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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A gallium(lll) gyogyaszati alkalmazasa a diagnosztikan tal is, elsGsorban a
kemoterapidban egyre szélesebb korii. Biologiai hatasa a vas(lll)-hoz valé hasonlosagan
alapul, a tumoros sejtekben feldusulva képes azok pusztulasat okozni. Fiziologias pH-n
hidrolizal, igy biohasznosulasa rossz, ezért a galliumsok helyett inkabb a komplexeit
alkalmazzak. Klinikai fazis I kisérleteken taljutott komplexei a trisz(maltolato)Ga(IIl) és a
trisz(8-kinolinato)Ga(lll) (KP46).

Egy gyogyszerhatoanyag farmakokinetikajat (és ezzel a hatas kialakulasat is)
nagyban befolyasolja a vérszérum-fehérjékhez vald kotédése. Egy galliumkomplex esetén
fontos megismerniink a human szérum transzferrinnel (Tf) valéo kolcsonhatast, mert a
feltételezett hatdsmechanizmusban nagy szerepe van ennek a fehérjének. Nagy
koncentracioja miatt azonban az albuminnal (HSA) val6 kolcsonhatas is 1ényeges lehet.

Munkénk sordn ezeket a kdlcsonhatasokat vizsgaltuk elsdsorban spektrofluorimetriés
modszerrel, illetve ultrasziiréssel, spektrofotometriaval és "H NMR mérésekkel. A kapott
kotési allandok segitségével a fémion eloszlast modellezni tudtuk a kiilonb6zé vérszérum-
fehérjék jelenlétében. Ramutattunk arra, hogy a spektrofluorimetrids méréseket is jol
tudjuk hasznalni modellszdmolassal kapott specidciok igazolasara fluoreszcens komplexek
(pl. KP46) esetén.

Az eredményeink azt mutatjadk, hogy mig a trisz(maltolato)Ga(IIl) esetén
elhanyagolhatd6 a HSA-nal vald kolcsonhatas, a KP46 esetén nagy jelentésége van, ami

akar a komplexek hatékonysagat is befolyasolhatja.

Kulcsszavak: albumin, transzferrin, fluorimetria, speciacio, antitumor komplexek



2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1 Rakellenes fémkomplexek a gyégyaszatban

A rakos megbetegedések vilagszerte a leggyakoribb megbetegedések kozé tartoznak.
Hozzavetblegesen minden harmadik ember megbetegszik, és minden &6todik meghal
valamilyen daganatos elvaltozas kévetkeztében.! A rak nem egyetlen betegség, hanem tobb
mint kétszaz kiilonféle betegség gyiijtoneve. Bar a kialakulds hatterében 4all6 folyamat a
sejtek szintjén hasonlo, az egyes betegségek a legkiilonfélébb tiinetekkel jelentkezhetnek,
eltéré a viselkedésiik, mas a valasztando kezelés és a varhatd kimenetel, az életkilatasok
sem egyformak.

A daganatos megbetegedések korszerli gyogyitdsa a sebészi beavatkozds és a
sugarterapia mellett elsdsorban gyogyszeres kezelésen alapul. A Kemoterapia
alkalmazhatdsagat megneheziti, hogy a tumoros sejt nagyon hasonlit az egészséges sejtre,
igy a jelenlegi, kiilonb6z6 hatasmechanizmust és tamadasponti gyogyszerek egyike sem
specifikus a kialakult daganatra, hanem tobbé-kevésbé hat az egészséges sejtekre is. Ez
okozza az onkologidban hasznalt szerek toxikussagét, amely meghatirozé jelentdségii a
gyogyaszati alkalmazas szempontjabol. Alapvetd kiilonbség azonban, hogy a rékos sejtek
sokkal gyorsabban osztodnak, igy sokkal nagyobb pl. a vasigényiik. Szamos potencialis
gyogyszermolekula probalja kihasznalni ezt a sajatsagot.

Az elsé gyogyaszatban alkalmazott fémkomplex a ciszplatin volt,? amit széles
korben alkalmaznak elsOsorban a hererak, ¢és egyéb szerekkel kombindlva a fej, nyak,
petefészek és a htigyhdlyag daganatos elvaltozasainak kezelésére. Hatasa azon alapul, hogy
passziv transzporttal atjutva a sejtmembranon, a Sejtben 1évo kisebb klorid-koncentracio
miatt hidrolizal, és a képz6dé akva-komplex a DNS guanin-N(7) donorcsoportjaihoz
kotédve leginkabb 1,2-intrastrand keresztkotést képezve gatolja a DNS-replikéciét3'4 és a
sejt szaporodasat. Bar attorésnek szamitott a kemoterapiadban, nem alkalmazhaté mindig.
Szamos esetben rezisztencia alakul ki. Az un. multidrog-rezisztens daganatsejtek
keresztrezisztenciat mutatnak szerkezetiikben ¢€s hatasmechanizmusukban kiilonb6z6
citotoxikus szerekkel szemben, megakadalyozzak azok sejten beliili felhalmozodasat.
Tovabbi probléma, hogy a platinakomplexek jellemzé mellékhatasa a hanyinger és a
hanyas, amely a ciszplatin esetében olyan sutlyos is lehet, hogy a beteg visszautasitja a

kezelést. Kolcsonhatasba 1éphet plazmafehérjékkel és a vesén keresztiil iiriilve



vesekarosodast okozhat.® Rosenberg felfedezése oOta csaknem negyven tovébbi
platinakomplexet vizsgaltak, de klinikai alkalmazéasban csak a ciszplatin, a karboplatin és
az oxaliplatin van.* Megfelel8 hatékonysag mellett jobban toleralhaté és rezisztenciat nem
okozo6 kemoterapias szerek kifejlesztésére van sziikség.

A platinakomplexek negativumai miatt elétérbe keriilt mas fémek — példaul a
ruténium, a rédium, a titan, a réz illetve a gallium — potencialisan rakellenes komplexeinek
vizsgéalata. 3710

A gallium alkalmazésa az egészségiigyben nem Gjdonsag, a ®'Ga(IlIl) és a ®Ga(lll)
elsésorban a diagnosztikdban,’ mig a citrattal stabilizalt Ga(NOs)s.ot (Ganite™ intravénas
injekcid) a rakos megbetegedésekkel jard hiperkalcémia (magas vérszérumbeli kalcium-
koncentracid) kezelésére hasznaljak.*? Klinikai kisérletek alapjan egyes limfomak,
holyagrak és a myeloma multiplex kezelésében is hatasosnak bizonyult.lg’16 A Ga(NOs3);
biohasznosulasa azonban rossz, fiziologias pH-n hidrolizal és a képz6dd gallat nagyon
megterheli a vesét. A hidrolizis elkeriilése érdekében a Ga(lll) kiilonbozé komplexeit
alkalmazzak.

A trisz(3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-onato)Ga(lll) (trisz(maltolato)Ga(Ill)) és a
trisz(8-kinolinato)Ga(lll) (KP46) (Id. 1. abra) sikeresen taljutott klinikai fazis I
kisérleteken.'**® Mindkét vegyiilet szajon 4t adagolhatd és vizes oldatukban fiziologias
pH-n dontéen a semleges, trisz-ligandumu komplex van jelen. Oktaéderes geometriajuak, a
maltol (0,0), a 8-hidroxi-kinolin (oxin) pedig (O,N) donoratomokon Kkeresztiil
koordinalédik a fémionhoz, ebbdl adddik nagy stabilitasbeli kiilonbségiik. Az eltérd
stabilitast jol szemlélteti a 2. abran bemutatott koncentracideloszlasi diagram. Tovabbi
fontos kiilonbség, hogy a KP46 fluoreszcens, a trisz(maltolato)Ga(IIl) viszont nem.

Oldhatosagukban és lipofilitdsukban is jelentds eltérés mutatkozik (1d. 1. Téblazat).

1. Tablazat: A KP46 és trisz(maltolato)Ga(IIl) komplexek legfontosabb jellemzoi

KP46 trisz(maltolato)Ga(lll)
lgB[GaLg] ! 36,79 28,77
Lipofilitas (IgP) P! 0,88 0,41
Oldhatosag (S) P 3,6x10° M 2,5x10° M
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1. abra: A trisz(maltolato)Ga(IIl) és a KP46 komplex szerkezeti képlete

A Ga(Ill) réakellenes hatasa a vas(Ill)-hoz val6 hasonlésagan (méret,
elektronegativitas, toltés és koordinacios geometria) alapul. Képes azt helyettesiteni, igy
szintén felhalmozodik a tumoros sejtekben, azonban a Ga(Ill) nem vegyértékvalto, igy a
fémion kicserélddése utdn az eredetileg vastartalmu biomolekuldk nem képesek ellatni
funkcidjukat. Altalanosan elfogadott, hogy a vérben a gallium a transzferrinhez kotédve
szallitodik és feltételezhetden a transzferrin-receptorok segitségével keriil a sejtbe, ahol a
DNS-szintézishez  1étfontossdga  ribonukleotid-reduktazban  1évé vas  galliumra
cserélddésével eldszor az enzim milkodését majd magat a DNS szintézist is gatolja, a rdkos
sejtek apoptozisat okozva. Az egészséges sejtek, még abban az esetben is, ha gyorsan
szaporodnak (hajhagyma, gyomorfal), nagyon kevés vasat (illetve galliumot) vesznek fol,
mert a vas a normalis szovetben Gjrahasznosul. Ebbdl adodoan a gallium nem dusul {6l az
egészséges sejtekben €s nem is karositja dket. Tovabba a gallium nem tud beépiilni a
hemoglobinba, ezért nem befolyasolja a vordsvértestek miikodését illetve az
oxigénszallitast.'® Mivel a gallium fiziologias pH-n tilnyomo részt gallatként van jelen,"’

foleg kiilonféle komplexeit alkalmazzak terapias szerként.
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2. abra: A KP46 (fekete vonalak) és a trisz(maltolato)Ga(IIl) (sziirke vonalak)
komplexek reprezentativ koncentracioeloszlasi gorbéi fiziologias pH-n valtozo

analitikai koncentraciok mellett'®

2.2 A legfontosabb vérszérum fehérjék bemutatasa

Fontos kérdés, hogy az alkalmazott fémkomplex a véraramba keriilve milyen
mértékben kotddik a traszferrinhez, illetve befolyéasolja-e kotddését a nagy mennyiségben
jelen levé albumin. A transzferrinek (ovotranszferrin, laktoferrin és szérum transzferrin)
80 kDa molekulatomegii glikoproteinek. Egy polipeptidlancbol allnak, melynek
harmadlagos szerkezete két alegységet hatdroz meg, ezek mindegyike egy-egy vaskotd
helyet tartalmaz. A vas torzult oktaéderes koordinacids szférajat két tirozin fenolat-O, egy
hisztidin imidazol-N, egy aszparaginsav karboxilat-O és a kétfoghian k6t6d6 karbonat két
O-je teliti (Id. 3. abra). A két részbdl allo egység fémmentesen nyitott konformacidja a
Fe(Ill) és a szinergista HCO3™ anion beko6tddése utan zart, egymasra hajlé konformaciot

vesz fel.



Carbonate

3. abra: A transzferrin vasksté-helye *8

A két konformacid reverzibilis egymasba alakuldsa alapvetd fontossagu a hatékony
vastranszporthoz.lg A Ga(Ill) mindkét fémkotd helyen képes megkotddni, a kovetkezd
kotési allandokkal, 1gKy = 20,3 és 1gK, = 19,3, fizioldgias szérum hidrogén-karbonat
koncentracié mellett. (Fe(ll1)-ra IgK; = 22,8 és 1gK, = 21,5).%° A szérum transzferrin
koncentracidja a vérben ~37 uM, vaskotdé-helyeinek ~33% vassal telitett.?

Az emlds szervezet legfobb szallitofehérjéje az albumin. A teljes szérum fehérje
koncentracio 60%-at (~630 uM) teszi ki. A tobbi plazmafehérje koziil mar jelentds
mennyisége is kiemeli, funkcioi a kovetkezk: ozmdzisnyomas biztositasa az érpalyaban,
pH puftferelése, szabadgyokok dezaktivalasa, kiilonbozd szervetlen ionok és szerves
molekulak széllitasa, igy oldhatosaguk javitasa.??

A humén szérum albumin (tovabbiakban HSA) egyetlen, 585 aminosavbol 4llo
egyszerll globularis molekula. Szerkezetileg harom egységre bonthato: I-, Il- és III-as
egység (domén). Ezeket két-két alegységre szokas tovabb osztani, melyet IA, IB stb.
formaban jeldlnek (I1d. 4. 4bra). A molekula tizenhét diszulfidhidat, egy szulfhidril-
csoportot, tovabba egyetlen triptofan aminosavat (Trp214) tartalmaz. A HSA szamos
kotohellyel rendelkezik, a megkotott molekuldknak nagy hényadat teszik ki a zsirsavak,
melyek kotésére megkozelitdleg hat kotdhely all rendelkezésre az albuminon. Taldlunk
tovabba peptidhormonok, szteroidok, fémionok — mint pl. Ca?* zn*, Ni*, Cu* -

szallitasaért felelés molekularészeket is.?



4, abra: A human szérum albumin haromdimenzids szerkezete

Szamos endogén metabolit és kiviilrdl bevitt farmakon is HSA-hoz kotve jut el rendeltetési
helyére.

A gyogyszerhatdéanyagok a vérben reverzibilisen kdtdédnek a vér makromolekulaihoz.
A Kkotédés alapvetden befolyasolja a gyogyszer eloszlasat, hatastartamat, metabolizmusat,

szervezetbdl valo kitirtilését, azaz a farmakokinetikajat.

2.3 A KP46 és a trisz(maltolato)Ga(IIT) komplexek kolcsonhatasa a

szérumfehérjékkel: irodalmi el6zmények

Irodalmi adatok alapjan a Ga(IIl) sok szajon at valé alkalmazasakor a biohasznosulas
csupan 1-2%-0s, de ezt a komplexképz6 ligandumok nagymértékben képesek novelni (pl. a
maltol komplexe esetén 25-57%). A ligandumhoz nem kotott Ga(Ill) fiziologias pH-n
[Ga(OH),]” formajaban van jelen, ami nem képes azonnal a Tf-hez kot6dni.">A fehérjéhez
nem kotott [Ga(OH),]™ viszont gyorsan kitiriil. Citrat és maltol komplexe esetén azonban
mind a termodinamikai modellszamoldsok, mind a kdzvetlen mérések azt mutattadk, hogy a
Rudnev és munkatarsai’ a KP46 komplex HSA-hoz és Tf-hez valé kotddésének tényét és
reakciosebességét mutatjak be kdzleményiikben (3,3x10° s 5x10° s, mely alapjan a
kolcsonhatas nem pillanatszeriien jon l1étre egyik fehérjével sem. CE-ICP-MS mérésekkel

szintén jellemezték a KP46 kolcsonhatasat human szérum fehérjékkel. Az eredmények azt
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mutattak, hogy a KP46:Tf = 2:1 aranynal, 6 oras inkubalas utan a Ga(lll) 71%-a kotédik a
vasat nem tartalmazo Tf-hez (apoTf). Kiilon kisérletben azt talaltak, hogy a HSA-hoz
viszont csak csekély mennyiségli KP46 kotddik, azonban megjegyezziik, hogy a valos
szérumkoncentraciok mellett ez a gyenge kolcsonhatds sem elhanyagolhat6. A mérési
eredményeknek tovabbi  kvantitativ  kiértékelése, esetlegesen kotési  allandok
meghatarozasa azonban hianyzik.?

Rontgen abszorpcids spektrofotometriaval (XANES) a Ga(IIl) koordinacios szférajat
kdzvetleniil tudtak vizsgalni, viszont nem tapasztaltak valtozast a fehérjék jelenlétében.?* A
vizsgalt mintakban azonban a KP46 koncentracidja nagyban meghaladta az oldhatosagot és
a mintakat a mérés el6tt lefagyasztottak. gy nem kizart, hogy a KP46 dontd része nem is
volt oldatfazisban, amikor a fehérjéket, illetve szérumot hozzaadtak.

Az irodalmi adatok meglehetdsen hidnyosak a KP46 komplex human szérum
fehérjékhez valo kotddésének kvantitativ jellemzése terén, foképp olyan mérési technikak
alkalmazaséaval, melyek a kémiai egyensulyt nem toljak el (pl. spektroszkopiai modszerek).
A kotési allandok hidnya részben magyarazhatd a KP46 komplex rossz vizoldhatosagéaval
is. A KP46 ill. a trisz(maltolato)Ga(lll) szérumbeli eloszlasanak modell szamolasahoz
azonban nem elegendd a Ga(III)-apoTf kolcsonhatas® és a Ga(IlT)-oxin valamint a Ga(lll)-
kolcsonhatasok kvantitativ leirasa is sziikséges. A munkéank célja ezen hidnyz6 adatok
meghatdrozasa elsésorban fluorimetrias és ultrasziiréses vizsgéalatokkal, majd a stabilitasi
allandok birtokdban megjosolt Ga(Ill) eloszlasok bizonyitasa. A KP46 fluoreszcens
sajatsagat még senki nem hasznalta ki, illetve az irodalmi adatok alapjan a KP46-ot eddig
minden esetben szerves oldoszerben oldottak, mi viszont tiszta vizes oldatokat

tanulmanyoztunk.
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3. Célkitiizés

Munkank célja, hogy meghatarozzuk a rakellenes trisz(maltolato)Ga(Ill) és a trisz(8-
kinolinato)Ga(lll) (KP46) ecloszlasat olyan vizes oldatokban, amelyek human szérum
apotranszferrint, illetve albumint tartalmaznak. A kapott kotési allandok, azaz a képz6do
komplexek  stabilitasanak  ismeretében  pedig  szeretnénk  alatimasztani a
modellszamitasokkal kapott koncentracioeloszlasokat.

Ezért vizsgaljuk:

a) a maltol illetve a trisz(maltolato)Ga(Ill) komplex kolcsonhatasat human
szérum albuminnal spektrofluorimetridsan, ultrasziiréssel és ‘H NMR
mérésekkel;

b) az oxin (KP46 liganduma) és a KP46 kolcsonhatasat human szérum
albuminnal spektrofluorimetridsan és UV-lathat6 spektrofotometriasan;

c) a maltol, illetve a trisz(maltolato)Ga(Ill) komplex kolcsonhatasat human
szérum apotranszferrinnel spektrofluorimetriasan, spektrofotometridsan és *H
NMR méréssekkel;

d) az oxin és a KP46 kolcsonhatasat apotranszferrinnel spektrofluorimetria

segitségével.
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4. Kisérleti korillmények és vizsgalati modszerek
4.1 Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalataink soran felhasznalt maltol, 8-hidroxi-kinolin (oxin), GaCl;, HSA
(99%), apoTf (97%), KCIl, KHCO;3; ¢s a pufferként alkalmazott 4-(2-hidroxi-etil)-1-
piperazinetanszulfonsav (HEPES) a Sigma-Aldrich Kft. termékei voltak.

A ligandumokbodl tovabbi tisztitds nélkiil, beméréssel készitettiink ~2-5 mM-0s
eldsegitésére. A fehérjeoldatokat puffer-oldattal készitettiik, pontos koncentraciojukat
spektrofotometriasan hatdroztuk meg. A GaCl; torzsoldatot szilard GaCl; oldasaval
készitettiik, pontos fémtartalmat komplexometriasan mértiilk meg.

Az oldatkészitéshez ioncserélt vizet hasznaltunk.

4.2  Spektrofluorimetria

Napjaink egyik kozkedvelt vizsgalati modszere. Népszeriiségét elsdsorban
érzékenységének (UM koncentracidtartomany) és egyszeri hasznalatanak koszonheti.
Szamos alkalmazasi teriilete koziil a fehérjék, fehérjékkel kolcsonhatd vegyiiletek
vizsgalatara fleg a biokémikusok, molekularis fizikusok alkalmazzak. Hatranya azonban,
hogy a mért intenzitasvaltozasokbol a kotddés helyére csak kozvetve kovetkeztethetiink,
illetve egyes esetekben a fehérje kotdhelyei koziil nem mind érzékeny erre a modszerre.
Kotdhely marker anyagokkal torténd kompeticios vizsgéalatokkal szélesebb korti
alkalmazhatdsag (tobb kotohely vizsgalata) érhetd el, de csak az adott kotdhelyrdl valod
leszoritast jelzik, ami nem feltétleniil egyezik a fehérjérdl valo teljes leszoritassal.

A modszer elméleti hattere: bizonyos vegyliletek az UV-lathatd sugarzas
abszorpcidja kovetkeztében fotolumineszcenciat mutatnak, azaz fényt bocsatanak ki. Attol
fliggben, hogy a fény kisugarzasa a gerjesztés utan 10 masodpercnél révidebb vagy
hosszabb id6 alatt kovetkezik be, fluoreszcens illetve foszforeszcens fényrol beszéliink.?
A fény kibocsajtasaért felelés molekularészletet fluorofor csoportnak hivjuk.

Fehérjék esetében harom fluoreszcens aminosav van: aromas jellegiiknél fogva a

fenilalanin, tirozin (Tyr) és a triptofan (Trp).”®
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A HSA-ban egyetlen Trp talalhatdo a 214-es helyzetben. Amennyiben csak ezt az
aminosavat akarjuk gerjeszteni a fehérjében, ugy a besugarzo fény hullamhosszat Agx =
295 nm-nek valasztjuk. A Trp214 a I[IA domén ,,hidrofob zsebe” kozelében helyezkedik el.
Tehat, ha az l-es kotOhelyhez bekot egy vagy tobb vegyiilet (ligandum), akkor a
megvaltozo hidrofob-hidrofil viszonyok hatassal vannak a Trp emisszidjanak intenzitasara.
Az ilyen tipust vizsgalatok az un. ,kioltas” (kvencselés, angolul quenching) jelenségén
alapulnak: a HSA kezdeti emisszids intenzitisa valamely vegyiilet hozzaadasaval
folyamatosan csokken, a csokkenés mértékébdl pedig a fehérje-ligandum kolcsonhatasrol,
a kotés erdsségérdl nyerhetiink informaciot.

A Tf mindkét vaskoté helyén két Tyr van, melyek emisszids intenzitasat nagyban
befolyasoljdk a kotéhelyre bekotddd fémionok. A Tyr esetén a gerjesztd sugarzas
hulldimhossza 280 nm. Az emisszios intenzitds csOkkenésébdl kovetkeztethetiink a
kotddésre, tehat ez szintén kvencseléses vizsgalat.

Maga a KP46 is fluoreszcens,™ igy olyan tipust méréseket is végeztiink, ahol Aex =
367 nm-en a KP46 emisszios intenzitdsat mértiik. Az idedlis gerjesztési hullamhosszat
elézetes mérések alapjan hatdroztuk meg. Ebben az esetben az emisszids intenzitds
valtozasa a fehérje hozzdadasakor telitési gorbe jellegii volt.

A fluorimetrias méréseket igen hig oldatban végezziik (uM-os koncentraciok) a
jelentds Onabszorpcid elkeriilése miatt. Az alacsony koncentracié a disszociacionak
kedvez, igy fluorimetrids mérések alapjan elsdsorban az 1:1 aranyt komplexekre lehet

kotési allandokat meghatarozni.
4.2.1 A fluorimetrias mérések koriilmények

A mérések Hitachi F-4500 tipust spektrofluoriméterrel késziiltek, 240 nm/min
pasztazasi sebesség mellett. 1,00 cm Uthosszl kvarc kiivettat hasznadltunk. A mérések pH =
7,40 pufferelt kozegben torténtek. Pufferként 10 mM-os HEPES-t hasznaltunk, az
ionerdsséget KCl-dal 0,10 M-ra allitottuk be, az apoTf-t tartalmazé mintakba 25 mM-o0s
koncentracioban KHCOs—ot is tettiink. Egyedi mintakat készitettiink, 2,00 cm® térfogatban.
A mérések sordn minden esetben alkalmaztunk a hattérre (puffer) vonatkozé korrekciot. A
vizsgalt rendszertdl fiiggden, ahol szilikséges volt, korrigaltunk a mért intenzitdsokat a
minta onabszorpcidjaval is. Spektrofluorimetrias méréseknél ugyanis alland6 probléma a

komponensek fényelnyelése. Ezt a jelenséget 6nabszorpcionak nevezziik, amely két tipusra
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oszthato attol fiiggben, hogy a gerjesztd, vagy az emittalt fényt nyeli el az adott

komponens. Gyakran a vizsgalt anyag nemcsak a gerjesztd, hanem az emisszios

hullamhosszakon is elnyel.

Irodalmakbol

szamos korrekciés modszer ismert. A

leggyakrabban hasznalt korrekcidos egyenlet abbdl indul ki, hogy a gerjesztd fény

intenzitasa (Ip) és a detektalt fluoreszcens jel (1) kozott a kovetkezd osszefiiggés all fenn:

| = 1o x ® x 2,3 x A(EX)

tehat
leorr ! Tnere = 100G+ AEM) /2] 26
ahol
o - kvantumhasznositasi tényezo
lorr - korrigélt fluoreszcens intenzitas
lnert - mért fluoreszcens intenzitas
A(EX)- abszorpci6 a gerjeszté hullamhosszon
A(EM)- abszorpcid az emisszios hullamhosszon

Tobbféle fehérje és komplex koncentracio mellett végeztiink méréseket, az alabbi

koriilmények kozott:

2. Tablazat: A KP46 fluorimetrias mérési koriilményei

CkptM | CrnearltM | hex inm | Agim | RESSZClesse
Aex/Aem

HSA 0,5-25 1 367 450-650 10/10
1,5-30 50 367 450-650 10/10

16 1-95 367 450-650 10/10

apoTf 1,5-65 1 367 450-650 10/10
1,5-20 25 367 450-650 10/10

2,5-15 25 367 450-650 10/10

0,2-4 0,2 280 290-450 5/10

3. Tablazat: A trisz(maltolato)Ga(IIl) fluorimetrias mérési koriilményei

Ckomplex /UM Creherie/ UM | Aex /nm | Agm/nm Re;sziesseg
Ex/Aem
HSA 0,5-40 1 295 305-410 5/5
apoTf 1-80 2 280 290-450 5/5
0,2-4 0,2 280 290-450 5/10
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A méréseket szobahdmérsékleten végeztiik, altalaban 1 vagy 2 o6ra inkubécids idével,
néhany esetben pedig masnap megismételtiilk a mérést. A sziikséges inkubacios id6t egy-

egy minta idéfliggésének vizsgalataval allapitottuk meg (1d. pl. 5. dbra).

[
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5. abra A KP46-apoTf rendszer idéfliggésének vizsgalata spektrofotometridsan Agx = 367 nm
Aem =521 nm (Capon: 25 HM, Ckpae = 8 HM, pH =74,t=250 OC)

A kiértékelésre hasznalt PSEQUAD program27 tobb szempontbol is eldnyds
szamunkra: teljes spektrumok analizisére alkalmas, illetve tobb komponens emisszidjat
képes egyszerre kezelni.

A program a kovetkez6 adatok alapjan szdmol: az egyedi mintakndl nyert intenzitas
értekek; a mintaban taldlhatd komponensek koncentricidja; a rendszerben megtalalhatd
komponensek és asszociatumok megadasa (pl. HSA, komplex, HSA+komplex); az
emittalo vegyiiletek megjeldlése; a képzddd asszociatumok kozelitd stabilitasi allandoi. A
program az adatsorokbdl az aldbbi anyagmérlegek alkalmas matematikai mddszerrel vald
megoldasaval szadmitja a keresett kotési allandokat, azok szorasat és az emittald
komponensek ,egyedi spektrumat”. Ez utobbi lényegében az  abszorpcios

spektroszkopiabdl ismert molaris abszorbancia megfeleldje a fluorimetriaban.

p (komplex) + g (HSA) == (komplex),(HSA)q,
B oq = [(komplex),(HSA)q]/[komplex] [HSA]",

n
Cromplex = [Komplex] + " p;B*pq[komplex] P [HSA] %,

i=1
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n
Cusa =[HSAT+ ) d;B"pg [komplex] P [HSA]*
i=1l

ahol,
[*pq = latszolagos kotési allandé HSA-komplex adduktumra
Cx = x komponens analitikai (teljes) koncentracioja
[X] = x komponens egyensulyi koncentracidja
q, p = 1 (Fluorimetrias koriilmények kozott a nagy higitdsok miatt csak 1:1 aranyu
komplexek 1étrejottével szamolhatunk.)

komplex = a mi esetiinkben KP46

Spektrofluorimetridban a mért intenzitds a kovetkezd Osszefiiggésben 4ll a

crer

I, = ¢k'omp,ex x[kompleX] + @5, x [HSA] + ¢II-|SA—kompIex x [HSA - konplex]
ahol,
I; = fluoreszcencias emisszid intenzitasa az “i”’-edik hullamhosszon

i L. . ..,
@ x = “moldris intenzitas”

A kiilonbségtiiggvényeket az alabbi modon szamoltuk:

Al = Imert, oxintisa — Iisa — loxin , @hol | a megfelelé minta intenzitasa egy adott

hullamhosszon.
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4.3 Ultrasziirés

Az ultrasz{irés®® segitségével a fehérjéhez kotott és a nem-kotott frakeiot valasztjuk
el az egyensuly beallasat kovetden. Az Gsszeallitott mintat (HSA + trisz(maltolato)Ga(IlI))
megfeleld idejl és koriilményli inkubalas utan egy specialis szlirére viszik fel, mely csak
az adott méretnél kisebb molekuldkat engedi at (10 kDa). A megfelel6 ideig tartod, alkalmas
fordulatszamon végzett centrifugalast kovetden két frakcio keletkezik: a sz{ir6n fennmaradt
rész az un. HMM (,,high molecular mass” nagy molekulatomegii roviditésébdl), mig a
szirén atjutott rész az LMM (,,Jlow molecular mass” azaz kis molekulatomegii) frakci6. A
szirdn marad tehat a fehérje és a hozzd kotott ligandum, mig a nem-k&tddd anyagok
atjutnak. Mindkét frakcio Osszetétele vizsgalhato alkalmas analitikai modszerrel, pl. UV-

lathato spektrofotometria, ICP-AES, AAS stb.
4.3.1 Meérési koriilmények

A méréseket 0,50 cm® térfogatban, 25 °C-on végeztiik. A mintak 200 uM HSA-t
tartalmaztak, amelyhez 50-150 puM trisz(maltolato)Ga(IIl)-t adtunk. Vizsgaltuk még az
apoTf kolcsonhatasat maltollal, 1:1 arany( mintat hasznalva, melyben a koncentracié 50
uM volt. A sziiréshez Eppendorf MiniSpin plus centrifugat hasznaltunk, 12000 rpm
fordulaton, amig a mintak kb. 80 %-a atszlir6dott. A sziir6 Microcon YM-10, Amicon,
Millipore membranszlird volt. A leszlirt mintdkat UV-lathaté spektrofotometriaval

vizsgaltuk.
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4.4 Ultraibolya-lathato spektrofotometria

Ultraibolya-lathat6 spektrofotometridval azok az anyagok vizsgalhatdak, melyek az
adott hullamhossztartomanyban (~200-800 nm) fényt nyelnek el, azaz kromofor-
csoportokat tartalmaznak. Gerjesztés hatasdra az elektronok alacsonyabb energidji
elektronpalyakrol magasabb energiaji szintekre keriilnek (pl. koté palyardl lazitora,
nemkotore). Fémkomplexek esetében elnyelést okozhatnak a fémion d-d atmenetei, a
fémion és a ligandum kozotti toltésatmenetek (CT savok) illetve a ligandum molekulan
beliili elektronatmenetei. Ga(Ill) vizsgalatakor csak a ligandumsavok valtozasa figyelheto
meg, mert a Ga(lll) d-palyai telitettek, igy nincsenek d-d atmenetek és CT savok sem. A
ligandumsavok altaldban az UV-tartomanyban jelennek meg €és nagy molaris abszorbancia

jellemzi 6ket, viszont a komplexképzddésre kevéssé érzékenyek.
4.4.1 Mérési koriilmények

A spektrofotometrias méréseket szobahdmérsékleten, pH = 7,4 pufferelt (HEPES)
kozegben, KCI-dal beallitott 0,10 M-os ionerésség mellett végeztiik. Az oxint tartalmazo
mintak esetén a kis molaris abszorbancia miatt 2,00 cm uthosszu kiivettaban mértiink,
egyéb mintaknal 1,00 cm-es kiivettat hasznaltunk. Az apoTf-t tartalmazé mintakba
KHCOs-0t is tettiink 25 mM-os koncentracioban. A fehérje koncentracioja néhany 10 M
volt, amihez képest a komplexeket 4-5 ekvivalensig adagoltuk.

A spektrumok felvételéhez egy szamitogéppel vezérelt Hewlett Packard 8452A
tipusu diddasoros spektrofotométert hasznaltunk 190-820 nm tartomanyban.

A kiilonbségtiiggvényeket az alabbi modon szamoltuk:

AA = A, oxintiisa — Ansa — Aoxin , ahol A a megfeleld minta abszorbanciaja egy

adott hulldimhosszon.
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4.5 Magneses magrezonancia spektroszkopia

Az NMR spektroszképia a magneses atommagok (I#0) és a kiils6 magneses tér
kolesonhatdsanak vizsgélatan alapul. A magok magneses momentuma a kiilsé magneses
tér hatasara a térrel parhuzamosan all be és a mag ekoriil, a magneses momentuma pedig a
magneses tér koriil forog. Ezen tér hatasara a mag energiaja 21+1 nivora hasad {61 (ahol | a
mag spinkvantumszam), amelyek kozotti energiakiilonbség aranyosan nd a kiils6 magneses
térrel. Ha az elektromégneses sugarzas magneses tere ugyanakkora korfrekvenciaval forog
korbe a kiilsé tér koriil, mint a mag magneses momentuma, 1étrejon az NMR atmenet. A
magok magneses momentuma a lokélis magneses térrel 1€p kdlcsonhatasba, amit nagyban
befolyéasol a mag koriili elektroneloszléas. Ezt az tin. arnyékolasi tényezdvel jellemezhet;iik,
amely kiillonb6z6 mindségi és kémiai kdrnyezetben levé magok esetén eltérd, vagyis azok
rezonanciafrekvencidja is kiillonb6z6. Egy adott mag sajat rezonanciafrekvencija és egy
referenciaként valasztott anyag (pl. TMS (tetrametil-szilan) vagy DSS (4,4-dimetil-4-
szilapentan-1-szulfonsav)) rezonanciafrekvenciajanak kiilonbségét kémiai eltolodasnak (5)
nevezzik. A kémiai eltolodas a kémiai szerkezetrdl ad informacidt. A szomszédos magok
spinjei is hatnak egymasra, 2I+1 jelre hasitjak fel az eredetileg vart csucsokat, igy a jel
nem szingulett hanem multiplett (dublett, triplett) lesz. A jelek intenzitasa azonos az azokat
okozd magok szamaval, igy meghatarozhatdo a kiilonb6z6 kémiai kornyezetben levd
protonok szdma.

A 'H NMR vizsgalatokat egy Brucker Ultrashield 500 Plus tipusii késziiléken
végeztiik, referenciaként a DSS jelét alkalmaztuk, a spektrumokat a MestReNova?® nevii

programmal értékeltiik ki.

A mintdk 1 mM trisz(maltolato)Ga(Ill)-t és 0,5 mM HSA-t illetve apoTf-t
tartalmaztak, pufferként 20 mM-os HEPES-t hasznaltunk, amely 10 % D,O-t tartalmazott.
Az ionerésséget KCl-dal 0,10 M-ra allitottuk.
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5. Eredmények

5.1 A komplexek kolcsonhatasa HSA-nal

A maltol fiziologias pH-n 92%-ban HL forméajaban van jelen (pK = 8,45), lipofilitasa
lgD74 = 0,10.%° Ultrasziirés-UV vizsgalatok alapjan mar megallapitottik, hogy a maltol
gyengén kotddik a HSA ll-es kotéhelyén, 1gK’ = 3,47.3' Kvencseléses (kioltasi)
vizsgalatok (Aex = 295 nm) alapjan a maltol az I-es kotGhelyen valdsziniileg nem
kotédik.*" A felvett spektrumok alapjan a maltol kvencselése elhanyagolhatd és ugyanez

mondhato el a trisz(maltolato)Ga(IIl) komplexrdl is. (Id. 6. abra)
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> . n® .
< AL R )
7]
8 400 - )
N
c
3
£

300 ‘

0 50 100

Cmaitol / Chsa
6. abra: A trisz(maltolato)Ga(III)-HSA (piros jelol6) és a maltol-HSA (kék jel516) emisszios
intenzitasai kiilonb6z6 ligandum-fehérje arany mellett, Aex = 295 nm Agy = 337 nm, (Cysa= 1 uM;
Crmattol = 1-36 UM Compiex = 0,5-40 uM; pH = 7,4; t=25,0 °C, 1 = 0,10 M (KCI))

A komplex és a komplex*HSA 'H NMR spektruméan a szabad maltol jele
valamelyest eltolodott a fehérjét tartalmazo mintaban a maltol kotddése miatt (1d. 7. abra/a
és d). A komplex jele viszont nem valtozott, ami arra utal, hogy a komplex nem kotédik

jelentdsen a fehérjéhez.
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7. abra: 'H-NMR spektrumok a trisz(maltolato)Ga(IIl) komplexre (a) és a
trisz(maltolato)Ga(III)-Tf HCO; jelenléte nélkiil (b) HCOs jelenlétében (c) ill.
trisz(maltolato)Ga(III)-HSA (d) rendszerekre, A : komplexben kétott-, ®: szabad ligandum;
Ckomplex = 1,00 MM, Capors = Chsa = 0,50 mM, 10 % D,0

Az ultrasziiréses vizsgalatok alapjan szintén arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
nem mérhetd jelent6s kotddés a trisz(maltolato)Ga(IIT) komplex és a HSA kozott; a fehérje
jelenlétében 1s gyakorlatilag ugyanannyi komplex ment at a szlirdn, mint nélkiile. A két
UV spektrum kozotti kis kiilonbség oka, feltehetben a szabad ligandum gyenge

megkotddése a fehérjéhez, ami az egyensuly eltolodasdhoz vezet (1d. 8. abra).

21



Abszorbancia

0,0 \ \ ‘
230 280 330 380
Al nm
8. abra: Ultrasziirt mintak UV-lathat6 spektrumai (4-szeres higitas utan) piros
jelold: csak trisz(maltolato)Ga(IIl) komplexet tartalmazo, kék jel616:

komplex-+fehérje tartalmti mintak(Az eredeti mintakban: Cyomplex = 150 UM; Cpysa =

200 uM; pH = 7,4; 1= 1 cm; t = 25,0 °C, 1= 0,10 M (KCI))

A 8-hidroxi-kinolin (oxin) fiziologias pH-n szinte 100%-ban HL-formaban van jelen
(pK1=4,99; pK,=9,51), lipofilitasa lgD7,4:1,87.13 A rossz oldhatosdg miatt nem
alkalmazhat6 ultrasziirés, igy a HSA-nal valo kdlcsonhatasat fluorimetrias és fotometrias

modszerrel vizsgaltuk.(ld. 9. és 10. abra)
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9. abra: Oxin-HSA rendszer UV-lathato kiilonbségspektrumai
(Coxin = 20-160 uM; Cpsa = 20 uM; pH =7,4; 1 =2 cm; t = 25,0 °C)
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Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy nem additiv sem a fluorimetrias sem a
fotometrias spektruma a fehérjének és a komplexnek, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy
valamilyen koélcsonhatas biztosan fellép a fehérje és a ligandum ko6z6tt, ez azonban alig

kimérhet6, allando szamitasara nem volt alkalmas.
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10. abra: A HSA-oxin rendszer fluorimetrias emisszios intenzitasai kiilonb6z6 HSA-oxin arany
esetén Aex = 350 nm, Agym = 540 nm, piros jel616: HSA kalibralosor; kék jel6l6: oxin+HSA
(Coxin= 20 uM; cysa = 5-80 uM; pH = 7,4; t =25,0°C)

295 nm-es gerjesztés esetén a HSA intenzitdsa nem valtozott az oxin hozziadasara,
tehat ha van kot6dés, akkor nem a fehérje I-es kotdhelyén. A 11. kotéhelyen valo kotddést
egylittmiikodés segitségével szeretnénk molekulamechanikai (dokkold) szamitdsokkal is

megerdsiteni.

A KP46 komplex és a HSA kolcsonhatasat fluorimetriasan vizsgaltuk a komplex
gerjesztési maximuman. Itt a fehérje is gyengén emittal, amit figyelembe kell venni. A
KP46 komplexhez adtunk egyre tobb fehérjét a mérés soran. A KP46 sajat emisszidjat
latjuk a kiindulasi pontban, ami a HSA hozzaad4sara megnd. Mivel nem a HSA kiilon
intenzitas, ez egyértelmiien a komplex és a fehérje kolcsonhatasara utal (Id. 11. abra).
Megfigyelhetd az is, hogy az emisszids maximum is jelentds mértékben eltolodik. A

képz6dé HSA-KP46 adduktum a méréseink alapjan igen jelentés mértékben emittal.
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11. abra: A KP46-HSA rendszer fluorimetrias spektrumai Agx = 367 nm (2), Agm = 532 nm-en
abrazolt pontok, piros jelold: HSA kalibralas, kék ill. zold jelols: KP46+HSA két kiilon mérés
alapjan(b) (Ckpas = 16 uM; Cysa = 3-95 uM; pH =7,4; t=25,0 °C)

crer

véve a PSEQUAD programmal kétési allandot is tudtunk szamolni @ HSA-KP46 komplex
képzddésére vonatkozoan. A KP46-HSA kolcsonhatasra IgK = 4,04 £ 0,08 latszolagos

képzddési allandot hatdroztunk meg.
5.2 A komplexek kolcsonhatasa apoTf-nel

Fluorimetrias méréssel 280 nm-es gerjesztésnél meggydzddtiink rola, hogy a maltol
¢s az apoTf kozott nem tapasztalhatd kolesonhatas, kioltas (kvencselés) nem torténik. A

maltol esetén ultrasziirés-UV mérések is egyértelmiien mutattdk, hogy a maltol nem
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kotddik ehhez a fehérjéhez. Az apoTf esetén elsOsorban a vaskotéhelyen a Ga(Ill)-ion
megkotodésével kell szamolni.
Fotometrias méréseink alapjan  viszont egyértelmiien latszik, hogy a

trisz(maltolato)Ga(IIl) kolcsonhatasba Iép az apoTf-nel, a komplex és a fehérje spektruma nem
additiv (Id. 12. abra).
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12. abra: Az apoTf és a trisz(maltolato)Ga(IIT) fotometrias kiillonbségspektrumai
(Caport = 37 UM; Cromplex = 16-160 uM; pH =7,4; 1=1 cm; t = 25,0 °C)

A H NMR spektrumokon (Id. 7.abra/b és c) jol latszik, hogy apoTf jelenlétében
megnd a szabad maltolhoz tartozd jelek intenzitasa, azonban nem integralhatok Ki
pontosan, mert a Tf-nek is vannak ott jelei, ami er6sen megemeli az alapvonalat. Hidrogén-
karbonatot is tartalmazo minta esetén a szabad maltol jeleinek intenzitidsa még nagyobb
mértékben nd, tehat a szinergista karbonat nagymértékben segiti a Ga(Ill) kotddéseét.
Feltételezésiink alapjan a trisz(maltolato)Ga(Ill) esetén asszociativ mechanizmussal kot6édik a
Ga(lll) az apoTf-hez, ami a komplex szétesés¢hez vezet, ezért né meg a szabad maltol mennyisége.

Fluorimetrias vizsgalatok soran, amikor a 280 nm-es hullamhosszal gerjesztjiik a
mintat, egyértelmii kvencselés tapasztalhaté, ami szintén alatamasztja a kdolcsonhatas

tényét (Id. 13. abra).
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13. abra: Az apoTf és a trisz(maltolato)Ga(IIT) fluorimetrias spektrumai Agx = 280 nm
(Capott = 0,2 UM ;Crompiex = 0,2-4 uM; pH = 7,4; t = 25,0 °C)

Ha &sszehasonlitjuk a trisz(maltolato)Ga(IIl) illetve a GaCls kvencselését, akkor

megallapithatjuk, hogy a trisz(maltolato)Ga(IIl) esetében a kvencselés sokkal erésebb,

aminek valdsziniileg kinetikai okai vannak. Termodinamikai adatok alapjan (Id. Ga(lll)-

apoTfkotési allandoit a 2.2 Fejezetben) a gallat kotédésének meg kellene térténnie mar 1-2

fémionekvivalens hozzaadasakor, mi azonban azt tapasztaltuk, hogy még tobb 10

ekvivalensnél sem lathatd szamottev6 kotddés 4 ora inkubalasi iddt alkalmazva.
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14. abra: Az apoTf fluoreszcens intenzitasanak szazalékos valtozasa trisz(maltolato)Ga(III)

(piros jelold), KP46 (kék jelold) ill. GaCls (zold jelold) hozzaadasanak hatasara az apoTf sajat

intenzitasara (lo) vonatkoztatva, Agx = 280, Nnm Agym = 340 NM (Capors = 0,2 UM Complex = 0,2-4

HM; illetve Caporr= 2 UM; Cosct, = 20-100 pM; pH = 7,4; t = 25,0 °C)
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A termodinamikai alapon vart koncentracideloszlas a 15. 4abran lathato a
trisz(maltolato)Ga(Ill)-apoTf rendszerre vonatkozoan. A szamitasoknal a Tf szérumbeli
pedig az alapjan valasztottuk, hogy a vérben eddig mért legmagasabb koncentracidja 160
uM volt.* Az eloszlas alapjan megallapithato, hogy ~40 pM-os komplexkoncentracioig a
Ga(III) szamottevo része az apoTf-hez kotddik, és még 160 uM-os koncentracional is csak

alig tobb mint a fele marad a maltolhoz kotve.
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15. abra: A trisz(maltolato)Ga(lll) komplex koncentracideloszlasi gorbéi fiziologias pH-n 37

pM-os apoTf és valtozo analitikai komplex-koncentraciok mellett

A KP46 komplex stabilitisa sokkal nagyobb, mint a trisz(maltolato)Ga(IIl)
komplexé, 13 ezért mar a termodinamikai adatok alapjan vart speciacio is jelentdsen eltér,
illetve a rosszabb oldhatdsag miatt csak kisebb koncentracio tartomanyban vizsgalhato (Id.
16. abra). A termodinamikai adatok szerint alig van olyan apoTf, amely két galliumot is
kotne, szemben a trisz(maltolato)Ga(IIl) esetén, ahol egyes koncentracioknal gyakorlatilag
ez a dominans részecske. Illetve a vérben eddig mért legmagasabb KP46 koncentracional
(20 uM)® is csak a gallium mintegy harmada kotédik az apoTf-hez, aminek
valésziniisithetd oka a KP46 nagy stabilitasa.™

A Tyr kvencselés alapjan a KP46 kisebb mértékli kdlcsonhatast mutat az apoTf-nel a
maltolato-komplexhez és a Ga(Ill)-hoz (azaz ezen a pH-n a gallathoz) képest (1d. 14. abra),
melynek oka szintén a komplexstabilitasok kiilonbségében keresendd. A feltételezett
mechanizmus szerint a Ga(Ill) kotddik a Tf-hez, tehat az eredeti komplexnek
disszocialédnia  kell, ami  konnyebben  végbemegy a  kisebb  stabilitasu

trisz(maltolato)Ga(III) esetén.
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16. abra: A KP46 komplex koncentracideloszlasi gorbéi fiziologias pH-n 37

1M-os apoTf és valtozo analitikai komplex-koncentraciok mellett

A KP46 komplex gerjesztési maximalis hullamhosszan (367 nm) mérve
intenzitascsokkenést tapasztalhatunk apoTT jelenlétében, a KP46 kalibralasa alatti pontokat
kapunk (ld. 17. abra). Az oxin viszont nem mutat jelent6s kélesonhatast az apoTf-nel 280

nm-es gerjesztést alkalmazva, ahogyan azt mar korabban is leirtuk.
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17. abra: Az apoTf-KP46 rendszer fluorimetrias emisszids intenzitasai: KP46
kalibralas (négyzet), apoTf+KP46 (haromszog) Aex = 367 nm, Agy = 532 nm
(Capott = 25 UM; Crpas = 2,5-17 puM; pH = 7,4; t = 25,0 °C)

Amennyiben az apoTf megkoti a Ga(lll)-iont a KP46 komplexbdl, a nem-kotott
ligandumnak az emisszidja elhanyagolhatd ilyen mérési koriilmények kozott. A mért

intenzitasbol igy kozvetleniil kiszamithaté a véltozatlan formdban megmaradt KP46
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komplex koncentracioja (feltételezve, hogy az apoTf-hez maga a fémion kotodik és nem a
tudunk a fehérjéhez kotott gallium mennyiségére. A szdmolas eredményét mutatja a 18.
abra. Ugyanakkor a KP46 komplex stabilitasi allandéinak™® és a Ga(Ill)-fehérje kotési
alland6inak® ismeretében a vizsgalati koriilményeink mellett is kiszamithaté a fehérjéhez
kotott Ga(IlI) mennyisége. Ha Osszehasonlitjuk a modellszamolassal kapott kotott Ga(Ill)
koncentraciokat a fluorimetrids eredményeinkkel, akkor nagyon jo egyezést kapunk (Id.
18. abra). Mindez jol bizonyitja, hogy a fluorimetrids mérést is jol tudjuk hasznalni

modellszamolassal kapott speciaciok igazolasara fluoreszcens komplexek esetén.
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18. abra: Az apoTf-hez kotott Ga(Ill)-ionok koncentracidja valtozé KP46
koncentraciok mellett a KP46-apoTf rendszerben a fluorimetrids mérésekbol szamolt
adatok (Id. 16. abra) alapjan (0) és a stabilitasi allandok segitségével szamolva

(folyamatos vonal) (Capotr = 25 uM; Ckpas = 2,5-17 uM; pH =7,4; t=25,0 °C)

A korabbiakban mar meghataroztuk a KP46-apoTf rendszerben a Ga(lll) eloszlasat,
amit fluorimetrias eredményekkel ald is tamasztottunk (Id. 16-18. abrak), tovabba
kiszamitottunk a HSA-KP46 kotési allandojat (Id. 4.1. Fejezet). Ezen ismeretek alapjan
szamoltunk egy koncentracioeloszlast arra az esetre is, amikor az apoTf és a HSA egyarant
jelen van a rendszerben a KP46 komplex mellett, a szérumbeli koncentracidjuknak

megfeleléen (1d. 19. 4bra).
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19. abra: A KP46 komplex koncentracideloszlasi gorbéi fiziologias pH-n 37 uM-0s apoTf,

630 uM-os HSA és valtozo analitikai komplex-koncentraciok mellett

A modellszdmitas alapjan bar a HSA-KP46 kolcsonhatasara kapott kotési allando
nem tal nagy (IgK” = 4,04), a HSA nagy szérumkoncentracioja miatt ez a fehérje jelent6s
mértékben megkotheti a KP46-ot, feltehetdleg a hidrofob zsebében, masodlagos
kolesonhatasokkal. A HSA-hoz kotott komplex reverzibilisen kotddik, vagyis a fehérje
csak ideiglenesen tarolja. Tehat ez a kozepes erdsségli kotddés a hatdsmechanizmust
valdsziniileg nem befolyéasolja, a HSA tulajdonképpen meghosszabbitja a komplex vérben
valo tartozkodasi idejét. Ilyen viselkedést tapasztaltak pl. bizonyos Ru(lll) komplexek
eseteben is (KP1019/1339), ahol a HSA szerepe szintén az ideiglenes megkdtés/tarolas
(reservoir) volt.*? Ugyanakkor az is ismert, hogy a tumoros sejtek fokozott mértékben
képesek az albumint felvenni ¢és hosszabb ideig a sejtben tartani, ami HSA
akkumulacidhoz vezet; ezt a stratégiat szamos HSA-hoz kotott gyogyszermolekula
fejlesztése is kih'clsznéllja,33 igy akar az is elképzelhetd, hogy a KP46 egy része a HSA-hoz
kotve kertil be a sejtbe.

A trisz(maltolato)Ga(IIl) esetében viszont nem jelentds a HSA szerepe, mert az apoTf
nagymértékben megkoti a Ga(lll)-ot.

A méréseink is ramutattak arra, hogy a két vizsgalt Ga(lll)-komplex viselkedése
nagymértékben eltér, ez egyrészt az eltérd stabilitasukbol adodik, ami a Tf-nel valod
kompeticiét befolyasolja, masrészt pedig a HSA-hoz valé kotddésiikben tapasztalt

eltérésnek kdszonheto.
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6. Osszefoglalas

A Klinikai kiprobalas alatt allo antitumor hatasa trisz(maltolato)Ga(Ill) és a KP46
komplexek  kolcsOnhatasat — vizsgaltuk  apoTf-nel és  HSA-nal  elsésorban
spektrofluorimetridsan. A vizsgalataink f6 célja a kolcsonhatasok jellemzése, aminek
segitségével megjosolhatjuk a Ga(Ill)-ion vérszérumbeli eloszlasat, ami igen fontos
farmakokinetikai jellemz6. Kiilonbozé technikdk kombinéldsaval bizonyitottuk, hogy a
trisz(maltolato)Ga(Ill) komplex nem, a KP46 viszont jelentds mértékben képes kotddni a
HSA-hoz fiziologias koncentraciéviszonyok kozott. A Ga(lll) apoTf-hez valdo kotodését
elsdsorban a fémkotd helyen 1évd Tyr fluoreszcens intenzitdsdnak csdkkenésén keresztiil
mértiikk. Masrészt a KP46 fluoreszcens sajatsagat kihasznalva kvantitativen mérni is tudtuk
a ligandum/Tf cserét a Ga(Ill) koordinacios szférajaban. A kapott eredmények alapjan a
legfontosabb kovetkeztetéseink az alabbiak:

A trisz(maltolato)Ga(Ill) komplex esetén a Ga(Ill) legnagyobb része apoTf-hez
kotodik, szabad maltol képzddése mellett, a fémion koordinacids szférajaban egyszeri
ligandumcsere torténik. A méréseink alapjan HSA-nal nem tapasztaltunk jelentds
kolcsonhatast sem a ligandum, sem a komplex esetén, tehat feltételezhetd, hogy a
vérszérumban is csak az apoTf befolyasolja a Ga(Ill) eloszlasat. A modellszamolasaink is
alatamasztjak, amit az irodalomban is leirtak mar, hogy a maltol mivel gyengébben kéti a
fémiont, nem képes megtartani azt az apoTf-nel szemben, igy a Ga(Ill) a Tf-hez kotodik és
igy szallitodik a vérben. Ez lehetdséget ad arra, hogy a fémion a Tf-receptorok segitségével
keriiljon be a sejtbe. Ezzel szemben a KP46 nagyobb stabilitasa miatt kisebb részben
kotodhet a Ga(lll) az apoTf-hez, masrészt igen jelentds a kotédése a HSA-hoz is. A HSA-
hoz feltehetéen maga a komplex ko6t, masodlagos kolcsonhatasokon keresztiil,
reverzibilisen. Ezek alapjan a HSA egyrészt tarold szerepet tolthet be, megnovelve a
szervezetben eltdltott idétartamot, masrészt a komplex sejtbe keriilését is segitheti. Ilyen

modon a KP46 a Tf-receptorok kozvetitésével és anélkiil is képes lehet a sejtbe kertlni.
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