és 5. dbra). A kdzel ekvimolaris minta esetén
a fémionhoz kapcsolodo Cp* gyuru hidrogénjeinek szingulett jele megduplazodik: egy Kkis és
egy nagyobb jel lathato (1,6-1,7 ppm), és hasonlo integralaranyu jelek rendelheték a
piridinon egység gyiiriiprotonjaihoz is (8,5-8,6 és 7,0-7,2 ppm). Mindez két diasztereomer
jelenlétére utal. Utébbi jelparok ppm értékeinek csokkenése a pH novelésével (4. abra) a
szabad, fémionhoz nem kot6dé piridinon egység protonvesztési folyamataival értelmezhetd.
A szabad ligandumban a piridingyiirii és a szekunder aminocsoport kozott elhelyezked6
metiléncsoport egy szingulett jelet ad. A ligandum (N,N) koordinacidja a fémionhoz azonban
megszinteti a metilénprotonok ekvivalenciajat, ami a 4. abran is lathaté dupla dublett
megjelenéset okozza a spektrumban 4,1 és 4,55 ppm koril. Mindezek tehat az 1:1 dsszetételii
komplexekben a ligandum N-donoratomjaival valé kotodését tamasztjak ala. Ezzel
parhuzamosan a 7,05 ppm-nél lathaté, a piridinongyiiri egyik hidrogénjének dublettje a pH
novelésével folyamatosan a kisebb & értékek felé tolodik, ami a femionhoz nem kotott, szabad
piridinongyiiri deprotonalodasaval értelmezheto.
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4. dbra A [(n°>-Cp*)Rh]*~PyPropHp 0,93:1 molaranyt mintak kiilonbozé pH értékeken rogzitett NMR

spektrumai (c. = 5 mM). A kiilonbozd részecskék megfeleld protonjainak jellése: PyPropHpHx (*),
[MH2L]3* (o), [MHL]?* (©), [ML]" (=). (A jelintenzitas skalak nem egyformak az A és B abrakon.)

pH A B
10.21 A o
YA V> W W A N | W A it I SN SO

JML~_,fAMVA_W_“_~M~,£EﬁwpJMJMf&,Mk“~ ___Jik_ji____
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9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 4.5 4.0 1.7 1.6 1.5
o (ppm)
5. &bra A [(n®-Cp*)Rh]*—PyPropHp 2:1 mdlarany( mintak kiilonbozé pH értékeken rogzitett NMR
spektrumai (c. = 5 mM). A kiilonboz6 részecskék megfeleld protonjainak jelolése: [M(H20)s]>* és
[M(CD3]™ (#), [MH2LP" (o), [MoL]?* (A), [M2H L 1?7 (A), [M2(OH)s]" (w0). (A jelintenzitas
skalak nem egyformék az A és B abrakon.)
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2:1 aranynal (5. abra) ugyanehhez a hidrogénhez tartozé kis és nagy jel 6,5 és 6,6 ppm korul
latszik a teljes 3,3 < pH < 9,4 tartomanyban, melyek a piridinon egység (O,0) koordinaciojat,
egy masodik fémion megkotodésével a 2:1 dsszetételii komplex jelenlétét igazoljak.

Az emlitett rendszerben kérdésbeli 2D NMR Kisérleteket nem végeztiink, de megfogadjuk a
tanacsot, a jovobeli munka kapcsan tervezziik ilyen mérések végzését is. Ugyanakkor
érdemes leszogezni, hogy a ligandum két elkiiloniilt részén bekovetkezé fémionmegkdtés az
1D 'H spektrumok elemzésével is megbizhat6an igazolhat6 volt.

11. Hasonldképp a 71. abran bemutatott Co(lll)/Pd(Il) kétmagvu komplexek javasolt
oldatszerkezeteinek alatamasztasat az 1D 'H spektrumok mellett a tH-13C és H-°N korrelacids
mérések nagymeértékben elosegitenék.

Koszondm a javaslatot. Jelenleg a peptidlanc helyett egyéb, ugyancsak (N,N) koordinaciéra
képes molekularészletet tartalmazé ambidentat ligandumokat allitunk elé és terveziink
vizsgalni. Ezek fémionokkal val6 oldatbeli kdlcsonhatasanak tisztazasara tervezzik az
emlitett 2D NMR Kisérletek eredményeit is felhasznalni.

12. Az A2780 sejtvonalon vegzett sejtfelvételi vizsgalatok azt mutattak, hogy az iridium felvéetel a
platina felvételnél hatékonyabb. Milyen kisérletekkel lehetne igazolni a sejtmembrdanon torténd
atjutasi mechanizmust? A ciszplatin passziv diffzidval vagy valamilyen transzporter segitségevel
jut az extracellularis térbol az intracellularis térbe?

A sejtmembranon valo6 atjutas torténhet passziv és aktiv transzporttal. E16bbi nem igényel
energiat és valamilyen ioncsatornan keresztiili vagy hordozo segitségével torténé passziv
diffaziot jelent. Az aktiv vagy receptor altal kdzvetitett transzporthoz az ATP szolgaltatja az
energiat. llyen transzporter lehet a Na*/K*-ATPaz vagy egy réz transzporter fehérje,a CTR1
is. Az atjutdsi mechanizmus felderitésére vizsgalhatjuk azt, hogy a sejtek mennyi
fémkomplexet vesznek fel kiilonb6z6 hémérsékleteken (4 — 37 °C). Ha kis homérsékleten is
van influx akkor a folyamat legalabb részben passziv difflzi6. Ha az intracellularis ATP-t
gatlo anyagok (pl. 2-dezoxi-D-gliikéz + oligomicin) vagy transzporter inhibitorok (pl.
ouabain a Na*/K*-ATPaz blokkolasara) jelenlétében csdkkent fémkomplex felvétel
tapasztalhato, akkor a sejtbe torténé bejutas aktiv transzporttal torténik [1].

Korabbi szakirodalmi eredmények [2] alapjan azt feltételezték, hogy a kisméretii és semleges
ciszplatin passziv diffazidval jut at a sejtmembranon, amit az intracellularis térbeli csokkent
kloridion koncentracié is elésegit. Részletesebb vizsgalatok alapjan azonban a ciszplatin
dontéen aktiv traszporttal keril be a kisérletekben hasznélt A2780 sejtekbe. A folyamatban
a Na*/K*-ATPé&z és a CTR1 [1,3] tovabbéa szerves kation transzporterek (pl. OCT1-3) is
szerepet jatszanak [4].

A sejtbeli féemkomplex mennyisége atomspektrometrias (AAS, ICP) technikiakkal mérheto,
a sejt-szervecskékben torténé lokalizacio példaul fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgalhato.
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13. A ciszplatint intravénasan adjék be normal séoldatban, infuzioként. Amennyiben potencialis
kemoterapias gyogyszer fejlesztése a cél, akkor a tanulmanyozott vegyuletek is hasonléképpen
kertilnének bejuttatasra és hasonlé volna a hatdsmechanizmusuk is (?). A cél a sejtmaghoz valo
eljutds, a DNS-hez valo kotédés. Ezen az utvonalon kik volnanak a f6 kolesonhato partnerek és a
valtozo korulményekhez (koncentracid, pH) milyen idealis szerkezeti/dinamikai jellemzdkkel kell
rendelkeznie a fémkomplexnek? A tanulmanyozott vegyuletek kozil kik volnanak erre valéban
potencialisan alkalmasak, és milyen tovabbi vizsgalatokat javasolna?

Noha a beteg szamara a szajon at torténé gyogyszerbeadas a legkiméletesebb, a
kemoterapidban hasznalt Pt(11) komplexeket intravénasan adjak be, hogy elkertljék példaul
a szajon at torténé alkalmazédskor a gyomor-bél traktus jelentésen eltéré pH-ja miatti
biotranszformacids reakciokat és gyenge felszivodast. A véraramba juttatott komplexek a
szérum Kis és nagy molekulatomegii komponenseivel reagalhatnak. Utobbiak kdzil a HSA
és a HTf a legfontosabbak. A nagy koncentracioban jelenlevé HSA (630 uM) fontos szerepet
jatszik mind a kemoterapiaban hasznalt Pt(I1), mind a fazis | és Il vizsgalatokban hasznalt
Ru(l11) komplexek (NAMI-A, KP1019/1339) szallitdsaban. A siknégyzetes ciszplatin a
sejtmagban akvalddas (klorid — viz csere) utjan aktivalodik és a sejtmagban a DNS-beli,
elsésorban guanin bazisokhoz kotédve megzavarja a DNS replikaciojat. Noha uj, varhatoan
rédkellenes hatast fémkomplexek DNS-sel vald kélcsénhatasat gyakran megvizsgaljak, a
femkomplexeknek nagyon valtozatos lehet a hatdsmechanizmusa. Ezek a vegyuletek az
esetek jelent6és részében ,prodrug”-nak tekinthetok, bioaktiv formajuk kialakulasat
gyakran valamilyen Kkiilsé hatas, példaul a raksejt vagy

| Q ‘ szovet eltéré pH-ja, egyes fehérjék tulzott kifejezodése,
cET»,c' . :L: a |[ A, megvaltozott redoxi potencial, oxigénhianyos allapot,
C./Z“\C. [[pf] c,/'l”\c. kj } hidrolizis stb. idézi elé. A bioaktiv részecske fizikai és
Ho” o 8” kémiai tulajdonsagai fogjak meghatarozni a sejtbeli
L . eloszlasdt és a  hatdsmechanizmusat.  Elébbi

NAMI-A KP1019 vonatkozasaban, példaul a két nagyon hasonlo szerkezetii

Ru(IIl) komplexrdl azonos koriilmények kozott végzett
kisérletekkel megallapitottdk, hogy amig a KP1019 a citoszolban és a sejtmagban is
lokalizalodik, addig a NAMI-A a sejtmagba egyéltalan nem jut be [1]. A hatdsmechanizmus
a DNS mellett alapulhat a sejtmembrannal és a sejt egyéb szervecskéivel, elsésorban a
mitokondriummal és a lizoszémaval valo kdlcsdnhatason. Sokszor akér a szoros szerkezeti
hasonlésag ellenére is eltéré a fémkomplexek hatasmechanizmusa. Ujabb eredmények
szerint, példaul a ciszplatinnal ellentétben az oxaliplatin riboszéma biogenezis stresszt

12



okozva fejti ki rakellenes hatasat [2]. Ugyancsak ismert, hogy szamos organoiridium
komplex in vitro rakellenes hatéasa reaktiv oxigéntartalmu részecske (ROS) képzésukkel fligg
0ssze [3]. A klinikai vizsgalatokba bevont GaXs komplexek (X = maltolat, GAM; X = 8-OH-
kinolin anionja, KP46) kozil a GAM a ribonukleotid reduktdz enzimmel, mig a KP46
citoszkeletalis fehérjékkel kolcsonhatva okoz sejthalalt [4].

A fémkomplexek szérumban val6 szallitdsaban a HSA és HTf vesz leginkabb részt, a sejtbe
a korabban targyalt aktiv vagy passziv transzporttal juthatnak be, amely modja ismét a
fémkomplex aktiv formajanak tulajdonsagaitol fiigghet. Nehéz egyértelmiien definialni a
komplex tulajdonségaival szembeni elvarasokat, de a dolgozatomban 6sszefoglalt munka
eredményei is azt mutatjék, hogy az alkalmazott fémionok és a komplexképzé ligandumok
sav-bazis tulajdonsagai, ebb6l adédéan az oldatspeciacid, tovabba a komplexek megfelel6
stabililasa, inertsége, redoxi tulajdonsagaik, lipofil jellegik mind fontos szerepet jatszanak.
Ezen tulajdonsdgok megismerése, trendek feltdrdsa segitheti elé a munka megfelelé
irdnyban vald folytatésat.

Hatékony, varhatoan rakellenes hatast mutatdé komplexek tervezésekor fontos szerep jut a
szelektivitasnak. Ez a hipoxia-aktivalassal is biztosithat6. Igy munka egy folytatasi iranyéat
jelentheti a Co(lll) hordozd komplexek szerkezeti modositasa: a tpa komplexek
stabilitdsanak és/vagy a tren ligandumuak lipofil jellegének a ndvelése. A szerkezet-hatas
osszefiiggések feltarasara olyan uj ambidentat ligandumok eléallitasan és jellemzésén
dolgozunk, amelyek 0j tipusu (N,N) kelat kialakitasara képesek. Ugyancsak tervezzilk az

//////

ligandumokba. Ezen ligandumok fémkomplexeinek eléallitasa és kémiai jellemzése valamint
— egyiittmiikodés keretében — biolOgiai vizsgalata képezheti a kutatas folytatasat.

[1] Aitken et al, Metallomics, 2012, 4, 1051

[2] Bruno et al, Nat. Med., 2017, 23, 1

[3] Starha, Inorg. Chem. Front., 2025, Advance Article
[4] Jungwirth et al, Mol. Cancer Ther., 2014, 13, 2436

Végezetll ismételten szeretném megkdszonni opponensemnek, hogy elkészitette az
értekezésem biralatat és hogy jobbitd szandékd megjegyzéseivel, gondolatébreszto
észrevételeivel jarult hozza a kutatdmunka tervezett folytatasahoz.

Debrecen, 2025. februar 5.
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