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Roviditések

ATP adenozin-trifoszfat

Cp* pentametil-ciklopentadienil anion

Cym p-cimol / p-izopropil-toluol

DNS dezoxiribonukleinsav

8HQ 8-hidroxi-kinolin

HQClI-pip 5-klor-7-(piperidin-1-ilmetil)-kinolin-8-ol
HQCI-pyr 5-klor-7-(pirrolidin-1-ilmetil)-kinolin-8-ol
HSA human szérum albumin

MDR multidrog rezisztencia

P-gp P-glikoprotein



1. Tartalmi 6sszefoglalo

A kemoterapias kezelések soran fellépd mellékhatasok é€s rezisztencia még mindig komoly
problémat jelentenek. Ebbdl kifolydlag a gyogyszerfejlesztés soran nagy hangsulyt fektetnek
olyan vegyiiletek fejlesztésére, amelyek szelektivebbek, rezisztens sejteken is hatasosak és

jobb farmakokinetikai tulajdonsagokkal birnak a fent emlitett két probléma kikiiszobolésére.

A diakkori munkam soran vizsgalt két 8-hidroxi-kinolin Mannich-bazis szarmazék és ezek
félszendvics ruténium- ¢és rodiumkomplexei hatékonynak bizonyultak human rakos
sejtvonalakon. Ezenfeliil jelentds citotoxicitast mutattak multidrog rezisztens (MDR)
sejtvonalon is. A vegyliletek farmakokinetikai tulajdonsagainak feltérképezése érdekében
elengedhetetlen azok  oldatkémiai jellemzése, tovabba  szallitofehérjékkel valo
kolcsonhatasuknak vizsgalata is ezt a célt szolgalja. Mind a ligandumokat, mind a félszendvics
komplexeket jellemeztem oldatkémiai szempontbol.  Proton disszociacios allandokat
hataroztam meg a ligandum ¢és a komplexek deprotonalddasi folyamataira, tovabba vizsgaltam
a komplexek stabilitasat és klorid/viz cserefolyamatat. Ehhez UV-lathatd spektrofotometrias
és M NMR spektroszkopias technikakat alkalmaztam. A lipofilitdss vizsgalatdhoz
hagyomanyos n-oktanol/viz megoszlasos modszert hasznaltam. A komplexek human szérum

albuminhoz (HSA) valo kotodését spektrofluorimetrias modszerrel jellemeztem.

A proton disszociacids allandok alapjan a ligandumok semleges, illetve részben pozitivan
toltott formaban vannak jelen fiziologids pH-n. A félszendvics kationokkal kivétel nélkiil nagy
stabilitast komplexeket képeznek. Mig a ligandumok erdsen lipofil tulajdonsdguak, addig a
komplexek mar nagyobb vizoldhatésaggal jellemezhetéek, amelyet befolyasol a kozeg
kloridion koncentracioja. Spektrofluorimetrids mérések alapjan a komplexek nagy affinitast

mutattak a HSA mindkét kotdzsebe irant.

Kulcsszavak: 8-hidroxi-kinolin, félszendvics, oldatspecidcio, albumin, MDR



2. Bevezetés

Az emberi szervezet egy rendkiviil Osszetett halmaz, melyet szervek és azok rendszerei
alkotnak. Ezek szorosan egyiittmiikodve biztositjdk a belsé kornyezetet allanddsagat, a
homeosztazist. Ez az egyensulyi dallapot kvantitativ paraméterekkel jellemezhets. A
tartomanyon beliili értékek egészséget jelentenek, a fizioldgids mennyiségektdl vald eltérés

patologias viszonyokra utal. Ezeket a valtozokat folyamatos monitorozassal lehet kdvetni.

Ahogy az atlagosan varhat6 élettartam is mutatja Magyarorszagon, egy Ujsziilottnek
magasabb életkor elérést josolnak, mint az elmult idészakban [1]. Ez ugyanakkor hosszabb
id6tartamot jelent, ami alatt expozicionak van kitéve az emberi test. Napjainkban a tdrsadalmat

tizedel6 betegségek jelentés hanyadat a daganatos elvaltozasok jelentik [2].

A betegség manifesztalodasa a szervezet épitdegységei, a sejtek 180"-os fordulataval irhat6
le. A rakos sejtek folyamatosan osztodnak, a tapanyagraktarakat felorlik, gatoljak a rendszer
egészséges részének mikodését. Az emberi test ugyan rendelkezik kiilonféle védelmi
vonalakkal (cellularis, humoralis immunitas), azonban a rakos sejtek az apoptotikus

utvonalukat kiiktatjak, igy a szervezet nem képes megbirkdzni az elvaltozott sejtekkel [3].

A tudomanyos k6zosség szamos modon probal fellépni a rakos sejtek képezte tumorokkal
szemben. Az alapvetd sebészi technikaktol kezdve, a hd — €s sugarterapian at, a molekularis

szinten vald kezelést is szdmban tartva alkalmaz kémiai vegyiileteket.

Koztudatba keriilésekor igéretesnek bizonyult a kemoterapia. A kezdeti sikereket hanyatlas

kovette, aminek legfontosabb okai az alabbiak voltak:

» Rezisztencia: akarcsak a baktériumok antibiotikumra mutatott
ellendlloképessége, Uigy a rakos sejtek is képesek igy reagalni az Oket ért

ingerekre, ezzel tovabbi komplikaciokat okozva [4].

» Mellékhatasok: a kemoterapia f0 problémajat a kezelés soran felmeriil6 sulyos

mellékhatasok jelentik, amelyeket a szelektivitas hianya okoz [4].

A kutatasok célja az ujabb rakellenes és jobb farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkez6
vegyliletek fejlesztése. Kemoterapias szerek korében a fémkomplexek, azon beliil is a Pt-
tartalma komplexek hatasosnak bizonyultak. Azonban a fent emlitett komoly hatranyok itt is
jelen vannak. A platinafémek csoportja, mint példaul a ruténium- vagy rodiumkomplexek

alternativat jelenthetnek ebbdl a szempontbdl.



3. Irodalmi attekinto

3.1 Kemoterapia

A daganatellenes eljarasok rovidtava célja a tumorkezelés, a hosszabbtava pedig az azt
kialakito tényezok feltarasa és elfojtasa. A lokalis kezelési modok a jol koriil hatdrolhatd

gocok esetén vehetok szamitdsba, minden mas esetben a kemoterapia a javasolt.

A kemoterapia soran olyan vegyiileteket juttatnak a paciens szervezetébe, amelyek gatolni
képesek a sejtburjanzast. Ma mar széles spektrumon mozognak azok a vegyiiletek, amelyekkel
képes az orvoslas befolyast szerezni a korlatlan osztédas felett. Ezen vegyiiletek

mechanizmusuk szerint — tobbek kozott — az alabbi csoportokba oszthatok [5]:

» Alkilaloszerek: Jelenlétiikben szubsztitualt guaninok keletkeznek, melyek helytelen
bazisparosodast okoznak. Emellett az interkaldlodni képes vegyliletek is ebbe a

csoportba tartoznak (Pl.: nitrogénmustarok, hidrazinok, platina-tartalmu agensek)
[5].

» Antimetabolitok: Purin és pirimidin analogok. A DNS szintézisét gatoljak, nagyfoka

hasonlosdgot mutatva a szintézisben kulcsszerepet jatszé6 molekuldkkal.

» Mitotikus orso gatlok: Feliilirjak az orsét alakitdé mikrotubulusokat, igy nem megy

végbe a mitozis metafizisa. fgy indukalnak sejthalalt a taxanok és a vinca alkaloidok
[6].

» Topoizomeraz inhibitorok: Olyan anyagok (pl.: doxorubicin), amelyek gatoljak a

topoizomerazok miikddését, ezzel akadalyozva a DNS replikaciot [7].

A szadmos alcsoportnak és a vegyliletek erds citotoxikus hatasdnak koszonhetden a
kemoterapia még mindig egy elterjedt és hatdsos mddszer a rdkkezelésben. Mindazonaltal, a
kezelés soran sulyos mellékhatasok léphetnek fel. A nem elfajzott, egészséges sejtek az
ingerek hatasara roncsolodhatnak [3,4]. A megfelel6 szelektivitas hianya mellett a rezisztencia

kialakulasa is problémat jelent [4,5].

3.2 Multidrog rezisztencia

A multidrog rezisztencia (MDR) fogalma gyakori a rakkutatasban. Kialakulasa soran a rakos
sejt szerkezetileg — akar nagymértékben is — eltéré vegyiiletek ellen alakit ki rezisztenciat
védekez0 mechanizmusként [5]. Kialakulasa tobbek kozott az Gtn. ABC (ATP-binding

cassette) transzport fehérjék talzott expresszalodasanak eredménye. Ezen fehérjék —
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miikodésiik soran — képesek a sejtbe jutott gyogyszermolekulakat a sejten kiviili térbe juttatni,
igy hatastalanitani 6ket. Az egyik ilyen, jol ismert és széleskorlien vizsgélt fehérje a P-
glikoprotein (P-gp), melynek inhibicidja egy hatasos modszer lehet multidrog rezisztens sejtek
ellen [8]. A rezisztencia felderitése soran tesztelt ’MDR inhibitorok’ harom csoportba
sorolhatok [9]:

» Az elsé generdcios blokkolok hatasosnak bizonyultak mesterséges koriilmények
kozott, de adott vérszérumi koncentracidban kardiovaszkulédris problémakhoz
vezettek az immunrendszer gyengitése mellett. (pl.: cyclosporin-A)

» A masodik generdcios inhibitorok esetében az elérend6 cél a védelem hatasfokanak
novelése €s a toxicitas csokkentése volt. In vitro az elébbi sikeriilt, mig az
allatmodelleken valo kisérlet az utobbit cafolta. (pl.: valspodar)

» A harmadik generdcios blokkolok a P-gp-hez kapcsolodd receptorokon keresztiil
fejtették ki a hatasukat. (pl.: zosuquidar)

Azonban a szamitasba vett gyogyszerjeloltek nagy része — ha el is jutott klinikai fazisba —
sikertelennek bizonyult a fejlesztés soran. Ebbdl kifolyolag 0j és hatékony P-gp inhibitorok
fejlesztése a tovabbiakban is indokolt. Mindazonaltal, a P-gp inhibicidja nem sziikséges
feltétele az MDR szelektivitas eléréséhez. Szamos olyan vegyiiletet talaltak melyek nem a P-
gp gatlasan keresztiil fejtik ki hatdsukat a rezisztens sejtekkel szemben. Szakacs Gergely €s
munkatarsai ramutattak arra, hogy az ilyen vegyiiletekben gyakran vannak kelatképzd

csoportok, pl. ilyenek egyes tioszemikarbazonok vagy 8-hidroxi-kinolinok [10,11].

3.3 8-hidroxi-kinolinok

A 8-hidroxi-kinolin (8HQ) (1. dbra) alapvaz egy nitrogéntartalmu

OH
heterociklus, amelyben egy fenol és egy piridin molekula kondenzaltan 1 .
N
kapcsolodik 6ssze. Mind a 8HQ alapvaz és a beldle — kiilonbozé 2 S 7
szintetikus utakon — eléallithatd szarmazékok széles korben vizsgaltak - .
4 5

kedvezd ¢és szignifikdns bioaktivitasuk miatt. Kezdetben a SHQ-t
gombaellenes-  ¢és  tartositoszerként  hasznaltak, késébbiekben
1. dbra. A 8-
antibakterialis és rakellenes hatasa keltette fel a figyelmet [12]. A hidroxi-kinolin
beldle szarmaztatott analdgoknak szélesspektrumti bioaktivitasuk van: a rakellenes és
antibakterialis hatasuk mellett talalunk antivirdlis és gombaellenes tulajdonsagu
szarmazékokat is [13,14]. Azonban, a rossz vizoldhatésag — amely a legtobb vegyliletére

jellemzd — korlatozza gyogyszerként vald felhasznalasukat. Kutatocsoportunkban, korabban



vizsgaltak olyan szarmazékokat is, amelyek kivald vizoldhatosaggal rendelkeztek [15]. Ezt a
7-es pozicioban 1évo, ikerionos szerkezeti CHa-N(prolin) egység beépitésével érték el.
N csoportnak kdszonhetd. Mind az aromas gylrii, mind a metilén-amin csoport szubsztitucioja
megvalosithatd, igy nagyon sokféle szarmazék eldallitisa lehetséges. Szamos eredmény
sziiletett, amelyek kiilonféle 8HQ analogokhoz vezetnek (1. tablazat).
1. tablazat — 8HQ szarmazékok citotoxicitasa [16] érzékeny MES-SA (humdn méh szarkoma)
¢s az MDR MES-SA4/Dx5 sejtvonalakon mérve. Az ICso azt a koncentraciot jeloli, aminél a

sejtek 50%-a elpusztul az alkalmazott inkubdcios idé alatt. A szelektivitasi arany az érzékeny
és az MDR sejteken kapott ICso értékek hanyadosa.

Szerkezeti képlet I1Cs0 / UM 1Cs0 / UM Szelektivitasi arany

MES-SA MES-SA/Dx5

OH
N‘\ N 7,35+1,28 1,64 +0,24 4.49
s

OH
A " 464082  147+025 3,16
170

OH
" . 5214095  085+018 6,13
=

OH
N‘\ N 2,97 +0,33 0,35+ 0,06 8.44
_ g
1




A kutatasok sordn a legjellemzdébb csoport az alifas nitrogén a metilén-csoporton, tovabba
jellemzé az aromas gyurl kloérozasa, nitralasa az 5-6s pozicidoban. A vizsgalt szarmazékok

jelentOs szelektivitast mutattak az MDR MES-SA/Dx5 sejtvonallal szemben [16].

Emellett, megfigyelték, hogy a legtobb szarmazék kedvezd tulajdonsagai (citotoxicitas,
MDR  szelektivitas) az endogén fémionokkal (Fe(II/III), Cu(Il), Zn(II)) vald
komplexképzésiikkel hozhato osszefiiggésbe [11,16,17]. Egyes hipotézisek annak tulajdonitjak
a kiemelkedd biologiai eredményeket, hogy a molekula a rakos sejtbe bejutva, az ott talalhatéd
l1étfontossagn fémionokkal — elsésorban vassal — komplexet képezve kertil eltavolitasra a P-gp
pumpak altal [17]. Ez a mechanizmus vashianyos allapotot eredményez a sejtnek, ami igy
destabilizalodik, majd elpusztul [17]. Az er6s komplexképzési képesség az aromas (N,O)
donoratom kombinacié eredménye, melyben a fémion egy ottagl kelatgytiriiben helyezkedik
el. Ebbdl kifolydlag szamos rakellenes atmenetifém-komplexet allitottak mar el6,
legkiemelkedébb a KP46 kodnévvel ellatott vegylilet, amely a 8HQ Ga(IlI)-ionnal alkotott
trisz-komplexe [18]. A komplexképzés eredményeként a fizikai-kémiai tulajdonsagok
jelentésen valtozhatnak (toltés, méret, vizoldhatosdg, lipofilitds), igy a vegyilet
farmakokinetikai ¢és farmakodindmiai jellemzdi is. A nagy oldatbeli stabilitds kritikus
paraméter bioaktivitads szempontjabol, hisz a komplex a ligandum szallitasat is szolgaltathatja
a target  biomolekulahoz, vagy ¢épp maga a  fémkomplex  viselkedhet

szubsztratként/inhibitorként.

3.4 Félszendvics rodium- és ruténiumkomplexek

A klinikai gyakorlatban probalt fémtartalmii kemoterapids gyogyszerek a DNS-
tamadaskozponta Pt(I1)-komplexek voltak az els6 idészakban [19]. Ezek egy része még ma is
nemzetkozileg elismert hatdanyag egyediili, de kombinalt hasznalatban is a rakterapiaban. A
ciszplatint  (cisz-[Pt(II)CI2(NHs)2]) még mindig sikeresen alkalmazzak kemoterapias
kezeléseknél, azonban a korabban emlitett sulyos mellékhatdsok €s a rezisztencia kialakuldsa
komoly problémat jelent [4]. A platina(ll)komplexek kezdeti sikere révén keriiltek a
kozéppontba az egyéb platinafémek (Rh, Ru) komplexei is. A NAMI-A, KP1019 és a BOLD-

100 a harom nevezetes ruténium(l11)komplex (2. dbra), melyek elérték a klinikai fazist [20].
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2. abra — Klinikai vizsgalatba keriilt rakellenes
ruténium(Ill)komplexek szerkezei képletei [20]

Szintén figyelemreméltéak a Ru(ll) félszendvics komplexei, melyben a fémion
koordinacioés helyeib6l harmat egy arén-gytirii — jellemzéen p-cimol (p-izopropil-toluol, Cym)
— foglal el. Ilyen elrendezésben az arén-gytirli szamos kedvezd tulajdonsagot ad: csdkkenti a
hidrolizis mértékét, fokozott kinetikai labilitdst ad és stabilizalja az alacsony oxidacios
allapotot. A ruténium +2-es oxidacids allapotban van, amely felelés a kedvezd biologiai
aktivitasért. Illyen komplex a RAPTA-C névvel ellatott vegytilet, melyben a maradék harom
koordinacios helyet két klorid és egy 1,3,5-triaza-7-foszfaadamantan (PTA) ligandum foglalja
el. Platinafémek koziil a félszendvics pentametil-ciklopentadienil-Ru(l11) (RhCp*) — a Rh(lll)
Ru(ll)-ionnal valé izoelektronossaga révén — komplexek is széleskorben vizsgaltak. 1,10-
fenantrolinnal képzett komplexe erds citotoxicitast mutatott tobb rakos sejtvonalon is, emellett
jelentds MDR szelektivitasara is felfigyeltek [21]. Az ilyen tipusi komplexekben a kétfogh
ligandum mellett, egy labilis, egyfogu ligandum — jellemzden klorid vagy viz — foglal helyet.
A donoratom kombinaciotol (X,Y) fiiggden, mely altalaban XY = N, S, O heteroatomok,
valtozatos stabilitassal, farmakokinetikai tulajdonsagokkal és bioaktivitassal rendelkez6
vegyliletek nyerhetdk. Az el6z6 fejezetben részletezett 8-hidroxi-kinolinok (N,O) nagy
stabilitasi komplexet képeznek félszendvics Ru(ll) és Rh(ll) fémorganikus kationokkal.
Hartinger kutatocsoportja szamos ilyen félszendvics fémorganikus komplexet allitott mar eld
halogéntartalmu  8HQ  szarmazékkal, azonban rossz vizoldhatésaguk korlatozza
felhasznalasukat [22]. Az oldhatosag novelésére tobb lehetdség is rendelkezésre all:
Csokkenthetjiik mind az arén-gyliri mind a 8HQ ligandum lipofilitasat, vagy éppen az
egyfogu ligandum varialasaval érhetjiik el ezt az eredményt. Egy vegyiilet lipofil-hidrofil
tulajdonsdganak optimalizalasaval 6vatosan kell eljarni, hiszen tobb esetben a thlzott
vizoldhatdsag a bioaktivitds romlasat vagy éppen teljes elvesztését eredményezheti. Korabban,

kutatocsoportunkban, a vizoldhatosag javitasat egy szulfonalt szarmazék, a 8-hidroxi-kinolin-
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5-szulfonat ligandum segitségével sikertiilt elérni, azonban ez a rakellenes hatas elvesztését is
eredményezte [23]. Szoros elézményként tekinthetd diakkori munkamnal az ikerionos prolin,
illetve homoprolin egységek 7-es pozicioba vald beépitése is, ami szintén Kit(ind
vizoldhatosagot adott a vegyiileteknek és emellett a citotoxikussaguk is csak kisebb mértékben
csokkent. RhCp* komplexek jelentds citotoxicitast és szelektivitast mutattak human rakos

sejtvonalakon [15,24].

Munkam soran két 8-hidroxi-kinolin Mannich bazis (5-kloro-7-(pirrolidin-1-
ilmetil)kinolin-8-ol (HQCI-pyr) és 5-kloro-7-(piperidin-1-ilmetil)kinolin-8-ol (HQCI-pip)) és
félszendvics RuCym és RhCp* komplexeik (3. dbra) oldatkémiai tulajdonsagait jellemeztem.
Rakellenes hatasukat human rakos sejtvonalakon (MES-SA, MES-SA/Dx5, Colo205,
Colo320) teszteltiik, valamint a vegyliletek human szérum albuminnal (HSA) vald

kolesonhatésat is tanulmanyoztam.

= 1: HQCl-pyr
= 2: HQCl-pip
1 I
H20/CI/ \O H,0/Cl—"
= 1: RuCym-HQCl-pyr = 1: RhCp*-HQCl-pyr
= 2: RuCym-HQCl-pip = 2: RhCp*-HQCl-pip

3. dbra — A két vizsgalt 8-hidroxi-kinolin Mannich bazis és félszendvics
RuCym és RhCp* komplexeinek szerkezeti képlete
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4. Célkitiuzések

Egy gyodgyszerjelolt molekula farmakokinetikai tulajdonsdgainak megismeréséhez
elengedhetetlen annak oldatkémiai jellemzése. Igy kaphatunk informaciot arrol, hogy a
vegyiiletiink hogyan viselkedik vizes oldatban kiilonb6zé koriilmények  kozott.
Dolgozatomban két MDR-szelektiv aktivitast mutatdo 8HQ szarmazék és azok félszendvics
[Rh(n°-CsMes)(H20)3]>* és [Ru(nb-p-cimol)(H20)3]?* kationokkal képzett komplexeinek

minél szélesebb korli oldatkémiai jellemzését tiiztem ki célul:

[1] A ligandumok proton disszociaciés folyamatainak jellemzése UV-lathato és *H

NMR spektroszkopiaval.

[2] A komplexképzédés sebessége és a kialakult komplexek protoncsere egyensulyainak

vizsgalata UV-lathat6 spektroszkdpiaval.
[3] A komplexek stabilitasi allanddinak meghatarozasa.

[4] A komplexekben koordinalédott H.OSCIl ligandumcsere folyamat egyensulyi

vizsgalata UV-lathat6 spektroszkdpiaval.

[5] Klasszikus n-oktanol/viz megoszlason alapuld lipofilitas vizsgalat kiilonb6z6

kloridion koncentraciok mellett.

[6] A komplexek human szérum albuminnal (HSA) vald kolcsonhatasanak vizsgalata

spektrofluorimetrias modszerrel.

12



5. Kisérleti koriilmények és mérési modszerek

5.1 Felhasznalt anyagok

Vegyszerek koziil a [Rh(n°-CsMes)(u-CI)Cl]2, [Ru(m® p-cimol)(u-CI)Cl]2, KOH, KH-ftalit,
D20, n-oktanol, 2,2’-bipiridin, HSA, danzil-glicin (DG) és trimetil-szilil-propanszulfonat a
Merck Kft. terméke. KCI, NaCl, KNO3z, HNOz, NaH2PO4, Na,HPO4, KH2PO4 Molar vagy
Reanal termékek. Puffereld kozegként foszfat (20 mM) vagy PBS* puffert hasznaltam. PBS*
a PBS (’phospate-buffered saline’, foszfat pufferes sdoldat) puffer egy moddositott valtozata,
amelyben a K*, Na* és CI" ionok koncentricidja megkozelitdleg annyi, mint az emberi
vérszérumban, Osszetétele: 1,5 mM KCI, 100,5 mM NaCl, 12,0 mM Na;HPOg4, 3,0 mM
KH2POj4. A torzsoldat és egyéb oldat készitéshez Milli-Q vizet hasznaltam. A ligandumokat
(HQClI-pyr, HQCl-pip) Szatmari Istvan (SZTE, GYTK, Gyodgyszerkémiai Intézet)
kutatdcsoportja, a RuCym és RhCp* komplexeket pedig egyik témavezetom, Pivarcsik Tamas

PhD hallgat¢ allitotta eld és karakterizalta.

A HSA oldatokat a mérés napjan PBS* pufferben oldva készitettem. A danzil-glicin
kotéhely markerbdl a toérzsoldathoz koriilbeliil 1 ekvivalens lug (KOH) keriilt hozzaadasra. A
ligandumok torzsoldatat szilard beméréssel készitettem. A komplex torzsoldatokat a
ligandumok, [Rh(n3-CsMes)(H20)s]?* és [Ru(n®-p-cimol)(H20)s]?* triakva kationok ismert

koncentracioju torzsoldatabol, 1:1 aranyl 6sszeméréssel allitottam elo.

5.2 Mérési modszerek és koriilmények

5.2.1 UV-lathaté spektrofotometria

Az UV-lathato spektroszkopia segitségével azok a vegyiiletek vizsgalhatéak, amelyek
elnyelik az ultraibolya (200 — 400 nm), illetve a lathatdé (400 — 800 nm) hulldmhossz
tartoméanyba esé sugérzast. Az elnyelés sordan a molekula elektronjai gerjesztddnek, azaz egy
magasabb energiaju palyara keriilnek. Az igy kapott UV-lathatdé spektrum mindségi és
mennyiségi informdaciot is tartalmaz, azonban, elsdsorban mennyiségi meghatarozasra
alkalmazzak. Az anyag koncentracidja €s az elnyelése (abszorbancidja) kozotti osszefliggeést a

Lambert-Beer torvény irja le:

A/1= EA'C'I (1)
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melyben:

A: A hullamhosszon mért abszorbancia
g4: A hullamhosszon a molaris abszorbancia (Mcm™)
C: molaris koncentracié (M)

I: ithossz (cm)

A méréseket egy Agilent Carry 8454 tipusu késziilék segitségével, 190-1100 nm-es
hulldmhossztartomdnyban, a megfelelé uthossz megvalasztisaval (amelyet tovabbiakban
mindig az 4braaldirasban tlintetem fel), kvarc kiivettaval végeztem. A spektrumok mindig
hattér- és alapvonal korrigaltak. Egyensulyi allandokat a HypSpec programmal [25]

szamoltam.

5.2.2 Spektrofluorimetria

A spektrofluorimetria segitségével olyan vegyliletek vizsgalhatdéak, amelyek fluoreszcens
tulajdonsaguak. A megfelelé hulldamhossza sugarzas elnyelése soran a molekula gerjesztédik,
majd ezt az energiatobbletet fénykibocsatas kdzben adja le. A fénybesugarzds megsziinésével
a fényemisszi6 is megsziinik. Az ilyen molekulékra jellemzd a merev, sik szerkezet, tovabba a
konjugalt kettds kotés €s az aromés szerkezet. Mind a gerjesztd fénysugarzas hullimhossza,
illetve az emittalt fény hulldmhossz-tartomanya is anyagi mindségtol fliggd tényezd. Gyakran
alkalmazzdk ezt a technikat fehérjék vizsgalatara is, ugyanis a biomolekuldkban talalhato
fenilalanin, tirozin, és triptofan (Trp) fluoreszcens sajatsdguak. A HSA-ban talalhato egyetlen
Trp-214 aminosav a fehérje I-es kotOhely kozvetlen kozelében taldlhatd. Ez az aminosav
szelektiven gerjeszthetd 295 nm hulldmhossziusagh sugarzassal. Ha ennek a kotdzsebnek
megvaltozik a lipofil-hidrofil kdrnyezete (pl. kismolekula megkdtése sordn) akkor ez a Trp-
214-hez kothetd fényemisszid csokkenésével jar, amelyet kioltasnak (kvencselésnek)
neveziink ¢€s ebbdl kovetkeztehetink a ligandum-HSA kotés erdsségére. Végezhetiink
méréseket kotOhely markerek segitségével is. Ilyen marker példaul a warfarin vagy danzil-
glicin. Ennek sordn a marker megkotédik a HSA kotdhelyére, valtozik az emisszios
spektruma, majd egy kompetitor segitségével kovetni tudjuk ennek a markernek a
szabad marker emisszids spektrumdt. Erre a folyamatra meghatarozhatdo egy kiszoritasi

allando.
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A szamolés sordn figyelembe kell venniink a belsd filter hatast és az Onabszorpciot. Az
elébbi soran a fluoreszkaldé komponens elnyeli a fényforrasbol érkezé sugérzast, mig
Onabszorpcid soran fluoreszkald komponens képes a sajat maga altal kibocsatott fény

elnyelésére. A korrekcio soran az aldbbi egyenletet alkalmazzuk:

L 10(AEX)+AEM)/2 ()

Frorr = Fnert
amelyben:

Fkorr: korrigalt fluoreszcens intenzitas
Fmer: mért fluoreszcens intenzitas
A(EX): minta abszorbancidja a gerjesztett hullimhosszon

A(EM): minta abszorbancidja az emisszids hulliamhosszon

A kisérletek elvégzéséhez egy Fluoromax (Horiba Jobin Yvon) tipusu spektrofluoriméter
allt rendelkezésre termosztalhaté mintatartoval. A méréseket 25 °C-on, 1x1 cm-es kvarc
kiivettaval végeztik. A monokromator résszélessége 4 nm volt a gerjesztd és az emisszios
oldalon is. A mintdk 1 uM HSA-t, illetve 1 uM markert tartalmaztak, a komplex koncentracio
0 és 51 uM kozott valtozott. A kisérlet tipusatol fiiggden eltérd gerjesztési hullimhosszt
alkalmaztam: Trp-kioltas: 295 nm; danzil-glicin kiszoritas: 335 nm. Az egyensulyi allandokat

szintén a HypSpec programmal szamoltam [25].

5.2.3 'H NMR spektroszkopia

A magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) modot ad a magneses tulajdonsagokkal
rendelkez6 atommagok vizsgédlatdhoz. A moddszer alapja az atommagok magneses
momentuma ¢és a kiilsé magneses tér kolcsonhatasa, melyet az atommag korili elektronok
befolyasoljak. Akkor a legerésebb, ha az atommag csupasz, ekkor nincs szerepe a kémiai
arnyékolas jelenségének, amit az atommagot koriilvevé elektronok okoznanak a kiils6 térrel
szemben. A kémiai arnyékolast kifejezésére szolgal a kémiai eltolodas, ami fiigg a kémiai
kornyezettdl. Az eltolodas mértéke (a frekvencia értéke) annal nagyobb, minél arnyékoltabb az
atommag. A mérés soran kapott NMR spektrumban jelek és csucsok vannak. Elébbiek
intenzitdsa ardnyos a magok szamdval, mig az utobbiak hasadasuk révén informaciot
szolgaltatnak a szomszédos magokrol. Az éaltalam hasznalt ligandumok oldatkémiai
jellemzésére alkalmas a H NMR spektroszkopia, valamint a ligandumok mellett a

diamagneses komplexek képzddének kdvetése soran is relevanciaja van a modszernek.
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A 'H NMR spektroszkopids méréseket Bruker Avance III HD Ascend 500 Plus tipust
késziilékkel végeztik WATERGATE vizelnyomasos moddszerrel 10% (v/v) D20/H20 és
natrium-trimetil-szilil-propanszulfonat (DSS) belsé standard jelenlétében. A ligandum
esetében pH-fliggd spektrumokat vettiink fel, a kezdd koncentracié 300 uM volt, 0,2 M-0s
ionerdsség (KNO3) mellett. Egyensulyi allandokat a HypSpec programmal [25] szamoltam.

5.2.4 Lipofilitas vizsgalat

A lipofilitas vizsgalatot klasszikus n-oktanol/viz megoszlasos médszerrel vizsgaltam pH =
7.40-en, puffereld kozegként 20 mM-os foszfat puffer hasznaltam. A komplexek esetében
eltérd kloridion koncentracio (4, 24 és 100 mM) mellett. A fazisok elvalasztasa utan, mindkét

fazis UV-lathato spektrumat felvettem. A szdmolés az alabbi egyenleten alapult:

Abs ¢ V.. .
D7,4 — torzsoldat —1l x vizes fazis (3)

Abs elvalasztas utani vizes fazis Vn—oktanolos fazis

ahol:

D74: megoszlasi hanyados pH = 7,4-en

ADSsizs01dat: torzsoldat abszorbanciaja

ADSclvalaszas utani vizes fazis: Vizes fazis abszorbanciaja elvalasztas utan
Vvizes fazis: vizes fazis térfogata

Vhn-oktanolos fizis: N-oktanolos fazis térfogata

5.2.5 Citotoxicitasi adatok mérése

A biologiai mérések Dr. Spengler Gabriella (SZTE, SZAOK, Mikrobiologiai Intézet)
kutatocsoportjanak, valamint Dr. Szakacs Gergely és Dr. Toéth Szilard (ELKH, TTK,

Enzimologiai Intézet) kutatocsoportjanak munkaja révén valosultak meg.
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6. Eredmények

6.1 A ligandumok oldatkémiai vizsgalata

Az altalam vizsgalt két ligandumnak (HQCI-pyr, HQCI-pip, 3. dbra) teljesen protonalt
formaban 3 disszociabilis csoportja van, ezek a deprotonalodas sorrendjében: a kinolinium-
nitrogén (NgH™), a hidroxilcsoport (OH) és a pirrolidinium/piperidinium (NpyrpipH") 1ész
nitrogénje. Az ezekhez tartozO proton disszociacios allandokat (pKa) UV-lathatod
spektrofotometrids és 'H NMR spektroszkopias modszerekkel hatiroztam meg, melyeket a 2.
tablazatban tintettem fel. A kutatdcsoportban kordbban vizsgalt analdg szerkezetii 8HQ-
(h)prolin hibridmolekulak esetében csak egy pKa volt megbizhatban meghatarozva, ami a
hidroxilcsoporthoz volt kothetd, ugyanis a kinolinium-nitrogénhez és a gytrls, alifés
nitrogénhez tartozé deprotonalddasi folyamat az el6bbinél erésen savas (pH < 2) illetve az
utobbinal erésen lagos (pH > 11) pH-tartomanyba esett [15,24]. Ez az 5-6s pozicidban
talalhato klor szubsztituens negativ induktiv hatasanak [26], valamint a hidroxilcsoport és az
alifas nitrogén kozott 1étrejovo intramolekularis H-hid kotésnek az eredménye (ami az el6bbi
csoport pKa-jat csokkenti az utdobbihoz kothetét pedig noveli) [24], ezek a hatasok az itt
targyalt ligandumoknal is jelen vannak. Az UV-lathato spektrofotometrias titralast pH = 2-12
kozotti tartomanyban végeztem, a folyamatokhoz karakterisztikus spektralis valtozdsok
tartoztak (4. dbra). Az abszorbancia értékeket egy adott hullamhosszon a pH fiiggvényében
abrazolva 3 folyamat kiilonithet6 el (5. dbra), azonban, ennél a két ligandumnal is csak a
,,k0z&psO” folyamatra lehetett proton disszociacios allandot meghatarozni, ahogy ez az dbran
is latszik (a két ,,sz€1s6” folyamatnal nem lehet detektalni a folyamat elejét, illetve végét). Ez a

pH 5 és 9 kozott lejatszodo spektralis valtozas az -OH csoport deprotonalodasdhoz kothetd.
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4. abra. A HQCI-pyr ligandum UV-lathato spektrumai kiilonbozé pH-n. {Ciig = 81 uM; | =
2cm; 1=0,20 M (KNO3); T = 25,0 °C}

0,4 -

qc_, »000_o
: : =
c 0,3 A Pt >
o »
(L] 7
(] ,#
802 - .
s 2
1] 3 I‘
.E \ ,’
o 0,1 4 ‘\. -
5‘; e rge-t--*
Ko
<

0 T T T T 1

2 4 6 8 10 12

5. abra — A HQCI-pyr ligandum abszorbancia értékei 360 nm-en a pH fiiggvényében. A
kiilonbozo szinnel jelolt pontok a 3 deprotonalodasi folyamatot jelzik, a szaggatott vonal pedig
a HypSpec [25] program soran, az adatsorra kapott illesztést. {Cig = 81 uM; [ =2 cm; | =
0,20 M (KNOgs); T = 25,0 °C}

A ligandumok alacsony vizben valo oldhatésaga (<1 mM) miatt a pH-potenciometrias
mérések nem johettek szoba, azonban ilyen oldhatosag mellett még a H NMR
spektroszkopids titrdlds megbizhatéan kivitelezhetd. Ilyenkor, a titrdlas sordn, a pH
novelésével a jelek kémiai eltolodasa valtozik, amibdl pKa allandot is szamolni tudunk. A 6.
abran az HQCI-pyr ligandum aromas protonjainak kémiai eltolodasainak a valtozasa lathatod

kiilonb6z6 pH-kon. Jol lathatd, hogy ezek a protonok érzékenyebbek a hidroxilcsoport
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deprotonalddasara, és kevésbé az alifas nitrogén deprotonalddasara, amely messzebb

helyezkedik el az aromas résztol.

pH=
11,93
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9,55
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6. dbra — A HQCI-pyr ligandum (n = 1) *H NMR spektruma kiilonbozé pH-kon az aromds
protonok régiojaban. {Ciig = 300 uM; 10% (v/v) D.O/H.0 + DSS; T = 25,0 °C}

A szamolas soran hasonldan csak a hidroxilcsoport pKa-jat lehetett meghatarozni, a masik

kettore csak hatarértéket tudtam megadni (2. tablazat).

2. tablazat — A ligandumok proton disszocidcios dllandoi kiilonbozé modszerrel

meghatarozva. {T = 25,0 °C; 1 = 0,20 M (KNO3)}

Modszer Ligandum NgH* OH NpyripipH™

UV-lathat6 sp. HQCl-pyr < 2,00 754+ 0,01 > 11,00

HQClI-pip <2,00 7,42+ 0,01 > 11,00

'H NMR sp. HQCI-pyr <2,00 7,68+ 0,03 > 11,00
HQClI-pip - - -
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A gybgyszerek mechanizmusaban kulcsszerepet jatszik azok szervezetben vald
disztriblcidja (szétterjedése), valamint a sejtbe vald bekeriilése. Ezt, és a sejtmembranokon
valo atjutast is befolyasold tényezé a molekula toltése. A 3 disszociabilis proton koziil a
fenolos hidroxilcsoport deprotonalodasaval kell szamolni fiziologias pH-n (pH = 7,40-en mar
teljesnek tekinthetd a kinolin nitrogénjének deprotonaloddsa, valamint az alifas nitrogén
deprotonaldédasa még nem kezdddott meg). A proton disszociacids allandd ismeretében
meghatarozhato pH = 7,40-en a kiilonb6z6é formak kozott valé megoszlas. A 7. dbra a HQCI-
pyr koncentracioeloszlasat abrazolja pH 5 és 10 kozott, mig a 3. tabldazat pH = 7,40-en mutatja

a ligandumok kiilonb6z6 formainak megoszlasat.

3. tablazat — A ligandumok szazalékos eloszlasa (UV-lathato spektrofotometrias titralds
alapjan) {pH = 7,40; T = 25,0 °C; | = 0,20 M (KNO3)}

Ligandum +1 toltést semleges (+/-)
HQCI-pyr 58% 42%
HQClI-pip 51% 49%
100 -
@ 90 -
=80
g 870 -
$800
‘rg 9 50 -
(S ‘: 40 _
&
& 30 -
S 20 A
10 -
O T T T T T T T T T |
5 6 7 8 9 10
pH

7. abra — A HQCI-pyr ligandum koncentracioeloszldasa szazalékos formaban Kifejezve: a piros
vonal a még protondlt (HL"), a kék vonal a mar deprotondlt hidroxil-csoporttal rendelkezd
(LY format jeloli (UV-lathato spektrofotometrids titralas alapjan) {T = 25,0 °C; 1 =0,20 M
(KNO3)}
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A gybgyaszatban hasznalt vegyiiletek esetén nem utols6 tényezd a vizben vald oldhatosag,
illetve a lipofilitas. A kutatocsoport korabbi cikkében bemutatasra keriiltek olyan ligandumok,
amelyben az alifas gylri alfa-szénatomja karboxilezett formaban van (HQCI-hPro, HQCI-
Pro), melyek meglehetésen hidrofilnek bizonyultak [15,24]. Ahogy lathatdé (4. tdbldzat),
vizoldhatésaguk rosszabb a most vizsgalt 8HQ szarmazékoknak a kordbbi karboxilezett

verziokhoz képest, de jelentdsen jobban oldodnak a kliokinolhoz viszonyitva.

4. tablazat - 8HQ szarmazékok vizoldhatosdaga {pH = 7,40; T = 25,0 °C}

Ligandum Oldhatosag
HQCII (kliokinol) 2,62 uM [27]
HQCI-hPro >10 mM [15,24]
HQCI-Pro >10 mM [15,24]
HQCI-pip 254 uM [tanszéki nem publikalt eredmény]
HQCI-pyr 516 uM [tanszéki nem publikalt eredmény]

6.2 A félszendvics komplexek oldatkémiai vizsgalata

A HQCl-pyr és HQCI-pip 8HQ szarmazékok erds kelatképzo tulajdonsaguk révén szamos
fémionhoz képesek erésen koordinalodni. Az altalam vizsgilt fémorganikus [Rh(n®°-
CsMes)(H20)3]** és [Ru(n®-p-cimol)(H20)3]** triakva kationokkal is varhatéan nagy
stabilitast komplexet képeznek [15,23,24]. A képzodott félszendvics komplexek kiilonbozo

oldatkémiai folyamatait (8. dbra) UV-lathato spektrofotometrias modszerrel vizsgaltam.
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M komplexképzodés H10/Cl esere
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H.0

n=1 RhCp*/RuCym-HQCI-pyr
n=2 RhCp*/RuCym-HQCI-pip

8. dbra — A ligandumok és félszendvics kationok kozott feltételezheto
egyensulyi folyamatok.

A komplexképzédési reakcié soran mono-ligandumu komplex alakul ki, ahogy ezt
korabban mar hasonld tipust komplexeknél bizonyitottak [15,24]. Mind a RhCp*-, mind a
RuCym-komplex esetében valtozott a spektrum idében, a kezdeti, additiv spektrumhoz képest
(a mérés soran tandem kiivettat hasznaltam, melynek egyik dgidban a fémprekurzor a masik
agaban a ligandum oldata volt a megfelelé pH-n). A RhCp*-komplexek esetén gyors (~1 perc)
egyensulybeallas tortént, mig a RuCym-komplexeknél valamivel lassabb (~20 perc)
reakcioidé volt a jellemz6 az adott koriilmények kozott. Egy-egy ilyen képzddési folyamatot
szemléltet a 9. és 10. dbra. (Fontos megjegyeznem, hogy ezeknél a vizsgalatoknal a mintak
10% (v/v) DMSO-t tartalmaztak, hogy a komplexek biztosan oldatban legyenek. Kés6bbi
vizsgalatok soran kideriilt, hogy erre ilyen koriilmények kozott nincs sziikség, a komplexek
vizben val6 oldhatosaga lehetdvé teszi a vizes oldatokban valdo mérést ilyen koncentraciok

mellett.)
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9. abra —A RuCym—HQCI-pyr rendszer UV-lathato spektrumai idében kovetve. Beszurt abra:
Az abszorbancia valtozdsa 400 nm-en az idé fiiggvényében. {Ciigandum =Crucym = 100 uM; pH =
4,0; 1 =0,20 M (KNO3); 10% (v/v) DMSO/H.0; T = 25,0 °C; [ = 1 cm}
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10. abra — A RhCp*-HQCI-pip rendszer UV-lathato spektrumai idében kovetve.
Beszurt abra: Az abszorbancia valtozdsa 400 nm-en az idd6 fiiggvényében. {Ciigandum =
Crhcpr = 100 uM; pH = 4,0; 1 = 0,20 M (KNO3); 10% (v/v) DMSO/H20; T = 25,0 °C; [ =
1cm}
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A komplexeknek 2 disszociabilis csoportja van, melyek a fémionhoz koordinalodé H20 és
a pirrolidinium/piperidinium egység nitrogénje (NpyrpipH"). E16bbib6l, a deprotonalddas soran
hidroxidion lesz, mely szintén koordinalédva marad a kozponti fémionhoz. A
pirrolidinium/piperidinium rész nitrogén deprotonalodasanak kovetkeztében semleges toltésii
tercier amin képzodik (8. dbra). A 5. tabldzat tartalmazza a savi disszociacios allandokat

(HypSpec [25] programmal szamolt), melyekbdl lathato, hogy az akva ligandum az erésebb

.....

5. tablazat — A komplexek proton disszocidacios dallandoi (pKa) UV-lathato spektroszkopias
modszerrel meghatarozva. {Ckomplex = 36 uM; 1 = 0,20 M (KNO3); T = 25,0 °C; [ = 2 cm}

Komplex pKa(H20/0H)  pKa(NpyrpipH")
RhCp*-HQCI-pyr 9,96:+0,04 -
RhCp*-HQCI-pip 9,95+0,10 -
RuCym-HQCI-pyr 8,42+0,02 10,32+0,02
RuCym-HQCI-pip 8,45+0,01 10,06+0,01

A RhCp*-komplexek esetében a két deprotonalddasi folyamat nagymértékben atfedésben
van egymassal. A szinkronban zajlé folyamatok nem kiilonithetoek el teljesen, és csak egy
makroszkopikus 4allandot tudtam meghatdrozni. Ez a valtozas a pH = 9-11 kozotti
tartomanyban megy végbe. A 11. abra a RhCp*-HQCI-pip komplex spektrumanak valtozasat
mutatja a pH fiiggvényében.
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11. dbra — A RhCp*-pip komplex UV-lathato spektrumai kiilonbozé pH-kon. Beszurt dbra:
Az abszorbancia valtozdsa 375 nm-en a pH fiiggvényében. {Cxomplex = 36 uM; 1 = 0,20 M
(KNO3); T=25,0 °C; [ =2cm}

A ruténium kozponti fémionnal rendelkezd vegyiileteknél a két protonvesztéssel jard
folyamat csak részben volt atfedd, ezért ezeknél két disszociacios allandot is lehetett
meghatarozni. Az elsé folyamat a pH = 7 — 9,5, a masodik pedig a pH = 9,5 — 12 kozotti
tartomanyban zajlik le. Ez rendre a koordinalddott viz, illetve a gytirlis, alifds nitrogén
deprotonalodasahoz kotheté. A 12. dbran a RuCym-HQCI-pyr komplex spektrumanak

valtozasat mutatja a pH filiggvényében.
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12. abra — RuCym-HQCI-pyr komplex UV-lathaté spektrumai kiilonb6zd pH-kon. Beszirt
dbra: Az abszorbancia valtozdsa 400 nm-en a pH fiiggvényében. {Ckomplex = 63,2 uM; 1 = 0,20
M (KNO3); T=25,0 °C; [ = 2 cm}

A kimagasl6d stabilitasu komplexek a hasonld ligandumok esetében még nagyon savas
kozegben (pH<1) sem disszocialtak mérhetd mennyiségben, igy disszocialatlan formaban vald
eléfordulasuk  kozel 100%-o0s [15,23,24]. Az ilyen komplexek stabilitasi allandoit
hagyomanyos modszerekkel (pH-potenciometria, UV-lathato spektrofotometria, 'H NMR
spektroszkopia) nem lehet kozvetlenlil meghatdrozni, hiszen a szamolds soran mérhetd
mennyiségben kell jelen lennie a disszocialt formanak is. Ilyen esetben alkalmazhatjuk a
ligandum kiszoritason alapulé mddszert, amely soran egy olyan ligandummal szoritjuk ki az
aktudlis ligandumunkat a komplexbdl, amelyhez tartozd fémkomplex stabilitdsi allanddja
ismert. 2,2°-Bipiridinnel képzett Rh(lll) és Ru(ll) félszendvics komplexek stabilitasi allandoi
jol ismertek [21], ezért kiszoritd agensként ezt a vegyiiletet alkalmaztam. Egy szemléletes UV-
lathatd spektrumsorozat a /3. dbran lathatd, melyben névekvd 2,2°-bipiridin koncentracio
mellett vettem fel spektrumokat. RhCp*-komplexek esetén a stabilitasi allandokat a 6. tabldzat

tartalmazza.
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6. tablazat — A RhCp*-komplexek latszolagos stabilitasi allandoi (K) 2,2 -bipiridin kiszorito
agenst alkalmazva (UV-lathato spektrofotometriai méréssel meghatdrozva). {Cromplex = 72 pM;
pH =7,40; T=25,0°C; [ = I cm}

Komplex IgK’ (pH = 7,40)
RhCp*-HQCI-pyr 12,06+0,01
RhCp*-HQCI-pip 11,89+0,03

A RuCym-komplexek esetén ez a modszer azonban nem alkalmazhato, ugyanis a kiszoritd
agens nem az eredeti kétfogu ligandumot szoritja ki, hanem az arén-gytiriit, ahogy ezt tobb,
korabbi kutatocsoporti eredmény is bizonyitotta [15,24]. Ez a Ru(Il) és az arén-gytr(i kozotti
gyengébb kotéssel lehet indokolni, dsszehasonlitva Rh(III) és a negativ toltéssel rendelkezd
Cp* arén-gytira kozotti kotéssel. Ilyen esetben — attol fiiggden, hogy 1 vagy 2 ekvivalens 2,2’-
bipiridint hasznalunk — 1 vagy 2 molekula 2,2’-bipiridin is elfoglalhatja a koordinacios
helyeket, hagyomédnyos oktaéderes Ru(Il)/Ru(Ill) komplexet kialakitva. Emellett a Ru(Il)

oxidacioja is lejatszodhat.
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13. dabra — RhCp*-HQCI-pyr komplex UV-lathato spektruma névekvé 2,2 -bipiridin
koncentrdcio mellett. {Ckomplex = 72 uM; pH = 7.40; 1 = 0,20 M (KNO3); T=25,0°C, [ =1
cm}
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A fémionhoz koordinalodott akva ligandum — egyensulyi reakcioban — Kloridionra tud
cserélddni akar fiziologias korilmények kozott (8. dbra). Ez a H2O/CI ligandumcsere
befolyasolja a komplex 6ssztoltését (a kloridion negativ toltésli, mig az akva ligandum toltés
nélkili molekula), ezzel befolyasolva a komplex lipofilitasat is [15,24]. Ezeknek a
cserereakcioknak a vizsgalata fontos, hiszen a komplex ezen koordinaciés helyén tud
létrehozni kolcsonhatast biomolekulakkal is. A kloridokomplexek kialakulasanak egyensulyi
allandoi azonos kozponti fémionoknal nem szignifikansan valtoznak a ligandum (HQCI-
pyr/pip) tipusanak fliggvényében, de eltéré fémion esetén mar relevans kiilonbséget lehet
észrevenni: @ RhCp*-komplexek nagyobb klorid affinitasat a RuCym-komplexekkel szemben.
A kapott értékeket az 7. tablazat foglalja magaban. A négy vegyiilet koziil a RhCp*-HQCI-pip
komplex spektralis valtozasait mutatja a 14. dbra, eltéré kloridion koncentraciok mellett. Az

egyensulyi allandokat ezekbdl a spektralis valtozasokbdl szdmoltuk.

7. tablazat — A komplexek HoO/CI™ ligandumesere dallandoi UV-ldthato spektrofotometrias
modszert alkalmazva. {Ckomplex = 76 uM; pH = 7.40; T = 25,0 °C; [ = 2 cm}

Komplex IgK” (H20/CI")
RhCp*-HQCI-pyr 2,27+0,01
RhCp*-HQCl-pip 2,2240,01
RuCym-HQCI-pyr 1,73+0,01
RuCym-HQCI-pip 1,69+0,01
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14. abra — RhCp*-HQCI-pip komplex UV-lathato spektruma névekvé kloridion
koncentracié mellett. Beszurt dbra: Abszorbancia valtozdsa 410 nm-en a kloridion
koncentracio fiiggvényében. {Ckomplex = 76 uM; pH = 7.40; T = 25,0 °C; [ = 2 cm}

A toltés mellett, kdzvetlentil a komplex lipofilitasara is hatassal van a kozeg kloridion
koncentracidja, melynek értéke a szervezetben valtozd. Az intranuklearis kloridion

koncentracido 4 mM, az intracelluldris 24 mM, végiil az extracellularis — pl. vér — 100 mM.

cre

crer

mennyiségben megjelend semleges klorido-komplex a magyarazata.
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15. dbra — A RhCp*-HQCI-pip komplex n-oktanol/viz megoszldsi hanyadosai
kiilonbozd CI koncentraciok mellett {Cxomplex = 72 uM; cxci =4, 24 vagy 100
mM; pH =7.40; T =250 °C?

6.3 A ligandumok és a komplexek kolcsonhatasa human szérum albuminnal

(HSA)

A gyogyszerjelolt vegyiiletek karakterizalasdhoz az eddig targyalt egyenstlyi folyamatok
mellett a szervezeten beliili disztribucid figyelembevétele is sziikséges. Ennek részét képezi a
vegyiiletek egy human szallitéfehérjével, a HSA-val vald kolcsonhatdsdnak vizsgélata. A
kolcsonhatas meglétének bizonyitasdhoz és erdsségének kvantitativ leirdasahoz fluorimetriés
méréseket alkalmaztam. Ehhez kihasznaltam azt, hogy a fehérje Trp-214-es aminosavja
szelektiven gerjesztheté ¢és informaciot adhat elsésorban az l-es kotdhelyben vald
megkotddésrdl. Tovabba, végeztem méréseket kotdhely marker (DG) kiszoritdsos modszert
alkalmazva, ami soran a II-es kotOhelyrdl is szerettem volna informaciot nyerni. Egy ilyen
emisszios spektrumsorozatot szemléltet a /6. dbra, amelyben a HSA fluorimetrias intenzitasat
kovettem novekvé komplex (RhCp*-HQCI-pip) koncentracié mellett. Lathaté, hogy a
komplexet egyre nagyobb mennyiségben adagolva, csdkken az emisszids intenzitas, amely a
kotodés jelenlétére utal. (A mért intenzitasok korrekcidja a belsd sziir6hatassal €s a minta
Onabszorpcidjaval a kisérleti részben leirtak szerint tortént.) Hasonlo eredményeket
tapasztaltam mind a négy komplex esetében. Az adatokbol szamolt kotési allandokat a 9.
tablazat tartalmazza. A komplexek nagy affinitast (1gK’ > 5) mutattak az I-es kotohely felé, és

valamelyest nagyobb allandokat kaptam a RuCym-komplexek esetében.
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O. tablazat — A vizsgalt ligandumok, komplexek kotési dallandoi (IgK’) a HSA kétohelyein {pH
=74;T=25,0°C}

lgK® HQCI-pyr  HQCI-pip RhCp*- RhCp*- RuCym- RuCym-
HQCIl-pyr  HQCl-pip  HQCIl-pyr  HQClI-pip

Trp-214 4,59+0,01  5,11+0,01 5,17+0,01 5,1740,01  5,49+0,01  5,54+0,01

DG nincs mérhetd 5,13+0,01 5,16+0,01  5,70+0,03 5,64+0,02
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16. dbra — A HSA emisszios spektrumjai novekvé komplex (RhCp*-HQCI-pip)
koncentracio mellett. Beszurt abra: Relativ intenzitas valtozas 335 nm-en névekvo komplex
koncentrdcio mellett. {Chsa = 1 uM, ckomplex = 0-51,2 uM; Aex = 295 nm; pH =7,40; T =
25,0 °C; 1 =1cm}

0

A ll-es kotohely vizsgalata kotohely marker segitségével tortént, melyhez a danzil-glicin
(DG) marker volt a megfelelé valasztds. A DG 6nmagaban is fluoreszkal, albuminhoz kotve
azonban valtozik az emisszios spektrum jellege: ndvekszik az intenzités, illetve az emisszios
maximum is eltolédik. Egyre nagyobb koncentracioban adagolva a komplexet a HSA-t és a
DG-t 1:1 aranyban tartalmaz6 mintdhoz az emisszids spektrum a szabad (nem kotott) DG
spektruma felé valtozik. Egy ilyen spektrumsorozat lathatd a /7. abrdan, mely sordn lathato a
komplex hatdsira egyre nagyobb mennyiségben felszabaduléo DG. A mérésekbdl szarmazo

kiszoritasi allandokat szintén a 9. tablazat tartalmazza. Ligandumok esetében nem mérhetd a
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kotodés ezen a kotéhelyen, mig a komplexek esetében az allandok nagyon hasonldak az I-es

kotohely allanddival, ami hasonld mértékili kotddésre utal mindkét kotdzsebbe.
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17. abra — A) A HSA:DG (1:1) rendszer emisszios spektrumajai névekvé komplex
(RhCp*-HQCI-pip) koncetrdaciok mellett. A szabad DG spektruma pirossal jelzett. B)

crer

uM; coc = 1 uM ; Cromplex = 0-51,2 uM; Jex = 335 nm; pH = 7,40; T = 25,0 °C; | =1 cm}

6.4 A vegyiiletek citotoxicitiasa

Mind a ligandumok, mind pedig komplexeik bioaktivitasat egylittmiikodé partnereink
human rakos sejtvonalakon tesztelték. Ehhez négy sejtvonalat hasznaltak: kemoszenzitiv
(Colo205) sejteket és annak doxorubicin-rezisztens parjat (Colo320), illetve human méh
szarkdbma (MES-SA) és MDR parjat (MES-SA/Dx5). A vegyiiletek citotoxikussagat 1Cso
(uM) paraméterrel szokds jellemezni. Ez jeloli azt a koncentraciot, ami hatdsara a sejtek 50%-
a elpusztul az inkubacié alatt. [0. tdbldzat tartalmazza a MES-SA és MES-SA/Dx5
sejtvonalakkal szemben elért bioaktivitast. A ligandumok és a komplexek is szignifikdns
citotoxicitast (ICsp <10 uM) mutattak mindkét sejtvonalon, emellett a ligandumok és RhCp*-
komplexeik jelentds MDR szelektivitast (szelektivitasi arany (SR): az érzékeny és a rezisztens

sejtvonalon mért ICsg értékek hanyadosa > 9) is mutattak (18. dbra).
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10. tablazat — 4 ligandumok és komplexeik citotoxicitisa (1Csp) MES-SA (human méh
szarkéma) és az MDR MES-SA sejtvonalakon és az adatokbdl szamolt szelektivitas aranyok

(SR).

I1Cso HQCI-pyr  HQCI-pip RhCp*- RhCp*- RuCym- RuCym-
(LM) HQCIl-pyr  HQCI-pip  HQCI-pyr HQCI-pip

MES-SA  3,31+0,60 1,18+0,25 2,98+150 1,99+1,00 8,90+2,50  3,28+1,00
MES-SA/Dx5 0,29+0,25 0,12+0,02 0,22+0,03 0,22+0,03  3,18+0,70  1,91+0,51

SR 11,41 9,83 13,55 9,05 2,80 1,72
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18. dbra — A ligandumok és komplexeik MDR szelektivitasi aranya (ICso(MES-SA) /
ICs0(MES-SA/Dx5)).

Ahogy azt korabban emlitettem, vizsgaltdk a vegyiiletek rakellenes hatdsat az érzékeny
Colo205, illetve a doxorubicin rezisztens parjan, a Colo320-on is. Az ezekhez tartoz6 ICso
értekek a 1. tdblazatban foglaltam Ossze. Lathatdo, hogy ezeken a sejtvonalakon
altalanossagban nagyobb értékeket kaptak, kevésbé citotoxikusak, kiilonosen a RuCym-
komplexek esetén. Azonban a szelektivitasi arany jelentdsen javult a RhCp*-komplexek
értékeit vizsgdlva (SR > 5) a megfeleld ligandumhoz képest, ami részben elmondhatd a

RuCym-komplexekrél is (19. dbra).
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11. tablazat — A ligandumok és komplexeik citotoxicitasa (1Cso) Colo205 (kemoszenzitiv) és
Colo320 (doxorubicin rezisztens) rdkos sejtvonalakon sejtvonalakon, és az adatokbol szamolt
szelektivitas aranyok (SR).

ICso  HQCI-pyr HQCI-pip RhCp*- RhCp*- RuCym- RuCym- doxorubicin
(uM) HQCI-pyr  HQCI-pip  HQCI-pyr  HQClI-pip

Col020510,144+0,81  17,04+0,99 15,47+0,73 11,52+0,29 90,53+1,54 49,76+0,21 -
Colo32014,69+0,05  19,83+0,11 2,81+0,23  2,00+0,26  50,08+3,50 26,9+0,63 8,26+0,37

SR 0,69 0,86 5,51 5,76 1,81 1,85 -
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19. dbra — A ligandumok és komplexeik MDR szelektivitasi aranya (Colo205/Col0320).

Konkluzioként levonhatdo, hogy a RhCp*-komplexek citotoxicitasa, illetve MDR

szelektivitasa szignifikdnsan javul, vagy hasonlé értéket vesz fel, mint a megfeleld ligandum

(HQCI-pyr/pip).

34



7. Osszefoglalas

OTDK munkam soran a HQCI-pyr, HQCI-pip ligandumok és ezek félszendvics RhCp*,
RuCym triakva fémorganikus kationokkal képzett komplexeinek oldatkémiai vizsgalataval
foglalkoztam, melyhez UV-lathaté spektrofotometrias és 'H NMR spektroszkopias méréseket
alkalmaztam. A ligandumoknak 3, a komplexeknek 2 disszociabilis csoportjuk van. A
deprotonalodasi folyamatokat UV-lathatd fotometrias titralasokkal vizsgalva megallapitottam,
hogy a HQCI-pip ligandum 51-49%-ban, mig a HQCI-pyr ligandum 58-42%-ban +1-es
toltési, illetve semleges formaban van jelen oldatban. A RhCp*-komplexeknél a 2 folyamat
atfed, mig a RuCym-komplexek mérése soran elkiilonithetd a 2 deprotonalodasi folyamat,
amely a fémionhoz koordinalodott viz, illetve a ligandum nem koordinalddott alifas amin
nitrogénjéhez rendelhetd. A komplexeknél meghatarozott proton disszocidcios allandok
alapjan fiziologias pH-n nem kell szamolnunk ezekkel a folyamatokkal. A ligandumok csekély
vizoldhatosagat a komplexképzddés jelentdsen képes javitani. A fémionhoz koordinalodo akva
ligandum kloridionra tud cserélédni egyensulyi folyamatban, mely a vegyiilet toltésére és
lipofilitasara egyarant hatassal van. A novekvd kloridion koncentraci6 a komplexek
lipofilitasanak novekedését eredményezte. A komplexek nagy oldatbeli stabilitasa miatt a pH-
fligg6 UV-lathatd spektrofotometrias titralas alapjan nem tudtam stabilitasi allandokat
meghatarozni a komplexekre, ezért ligandum kiszoritasos modszert alkalmaztam 2,2’-bipiridin
kiszoritd agens segitségével. A mérés bizonyitotta a nagy stabilitast (IgK’ > 10) a RhCp*-
komplexek esetén. A RuCym-komplexek a kiszoritd agens hatasara elvesztették az arén

gylrlt, igy nem lehetett meghatarozni stabilitasi allandojukat.

A komplexek human szérum albuminnal valé kolcsonhatdsat fluorimetriai mérésekkel -
triptofan-kioltas és kotéhely marker kiszoritds - vizsgaltam. A meghatarozott kotési allandok
ismeretében elmondhato, hogy a komplexek nagy affinitast mutatnak a HSA kot6helyei felé.
A RhCp* komplexek erésebb kolcsonhatast mutattak, mint a RuCym komplexek. A
ligandumok valamelyest kisebb affinitassal rendelkeznek az I-es kotOhelyen, mig a II-es

kotéhelyen nem volt mérhetd a kdlcsonhatas.

A vegyliletek szignifikdns citotoxicitast mutattak human rakos sejtvonalokon, emellett erds
MDR szelektivitassal is rendelkeznek. A RhCp*-komplexek mind citotoxikussagban, mind
MDR szelektivitdsban hasonld, vagy jobb értéket mutattak, mint a megfeleld ligandum. A
ruténiumkomplexekrél ez nem mondhatd el, aktivitasuk rendre csokkent a ligandumhoz

képest.
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