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Biologiai aktivitasu fémkomplexek kdlcsénhatasa szem fehérjékkel

A projektben szamos potencidlis vagy valos bioldgkdivitdssal rendelkez fémkomplex
biolégiai rendszerekben valé atalakulasait vizsgélé elgsorban szérumfehérjékkel vald
kolcsbnhatasainak felderitésértik ki célul. Attdl fligéen, hogy milyen molekularél van szé,
ezek a vizsgalatok kiterjedhettek a fémkomplédllghsara, képZdési sajatossagainak
jellemzérére is. A szértumfehérjékkel, transzfeginés/vagy albuminnal valé vizsgalat a
kolcsonhatas eftsorban ultrasdréses, és spektrofluorimetrias nyomonkovetéséntgdte,

Py

melyet esetenként site-markerekkel valé kompetic@ssekkel egészitettiink ki. A stabilitasi
allandoék ismeretében a fémionok (vanadium(IV,Vik@f), ruténium(llil), réz(ll) stb.
részecskeeloszlasa a szérumban szamithatova vélik. eloszlas - a valos
koncentracidviszonyoknak megfék, de akar szérum felhasznalasaval készllt miatagb

— kromatogréfias illetve kapillar-elektroforézis aszerekkel igazolhato.

Antidiabetikus fémkomplexek

Korabbi publikacidinkban mar részletesen leirtuinsas antidiabetikus vanadium(IV/V) és cink(ll)
komplex oldatspeciaciojat, jelen projekt keretéHdeginkdbb a vérszérumban valé eloszlasukat
jelentts mértékben meghatarozé fehérje-kolcsdnhatasokreekraltunk. Ennek keretében:

i) Modellszamolast végeztiink néhany antidiabetikusllZi{omplex (maltolato, picolinato,
dipicolinato) vérszérumban valé eloszlasara vormiko a megléy oldategyensulyi eredményeink
alapjan, melyet kapillaris zona elektroforézis (GAtluktiv csatoltasu plazma témegspektrometria
ICP(MS) mbdszer segitségével sikerillt alatdmaszfantitalaltuk, hogy a véralkotdk kozil a human
szérum albumin (HSA) messze a legjefsebb fémmegkétezen komplexek esetén.

i) Részletesen vizsgaltuk a hordozé ligandumok a&s albumin kozoétti kdlcsénhatast is
ultrasirés-UV mérések, STD-NMR mérésekkel. &aelymarker anyagok bevonasaval fluorimetrias,
ultrasirés-UV, CZE-UV mérésekkel meghataroztuk az adotbhélyhez tartozé kotési allandokat,
igy a ligandumok legval6sZibb kotési helyeit. Megallapitottuk, hogy a semle@elidroxi-1,2-
dimetil-piridinon nem kdidik, a maltol gyenge kétdést mutat az albumin II. kéielyén, mig a
vizsgalt pikolinatok mind a két kéhelyen képesek kédini. A dipikolinsav és pikolinsav eldleges
kotéhelye az I, a 6-metil-pikolinsavé a Il. Kbiely. Molekulamechanikai (docking) szamolasokkal is
sikertilt ezt alatamasztani.

i) Jellemeztiink szamos VO(IV) és Zn(Il) komplegdfilitasat vizsgaltuk dsszefliggést keresve a
hordozé ligandumaik lipofilitasaval. A semleges kermplex lipofil karakterének fontos szerepe van a
felszivédasban és a fehérjekhez valGséésben. Megallapitottuk, hogy a kémiai speciaaiderete
elengedhetetlen, mig a kulonldoképdé komplexek egyedi UV-vis spektrumanak ismerete igen

hasznos a megbizhaté lipofilitds meghatarozasakomékailag labilis fémkomplexek esetén.
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iv) A vanadat(V)-apotranszferrin egyensuly tanuly@gasat kiszoritasos maodszerrel végeztik
hpno (2-hidroxi-piridin N-oxid) és maltol ligandurkkal, °**V-NMR és ultrasiréses modszerrel is
meghataroztuk a fiziologias kordlmények kozott absitasi allandokat. Megallapitottuk, hogy a
(hidrogén)karbonation nem verseng a vanadattakoKiss inkabb a vanadat-karbonat komplex
létrejotte miatt lehetséges. Sem a hpno, sem ahmein képes koordinalddni a vanadéathoz realis (cV
< 10 uM) vérszérum korulmények kozott. Kovalens jelleganadat - huméan szerum albumin (HSA)
kolcsdnhatast nem tudtunk kimutatni.

V) A human-szerumalbumin legalabb két egymastotéiign helyen koti a VO-et, az egyik a
fehérje N-terminalis végén talalhat6 (Ckitohely), mig a masik a ,tébbfémion” kiftely két domén
hataran. (Zh és mas kétértékfémionok kotésére alkalmas) AYD (leglabb részben) monomerként
kotédik a fehérje N-termindlis végén, mig a masiksk@lyen azonban mar dimerként. A kétdtily
kompeticidban van egymassal, raadasul egyikdés sem kvantitativ, a telitéshez fémion feleslegre
van szukség.

Vi) Gél elektroforézis kisérletek igazoltak, hogy (4"VO)LhTF részecske &bordulhat zart
konformaciéban is, hasonléan az anal6d' Regyiilethez. Ez létfontossagu lehet a sejtbe rdrté
bejutas, a transzferrin receptor felismerés tetébten.

vii) Mind az oxovanadium(lV)- illetve dioxovanadif)-komplexek modelszamitdsokon alapuld
biospeciacidja azt mutatta, hogy a legfontosabbidérezallitd fehérje az apotranszferrin kiszoréja
eredeti ligandumot a komplex@b Ezen tény alapjan kijelentliethogy a vanadium a komplexek
aktiv metabolitja, a ligandumra csak a felszivoeidsegitése (VVO), esetleg a toxicitas csokkentése
(V") érdekében van szilkség; eredményiinket farmakdkangizsgalatok is megésitették.
Megéllapithatd, hogy szédmos - valosiéy kisebb nagyobb mértékben az 6sszes - eddig
tanulmanyozott kismolekulds komplex esetében egydm szérum albumin — V(IV)O — eredeti
ligandum terner komplex képdik. Azonban ebben az eredeti komplex csupan eglaaolcsoporton
keresztil katdik a fehérjéhez, ez a kotés nem elég stabil ahhogy terapia soran alkalmazhat6
koncentracioviszonyok kozo6tt az apotranszferrifiablegye a versenyt. A fémion szallitAsdban tehét
jelen termodinamikai adataink alapjan a HSA tekmenplexének nem lehet szerepe.

vii) Az mhcpe (2-metil-3H-5-hidroxi-6-karboxi-4-pmidinon etil észter) YO komplexe a
maltolhoz és a dhp komplexhez hasonld vislkedéstaima transzferrinnel valé kolcsdnhatas
tekintetében.

iX) A felszivodast disegitend japan partnereink szadmos vizben kevésbé old6do)(dietve
(S,0) piron illetve piridionggrit tartalmazo ligandumok V(IV)- és Zn(ll)-biszkompk allitottak
elé, és vizsgaltak antidiabetikus hatasukat. Megéabpik, hogy a tiomaltol és szarmazékaik esetében
a kénkoordinacio névelte a stabilitast a Zn(Il)tében. A VO(IV) vegylletek stabilitasa az eredeti

leginkabb vizsgalt biszmaltolaté komplexéhez hagonl



Rakellenes tioszemikarbazon komplexek

A Klinikai fazis ll-ben l1é% kemoterapias gyogyszermolekula, a Triapin és sgasaarmazékénak
kolcsbnhatasat vizsgaltuk kulonkéoEmionokkal: Cu(ll), Zn(ll), Fe(ll/111), Ga(lll).Itt a szerkezet —
hatas 0Osszefliggés felderitése volt altaldban anlcélMegallapitottuk, hogy az N-termindlisan
dimetilalt vegyuletek jeledsen megnovelik a (NN,S) kelat stabilitasat, ami magyarazhatja a
nagyobb citotoxicitasukat is. A Fe(lll) és Fe(Ihnok széles pH-tartomanyban igen stabilis bisz
komplexeket képeznek, ugyanakkor a Ga(lll)-kompkekég vizes oldatokban jelgig mértékben
hidrolizalnak. Megallapitottuk, hogy a ligandumak @a(lll)- komplexei gis fluoreszcens sajatsagot

mutatnak, mely a sejtbe tortebejutasuk, ill. a sejten beluli eloszlasuk moruidrsat teszi lehé&té
fluoreszcens mikroszkoppah feltételezett hatasmechanizmus alapjan a ribautid reduktaz
enzim inhibicidja sorarin situ képzdé katalitikus mennyiség Fe(ll)-tioszemikarbazon

komplex fizioloégias szamolt latszélagos alland&parklal a mert 1, ertekekkel.

Részletesen vizsgaltuk az szalicilaldehid-tioskarbazon komplexkégz sajatsagat;
megallapitottuk, hogy az (O,N)XKoordinacié egyértelinstabilitas ndvekedést okoz a Ga(lll) ionnal,
mig stabiliths csokkenést a Fe(ll)-ionnal az alfaiNdil tioszemikarbazonok (N,N,S)
koordinaciéjahoz képestA szalicilaldehid tioszemikarbazonok jéval kisebholbgiai
aktivitasanak az egyik lehetséges oka lehet a mma@sanizmus szempontjabdl fontos Fe(ll)-
komplexek kisebb stabilitasa.

Egy prolin aminosavat oldallancban tartalmazo sialdehid tioszemikarbazon
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az ikeriorsxerkezetnek koszonlbenh ezen
ligandum fémkomplexei sokkal jobb vizoldékonysaguitatnak, de a koordinacios modjuk
alapveten nem kulénb6zik az alapvegyilethez képest, mpron nem vesz részt a fémion
kotésében. A ligandum citotoxikus hatdsa messz#aalmarad a Cu(ll) komplexének

biologiai aktivitasat tekintve.
Ruténium(lI/11) komplexek

Az antitumor Ru-komplexek kozil két klinikai fazes 16w Ru(lll) komplex (KP1019 és
KP1339) és a HSA kozotti kdlcsdnhatast vizsgaltokngpeticiés mérésekkel Kitelymarker
anyagok bevonaséaval fluorimetrias, ultiaes-UV, CZE-UV moddszerekkel. Megallapitottuk,
hogy a két komplex koétési @segeben nincs merliekilonbség és képesek mind az I. és

mind a Il. kothelyen koébddni kdzepes ésséggel.

A potencidlisan antitumor hatast Ru(ll) komplexebzid részletesen vizsgaltuk [Ru(ll)(etgp6-
cimol)(OX)H,0O] tipust komplexek vizes oldatbeli speciéciojat -pdlenciometrias, UV-vis

fotometrias ésH NMR modszerekkel. Ezekben a komplexekben a Ru@l)p-cimol félszendvics



tipust komplexben stabilizalja az oxidaciéval szembmig az (O,X) X = O; piron (etil-maltol,
allomaltol) vagy piridinon (alkoxi-karbonil-metil-8idroxi-2(1H)-piridonok), X = S (tiomaltol,
tioallomatol) ligandumokat jeldl. Megallapitottukpgy az (O,0) ligandumokkal mono komplexek
(ML és ML(OH)) képsdnek, a koordinalt viz deprotonalédasa mar fizidégH-n elindul. A sokkal
nagyobb biolégiai aktivitasu (O,S) vegyuletek esetzonban lényegesen stabilisabb komplexek
képzdnek, 1:1 M=L arany esetén még pH = 1-n is 100%#&pxdik az ML komplex, bar pH> 6
felett elindul a komplex hidrolizise, oligomerekpzéddnek. Ligandum felesleg esetén azonbaniL
és ML, ML; komplexek is képidnek, melyekben (S)(0,S); (S)(0,S); (S)(S)(S) kowdiés modok
val6sulhatnak meg. Azaz, a protonalt és a deprtitigandum is képes egyfokd kén koordinéciora

ezekben a Ru(ll)-cimol komplexekben.

A ruténium(lll) ion kinetikai szempontbol semmiképpm tekinthét labilis fémionnak, de a Ru(lll)-
edta komplexeinek szabad koordinacios pozicitjéodigandum-csere sebesség felgyorsul, ezaltal
lehetivé valt a terner komplexek kéjisének vizsgalata. Bidentat ligandumokkal'[RudtaH)L]*

(x =0, 1, 2 and 3) 6sszetétdlomplexek képadnek, amelyek kdzul a teljesen deprotonalt az ook
fiziolégids pH-n, a protondlt komplexek inkabb a4,@) és (S,0) donorcsoportokat tartalmazé
ligandumokra jellemibbek. A protonalddas a karboxilatcsoporton kovekker x=3 esetén a Ru
egyik koordinacids pozicidja szabad. Savas kbzegbstabilitasi sorrend a (0,0) < (N,O) < (S,0),
ami részben megvaltozik pH 7.4-re: (O 0IN,0) < (S,0). A ligandumcsere kinetikaja dissabivi

mechanizmusu.

Fémion homeosztazis terapia az Alzheimer kér kezedében

Napjainkban egyre inkabb elfogadottabb tény, hogyn®s neurodegenerativ
betegség egyik oka a fémionhaztartas felborulas@l)A Fe(lll), Zn(ll) és Cu(ll) azok a
legfobb ionok, melyek nagymértékben szerepet jatszhatrakodegenerativ betegségek
kialakulasdban, és a betegségre jeliemB-amiloid oligomerek és aggregaumok
képdéesében. A felhalmozodott, aggregalédasseditc fémionok eltavolitasara alkalmas
ligandumok lehetnek a kulonb&zpiridin-hidroxi-karbonsav-szarmazékok. A vegyllete
szintézise és vizsgalata a Padovai egyetemmeltegikidve torténnek. Mivel felteh&tn, a
gyogyaszati célra megfeteks alkalmazasra kefilligandumok a véraramban szallitodnak,
kolcsdnhatasuk kuldonbdzavérben |é% molekulakkal, elésorban az albuminnal fontos lehet.
A ligandum human szérum albuminnal valé koélcsorsetaultrasirésessel UV-lathato

spektrofotometrias, és spektrofluorimetrias mérkskekizsgaltuk.
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A DQ5, DQ715, DQ716 és DT726 hidroxi-piridinkarbamsligandumok-human
szérum albumin (HSA) kolcsonhatas tanulményozasansegyedul a DT726 molekula
esetében sikerilt jelgig kolcsonhatast egyértelien kimutatnunk mind spektralisan mind
ultras#iréssel. A DQ5 és DQ715 ligandumok albuminhoz véithdéseét spektrofluorimetrias
vizsgalatok elemzése alapjan zartuk ki. A DT726 ekolaval végzett mérések eredményei
viszont azt mutatjak, hogy megféleh nagy ligandum felesleg mellett a HSA molekularak
négy DT726 ligandum megkotéseére is képes I&8@taz eredmények nem egyértéék, de
a molekula kitlintetett kétésében feltehé&tn a nagyobb hidrofobicitasa jatszhat szerepet.
szamolt HSA-DT726 stabilitasi allando nagysagremdjsonld, mint az irodalomban talalhato
antibiotikum-HSA kotés stabilitasat jellethkotési allandoé értéke.

Szeged, 2013. junius 28.
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