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Rakellenes gallium(III)komplexek oldategyensulyi jellemzése és
szérumfehérjékkel valo kolcsonhatasuk vizsgalata
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1. Bevezetés

A rakellenes terapiaban mar évtizedek ota az egyik
leggyakrabban alkalmazott szer a ciszplatin. Mindezek
ellenére a klinikai felhasznalhatosagat erésen behataroljak
a kezeléskor fellépd sulyos mellékhatasok, valamint a
vele szemben fennalld, vagy a kezelések soran kialakuld
rezisztencia.! A gallium(Il)ion a platina utan masodikként
kertilt felhasznalasra a klinikumban. Diagnosztikai
leképezésre hasznalnak “’Ga és %Ga izotdpokat. Maga
a Ga(NO,), is rendelkezik rakellenes hatassal foként
limfomas, ill. leukémids esetekben, ugyanakkor rakos
megbetegedéseket kisérd hiperkalcémia kezelésében is
alkalmazzdk (citrattal stabilizalva: Ganite™).> A Ga(NO,),
farmakokinetikaja azonban kedvez6tlen, mert a s6 hidrolizal
és a képzodd hidroxido komplexek gyorsan kiliriilnek a
szervezetbdl. Gyors infizidoban adva a sé vesekarosito volt,
lassu infizidban latoideg karokat okozott.? A legoptimalisabb
a tartéosan alacsony Ga(Ill) koncentracid fenntartdsa
lenne a vérplazmaban, ezt pedig alkalmas komplexekkel
lehet biztositani. Az oktaéderes trisz-ligandumt Ga(Ill)-
komplexek igéretes csoportjat képezik ezen vegyiileteknek;
ilyen komplexek a trisz(3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-
onato)Ga(Ill) (GaM) ¢és a trisz(8-kinolinolato)Ga(III)
(KP46). Az elébbi és az utdbbi fémkomplex ligandumait a
tovabbiakban maltolként és oxinként fogjuk emliteni.

(XN
X
So / 0 I\
O\G{a\/ -9 NN
O/ \ N P O/Ga
| o /N
(0] N O
O —
GaM KP46

1. Abra. A két fémkomplex képlete.

A két fémkomplex jelenleg klinikai fazis I/II tesztelés
alatt 4ll. Mindkét komplex szajon at adagolhato, mérsékelt
mellékhatasokkal rendelkezik, és nem mutatnak kereszt-
rezisztenciat a Ga(NO,).-tal.>* Feltételezett hatasmodjuk
azon alapul, hogy a Ga(Ill) sok szempontbodl hasonlit a
Fe(Ill)-ionra; példaul toltés, ionsugar, elektronegativitas
¢és koordinacios kémiai sajatsaguk tekintetében, igy képes
elfoglalni a Fe(Ill) helyét szdmos fehérjében; ugyanakkor
redoxi folyamatokban nem vesz részt, mert a Ga(Ill)
fiziologias koriilmények k6zott nem vegyértékvalto, ellenben
a Fe(Ill/II) rendszerrel. Elsé szamt tamadaspontként
a ribonukleotid reduktazt tartjadk szamon, ami a DNS
szintézisben jatszik szerepet. Az enzim gatlasa a sejtek

" Tel.: +36 62/544 334; fax: +36 62/433 053; e-mail: enyedy@chem.u-szeged.hu

apoptozisahoz vezet.’ A fém(komplexek) szallitasat irodalmi
adatok szerint a vérben feltételezhetéen a Fe(Ill) szallito
transzferrin (Tf) végzi.>” A human szérum albumin (HSA)
szerepe ezek szerint igen csekély, ugyanakkor figyelembe

crer

kiemelked6 kapacitasat kiilonféle anyagok szallitasaban.

Mindkét fémkomplex klinikai tesztelése igen elére-haladott,
ennek ellenére stabilitasukrol, a vérplazmaban feltételezhetd
forméjukrdl, ill. a szérumalkotokkal kialakitott esetleges
kolcsonhatasokrol kevés és hianyos informacio talalhato az
irodalomban. Korabbi kézleménytinkben® a két fémkomplex
oldategyensulyi viselkedését jellemeztiik. Kutatasainkat
folytatva vizsgaltuk a komplexek lehetséges kolcsonhatasait
kis molekulatomegili vérszérum alkotokkal, valamint HSA-
nal és apo-transzferrinnel (apoTf). A vizsgalatokhoz pH-
potenciometriat, UV-, fluoreszcencia-, valamint 'H NMR
spektroszkopiat és ultrasziiréses technikat alkalmaztunk.

2. Eredmények és értékelésiik
2.1. Oldategyensulyi vizsgalatok

A komplexképzési folyamatok vizsgalata el6tt a
ligandumok protondisszociacios allandoit hataroztuk meg
pH-potenciometrids modszerrel (1. Tablazat). A maltol
egyetlen deprotonalodasi folyamattal jellemezhet, ami
a hidroxilcsoporthoz kotheté folyamat. Az oxin kisebb
pK -ja feltehetleg a kinolin NH' deprotonalodasihoz
tartozik, mig a pK, a fenolos OH-hoz kothetd. Az értékek jo
egyezést mutattak az UV fotometrias mérésekkel és irodalmi
adatokkal .1

A Ga(Ill) és a maltol kozti komplexképzési folyamatokat
elsésorban pH-potenciometriasan kovettiik, a meghatarozott
komplex stabilitasi szorzatokat (lgf) az 1. tablazat
tartalmazza. Mindez jo egyezést mutat a spektrofotometrias
mérések eredményeivel. A pH 2-11,5 tartomanyban [GaL]*,
[GaL,]", valamint [GaL,] sztochiometridju komplexek
képzodése figyelheté meg vizes oldatban. Ezt az '"H NMR
spektrumokon kiilon megjelend jeleik is igazoltak. Az
allandok segitségével szamolt koncentracioeloszlasi gorbék
alapjan 7,4-es pH-n mM-os koncentraciotartomanyban a
semleges toltésti [GaL,] forma az uralkod6 részecske (95%)
vizes oldatban.

Az oxin és a Ga(lll) komplexképzddési folyamatainak
tanulmanyozasa tisztan vizes oldatban a pH-metridhoz
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sziikséges mM-os koncentracidtartomanyban nem volt
lehetséges, mivel a képz8d6 [GaL,] komplex vizoldhatosaga
igen rossz. Ezért 30, ill. 60% (m/m) DMSO/viz kézegben
hataroztuk meg pH-potenciometridsan a  stabilitasi
allandokat. A méréseket az oxin egy szarmazékaval a
szulfoxinnal (8-kinolinol-5-szulfonat) is elvégeztik. A
két ligandum komplexképzési sajatsagai igen hasonloak,
viszont a szulfoxin komplexek vizoldhatosaga joval
nagyobb, ezért itt tisztan vizes kdzegben is lehetséges volt a
stabilitasi szorzatok meghatarozasa. A kiilonb6z6 kozegben
meghatarozott allandok linearis Osszefliggést mutattak az
oldoszer(elegyek) relativ permittivitdsanak reciprokaval, igy
az oxin Ga(Ill) komplexeinek stabilitasi allandoit a DMSO
tartalmi mérések, valamint a szulfoxinra szamolt értékek
meredeksége alapjan extrapolaltuk. Az igy szamolt allandok
viszonylag jO egyezést mutattak a fotometridsan (nagy
uthossz mellett) meghatarozott allandokkal (1. tablazat).

1. Tablazat. A ligandumok savi disszociacios allandoi (pK), valamint
Ga(III)-ionnal képzett komplexek stabilitasi szorzatai (1gf) pH-
potenciometrias és mas technikakkal meghatarozva{t =25,0 °C,1=0,2 M
KCl}®

Oxin Maltol
pkK, 4,99 8,45
pK, 9,51(1) -
Igf[GaL]* 13,13% 10,63°
13,09¢
Igp|GaL,|* 25,544 21,07
25,76°
IgB[GaL,| 36,79¢ 28,77
36,64

*.A 8. hivatkozasbol vett értékek.

> UV spektroszkopia, egyedi mintak (pH 1-2).

¢ Extrapolalt adatok a 30 és 60% (m/m) DMSO/H,O mérések IgB értékei
alapjan.

4 Fluorimetrias titralasok (pH > 2).

Az oxin esetében egy tovabbi modszer is kinalkozott
komplex stabilitasi allandok meghatarozasara tisztan vizes
kozegben, ugyanis az egyébként csak gyengén fluoreszkalo
oxin fluorogén aktivitassal rendelkezik, és AIl(III) vagy
Ga(Ill)-ionokhoz koordinalédva megsokszorozodik az
emisszidja. A fluorimetria jellemzdéen hig oldatokat (uM-
os koncentraciok) igényl6 technika, igy alkalmas rossz
oldhatésagu anyagok vizsgalatara. A fenticket kihasznalva
hataroztunk meg stabilitdsi szorzatokat fluorimetrias
modszerrel is. Az igy kapott értékek Osszevethetoek az
elébbi két technikaval szamoltakkal. Az oxin esetében is
azt talaltuk, hogy pH = 7,4-n a [GaL,] forma, tehat a KP46
komplex a szinte kizarolagosan jelenlévo részecske.

A két ligandum Ga(Ill)-kotd képességétol fiigg, hogy
mennyire képesek megakadalyozni a fémion hidrolizisét.
Az oxinnal képzett triszkomplex stabilitdsi szorzata ~8
nagysagrenddel nagyobb, mint a maltol esetében. Ez azt
vonja maga utan, hogy igen hig — ugyanakkor fiziologias
szempontbol relevans — koncentracidtartomanyban az oxin

......

maltol csak részben (2. abra). Ennek kovetkeztében a két

komplex varhaté vérszérumbeli eloszlasa eltérd, hiszen
a KP46 komplex nagy stabilitisa révén kevésbé képes
ligandumcsere folyamatokban részt venni, mint a trisz-
maltolato komplex.
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2. Abra. A Ga(Ill) maltollal (sziirke oszlopok) és oxinnal (fekete
oszlopok) képzett triszkomplexének stabilitasa az analitikai komplex
koncentraci6 fliggvényében 7,4-es pH-n. Az atlosan csikozott oszlopok a
komplex vizoldhatatlan koncentraciotartomanyat jelolik. {t=25,0 °C, 1=
0,20 M (KCD)}

A KP46 intenziv fluoreszcens tulajdonsagat kihasznalva
fluoreszcens mikroszkopos technikaval sikeriilt a komplex
sejtekbe jutasat is kovetni. Az SW480 vastagbélrak
sejteken végzett vizsgalatok tantisaga szerint a komplex
tobb oran keresztiil stabilis maradt sejtes kornyezetben.
Az is megfigyelheté volt, hogy a komplex percek alatt
felhalmozddott a sejtekben, majd id6ével a sejtmag
koriili lemezes képletekben, feltehetéen az endoplazmas
retikulumban, ill. annak fehérje dsszetevéiben dusult fel.

2.1. Vizsgalatok vérszérum komponensekkel

Vizsgalatainkat a vérplazma alkotokkal valo kdlcsonhatasok
tanulmanyozasaval folytattuk fiziologias pH-n. A kis
molekulatdmegli szérumkomponensek kozil a citrat, az
oxalat és a foszfat, mint lehetséges komplexképzok a vérben
1év6 koncentracidjuk mellett nem tudtdk kiszoritani sem
a maltolt, sem az oxint a Ga(Ill) koordinacids szférajabol
(Cpss = 20 UM, ¢\, = 80 uM).

A HSA 630 pM-os koncentracidjaval a vérpazma
fehérjetartalmanak ~60%-at teszi ki. Szamos vegyiilettipus
(zsirsavak, szteroidok, gydgyszer hatdéanyagok) nem
specifikus megkotésére és szallitasara alkalmas. Az exogén
szerves anyagok megkotése elsdsorban két hidrofob zsebben
(I. és II. kotohely) torténhet. Mivel a HSA elsésorban a
teljes fémkomplex (és nem a Ga(Ill)ion) megkdtésére
lehet alkalmas, ami a ligandumokkal valo masodlagos
kolcsonhatasok kialakitasan alapul, igy kézenfekvd volt a
ligandumok és a HSA kdlcsonhatasat is vizsgalni. Korabbi
eredményilink alapjan a maltol csak gyengén kotédik a
HSA II-es kot6helyén.! Az I-es kotéhelyen fluorimetrias
vizsgélatok alapjdn nincs mérhetd kolcsonhatas; ugyanez
elmondhaté volt a GaM komplexrél is. 'H NMR-es
kisérleteink és ultraszliréses méréseink is azt bizonyitottak,
hogy a GaM komplex ¢és a fehérje kozott nem alakul ki
szamottevo kdlcsonhatas.
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Tovabbi kolesonhatd partnerként az apoTf-t vizsgaltuk.
Az egyébként két Fe(Ill) szallitasara alkalmas fehérje
képes megkotni a Ga(Ill)-iont is (IgK”, = 20,3, 1gK°, =
19,3),"? mikdzben a fém koordinacios szféraja részben vagy
egészben a fehérje donoratomjaira cserélédik. A maltol
kotodését a fehérjéhez eldzetes vizsgalatok alapjan kizartuk.
A 'H NMR mérések azt mutattdk, hogy a komplexben
kotott maltol jelei mellett a fehérje jelenlétében megjelenik
a szabad, fémkomplexben nem kotdtt maltol is, amelynek
mennyisége még nagyobb lesz, ha a kdtédést eldsegitd
szinergista HCO;, is jelen van a rendszerben. A kdlcsonhatas
tényét UV fotometrids mérésekkel és fluorimetridsan is
kovettiikk. Az utobbi technika azt hasznalja ki, hogy a Tf
vaskoto helyén két Tyr aminosav talalhato, melyek 280 nm-
en gerjesztve intenziven emittalnak, a fémion bekotodésével
ez az emisszio kioltodik.
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3. Abra. Az apoTf fluoreszcens intenzitisanak szazalékos valtozasa
GaM (m), KP46 (0), ill. GaCl, (A ) hozzdaddsanak hatdsira az apoTf
sajat intenzitdsara (I ) vonatkoztatva. {A,, =280 nm; A, =340 nm; Coporte
=0,2 vagy 2 uM; Chomplex — 0,2-4 uM vagy ¢ =20-100 uM; pH =74
(HEPES); t=25,0 °C}

GaCl3

A 3. abran jol lathat6 a fehérje emisszidjanak csokkenése a
A Kkisérletet GaCl,-dal is elvégeztiik, ahol azonban a
termodinamikai alapon vart kvantitativ kotddés helyett nem
tapasztaltunk kioltast, még tobb tizszeres fémfelesleg esetén
sem. Feltehetleg a fiziologias kortilmények kozt GaCl,-bol
képz6dé Ga-hidroxido komplexek inertségének tudhatod
be, hogy kioltast még 4 ora elteltével sem tapasztaltunk.
A rendelkezésre allo termodinamikai allandok ismeretében
a Ga(Ill) szérumbeli eloszlasara probaltunk kdvetkeztetni
figyelembe véve, hogy a maltolato komplex nem kotodik a
HSA-hoz, ill. hogy a Tf kotéhelyek a vérben atlagosan 31%-
ban Fe(Ill)-ionnal telitettek. Azt talaltuk, hogy a Ga(Ill)
~30 uM-os komplex koncentracidig szinte kizarolag a Tf-
hez kotodik, majd az ett6l nagyobb koncentraciok esetén
megjelenik a disszocialatlan szabad komplex. Hidroxido
komplexek nem képzddnek a rendszerben.

A KP46 komplex sokkal stabilisabb, mint a GaM, ahogyan
a 2. abra is mutatja. Ennek megfeleléen a koordinalt
oxin Tf donoratomokra val6 cseréje is feltehetden kisebb
mértékben jatszodik le, mint a maltolato komplex esetében
(3. abra). A Tyr kioltasos vizsgalatokon kiviil itt lehetOség
volt a fémkomplex sajat emissziojan keresztiil is kovetni
a ligandumcsere folyamatokat. 367 nm-es gerjesztésnél
az apoTf tavollétében a komplex emisszios intenzitdsa

s

fehérje jelenlétében ez a novekedés az eldbb emlitett
kalibracio alatt fut, késobb pedig parhuzamossa valik vele.
Ez azzal magyarazhatd, hogy a Tf megkoti a Ga(Ill)-iont, a
szabadon maradé oxin pedig gyengén emittal.
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4. Abra. Az apoTf-KP46 rendszer fluorimetrids emisszios intenzitasai:
KP46 kalibralas (o), apoTT+KP46 (A) {A,, =367 nm; A, = 532 nm; ¢
=25uM;c,,, =2,5-17 uM; pH = 7,4 (HEPES); t = 25,0 °C}

apoTf
KP46

Ebbol a feltételezésbdl kiindulva a mérési pontok alapjan
kiszamoltuk a Tf-hez kotott Ga mennyiségét, ez pedig igen
jO egyezést mutatott a termodinamikai alapon vartakkal.
Ezeket az eredményeket UV fotometrias és STD NMR
mérésekkel is alatdmasztottuk. Utobbi modszerrel sikeriilt
a ~10 uM-os koncentraciotartomanyban igazolni a szabad
oxin megjelenését apoTf-t és KP46-ot tartalmazo mintakban.
A megjelend szabad ligandum mennyisége szintén nem
mond ellent a modellszamitasoknak. Ezek szerint [Ga,-Tf]
komplex alig, a [Ga-Tf] pedig kb. 30%-ban van jelen egy
olyan rendszerben, amely fiziologias mennyiségli apoTf-t és
20 uM KP46-ot tartalmaz.

A KP46 HSA-nal valé kolcsonhatdsdit mar vizsgaltak
korabban is, de azt igen gyengének, — éppen ezért a Tf-hez
hasonlitva — szinte elhanyagolhatonak talaltak.®” A HSA Tf-
hez viszonyitott kozel hiisszoros szérumbeli koncentracid
tobbletét figyelembe véve azonban egy viszonylag
gyenge kolcsonhatds is  jelentdsen  befolyasolhatja
a Ga(Ill) szérumbeli eloszlasat. Vizsgalatainkat az
oxin ¢és a HSA kolcsonhatdsanak tanulmanyozasaval
folytattuk. A fluorimetrias mérések és az UV fotometrids
kiilonbségspektrumok tantisaga szerint az oxin képes kotddni
a fehérjéhez, az eredmények azonban nem voltak alkalmasak
mennyiségi kiértékelésre. Az STD NMR mérések is az oxin
kotddését mutattak a fehérjéhez. Ugyanezzel a technikaval
a KP46 komplex kotddése is kdvethetd volt a HSA-hoz.
Fluorimetriasan a KP46 sajat emisszidjat kovetve azt
tapasztaltuk, hogy komplex rogzitett koncentracidja mellett
az egyre novekvé HSA mennyiségével az intenzitds nem
additiv médon novekszik, a gorbe telitési jellegli. Ezekbol
a mérésekbol egy kodzepes értékii (IgK* = 4,04) latszolagos
kotési  allandot  szdmoltunk. A megfeleld allandok
ismeretében modelleztik a Ga(Ill) eloszlasat fiziologias
HSA és Tf koncentraciok mellett (5. abra). Lathato, hogy
a HSA-hoz val6 kotédés KP46 komplexként igen jelentOs,
20 uM-os komplex koncentracional a Ga(Ill) 65%-a
talalhaté ilyen formaban, mig 20-25% Tf-hez kotodik. A
fennmaradd mennyiség pedig szabad KP46-ként talalhatd
a rendszerben.
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5. Abra. A KP46 komplex koncentracioeloszlasi gorbéi fiziologias
pH-n 37 uM-os apoTf, 630 pM-os HSA és a komplex valtozo analitikai
koncentracioja mellett

3. Osszefoglalas

Vizsgalataink révén bizonyitottuk, hogy fizioloégias pH-n a
mM-os koncentracidtartomanyban mindkét ligandummal
a [GaL,] Osszetételti komplexek az uralkodd részecskek.
Az oxin esetében ez a tendencia még 10 pM-os komplex
koncentracional is érvényesiil, mig a maltol esetében
ugyanilyen koncentracioban mar a Ga(Ill) 90%-ban
hidroxido komplexeket képez. A KP46 esetében sikertilt
kovetni a komplex sejtekbe jutasat és az endoplazmas
retikulumban valo felhalmozodasat. A vérszérum kis
molekulatomegii alkotoi koziil a citrat, az oxalat és a foszfat
nem képes kiszoritani a maltolt vagy az oxint Ga(lll)-
komplexébdl. A GaM komplex és a HSA kozott nem volt
mérhetd kolesonhatas, az apoTf-hez viszont ligandumcsere
révén kotodott a Ga(Ill), igy a fémion felvétele a sejtbe Tf
receptorokon keresztiil valosulhat meg. A KP46 szintén
ligandumecsere folytan Iép reakcioba az apoTf-nel, a kotddés
mértéke megfelel a termodinamikai alapon vartaknak.
Mérsékelt kotodést talaltunk a KP46 és a HSA ko6zott, ami
a fehérje szérumbeli nagy részaranyat figyelembe véve nem
elhanyagolhato, itt a Tf-fliggetlen sejtekbe valo felvétel
lehetdsége is felvetddik.

4. Kisérleti rész

Az oldategyensulyi vizsgalatok részletes kisérletes leirasa
a 8. hivatkozasban talalhaté meg. A vérszérum alkotokkal
végzett vizsgalatok pH 7,4-n pufferelt kozegben 20 mM
HEPES (apoTf esetén tovabbi 25 mM szinergista NaHCO,
hozzaadasaval) 25 °C-on késziiltek.

A fehérjék emisszidjan keresztiil kovetett fluorimetrias
vizsgalatok (Hitachi F4500 fluoriméter) 0,2-2 uM
fehérjekoncentracio és 0-20 ekv. fémkomplex/ligandum
osszetétellel késziiltek. A =280 nm (apoTf, Tyr); A, = 295
nm (HSA, Trp), A,,, = 290-400 nm résszélesség: 5 nm/5 nm.
A KP46 oldalarol vizsgalva a komplex koncentracié 0-30
puM, a fehérje koncentracio pedig 0-100 uM kozt valtozott;
Aoy =367 nm, &, =450-650 nm, résszélesség: 10 nm/10 nm.
A mintak Onabszorpcidjat figyelembe vettiikk a kiértékelés
soran. Kvantitativ kiértékeléshez a PSEQUAD programot'?
hasznaltuk, a szamolas alapjaul szolgalo osszefiiggések a 8.
hivatkozas mellékletében taladlhatok meg.

'"H NMR vizsgalatokhoz (Bruker Ultrashield 500 Plus
késziilék) 1 mM GaM és 0,5 mM fehérje tartalmu
mintadkat hasznaltunk. Az STD NMR mérések (Bruker
AV600 késziilék, cryo probe) nagy scan szam mellett 20
uM KP46 vagy 60 uM oxin és 5 pM HSA vagy 20 pM
apoTf jelenlétében késziiltek. Minden minta 10% D,O-t
tartalmazott.

UV fotometridss mérésekhez (Hewlet Packard 8452A
diodasoros fotométer) 10 uM fehérje és 0-5 ekv. komplex
tartalmu mintdk késziiltek 1 vagy 2 cm-es uthosszt
hasznalva.  Ultraszlirés—UV ~ méréseket 100 pM-os
koncentraciotartomanyban végeztiink Microcon YM-10,
Amicon, Millipore membransziir6ket hasznalva.

Koszonetnyilvanitas

A szerzok koszonetet mondanak az alabbi timogatasokért:
OTKA PD103905 és PD83600; A kutatas az EU és
Magyarorszag tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap
tarsfinanszirozasaval a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001
azonositd szamu ,,Nemzeti Kivalosag Program — Hazai
hallgatéi, illetve kutatéi személyi tamogatast biztositd
rendszer kidolgozasa ¢és mikddtetése konvergencia
program” cimi kiemelt projekt keretei k6zott valosult meg.

Hivatkozasok

Jung, Y.; Lippard, S.J. Chem. Rev. 2007, 107, 1387-1407.

2. Collery, P.; Keppler, B.K.; Madoulet, C.; Desoize, B. Critic.
Rev. Oncol. Hematol. 2002, 42, 283-296.

3. Jakupec, M.A.; Keppler, B.K. Curr. Top. Med. Chem. 2004, 4,
1575-1583.

4. Jakupec, M.A.; Galanski, M.; Arion, V.B.; Hartinger, C.G.;
Keppler, B.K. J. Chem. Soc., Dalton Trans. 2008, 183—194.

5. Narasimhan, J.; Antholine, W.E.; Chitambar, C.R. Biochem.
Pharmacol. 1992, 44, 2403-2408.

6. Groessl, M.; Bytzek, A.; Hartinger, C.G. Electrophoresis
2009, 30, 2720-2727.

7. Bernstein, L.R. Pharmacol. Rev.1998, 50, 665—682.

8. Enyedy, E.A.; Démétor, O.; Varga, E.; Kiss, T.; Trondl, R.;
Hartinger, C.G.; Keppler, B.K. J. Inorg. Biochem. 2012, 117,
189-197.

9. Enyedy, E.A.; Horvéth, L.; Gajda-Schrantz, K.; Galbacs, G.;
Kiss, T. J. Inorg. Biochem. 2006, 100, 1936—1945.

10. Tsakovski, S.; Benkhedda, K.; Ivanova, E.; Adams, F.C. Anal.
Chim. Acta 2002, 453, 143—154.

11. Enyedy, E.A.; Horvath, L.; Hetényi, A.; Tuccinardi, T.;
Hartinger, C.G.; Keppler, B.K.; Kiss, T. Bioorg. Med. Chem.
2011, 79, 4202-4210.

12. Harris, W.R.; Pecoraro, V.L. Biochem. 1983, 22, 292-299.

13. Zékany, L.; Nagypal, 1. Computational Methods for the

Determination of Stability Constants; Leggett, D.L., Ed.;

Plenum Press: New York, 1985; pp 291-353.

Solution studies of antitumor gallium(IIT) complexes and
their interactions with human serum proteins

Platinum complexes are used in therapy but serious side effects
and resistance of tumors led to extensive investigation of non-
platinum antitumor agents.! Gallium was the second metal ion
after platinum to be administered to cancer patients in various
clinical trials. Remarkably, the simple salt Ga(NO,), exerts
antineoplastic activity in particular against lymphoma and bladder
cancer and showed therapeutic effect in the treatment of cancer
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related hypercalcemia (Ganite™ in clinical use).? However, the
bioavailability of Ga(NO,), as an anticancer drug is restricted by
formation of hydroxido complexes. Six-coordinated tris-ligand
Ga(Ill) complexes are a promising group of compounds. Tris(3-
hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-onato)Ga(Ill) (GaM) and tris(8-
hydroxyquinolinato)Ga(Ill) (KP46) are the most promising Ga-
antitumor complexes undergoing clinical trials. The mode of action
of Ga(IIl) anticancer drugs is probably related to the similarity of
Ga(III) to Fe(III) in terms of charge, ionic radius, electronegativity,
electron affinity and coordination geometry. At the same time
Ga(Ill) is redox inactive in physiological conditions, hence it can
interfere with the cellular iron metabolism but cannot participate
in biologically important redox processes. According to literature
data Ga(Ill) is able to bind to the iron sites of transferrin (Tf),
which promotes the cellular absorption of Ga(Ill), in particular
in proliferating cancer cells with elevated iron demand.*’” The
role of human serum albumin (HSA) supposed to be negligible,
although it has to be considered the high amount and extraordinary
binding capacity of HSA in blood plasma. Our investigations are
focused on the solution equilibrium behavior of these complexes
and on their interaction with serum components such as HSA and
Tf. These studies were carried out using pH-potentiometry, UV
spectrophotometry, "H-NMR spectroscopy, spectrofluorometry and
ultrafiltration-UV techniques.

The proton dissociation constants of 3-hydroxy-2-methyl-4H-
pyran-4-on (maltol) and 8-hydroxyquinoline (oxine) ligands were
determined by pH-potentiometry and UV spectrophotometry
(Table 1). Complex formation between Ga(Ill) and maltol was
followed mainly by pH-potentiometry in pure aqueous phase.
Calculated stability constants (logf; see Table 1.) are in good
agreement with UV spectrophotometric results. In the pH range
2-11.5 the formation of [GaL]**, [GaL,]" and [GaL,] complexes can
be observed. It is noteworthy that in millimolar concentration range
the tris-ligand complex predominates at physiological pH (95%).

The low aqueous solubility of the neutral [Ga(IIl)(oxine),] complex
hindered the application of pH-potentiometry for stability constant
determination in water; therefore complexation was studied by
pH-potentiometry in 30% and 60% (w/w) DMSO/H,O solvent
mixtures. Additionally, the complex formation of the reference
compound  8-hydroxyquinoline-5-sulfonate  (sulfoxine) was
studied under the same conditions and in water as well, due to its
much better water solubility. The fluorogenic property of oxine
allowed us to determine stability constants in pure aqueous phase
in highly diluted solution, since coordination to Ga(Ill) enhances
fluorescence intensity. These values are in a good agreement with
the extrapolated values. In case of oxine we have found that at
pH 7.4 [GaL,] (i.e. KP46) is the predominant form in aqueous
solution.

The ability of the ligands to prevent the metal ion from hydrolysis
depends on their Ga(IIl) binding ability. KP46 possess ca. 8 orders
of magnitude higher stability constant than GaM; therefore it
is able to preserve its original composition without appreciable
dissociation at very low (but physiological relevant) concentrations
(Figure 2). Accordingly, different biodistribution and ligand
exchange processes are presumable.

Our research included also the investigation of the possible
interactions with low and high molecular mass (LMM and
HMM) components of blood serum. The most feasible LMM
competitors like phosphate, oxalate and citrate are not able to
displace coordinated oxine or maltol from its tris-complexes under
physiological concentrations (¢, =20 uM, c. .. = 80 uM)

KP46 GaM

Since HSA is the main binding protein (630 uM) for many
endogenous and exogenous substances in blood serum it is worth
examining the binding ability of both complexes to this protein.
Previous results denoted that interaction of HSA with maltol
alone is not significant."! The same results were found in case of
GaM using 'H-NMR, ultrafiltration-UV and spectrofluorometric
techniques. It is well known, that Tf is able to bind and transport
Ga(IIT). '"H-NMR measurements showed the appearance of the free
maltol besides the bound ligand to Ga(Ill) in the presence of apoTf.
Spectrofluorometric quenching study could confirm the presumed
ligand exchange process (Figure 3.). Quenching experiment was
achieved also with simple GaCl, salt, although no quenching
effect was presented. The most probable reason is the formation
of kinetically inert Ga-hydroxido complexes at physiological pH.
Using thermodynamic stability constants model calculations were
performed. Considering that GaM does not bind to HSA and 31%
of Tf is saturated by Fe(IIl) in human blood, it was found that up
to 30 uM complex concentration Ga is bound almost exclusively to
Tf, at higher concentrations the free GaM complex is presented too
and no hydroxido species appears.

Complex stability of KP46 is much higher compared to GaM;
therefore ligand exchange processes expected to be less extended.
This tendency can be observed by the quenching studies (Figure
3). The intense fluorescence of KP46 allowed us to follow the
interaction with Tf at the excitation of 367 nm. In presence of Tf the
measured intensities fall below the calibration points of KP46, that
can be explained by the binding of Ga(IIl) to Tf while remaining
oxine ligand is weakly fluorescent (Figure 4.). UV photometry and
STD NMR results can confirm this phenomenon. Interaction with
HSA was investigated by the same techniques. Binding of oxine
alone was proved, however no quantitative data evaluation was
possible. Fluorescence experiments followed via the emission of
KP46 showed saturation like shape when KP46 concentration was
kept constant. From this type of measurements a moderately strong
conditional binding constant (logK’ = 4.04) could be calculated.
Model calculations using physiological HSA and Tf concentrations
show that binding of KP46 to HSA is an important issue in its
biodistribution.

Our results show that Ga(Ill) forms [ML,] complexes with both
ligands at physiological pH in the millimolar concentration range.
In case of KP46 this tendency is retained in 10 pM concentration
as well, however GaM complex is dissociated in 90%. We have
found that low molecular mass serum compounds such as oxalate,
phosphate or citrate cannot compete with the original ligands for
the Ga(Ill) at pH 7.4. GaM complex shows no interaction with
HSA, at the same time it can interact with Tf via ligand exchange
processes. KP46 can interact with Tf in the same manner and can
bind to HSA with moderate affinity. The later interaction should be
taken into account considering the high amount of HSA in the blood
serum. The possible transport by HSA suggests that Tf-independent
Ga(III) uptake in cells can be a feasible alternative.
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