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Inzulinutanzé vanadium-, és cinkkomplexek kélcsonhatasanak vizsgalata

verszérum fehérjékkel

Mivel a vizsgalt komplexek inzulinutdnz6 hatésa dsszetett és a hatdsmechanizmusuk
csak reszben feltart az irodalomban, a bioldgiai kdzegben valo viselkedéslk és speciacidjuk
megjoslasa egyensulyi allandok ismeretében fontos informaciot adhatnak a hatas
megértéséhez. A komplexek eredeti formajanak minél teljesebb megismerése (pl.
oldategyensulyi mérések révén) természetesen fontosak, de emellett a felszivodasukat kdvetd
lehetséges atalakulasokat is vizsgalni kell. A potencialis vércukorszint-csokkenté szerek
ugyanis ,,prodrug”-nak tekintheték, hiszen a hatdsos formajuk nagy valdszintseggel
killénbozik az eredetitsl, pl. a relevans szérumkomponensekhez, ill. sejtalkotdkhoz vald
kotodésik miatt. Munkdm soran igy ezeknek a koélcsonhatasoknak a megismerése allt a
kdzéppontban. Az antidiabetikus Zn(Il), és VO(IV)-komplexekkel kapcsolatos vizsgalataink

eredményét az alabbi pontok szerint foglalom 6ssze:

(1.a.) néhény bizonyitottan antidiabetikus hatasu Zn(I1)-, és VO(IV)-komplex oldategyensulyi
vizsgélata

(1.b.) ex vivo vizsgalatok a Zn(I1)-dipikolinsav (dipic) komplexek inzulinutdnzo6 hatasara
vonatkozolag

(1.c.) antidiabetikus hatasu Zn(Il)-, és VO(IV)-komplexek, valamint hordozé ligandumaik
hidro-lipofil tulajdonsagai

(2.a.) Zn(I1)-komplexek vegyes ligandumu komplexeinek képzédése a sejtben nagy
koncentracidban megtalalhat6 potencialis cinkkoto vegyuletekkel: redukalt L-glutation (GSH)
és adenozin 5’-trifoszfat (ATP)

(2.b.) Zn(I1)-komplexek vegyes ligandumu komplexeinek képzédése kis molekulatdmegi
szérumkomponensekkel (cisztein(Cys), hisztidin (His), citromsav(cit)); néhany VO(IV)-
komplex vegyes ligandumud komplexeinek képzédése kis molekulatémegi
szérumkomponensekkel (cit, tejsav, foszfat)

(2.c.) Zn(11)-, és VO(IV)-komplexek kdlcsdnhatasa nagy molekulatdmegii

szérumkomponensekkel: human szérum albumin (HSA) és human szérum transzferrin (Tf)

(3.) szérumfehérjék es a fémkomplexek hordozé ligandumai kdzotti kdlcsénhatasok.
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(1.a.) A fokhagymabol izolalt természetes eredetii allixin és annak N-metil-tio-szarmazékanak
Zn(1l)-komplexeit vizsgaltuk pH-potenciometrias mérésekkel. Ezen komplexek igen
kiemelked6 inzulinutanzé szerek, de in vivo alkalmazasuk soran a tio-szarmazék bizonyult
hatdsosabbnak. Oldategyensulyi vizsgalataink azt mutattak, hogy az (S,0,) koordinacioju N-
metil-tio-allixin komplexe sokkal stabilisabb, ami a bélrendszerb6l valo felszivodasnal
val6szintileg elényt jelent.

Néhany aminosav (His, lle, Trp) 5-metoxi-karbonil-pikolinsav sz&rmazékanak
antidiabetikus hatast mutatd VO(IV)-komplexeit is vizsgaltuk elsésorban pH-potenciometrias
maodszerrel. Meghataroztuk a képz6d6é komplexek dsszetételét, stabilitasi allanddit, javaslatot
tettink a legvaldsziniibb kotésmddokra, amit az ESR mérések is alatamasztottak.
Megaéllapitottuk, hogy ezen ligandumokkal a komplexkeépz6édés mar kis pH-n is jelentés, azaz
a vizsgalt VO(IV)-komplexek a gyomor savas pH-jan nagy valosziniiséggel stabilisak.
Fiziologias pH mindegyik esetben a [VO(L)(H20),(OH)]" (n=2,3) 6sszetetelit komplexek
bizonyultak dominansnak.

(1.b.) A vizsgélataink kézéppontjaban allé Zn(11) komplexek (hordozo ligandumok: maltol
(mal); 3-hidroxi-1,2-dimetil-hidroxi-piridinon (dhp), pikolinsav (pic), 6-metil-pikolinsav (6-
Me-pic)) inzulinutdnzo6 hatadsa mind in vivo, in vitro tanulmanyozott az irodalomban, azonban
a Zn(ll)-dipic komplexek esetén hidnyoztak ilyen adatok. Ezért a Szegedi Bioldgiai
Kutatointézet (SZBK) Genetikai Tanszékével kézdsen ex vivo tanulmanyoztuk a Zn(l1)-dipic
komplexek bioldgiai hatasat human Mono Mac és 3T3-L1 adipocita sejtvonalakon, ill.
Osszehasonlitdskent a mal és pic komplexeit is vizsgaltuk. A toxicitas vizsgalatok azt
mutattak, hogy 100 uM koncentracio alatt a Zn(11) komplexek gyakorlatilag nem toxikusak.
Mitokondriondlis dehidrogendz aktivitas mérése (EZ4AU assay) kozvetett informaciot
szolgaltathat a komplexek inzulinutdnz6 hatasara vonatkozélag. Mind a harom ligandum
fémkomplexe hasonlé aktivitdst mutatott az 1-100 uM koncentracidtartomanyban, viszont
ettél nagyobb koncentraciok esetén egyedil a dipic mutatott ndvekvé mitokondrionalis
aktivitast, valoszintleg a Zn(ll)-mal és Zn(ll)-pic komplexek nagyobb koncentracioknal

jelentkez6 toxicitasa miatt.

(1.c.) Az inzulinutanz6 Zn(I1)- és VO(IV)-komplexek lipo-hidrofil sajatsdga fontos fizikai
paraméter a feltételezett passziv membrantranszport szempontjabdl. Ezekre a komplexekre az
irodalomban megtalalhaté oktanol/viz megoszlasi hanyadosok meghatarozasanal altalaban a
ligandumok UV savjait hasznaljak fel, ezekbél az adatokbdl azonban nem szamithatoé a

fémkomplex oktanolos fazisba torténé atoldodasa, hisz igy az atoldddott, de komplexben nem
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kotott ligandumot is mérik. Masrészt az oktanolos és vizes fazisban mért spektrumok
kdzvetlenll nem is hasonlithatok 6ssze (csak az extrakcid el6tti vizes oldat, és az az utani
vizes fazis). Sok esetben a pH-fliggetlen megoszlasi hanyados (P) és a pH-fliggé megoszlasi
allandé (D) hasznélata is 0Osszekeveredik. Mivel szamos esetben szoros korrelaciot
feltételeznek a fémkomplexek lipofilitasa és a biologiai hatasossag kozott, ezért fontosak a
megbizhato(bb) modon meghatarozott paraméterek ismerete. Pl. ICP-AES mérések
segitségével, a fémionok oldalar6l megkdzelitve az atoldodast, megbizhatébb informéacidkat
kaptunk a komplexek lipo-hidrofil sajatsdgara vonatkozolag. Az viz-oktanol kozotti
egyensulyi folyamatok mellett a teljes kephez és a P, D értékek szamolasahoz a vizes fazisban
az adott pH-n lejatsz6dé komplex disszociécids folyamatok, a komplexek és a ligandumok
egyedi UV spektrumainak ismerete is fontos. Széles pH-tartoményban tortént vizsgélataik
segitségével megallapitottuk, hogy a semleges toltési [ZnL;] ill. [VOL;] komplexek
lipofilitasa (IgP) linearis 6sszefliggést mutat a hordozé ligandum lipofilitasaval (IgP) a mal,
dhp, 2-hidroxi-piridin-1-oxid és 2-merkapto-piridin-1-oxid esetén, mig a pic, 6-Me-pic, dipic
ligandumok esetén nem, valdsziniileg a vizes kdzegben kialakul6 ikerionos, ill. erés hidrogén-

hidas szerkezetnek kdszdnhetden.

(2.a.) Oldategyensulyi moddszerekkel (pH-potenciometria, UV-spektrofotometria, CD-
spektroszkopia, ESI-MS) tanulményoztuk 6t inzulinutanzé Zn(I)-komplex (mal, dhp, pic, 6-
Me-pic, dipic) kdlcsonhatasat a sejtekben mM-os koncentracidban jelenlévé GSH és ATP
ligandumokkal. A képz6d6 vegyes ligandumu komplexek 6sszetételének és stabilitasi
allanddinak meghatarozasa mellett megallapitottuk, hogy a dipic-val a legkevésbe
kedvezményezett a vegyes komplexek képzédése (az ATP-vel nem is tudtunk ilyen
komplexeket kimutatni), mig a kétfogl hordoz6 ligandumok esetén a sejtben feltételezhet6
koncentracidviszonyok mellett fiziologidas pH-n minden esetben szamolni lehet a zZn(ll) -

hordozo ligandum — GSH /ATP vegyes komplexek kialakulasaval.

(2.b.) A vérszérum kis molekulatomegi alkotoi kozil a cinkmegkoté-képességik és a
szérumkoncentraciojuk alapjan a cit, His és a Cys kolcsonhatdsa lehet szamottevé az
inzulinutanzé Zn(I1)-komplexszel, ezért meghataroztuk ezekkel a szérumalkotokkal képz6do
vegyes ligandumi komplexek 6sszetételét és stabilitasi allanddit. Megallapitottuk, hogy
fiziologias pH-n, a dipic kivételével, képzoédnek vegyes ligandumu komplexek, és a
legkedvezményezettebb a ciszteinnel valo koélcsonhatds. A hordozd ligandumok koézul a 6-
Me-pic esetén valoszintileg a metil-szubsztituens térigénye, ill. a dipic esetén a harom
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koordinalodd donoratom miatt trisz ([ZnABH,]) vegyes ligandumd komplexek nem
képzo6dnek.

Hasonlé vizsgalatokat végeziink néhany VO(IV) - 5-metoxi-karbonil-pikolinsav
szarmazék - cit, tejsav, foszforsav vegyes ligandumu rendszerben is. A VO(IV) esetén
ugyanis ezen ligandumokkal valé kolcsonhatassal kell leginkdbb szamolni a vérben.
Megaéllapitottuk, hogy pH = 4-8 tartomanyban igen jelent6s a vegyes ligandumd komplexek
képzédese ezen kis molekulatomegii szérumkomponensekkel. Minden esetben [VOABH,]
Osszeteteltt komplexek képzodését tudtuk szamolni a foszfat kivételével, mert a foszfattal nem

képzodott mérheté mennyiségi terner komplex a mérési korilményeink kdzott.

(2.c.) Mivel &ltaldban elmondhatd, hogy a véradramba kerilé cink ill. vanadium nagy része
fehérjékhez kotodik, igen fontos a fémkomplexeink nagy molekulatémegii szérumalkotdkkal,
azaz szérumfehérjékkel valo kolcsonhatéasainak is a vizsgélata. Altalanosan ismert, hogy a vér
transzport ~ fehérjéi  pl. nagymeértékben  modosithatjdk egy  gyogyszervegyilet
biohozzaférhet6ségét és in vivo eloszlasat.

A Zn(11) kis (hordozdé ligandum, Cys, His, cit) és nagy molekulatémegi komponensek
(HSA, Tf) kdzotti megoszlasat vizsgaltuk fizioldgids pH-n ultrasziiréssel es azt koveté 1CP-
AES mérésekkel olyan mintdkban, melyek relevans koncentraciéban tartalmazta ezen
vegyuleteket és megallapitottuk, hogy a Zn(ll) donté része a fehérje fazishoz kotodik.
Hasonld méréseket végeztiink a VO(IV)-mal; VO(IV)-pic ill. kilénbdz6é VO(IV)-5-metoxi-
karbonil-pikolinsav komplex esetén is, de a vanadium kimutatasi hatara miatt a hatasostol (kb.
10 uM) csak joval nagyobb (200 uM) VO(IV) koncentracié mellett. A VO(IV) komplexek
esetén is a megallapitottuk, hogy a fehérje fazishoz igen nagy mennyiségii vanadium kotodik.

llyen &sszetett rendszerekben (fémion — hordoz6 ligandum — kis (LMM) és nagy
(HMM) molekulatomegti komponensek) kialakuld egyensulyi viszonyok ismeretében a
kialakulo fémion eloszlast a kis és nagy molekulatdémegii fazisok kdzott (ill. azon beldl is,
hogy melyik szérumfehérjéhez kotédik a femion inkabb) modellszamolasok segitsegével
(PSEQUAD program) meg tudjuk hatarozni. Ezen modellszdmolasok azonban rdmutattak
arra, hogy nem elegend6 a (i) fémion-hordoz6 ligandum, (ii) fémion-LMM, (iii) fémion-
HMM és (iv) fémion-hordozd ligandum-LMM rendszerekben képz6dé fémkomplexek és
azok stabilitasi allandoinak az ismerete, hanem a teljesebb megértéshez fontos a
szérumfeheérjék és a hordozé ligandumok kozotti kdlcsonhatast is figyelembe venni, melyre
vonatkoz6 irodalmi adatot azonban nem talaltunk. gy részletesen vizsgaltuk a fehérje-
hordoz6 ligandum asszociatumokat is (Id. 3.). Megéllapitottuk, hogy a fehérje-ligandum

komplexek modellbe valé bevétele sokkal jobb egyezést hoz a szamolt és mért eredmények
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kozott. A modellszdmolasaink soran megallapitottuk, hogy biologiailag relevans koncentracio
viszonyok mellett a Zn(I1) esetén a fémion déntéen a HSA-hoz kétédik, mig a VO(IV) esetén
a Tf a dominans fémmegkoto.

A fent emlitett fémionok megoszlasra vonatkozd ultraszirés-ICP(AES) vizsgalatok
mellett az antidiabetikus VO(IV)-komplexek esetén valodi vérszérum mintakat hasznalva
HPLC-ICP(MS) modszerrel az eddigi  méreseinkkel illetve modellszdmitasainkkal
dsszhangban sikerult bizonyitanunk, hogy a VO(IV) szinte kizarolag a Tf-hez koétodik, mig a
HSA gyakorlatilag nem kéti a fémiont. A Zn(I1)-komplexek HSA ill. Tf-hez valo kétodését a
mal és dipic ligandumok esetén CZE-ICP(MS) mérésekkel sikerilt 6sszehasonlitani, a kapott

eredmények ezekben az esetekben is jol egyeztek a modellszamolasokkal.

(3.) Részletesen vizsgaltuk a mal, dhp, pic, 6-Me-pic és dipic molekulak kdlcsonhatasat a Tf-

nel és HSA-val fiziologias pH-n ultrasziireses, spektrofluorimetrias, UV spektrofotometriés,
CD spektroszképias, ‘H NMR és CZE mérések segitségével, ill. a megkotddésre
vonatkozd6lag molekulamechanikai szamolasok is készultek.

Ultrasziiréssel fizikailag kilonvalaszthatd a fehérjéhez kotott és a nem kotédo
ligandum. Megoszlasa a két frakcioban UV spektrofotometriaval méerhetd, majd az adatokbol
a PSEQUAD program segitségével kotesi allandokat szamoltunk. Megallapitottuk, hogy (i) a
ligandumok kozll a Tf-hez egyedil a dipic koétédik gyengén, de a szérum koriilményeknek
megfelelé 25 mM-0s NaHCOs jelenlétében ez a kotodés is elhanyagolhatova valik; (ii) a HSA
esetén viszont fiziologias pH-n a semleges toltésti dhp egyaltalan nem, mig a t6bbi, foleg
negativ toltési ligandum kozil a megkotodés eréssege a kdvetkezo sorrendet mutatja: dipic >
6-Me-pic > pic > mal; (iii) az HSA-hoz a dipic és 6-Me-pic ligandumokbdl maximalisan
kettd, a pic és mal esetén egy ligandum képes kétddni. 'H NMR (Saturation Transfer
Difference) méresekkel a fehérjéhez vald kotodés miatt bekdvetkezé ligandumhoz tartozo
protoncsucsok intenzitasanak csokkenésébol kdvetkeztetni lehet a megkotodés eréssegére.
Ezen meérések is jol alatdmasztottdk az ultrasziréses-UV mérési eredményeinket. Valamint
felvettiik a HSA-ligandum rendszerekre vonatkozd UV kiilonbség spektrumokat is, melyek
ligandum-fehérje arany fliggést mutattak; jelezve, hogy a kolcsonhatas révén a ligandum
és/vagy az HSA-hoz tartozo egyedi spektrum a kolcsdnhatas revén megvaltozott.

A ligandumok megkdtodésének helyét kozvetlen spektrofluorimetrias merésekkel,
valamint kotéhely marker anyagok (warfarin, danzil-glicin, bilirubin és ibuprofen)
segitségevel a komppeticios reakciokat tanulmanyozva ultraszirés-UV, spektrofluorimetria,

CZE és CD spektroszkdopias modszerekkel vizsgaltuk, és specifikus kotési allandokat is



PD050011 OTKA zar6 beszamolo (2008) Enyedy Eva Anna

szamoltunk a mérési adatokbol. Ezen reszletes vizsgalatok segitségével megallapitottuk, hogy
a vizsgalt ligandumok kozil a dipic és 6-Me-pic képes az HSA mindkét klasszikus
gyogyszerszallitd kotéhelyén koétédni, de mig a dipic a ILA doménban elhelyezked6
ugynevezett Sudlow-féle I. kdtohelyet preferalja, 6-Me-pic a 1. kétohelyet a 111.A. doménban.
A gyengebben kotédé pic és mal szamara a Il. koétéhely bizonyult elsédlegesnek.
Egyuttmikddés réven sikerult ,,docking” szamolasokkal is a méréseink alapjan feltételezett
kotohelyeken torténé kolcsonhatést az adott ligandumok esetén aldtdmasztani.

Megjegyzések:

M A kutatasi témaban (ami kdszonetet jelent elsdsorban a sajat PD050011 sz. palyazatnak, ill. mivel ezen
palyazathoz kilén kutatdsi tamogatas nem jart a munkat finanszirozd T049417 sz. OTKA palyazatnak)
megjelent, vagy mar kozlésre elfogadott tudomanyos cikkek szama: 9 (£31.07 IF) ill. 2 cikk van kozlésre
elokészitve, valamint 3 magyar és 9 nemzetkdzi konferencian vald részvétel tortént. (Egy cikknél, BBRC 2006
sajnos lemaradt a cikkrdl a kdszénetnyilvanitas.)

(ii) A kutatasi id6szak alatt a kutatasi témahoz nem kapcsoléddan még 2 tudomanyos cikkben (X6.78 IF),

ill. 1 hazai és 3 nemzetkdzi konferencia-kiadvanyban voltam még tarsszerzé.

Roviditések:

6-Me-pic 6-metil- pikolinsav

ATP adenozin 5’-trifoszfat

cit citromsav

CD cirkularis spektroszkopia

CZE kapillaris zéna elektroforézis

Cys cisztein

dhp 1,2-dimetil-3-hidroxi-piridinon

dipic 2,6-piridin-dikarbonsav

ESI-MS elektrospray ionizéacios tdmeg spektroszképia
GSH v-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin, redukalt L-glutation
His hisztidin

HMM nagy molekulatémegii

HSA human szérum albumin

ICP-AES induktivan csatolt plazma-atom emissziés spektroszkopia
ICP-MS induktivan csatolt plazma-témeg spektroszkopia
lle izoleucin

LMM kis molekulatdmegt

mal maltol

pic pikolinsav

Tf human szérum transzferrin

Trp triptofan



