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Tartalmi 6sszefoglalo

A rakterapiaban komoly gondot jelentenek a kezelésekkel jaro mellékhatasok, igy
igen indokolt az olyan 10j gyogyszerek fejlesztése, melyek az eddigieknél jobb
farmakologiai tulajdonsdgokkal birnak. A potencidlis hatéanyagok kozott népszerii
vegyiiletcsaladot képeznek a 8-hidroxi-kinolin (HQ) szarmazékok. Ide tartozik az altalam
is vizsgalt 5-karboxi-8-hidroxi-kinolin (I0X-1), melyet a terapias célpontnak szamito,
vastartalmu hiszton-demetilaz enzim inhibitoraként azonositottak. Az IOX-1 vasionokkal
vald kolcsonhatasat korabban nem tanulméanyoztdk a szakirodalomban, holott
kulcsszerepe van a hatdsmechanizmusban. Osszehasonlitasi céllal ezen HQ szarmazék
nem kelatképzé modellvegyiiletével, a kinolin-5-karbonsavval (Q-COOH) is végeztiink
méréseket.

Az I0X-1 tisztasagat 'H NMR és pH-potenciometrids mérésekkel ellendriztiik.
UV-lathatoé spektrofotometrias titralasok segitségével jellemeztiikk a vegyiiletek proton
disszociacios folyamatait, majd a kapott pKa értékeket hozzarendeltiik a megfeleld
donorcsoporthoz. A meghatarozott n-oktanol/viz megoszlasi hanyadosok alapjan ezen
ligandumok a HQ alapvegyiiletnél joval hidrofilebbnek bizonyultak. Ez alapvetéen az
adott pH értékeken uralkod6 protonaltsagi formakkal volt magyarazhatd. A vegyiiletek
human szérum albuminnal (HSA) valo kolcsonhatasat ultrasziirés, kapillaris
elektroforézis és spektrofluorimetria segitségével tanulmanyoztuk. Az elvélasztési
modszerekkel kapott eredmények megmutattak, hogy a vizsgalt vegyiiletek egyértelmtien
kotddnek a HSA-hoz. A spektrofluorimetrias mérések alapjan javaslatot tettiink arra is,
hogy ez mely kotéhelyeken ¢és milyen erdsséggel mehet végbe. Az 10X-1
komplexképzddési egyensulyi folyamatainak vizsgalata alapjan a ligandum kiilonféle
fémionokhoz vald affinitasi sorrendje a kovetkez6: Fe(Il) < Fe(Ill) < Cu(ID).
A komplexképzddést illetben mindegyik fémion esetén az (N,O) donoratomok
koordinaciojat javasoltuk. A ciklikus voltammetrias mérések is alatamasztottak, hogy a

ligandum a Fe(ll1)-ionokat preferalja a Fe(I1)-ionokkal szemben.

Kulcsszavak: 8-hidroxi-kinolin, enzim inhibitor, aloumin, oldategyensuily



Tartalomjegyzék

Tartalmi 0SSZefoglall................ccoviiiiiiiii 2
ROVIAItESEK JEGYZEKE .........coooiiiiiiiii s )
1o BEVEZELES ...t 7
2. Irodalmi AtteKintés...............cociiiiiiiiii 8
2.1. Daganatos betegségek kezelése €s a rakellenes platinakomplexek.............ccveenneee. 8
2.2. 8-hidroxi-kinolin alapvazas ve@ylleteK ..........cccvviveeireiieiieeieiie e 9
2.3. A human SZErum albUIMIN ......eeiviiiiiiiie e 11
BuCRIKITZES ... s 14
4. KESErIeti FESZ..........ooiiiiiiiiiic s 15
4.1. Felhasznalt vegyszerek és vizsgalt ligandumok............coccoeviiiiiiiiiiiiiies 15
4.2. Oldategyenstlyi VIZSZAIAtOK ..........ccriiiiiiiiiiiiiic e 16
4.2.1. PH-POENCIOMELIIA ... ettt 16
4.2.2. Ultraibolya-lathatd spektrofotometria ..........cccevveveieeieciie i 17
4.2.3. Lipofilitas vizsgalatok ...........ccceiiiiiiiiiiiii 19
4.2.4. TH NMR SPEKIOSZKOPIA........cveveeerereceeiisecieseeeeiesesseeseesesesaessss e ses s 20
4.2.5. SPEKLrOFIUOITMELITA. .. ..o 21

4.3. CiKIKUS VOITAMMELITA.........oviiiciiiiic s 23
4.4. Elvalasztdsi MOASZETEK ........cccviiiiiiiiiiiieiiie et 24
44T, URTASZUTES ..ottt ettt ettt et e e nbn e e s e e ennn e e nneas 24
4.4.2. Kapillaris eleKtroforézis ... 25
S.Eredmeények...........ccoooiiiiiiiii 27
5.1. A ligandumok oldatkémiai tulajdonsagai..........ccoevviriiiiiiiiieiii e 27
5.1.1. IOX-1 tisztasaganak Vizs@Alata ...........c.ccovvveririiiiiieiieierie e 27
5.1.2. A ligandumok proton disszociacios allandOi..........c.ccueevvveriiiiiiiiieiiiieiiiens 28
5.1.3. Lipofilitds vizs@Alatok .........ccccorvuiiiiiiiiiiiiii 31



5.2. A ligandumok human szérum albuminnal val6 koélcsonhatésa.........c.ccoeceeenennnee. 33

5.2.1. A globalis k6t0dés VIZSZAlAta .........ceeiviiiiiiiiiiieiee e 33
5.2.2. A kotddés helyének €s erdsségének vizsgalata ........occvvvvvveeiiiiiiiiieniiieennn, 35

5.3. Az IOX-1 kdlcsonhatasa fémionokkal ............cccoiiiiiiiiiiic e 37
5.3.1. Komplexképzddési egyensulyi folyamatok..........ccccovevvvriiiiiiiniiniciiicnns 37
5.3.2. Redoxi tulajdonSagok ........ccoueiiiiiiieiiiie i 41

6. OSSZEIOZIANAS............covveeieceieeceeeee ettt ettt 44
IrodalomjegyzZEK............ccooooiiiiiiiiiii e 46
KOSzonetnyilVANILAS ..o 50



Roviditések jegyzéke

rovidités angol magyar

CE capillary electrophoresis kapillaris elektroforézis

CT charge transfer toltésatvitel

Ccv cyclic voltammetry ciklikus voltammetria

D distribution coefficient megoszlasi hanyados

DG dansylglycine danzil-glicin

DMF dimethyl formamide dimetil-formamid

DMSO dimethyl sulfoxide dimetil-szulfoxid

DOX doxorubicin doxorubicin

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid  etilén-diamin-tetraecetsav

EOF electroosmotic flow elektroozmotikus aramlas

EPR enhanced permeability and fokozott permeabilitas és
retention visszatartas

FA frontal analysis frontalis analizis

HMM high molecular mass nagy molekulatomeg

HQ 8-hydroxyquinoline 8-hidroxi-kinolin

HQCII 5-chloro-7-iodo-8- 5-k16r-7-j6d-8-hidroxi-kinolin
hydroxyquinoline

HQNO:> 5-nitro-8-hydroxyquinoline 5-nitro-8-hidroxi-kinolin

HQS 8-hydroxyquinoline-5-sulfonate  8-hidroxi-kinolin-5-szulfonat

HSA human serum albumin human szérum albumin

I ionic strength ionerdsség

ICP-MS inductively coupled plasma mass induktiv csatolasu plazma
spectrometry tomegspektrometria

10X-1 5-carboxy-8-hydroxyquinoline 5-karboxi-8-hidroxi-kinolin,

Kw

water ionization constant

5-karboxi-8-kinolinol

vizionszorzat




rovidités

angol

magyar

LMM

ML324

NMR
PBS
PBS*
Phe
Q-COOH
ROS
Trp

Tyr
UV-Vis
WF

NV

AEX

low molecular mass

N-(3-(dimethylamino)propyl-4-
(8-hydroxyquinolin-6-
yl)benzamide

nuclear magnetic resonance

phosphate-buffered saline

modified phosphate-buffered
saline

phenylalanine
quinoline-5-carboxylic acid
reactive oxygen species
tryptophan

tyrosine

ultraviolet-visible

warfarin

emission wavelength

excitation wavelength

kis molekulatomegii

N-(3-(dimetil-amino)propil-4-(8-
hydroxi-kinolin-6-il)benzamid

magneses magrezonancia

foszfattal pufferelt sboldat

modositott foszfattal pufferelt
sooldat

fenilalanin
kinolin-5-karbonsav

reaktiv oxigén szarmazékok
triptofan

tirozin

ultraibolya-lathato

warfarin

emisszids hullamhossz

gerjesztd hulldmhossz




1. Bevezetés

A daganatos megbetegedések jelentik napjaink egyik globalis méreti
problémajat, hiszen az embereknek sajnos igen nagy hanyadat érintik. A Nemzetkozi
Rakkutaté Ugyndkség (International Agency for Research on Cancer, IARC) 2020-ban
nagyjabol 19,3 milliora becsiilte a rakos megbetegedések szamat, az ezzel kapcsolatos
halalesetek szama pedig egészen a 10 milliot is elérte vilagszerte.! Az Eurdpai Unidra
vonatkozdan mar sziiletetett olyan 2024-es tanulmany is, mely szerint idén koriilbeliil
1,3 milli6 halaleset lesz rosszindulati daganathoz kétheté.? Manapsag mar természetesen
tobbféle kezelés (1. abra) is elérhetd a betegek szamara, mint pl. a sugarterapia, a

kemoterapia, a hormonterapia, az immunterapia, valamint a sebészeti beavatkozasok.

ONKOLOGIAI
w Hormonterapia KEZELESEK Immunterapia

Ossejt- Sebészeti
transzplantacié I g beavatkozas

1. abra: A daganatos betegségek kezelési lehetdségei.

A jelenleg rendelkezésre allo gyogymodok azonban szamos mellékhatassal jarnak, igy a
betegek sok esetben elutasitjak, vagy idé el6tt abbahagyjak a kezelést. Ez olyan
gyogyszerek fejlesztését indokolja, melyek jobb farmakologiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Emellett elengedhetetlen, hogy a mar meglévd hatdéanyagok
hatdsmechanizmusat ¢és farmakokinetikai tulajdonsagait oldatkémiai vizsgalatok
segitségével még alaposabban megismerjiik. A hasznalatban 1év6 hatéanyagok palettaja
igen széles. Egy igen népszerii vegyiiletcsaladot képeznek a 8-hidroxi-kinolin (HQ)
szarmazékok, melyek alkalmazasi lehetdségei a gyodgydszaton is talmutatnak.
Ezek k6zo6tt megtalalhatok példaul enziminhibicion alapuld vegyiiletek is. Dolgozatom is

egy ilyen HQ szarmazg¢k részletesebb vizsgalatat foglalja magaban.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Daganatos betegségek kezelése és a rakellenes platinakomplexek

Ahogyan azt az el6z6 fejezetben is hangsulyoztuk, a rakos megbetegedések
napjaink egyik globalis méretli probléma;jat jelentik. Ma mar szamos kezelés elérhetd a
betegek szamara, a kezeldorvos tobbek kozott valaszthat a sugarterapia, a kemoterapia, a
hormonterapia, az immunterapia, valamint a sebészeti beavatkozas koziil is.® El6bbiek
azonban szamos mellékhatassal jarnak, a kezelést kisérheti példaul hanyas, hasmenés,
hajhullas vagy akar vese- és hallaskarosodas, emiatt a betegek sok esetben elutasitanak
bizonyos kezeléseket. Eleve a kor igen nehezen gyogyithatd, mivel a raknak szdmos
kiilonb6z6 tipusa van, rdadasul minden egyes eset eltéré mddon zajlik le a betegség
statuszatol és az azt kisérd betegségektdl fiiggden.

Az emlitett kemoterapids kezelés olyan citotoxikus vagy citosztatikus
gyogyszerek alkalmazasat jelenti, melyek célja a rdkos sejtek elpusztitasa.
A kemoterapids szereknek tobbféle tipusa is forgalomban van, melyeket
csoportosithatunk kémiai szerkezetiik vagy hatdsmechanizmusuk szerint. Utdbbiak
alapjan  léteznek tobbek kozott alkilezdszerek, antimetabolitok, citotoxikus
antibiotikumok, topoizomeraz gatlok, mitozis gatlok és hormon szarmazékok.* E népes
vegyliletcsaladba tartoznak a jelenleg is élvonalba tartozo platina(ll)-tartalma
fémkomplexek is, melyek a 2. abran lathatok. Ezek legrégebbi, tobb mint 45 éve klinikai

hasznalatban 1év6 képviseldje a ciszplatin.

0
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ciszplatin karboplatin oxaliplatin

2. abra: Rakellenes platina(Il)-komplexek szerkezeti képlete.

A ciszplatin rakellenes szerként valo alkalmazasa nagy attorést jelentett a rakterapidban,
ezért még tobb energiat fektettek a platina-tartalmu szerek fejlesztésére. A késObbiekben
igy keriilt még forgalomba példaul a karboplatin és az oxaliplatin is, melyeket szintén

széles kdrben alkalmaznak a rosszindulati daganatok felszamolasara.> Azonban, ahogy
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tobb kezelési modszernek is, ezeknek a komplexeknek is vannak mellékhatésaik.
A platinakomplexeket emellett a szelektivitds hianya és a magas szisztémads toxicitas
jellemzi, melyeken felil még a terapia soran kialakuld rezisztencia is limitalja
alkalmazhatosagukat.® Ezekbél adodéan ujabb szerves hatdanyagok és fémtartalmu

gyogyszerek eldallitasara a mai napig intenziven folynak kutatasok.
2.2. 8-hidroxi-kinolin alapvazas vegyiiletek

A szamottevO ¢lettani hatassal rendelkezé 8-hidroxi-kinolint (HQ, 3. ébra),
valamint annak szarmazékait mar igen sokan vették gorcsé ala. A 8-hidroxi-kinolin
alapvegytilet alkalmazhat6saga igen sokoldalu, eleinte gombaellenes szerként hasznaltak
a mezbégazdasagban, emellett textil-, papir-, valamint faiparban elterjedten alkalmaztak
tartositoszerként.” Ismert tovabba baktériumold és sejtosztodast gatld tulajdonsaga is.’
Egy kétfoghi kelatképzé vegyiiletrél van sz6, mely az oxigén- és nitrogénatomot
tartalmazé donorkészletének koszonhetden nagy affinitassal képes kiilonféle (atmeneti)
fémionokhoz koordinalodni.®

Bizonyos HQ szarmazékok esetén beszamoltak mar idegsejtvédd, illetve
rakellenes hatasrol is.”® Ilyen rakellenes hatassal bir az 5-nitro-8-hidroxi-kinolin
(HQNO;, 3. 4bra), mely kivaloan alkalmazhato antimikrobialis szerként is.!® Ez a
szarmaz€k alapvetden a katepszin B endopeptiddz reverzibilis inhibitoraként ismert.
Az emlitett enzim az extracelluldris matrix lebontdsaval eldsegiti a rosszindulati
daganatok kialakulasat és az attétek képzodését, azonban a HQNO: képes mindezt
meggatolni; ezt in vitro és in vivo kisérletek is alatamasztjak.'''? A katepszin B
endopeptidaz inhibiciojara mas HQNO> szarmazékok is alkalmasak.

A halogénezett HQ szarmazékok kozil az 5-klor-7-jod-8-hidroxi-kinolin
(kliokinol, HQCII, 3. abra) a legismertebb. Ezt a vegyiiletet alapvetden antiszeptikus
szerként, illetve hugyuti fertézések ellen hasznaljak.® Kelatképzd és ionofor
tulajdonsagat kihasznalva neurodegenerativ betegségek is gyogyithatok. Az Alzheimer-
kérban szenvedd betegekkel végzett vizsgalatok egészen a I1-es klinikai fazisig jutottak.®
Ugyanis ionofor ligandumok haszndlatdval a szervezetben keletkezd reaktiv oxigén
szarmazékok (reactive oxygen species, ROS) mennyisége csdkkentheté.* Az oxidativ
stresszt, vagyis ezen részecskék létrejottét a redoxaktiv fémionok (pl. vas, réz)
katalizaljak un. Fenton-tipusu reakcion keresztiil. A folyamat gatldsa igen fontos, ugyanis

az emelkedett ROS szint sejthaldlhoz vezet.™



NO, cl

X X X
N/ N/ | N/
OH OH OH
5-nitro-8-hidroxi- 5-klor-7-jod-8-

SR AT kinolin hidroxi-kinolin

3. abra: A 8-hidroxi-kinolin, valamint ismert szarmazékainak szerkezeti képlete.

Léteznek tovabba olyan HQ szarmazékok is, melyek szelektiv a-ketoglutarat-
fliggd oxigendz gatldo hatdst mutatnak azaltal, hogy komplexaljdk az enzim kdézponti
fémionjat.>® Az enzim katalitikus ciklusaban a vas +2-es és +3-as oxid4cios allapota is
megjelenik. A kezdeti Fe(Il) centrumot két hisztidin-nitrogén, egy glutamat-oxigén,
valamint harom vizmolekula koordinalja. A Fe(II) oxidaciojahoz az O, molekula és az
(0,0) donorként viselkedd o-ketoglutardt egyarant sziikséges koszubsztratként.
A tovébbi enzimatikus reakci6 soran az a-ketoglutarat dekarboxilezddik szukcinéttd, mig
a szubsztrat hiszton—N-trimetil-lizin része hidroxilezédik. A hidroxilezést demetilezés
koveti, mely egyuttal a Fe(III) centrum redukciojahoz vezet.!” Ezen vasfiiggd enzimek
képezik a legnépesebb hiszton-lizin-demetilaz (KDM) enzim szupercsaladot, mely
szamos biologiailag fontos oxidaciot katalizal. Az emberi szervezetben nukleinsavak,
fehérjék, lipidek és kismolekuldk hidroxilaciojat és demetilaciojat katalizaljak.™
Az o-ketoglutarat-fiiggd oxigenazok ugyanakkor bizonyos betegségek tekintetében
terapids célpontnak szamitanak, ilyen példaul a

ves¢hez kothetd keringési rendellenesség, illetve a

COOH
rak, ezért is olyan fontos a gatlasuk.'81° Erre alkalmas
inhibitorként azonositottak az (N,0) donoratomokkal X
rendelkezé 5-karboxi-8-hidroxi-kinolint (5-karboxi- pZ

N

8-kinolinol, 10X-1, 4. abra), mely a hiszton-

OH
demetildzok (KDM4E (JMJD2E)) gatladséban jatszik

5-karboxi-8-

20 H
fontos szerepet.® Bizonyos esetekben az 10X-1 hidroxi-kinolin

kotédése indukalja az aktiv centrumhoz tartozo vas

transzlokaciojat, mely utat nyithat 0j inhibitorok , dbra: Az 5-karboxi-8-hidroxi-

fejlesztésében. Mindez azt valdsziniisiti, hogy az  kinolin szerkezeti képlete.
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inhibicid, ha nem is teljesen, de részben az a-ketoglutarattal szemben folytatott aktiv
helyért vald versengésbdl adodhat.?® Egy lehetséges kemoimmunterdpiat bemutatd
tanulmanyban ugyanakkor azt talaltak, hogy az I0OX-1 nagyban fokozza az FDA (Food
and Drug Administration) altal jovahagyott doxorubicin (DOX) okozta immunogén (az
immunrendszert aktivald) sejthalalt. Ennek eredményeként az |I0X-1 és DOX terapidban
valo kombinacidja nagymértékben eldsegiti a T-sejtek megjelenését a tumor szovetben,
és jelentdsen csokkenti az ott jelenlévd immunszuppressziv faktorok hatasat.
Liposzomalis kombinaciojuk egérkisérletek soran sikeresnek bizonyult.?r A HQ
kelatképz6 tulajdonsagat kihasznalva tovabbi, 7-es pozicioban szubsztitualt 8-hidroxi-
kinolinokat allitottak eld, melyek szintén hatékony KDM4 hiszton-demetilaz és egyéb
o-ketoglutarat-fiiggé oxigenaz inhibitoroknak bizonyultak.??

A HQ szarmazékok jotékony terapids hatasat a legtobb alkalmazasi teriileten az
esszencialis fémionokkal (Cu(Il), Fe(Il), Fe(Ill), Zn(I)) valé komplexképzési
reakciojukhoz tarsitjak.8?3?* Emellett mar tobb olyan rdkellenes hatassal rendelkezd
fémkomplexet allitottak elé, melyek kozponti fémionként valamilyen ritkafoldfémet?,
Pd(I)-iont?® vagy Pt(ll)-iont?” tartalmaznak. Az egyik legismertebb antiproliferativ
hatast komplex a jelenleg is klinikai vizsgalatok alatt allo trisz-(8-hidroxi-
kinolinato)gallium(Ill), mely igen igéretesnek bizonyult eldrehaladott daganatos

betegségek kezelése soran.?

2.3. A human szérum albumin

Az emberi vérplazmaban megtalalhatd human szérum albumin (human serum
albumin, HSA) szallitofehérjeként elsdsorban kisebb molekuldk szallitasat, valamint a
pH pufferelését és az ozmozisnyomas biztositasat végzi. Az albumin koncentracid egy
feln6tt ember vérplazmajaban atlagosan 35-50 g/L, mely a teljes fehérje koncentracionak
(70 g/L) kdzel 60%-a.?°

Ahogyan fentebb emlitésre kertilt, az albumin igen fontos szerepet tolt be a kisebb
molekulak megkotésében és szallitasaban, ugyanis megannyi kétéhelyének koszonhetéen
rendkiviil sokféle vegyiilettel képes kolcsonhatast kialakitani. Tobbek kozott zsirsavak,
fémionok és egyéb szerves vegyiiletek is eldszeretettel kotddnek a HSA-hoz.
A legerdsebb, nem kovalens jellegli kolcsonhatas a hidrofob tulajdonsaga szerves

anionokkal tud létrejonni. A ligandumok sokfélesége nem akadaly, ugyanis a hidrofob
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zsebek mérete és belsd feliilete sokféle masodlagos kolcsonhatds kialakuldsanak
kedvez.?®

A HSA egyszerti, globularis fehérje, 0sszesen 585 aminosavbdl tevodik Ossze.
Szerkezetét tekintve harom nagyobb doménre oszthato (I, 11, I1I), melyek mindegyike 2-2
tovabbi aldoménre (A, B) bonthatd. Ezeket az 5. abra szemlélteti.

1B
I11-as kotéhely

5. abra: A human szérum albumin (HSA) szerkezete az aldomének ¢és a fobb kotohelyek
jelolésével.

Az l-es kotohely, mely a IIA aldoménben talalhato, elsdsorban negativ toltésii
heterociklusos vegyiileteket kot meg.>® A fluoreszcens markerként és véralvadasgatloként
IS hasznalatos warfarin (WF) igen nagy affinitassal kotédik ehhez az I-es kotéhelyhez.
Jelentdsége miatt e kolcsonhatas természetérdl, illetve erdssegérdl mar szamos tanulmany
jelent meg.31:3233A T11A aldoménben elhelyezkedé I1-es kotShely sokkal inkabb preferalja
az olyan aromas vegyiiletek kotddését, melyek semlegesek vagy esetleg negativ toltéstiek.
A ll-es kotohely jellemzd ligandumai az ibuprofén, a diazepam, valamint a szintén
fluoreszcens markerként hasznalatos danzil-glicin (DG).3* Az emlitett markerek (WF és
DQ) szerkezeti képlete a 6. abran lathatd. A nem is olyan rég felfedezett I1I-as kotdhely
az IB aldoménben taldlhato. Ez a kotohely alapvetden a zsirsavakat koti meg, de ettdl
fliggetleniil szamos mas vegyiilet is képes itt megkotddni, tobbek kozott a hemin, a

metilnarancs, illetve tobbféle rakellenes hatoanyag is.®®
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warfarin HOLO

6. abra: A warfarin és a danzil-glicin szerkezeti képlete.

A gyogyszerhatéanyagok tobbsége altalaban reverzibilisen kotott allapotban van
jelen a vérplazmaban, mindez erdsen kihat az adott gydgyszer farmakokinetikajara.
A lipofil hatéanyagok latszolagos oldhatosaga fehérjéhez kotott allapotban fokozodik,
igy konnyebben célba érnek a szervezeten beliil. Azonban fontos megemliteni, hogy
miutdn célba ért a hatdoanyag, ekkor mar szabad allapotban kell lennie, ugyanis csak igy
képes farmakologiai aktivitdsdnak kifejtésére. A szérumfehérjéhez valdo kotddés a
gyogyszer hasznosulasanak tekintetében egyuttal jelenthet elényt vagy akar hatranyt is,
ez minddssze az adott hatéanyagtol és az elérni kivant céltol fiigg.®® A HSA energia- és
tapanyagforrasként szolgalhat a rdkos sejteknek, melyek képesek a plazmafehérjék
lebontasara, majd ennek kdszonhetden tovabbi gyarapodasra. Az albumin emellett segit
a hatdanyagok daganatos szovetekbe valo eljutasaban, majd felhalmozddasaban. Utobbi
a daganatos szovetek érrendszerének novekvo ateresztOképessége, valamint a karosodott
nyirokrendszer hidnyos nyirokelvezetése miatt bekdvetkezé folyadékpangasnak
koszonhetd. Ez a jelenség az un. fokozott permeabilitas és visSzatartas (enhanced
permeability and retention, EPR) hatés.®” Mindezek miatt rendkiviil fontos a HSA ¢és a

kiilonféle hatdoanyagok kolcsonhatasanak alapos tanulmanyozasa.
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3. Célkitiizés

A kismolekulas kemoterapias gyogyszermolekuldk fejlesztésekor a hagyomanyos
platinacsoportba tartozé fémionok komplexei mellett kiemelt kutatasi teriiletet jelentenek
a 8-hidroxi-kinolin szarmazékok. E vegyiiletcsoport igen széles hatasspektrummal
rendelkezik, valamint koziiliikk tobb hatéanyagot is alkalmaznak a gyogyaszatban.
Sok szarmazék mutat rakellenes hatast is, melyek akar mar bizonyos fazisu klinikai
vizsgalatig vagy akar a klinikai hasznalatig is eljutottak. A meglévd, illetve 1)
hatéanyagok hatdsmechanizmusanak és farmakokinetikai tulajdonsagainak ismerete
elengedhetetlen, ezek oldatkémiai vizsgalatok segitségével térképezhetoek fel.

Munkank soran mi is egy HQ szarmazék, a hiszton-demetilaz enzim inhibitorként
viselkedé I0X-1 oldatkémiai vizsgalatat végeztilk. Emellett 6sszehasonlitasi alapként
tanulmanyoztuk az I0X-1 modellvegyiiletét, a kinolin-5-karbonsavat (Q-COOH) is, mely

alapvetéen nem kelatképzd. Céljaink az alabbiak voltak:

e A harom kilonféle gyartotol (MedChemExpress, Angene, Sigma-Aldrich)
szarmazo 10X-1 termékek tisztasdganak ellendrzése pH-potenciometridval és
H NMR spektroszkopiaval.

e Avegyiletekhez (beleértve a harom 10X-1 terméket) tartozo proton disszociacios
folyamatokat jellemz6 pKa értékek meghatarozasa UV-lathatd spektrofotometria
segitségével.

e A vegyiletek lipofilitasat jellemzé megoszlasi hanyadosok (1gDpH)
meghatarozasa n-oktanol/viz megoszlasos modszerrel két kiilonboz6 pH-n.

e A vegyiiletek human szérum albuminnal valé kélcsonhatasanak tanulmanyozéasa
spektrofluorimetria, ultrasziirés ¢és kapillaris elektroforézis - frontalis analizis
(CE-FA) segitségével.

e Az 10X-1 ligandum vas(lll)-, vas(ll)- és réz(Il)-komplexeinek vizsgalata
UV-lathato spektrofotometrias titralasokat végrehajtva. A képz6dé komplexek
Osszetételének és stabilitdsanak jellemzése.

e Az IOX-1 ligandum vas- és rézkomplexeihez tartozé redoxi tulajdonsagok

feltérképezése ciklikus voltammetrids mérések segitségével.
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt vegyszerek és vizsgalt ligandumok

A dolgozatom szamottevd részét képezé 10X-1 ligandum harom kiilonféle
beszallitotol (MedChemExpress, Angene, Sigma-Aldrich) is rendelkezésiinkre allt.
Az utobbi ligandumot modellez6 Q-COOH a Tokyo Chemical Industry terméke.
A mérések soran felhasznalt dimetil-szulfoxid (DMSO) és deuteralt valtozata
(DMSO-dg), dimetil-formamid (DMF), maltol, NazHPQO., NaH2POas, KH2PO4, NaCl,
KCI, KNO3, KOH, KH-ftalat, HCI, etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), CuCl,, elemi vas,
FeCls, n-oktanol, HSA, DG és WF a Sigma-Aldrich, VWR, Molar Chemicals vagy
Reanal Kft. termékei. Ezeket tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. Oldoszerként Milli-Q
vizet, DMSO-t, illetve annak deuteralt valtozatat hasznaltunk. A KC1 és KH-ftalat oldatok

mindig frissen késziiltek. A fémsok vizben vagy sdsavban vald oldasa utan kapott oldatok

crer

crer

modszerrel hataroztuk meg, a Fe(Ill)-ionoktol vald mentességet pedig rendszeresen
ellendriztiik KSCN oldat segitségével.

A vegyliletek torzsoldatai névleges tisztasdgukat figyelembe véve, tomeg szerinti
beméréssel késziiltek. Azonban az 10X-1 esetén a kiilonbozé gyartok termékeinek
tisztasiga nem felelt meg az eldirtaknak, igy mindhdrom esetben 'H NMR
spektroszkopias, illetve pH-potenciometrids mérésekkel gy6zodtiink meg azok tényleges
tisztasagarol. Ezek a torzsoldatok hiitdszekrényben voltak tarolva.

A pufferelt albuminos mintakat PBS* oldatban (pH = 7,40) készitettiik. Ez a
modositott puffer 1,5 mM KCl-ot, 100,5 mM NaCl-ot, 12 mM Na;HPOs-0t és 3 mM
KH2PO4-ot tartalmaz. Az esetleges szennyez6 fémionok zavard hatasanak kikiiszobolése
érdekében 2 mM EDTA is keriilt a puffer oldatba. Az oldat pH értékét kis mennyiségii
sav vagy lug hozzaadasaval allitottuk a kivant értékre. A puffer osszetétele megegyezik
a vérplazmaban levé K*, Na* és CI- koncentraciokkal. (A klasszikus PBS (phosphate
buffered saline) pufferben 139,7 mM a kloridionok koncentracioja.)

A HSA-bol minden mérési sorozat elott friss torzsoldatot készitettiink,

crer

esetben a fentebb részletezett PBS* puffert hasznaltuk. A koncentraciot minden
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alkalommal a 280 nm-nél mérhetd abszorbancia (280 nm = 36850 M~1cm?) segitségével
hataroztuk meg.®® A markerekbdl (DG és WF) 1 mM koncentraciéju torzsoldatokat

készitettiink, az oldodast kortilbeliil 1 ekvivalens lug (KOH) hozzéadasaval segitettiik.
4.2. Oldategyensulyi vizsgalatok
4.2.1. pH-potenciometria

A fémkomplexek protonalddasi, illetve stabilitasi allandoinak meghatarozasara
igen gyakran alkalmazott modszer a pH-potenciometria. Ennek alapja, hogy a fémion és

a H* verseng a ligandum kotéhelyeiért. Ez a folyamat az alabbi egyenlettel irhato le:
M™* + gHL & MLO™ 9 4 gH*, (1)

A konnyebb attekinthetdéség érdekében a tovabbiakban elhanyagoljuk a toltéseket.
A teljesen deprotondlt ligandumot (L), protont (H) és fémiont (M) tartalmazé rendszerek

esetén az egyensulyi egyenletek a kovetkezdképpen irhatok fel:
pM + gL + rH = MyLgH,, (2)

ahol p, q és r a sztdchiometriai egylitthatokat jelolik.
A stabilitasi szorzatot (f) a 2. egyenlet alapjan az alabbi képlet adja meg:

[MpLqH, |

Frar = P [CJTHT ?

Ebbdl adododan, a titradlds soran mért egyensulyi pH-értékekbdl nagy pontossaggal
meghatdrozhato a kialakulo komplexek stabilitisa. Tovabba a pH-méréshez
elengedhetetlen, hogy az elektrodunk miikodése megfeleljen a Nernst-egyenletnek.
A pH-potenciometrias mérések soran minden esetben a H™ az elektrodaktiv komponens.
Ez az elméleti potencidl azonban a mért potencialtol eltér, a kettd kozotti eltérés allando,
ez az un. Irving-faktor, mely kalibraci6 segitségével hatarozhato meg.®

A pH méréséhez Metrohm 6.0234.100 kombinalt elektrodot hasznaltunk, melyet
(0,10 M) KOH-mérdoldatot Metrohm 665 Dosimat automata biirettaval adagoltuk, nagy
pontossaggal (0,001 cm?®), szamitogépes program vezérlésével tn. egyensilyra vezetd

titralasokat végeztiink.
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A titralasokat argonatmoszféra alatt hajtottuk végre, a hdmérsékletet termosztat
segitségével végig 25,0+ 0,1 °C-on tartottuk. A rendszer allapotat minden nap
kalibralassal ellendriztiik, mely erds sav (HCI) erds bazissal (KOH) valo¢ titralasat jelenti.
Az ehhez tartozo6 sav koncentraciot, az Irving-faktort és a vizionszorzatot (Kw) az Abu9x
nevii programmal kaptuk meg, mely a Gran-médszer alapjan szamol.*°

A titralt mintak 10,00 cm?® térfogatuak voltak, 0,10 M-os (KCl) ionerésség mellett,
magat az I0X-1 ligandumot pedig ~1,5 mM-ban tartalmaztak. A titralas kezdetekor a pH
~2 volt és pH = 12,2-ig adagoltuk a lug mérdoldatot, kivarva minden pontban a kémiai
egyensulyt. A mintdknal minden esetben 30% (v/v) DMSO/H20 kozeget alkalmaztunk,
a vizionszorzat értéke ebben a kézegben pKw = 14,52 + 0,05 volt.

A kapott adatokat a kiilonb6z6 10X-1 gyartmanyok tisztasaganak ellenérzéséhez

végzett kvantitativ 'H NMR mérések eredményének alatdmasztasara hasznaltuk.
4.2.2. Ultraibolya-lathaté spektrofotometria

Az ultraibolya-lathato (UV-Vis) spektrofotometria egy igen széles kori gyakorlati
felhasznalassal rendelkez6 miiszeres analitikai eljaras. E modszerrel azon anyagok
vizsgalhatoak, melyek a ~200-800 nm hulldmhossztartomanyban fényt nyelnek el.
Mindez annak tudhat6 be, hogy ezek a vegyiiletek egy vagy akar tobb kromofor csoporttal
is rendelkeznek. A mérés soran az elektronok gerjesztés hatasara alacsonyabb energiaju
elektronpalyakrol magasabb energiajuakra keriilnek. Emellett fémkomplexek esetében
elnyelést okozhatnak a fémion d-d atmenetei, a fémion és a ligandum kozotti toltésatviteli
(charge transfer, CT) savok, illetve a ligandum molekulan beliili elektronatmenetei
(ligandumsav).

A mérések soran az adott hullimhosszon (A) kapott analitikai jelet, vagyis

abszorbanciat (AY) a 4. egyenlettel definialjuk:
A 0
M =lg7, @

ahol I} a beesd fény intenzitisa és [* a mért mintan atjutott fény intenzitasa.
Az abszorbancia €s a minta koncentracioja kozotti 6sszefiiggést adott hullamhosszon a

Lambert—Beer torvény irja le:
A= -c-¢ (5)

ahol, €* a molaris abszorbancia (M~*cm™1), ¢ a mérendd anyag koncentracioja (M) és £ a
kiivetta hossza a fényut iranyaban (cm).
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A fotometrias mérésekre az ad lehetdséget, hogy komplexképzddési reakcidk
folyaman megvaltozik a molekula elektroneloszlasa és gerjeszthetdsége, tehat a protonalt,
a deprotonalt és a komplexben kotott ligandum elnyelési savja eltéro lesz.

A vegyliletek proton disszociacios allandoit (pKa) és fémkomplexeik stabilitasi
szorzatait (Igp) a HypSpec program*' segitségével hatdroztuk meg. A bemend fijl
tartalmazta a mért pH-értékeket, a komponenseket (M, L, H), és az ezekbdl felépitheto,
az adott rendszerben vart asszociatumok szamat és dsszetételét, a komponensek analitikai
koncentracioit, a vizionszorzatot, illetve a mért abszorbancia spektrumokat.
Az asszociatumok stabilitasi szorzatai — megfeleld kozelito értékeket megadva — a 6-8.
egyenletek altal leirt anyagmérlegek alapjan a komponensekre felirhatok és iteralhatok a
megfeleld értékre. A mért spektrumok és az egyensulyi koncentraciok kozott az
abszorbancia additiv tulajdonsaga alapjan a Lambert—Beer torvény (5. egyenlet) teremt

kapcsolatot. A koordinalt vizmolekulak nincsenek kiilon feltiintetve.

cw =M1+ ) pifip,q.r [MIP LIS [H]" (©6)
i=1

L= [L1+ ) diffpque [MIP LI [H] Q

i = [H] + ) 11830, [MIPHLI [H]" ®

A Fe(ll)- és Fe(Ill)-ionok hidrolizise soran keletkezé hidrolizis-termékek képzddési
allandoi irodalmi adatok alapjan lettek figyelembe véve. Ezek a 1gf értékek Fe(Il) esetén
rendre MH-;: —9,43, MH-»: —20,73, MH-3: —32,68,% mig Fe(Ill) esetén MH-;: —3,22,
MH-2: —6,73, M2H2: —4,09, M3H- 4: —7,58.%

Mindkét vegyiilettel végeztiink spektrofotometrids titralasokat, valamint az [OX-1
esetén1:1,1:2¢s1:3 fém : ligandum aranyu mintakat is vizsgaltunk, pH = 2,00-11,7
tartomanyban, 0,10 M (KCI) ionerdsség mellett, 25 °C-on. A ligandum, valamint a
mintakat készitettiink. A spektrumok felvételéhez egy szamitogéppel vezérelt Agilent
Carry 8454 tipusu késziiléket hasznaltunk 190-1100 nm tartomanyban, az optikai uthossz
1,00 cm volt. A Fe(ll)-ionokat tartalmaz6 mintak oxigénérzékenységére valé tekintettel

szigorian anaerob koriilmények kozott dolgoztunk, mindezt a laboratoriumban
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megtalalhaté Jacomex GP(Campus) tipusu keszty(is manipulator (glovebox) (O2 <1 ppm)
tette lehetévé. A glovebox egy olyan kdrnyezettdl hermetikusan lezart szekrény, melyben
oxigénmentes atmoszféra hozhato 1étre. A mérésekhez sziikséges anyagok ¢€s eszkozok
egy zsilipkamran keresztiil juttathatok be, illetve ki az anaerob munkaallomasbol. Az igy
bevitt, levegére érzékeny anyagokkal valé munkalatokat a szekrény egyik (atlatszo)
oldaldan benytlé gumikesztylik teszik lehetové. A mintdk fém : ligandum aranyai,
ionerdsségei, a mérések pH tartoméanya, valamint homérséklete megegyezik a fentebb
részletezett koriilményekkel. A mintak ~150 uM koncentracidoban tartalmaztak az I0X-1
ligandumot, térfogatuk pedig 25,00 cm?® volt, melyet a spektrumok felvételéhez hasznélt
Avantes szaloptikéas spektrofotométer bemeriild mérdfeje kovetelt meg. A fotométer
AvaL ight-DHc fényforrassal és AvaSpec-ULS2048XL-EVO detektorral volt felszerelve.

Meéréseinket 210-1100 nm hulldmhossztartomanyon végeztiik.
4.2.3. Lipofilitas vizsgalatok

A lipofilitasok meghatarozasahoz a klasszikus n-oktanol/viz megoszlasos
modszert alkalmaztuk. A vizes fazist és az n-oktanolt elézetesen telitettiik egymassal.
A méréseket a gyomor pH-jan (pH = 2,00), illetve fiziologias pH-n (pH = 7,40) is
elvégeztik. A pH = 2,00-es értéket 20 mM-0s H3PO4/NaH2PO4 puffer alkalmazasaval
értik el, mely pH-értékét sésavval allitottuk. A pH = 7,40-en tortént méréseket a
modositott PBS* pufferrel végeztiikk (ennek Osszetételét a 4.1. alfejezet tartalmazza).
A pufferek mindkét esetben 2 mM EDTA-t tartalmaztak. A lipofilitds meghatarozasahoz
hasznalt mintak ~80 uM ligandumot tartalmaztak, térfogatuk rendre 1,8 cm?® volt, mely
0,9 cm® referencia oldatbél és 0,9 cm® n-oktanolbél tevédott dssze. Mindkét vegyiilet
esetén 2 parhuzamos mintat készitettiink. A mintdk 2 6rdn 4t torténd razatasat kovetden a
fazisokat centrifuga segitségével szeparaltuk, majd felvettik az abszorpcids
spektrumaikat. A spektrumokat szintén egy szamitogéppel vezérelt, de mas tipusu,
Agilent Cary 3500 spektrofotométerrel rogzitettiik 200-800 nm tartomanyban, 1,00 cm-es
kiivetta hasznalataval. A megoszlasi hanyadosokat (DpH) a kovetkezd képlet alapjan
szamoltuk:

A(t"rzsoldat)
Dpy = . -1]-

- )
A(elvélasztés utani vizes fazis) V(n—oktanolos fazis)

V(Vizes fazis) (9)
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ahol Dpy az adott pH-hoz tartozé6 megoszlasi hanyados, A(tsrzsoldary @ tOrzsoldat
abszorbancidja, A elvalasztas utani vizes fazis) & Vizes fazis abszorbancidja elvalasztas utéan,

Vivizes fazis) & ViZ€s €8 Vin_oktanolos fazis) a2 N-oktanolos fazis terfogata.

4.2.4. '"H NMR spektroszképia

A magneses magrezonancia (nuclear magnetic resonance, NMR) spektroszkopia,
olyan atommagok vizsgalatara alkalmas, melyek spinje nullatél kiilonbdzs. A *H NMR
modszer alapjat az képezi, hogy magneses térben a magspinnel rendelkezd
'H-atommagok energiaja eltér egymastol: a *H magspinje I=1/2, igy 21+1=2 energiaszint
alakul ki. Ezek energiakiilonbsége fligg az anyagra jellemzd giroméagneses allando
nagysagatol, illetve attol, hogy mekkora magneses térben van a rendszeriink. Hiszen az
egyre erdsebb kiilsé magneses tér az atommagok energiafelhasadasat aranyosan noveli,
ez az un. Zeeman-effektus. Egy NMR-késziiléknél a magneses térerésség allando,
melynek értékét a Larmor-frekvenciaval fejezik ki. A mintdt ezzel a
rezonanciafrekvencidval besugarozva torténik meg az atmenet a két energiaallapot kozott.
Meéréseink soran ez 500 MHz, a késziilék pedig egy Bruker Avance 111 HD Ascend 500
Plus tipus Volt.

A 'H NMR spektroszkopia egyarant alkalmazhat6 kvalitativ és kvantitativ célokra
is. A kvalitativ méréseket €s szerkezetfelderitéseket az teszi lehetdve, hogy a vegyiiletek
atommagjai eltérd kémiai kornyezetben helyezkednek el, igy mas ¢és mas
rezonanciafrekvenciat érzékelnek, igy egy Un. kémiai eltolodas skalan mashol adnak
jeleket. Ez a kémiai eltolodas fiigg a magot koriilvevé elektronok hibridallapotatol, a
szomszédos magok elektronvonz6 képességétol, illetve egyéb, az elektronsiiriséget
befolyasolo hatasoktol. Emellett a molekulaban 1évd atommagok kozott skalaris csatolas
johet létre, melynek koOszonhetéen az adott jelek multiplettekké hasadhatnak.
A felhasadas mértéke a szomszédos atommagok szdmara enged kdvetkeztetni. Az igy
1étrejott jelcsoportok intenzitasaranyai pedig informaciot szolgaltatnak a jelt ado magok
szamarol. A jelek integralasaval tehat szerkezeti informacidkat kaphatunk a molekulérol.
A modszer kvantitativ felhasznalasa kiterjedhet anyagok tisztasdganak, illetve abszolut
eltérd kalibracios vegyiilet hasznalatos, mely a mintaban kell6 koncentracioban olyan
jeleket produkal, melyek jo alapot adnak a sziikséges kvantitativ paraméterek

kiszamitasahoz. A kalibralashoz hasznalt vegyiilettdl elvart, hogy kémiailag inert és nagy
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tisztasagl legyen, jol oldodjon a hasznalt oldoszerben, illetve ne rendelkezzen tal hosszu
T1 relaxacios idovel. Az altalunk is vizsgalni kivant tisztasag az alabbi képlet segitségével

kaphato meg:

IX . Nkal_ Mx _mkal

Py * Prals (10)

"It Ny Mgq my
ahol P a tisztasag (%), I az integralt teriilet, N a jelhez tartoz6 atommagok szama, M a
molaris tdmeg és m az analitikai tdmeg, melyek a vizsgalt anyaghoz (X) vagy a kalibrécios
vegyiilethez (kal) tartoznak.

Az 10X-1 ligandum tisztasdganak vizsgalatahoz sziikséges NMR spektrumok

felvételéhez 0,6 cm?® térfogati mintakat készitettiink. A mintidkhoz felhasznélt ~5 mM

crer

crer

~2mM koncentracioban volt jelen a mintakban, melyek végsé DMSO-de tartalma

~42% (VIV) volt. A spektrumokat a MestReNova nevii programmal** értékeltiik ki.
4.2.5. Spektrofluorimetria

Spektrofluorimetria segitségével kémiai rendszerek fluoreszcens tulajdonsagu
molekulai vizsgalhatok. Fluoreszcencia akkor 1ép fel, ha a fénnyel gerjesztett molekuldk
fényemisszioval relaxalodnak és mindez az elektronok spinkvantumszam valtozasa
nélkiil kovetkezik be. A folyamat piko-, nanoszekundomok alatt lezajlik, az elektronok
pedig ismét alapallapotba keriilnek. Igy a besugarzas megsziintetésével tulajdonképpen
egybdl megsziinik a fénykibocsatas is. Kelld intenzitasu fluoreszcenciat foként a merev,
sik szerkezetli €s aromas vagy tobbszoros konjugalt kettds kotést tartalmazd molekulak
mutatnak. Az emittalt fény spektruma elsésorban az anyagi mindségtol fiigg.*®

Fehérjékben harom aromas jellegii aminosav rendelkezik fluoreszcens
tulajdonsaggal: a fenilalanin (Phe), a tirozin (Tyr) és a triptofan (Trp). Eppen ezért
eldszeretettel alkalmaznak fluoreszcencian alapul6 technikékat a fehérjék vizsgalatakor.
A HSA-t felépitd aminosavak kozott tobb Phe és Tyr talalhato, viszont mindossze
egyetlen Trp van, mely a 214-es pozicidban, a IIA aldomén I-es kotéhelyének kozelében
fedezhetd fel.*® Utobbi aminosav szelektiven gerjeszthetd, ha a gerjesztd fény
hullamhossza 295 nm. Amennyiben az I-es kétéhely kozelében megvaltoznak a kotési

viszonyok, ugy a Trp emisszios fényintenzitasa csokken, ebbdl adédoan nevezik ezt a
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folyamatot kioltasnak. Az igy bekovetkezé csokkenés mértékébdl a fehérje-ligandum
kolesonhatés erdsségére lehet kovetkeztetni.

Azonban léteznek olyan fehérje-ligandum kolcsonhatasok is, melyek nem
kovethetdek kozvetleniil fluorimetridas modszer segitségével. Ilyen esetekben un.
kiszoritasos méréseket alkalmaznak, melyekhez olyan fluoreszcens markerek hasznalata
sziikséges, amik dnmagukban mar eleve fluoreszcens sajatsaguiak, de fehérjéhez kotddve
még tovabb nd az emisszids intenzitasuk. Az ilyen kisérletek azon alapszanak, hogy egy
adott HSA : marker arany(l mintahoz kompetitort adagolnak, aminek koszonhetéen a
kompetitor és a marker versengeni fog a fehérje kotohelyéért. Ahogyan a kompetitor
koncentracioja novekszik a mintaban, Ggy egyre tobb marker szorithat6 ki a kotéhelyrol,
mely az emisszids intenzitds csOkkenését vonja maga utdn. Amennyiben a fehérje-
kompetitor kolcsonhatas kellden erds, akkor a folyamat egyensulyi (kiszoritasi) allanddja
meghatdrozhato. A kiilonbozé kdtohelyek mas-mas markerek segitségével vizsgalhatok,
az l-es kotdhely esetében warfarint, mig a II-es kotéhelynél danzil-glicint hasznaltunk.

A fluorimetrias mérések soran kis koncentraciok (uM) hasznéalataval az
Onabszorpcid és a belsd filter hatds tobbnyire elkeriilhetd. Sok esetben azonban igy is
korrigalni kell a mért intenzitasokat, mely a minta abszorbanciajanak felhasznalasaval

torténik az alabbi képlet szerint:

(Aaex) +ArEm))
Frorr = Fmere - 10 2 : (11)
ahol Fyor€s Frgre a korrigalt és a mért intenzitas, Axex) és Axewm) a besugarzas és a
detektalas hulldimhosszan mért abszorbancia.*’

Kisérleteinket egy FluoroMax Plus (Horiba Jobin Yvon) tipusu
spektrofluoriméterrel végeztiik, az optikai Uthossz mindkét iranyban 1,00 cm volt.
A mintdk minden esetben PBS* (+ 2 mM EDTA) pufferrel késziiltek és a mérés sordn
végig 25 °C-on voltak termosztalva. A kioltdsos mérések esetén a mintdk 1 uM HSA-t
tartalmaztak, mig a ligandum koncentracioja 0 és 20 uM kozott valtozott. Kiszoritasos
mérések esetén az el6bbiek mellett a mintak 1 uM markert is tartalmaztak. A rogzitett
HSA : marker arany esetiinkben igy 1 : 1 volt. A kisérlet tipusatol fliggden eltérd
gerjesztési hullamhosszt és emisszios hullamhossztartomanyt alkalmaztunk, ezeket az
1. tablazat szerint allitottuk be. A résszélességeket (slit) igyekeztiink minden esetben ugy
megvalasztani, hogy a lehetd legnagyobb érzékenység mellett, de még a késziilék linearis

tartomanyan beliil végezziik méréseinket. Ez fluorofoéronként més-mas értéket jelentett.
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Kioltasos mérések esetén 5 nm, mig kiszoritasos méréseknél 4,5 nm volt a résszélesség a

gerjesztd és az emisszids oldalon is.

1. tablazat: A kilonbozo fluorimetridss mérésekhez hasznalt gerjesztd és emisszios
hulldmhosszak.

Gerjesztési Emisszios
Mérés tipusa Fluorofor hullimhossz hullimhossztartomany
(nm) (nm)
kioltas Trp 295 305-450
warfarin 310 320-500
kiszoritas
danzil-glicin 335 420-600

4.3. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetria (cyclic voltammetry, CV) egy olyan népszerii
elektrokémiai mddszer, melyet altaldnosan alkalmaznak kiilonféle kémiai rendszerek
redukcios és oxidaciés folyamatainak vizsgélatara. A  modszerrel olyan
elektronatmenettel jaro folyamatok jellemezhet6k, melyek a redoxaktiv fémkomplexek
reakcidkészsége szempontjabol kulcsfontossagtiak. Egy CV mérés soran allando
pasztazasi sebesség mellett valtoztatjuk a referencia- €és a munkaelektrod kozotti
fesziiltséget (E), mikozben a munka- és a segédelektrod kozott fellépd aramerdsséget (i)
mérjik. Amennyiben a fesziiltséget csokkentjlik, Ggy az adott vegyiilet oxidalt formaja
redukalddni fog, ennek kovetkeztében pedig aram keletkezik, mely egy maximumot
elérve teszi lehetévé a redukcids potencidl leolvasasat. Az igy képzddott redukalt forma
a fesziiltség novelésével visszaoxidalodik, mely az anddos aram megjelenését vonja maga
utan. Az anddos és a katddos csucs kozotti fesziiltségkiilonbség (AE) az alabbi képlettel

szamolhato ki:
_ rra k _ 59
AE =E; —Ej = o (mV), (12)

ahol EF az anddos csucspotencialt, Eg a katddos csucspotencialt, n pedig az

elektronatmenet szamat jeloli. Egyelektronos folyamat esetén a cstcspotencialok

kiilonbsége 59 mV (T = 25 °C).
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A ciklikus voltammogramokrol leolvashaté katddos és anddos csucspotencialok,
valamint csucsaramok segitségével kovetkeztethetiink a reakcioban részt vevo elektronok
szamara, a folyamat reverzibilitasara, illetve a formalpotencial értékére.

A ciklikus voltammetrids méréseket egy szamitogép vezérelte Autolab
PGSTAT204 tipusi potenciosztattal végeztik. A méréshez harom elektrédra volt
sziikségiink: iivegszén munkaelektrodra, platina segédelektrodra, valamint Ag/AgCl
(3M KCI) referenciaclektrodra. A mérérendszer kalibralasat Ks[Fe(CN)s] oldattal
végeztiik (E12 = +0,458 V vs. NHE) —0,1 és +0,5 V kozott.*® A ciklikus voltammogramok
rogzitése el6tt a mintakba 10 percen keresztiil argont vezettiink, melyet elétte lagositott
pirogallol oldattal oxigénmentesitettiink. A méréseket 25,0 +0,1 °C-on, allandé
ioner6sség (0,1 M KNO3) mellett végeztiik. A mintak pH-értékét kellé mennyiségi sav
vagy lug hozzaadasaval 7,40-re allitottuk. A mintak a Cu(ll)-komplexek esetén 1 : 2, mig
a Fe(ll1)-komplexek esetén 1 : 3 fém : ligandum arany mellett késziiltek, tgy, hogy a
fémionok koncentracidja minden esetben 0,5 mM volt. A mintak DMF tartalma 30% (v/v)
vagy 60% (v/v) volt. A pasztazasi sebességeket 0,005 és 0,025 V/s tartomanyban
valtoztattuk. A mért potencial értékeket +0,222 V hozziadasaval szamoltuk at normal

hidrogén elektrodra (NHE).*
4.4. Elvalasztasi modszerek
4.4.1. Ultrasziirés

Az ultrasziirés segitséget nyajt a kiilonb6zé kismolekuldk és bizonyos
makromolekulak (esetiinkben HSA) kozott kialakuld kolcsonhatasok vizsgalataban.
Az ultrasziirés soran egy olyan specidlis membransziirét alkalmaznak, mely csak egy
bizonyos molekulatomegnél, pl. 10 kDa-nal kisebb molekulakat enged at (M(HSA) =
67 kDa). A makromolekuldkhoz kotott és szabad kismolekula frakcio ilyen
membransziird, illetve kelld centrifugalas segitségével elvalaszthatd. A centrifugalas utdn
a sziirén fennmarad az Gn. nagy molekulatomegti (high molecular mass, HMM) frakcio,
mig a sziir6n atjut az un. kis molekulatémegii (low molecular mass, LMM) frakci6. Ezen
frakciok osszetétele a megfelel analitikai modszerek segitségével (pl. ultraibolya-lathato
spektrofotometria, ICP-MS, fluorimetria) tanulmanyozhato.

A méréseket mindkét vegyiilet esetén 0,80 cm? térfogatban és 25,0 + 0,1 °C-on
végeztiikk. A ligandumok koncentracioja allando volt, az I0X-1 esetében ez 100 pM-t
jelentett, mig a HSA koncentracidja 0 és 165 uM kozott valtozott. A Q-COOH vegyiilet
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esetében a ligandum koncentracio 150 puM volt, a HSA pedig 1 : 1 és 1:0,5
ligandum : HSA aranyoknak megfeleléen volt hozzaadva. A mintak elkészitéséhez PBS*
(+ 2 mM EDTA) puffert hasznaltunk. Minden mérés el6tt meggy6zddtiink, hogy az adott
ligandum 6nmagaban, fehérje tavollétében sziirheto-e.

Az altalunk Osszedllitott mintdkat a kémiai egyensuly beallasa utan felvittiik a
membransziirékre, a szlirést centrifugalassal végeztiik. Mindezt egy Eppendorf MiniSpin
Plus centrifuga hasznalataval tettiik 10-15 percen keresztiil, 12000 rpm fordulatszdmon,
mig a mintatérfogat ~80-90%-a at nem jutott a szliron. A mérésekhez Millipore Amicon
Ultra-0.5 (10 kDa) membransziir6ket hasznaltunk. Mintainkat az ultrasziirés el6tt és utan
is vizsgaltuk Agilent Cary 3500 spektrofotométer segitségével, 1,00 cm-es kiivettat

hasznalva.
4.4.2. Kapillaris elektroforézis

A Kkapillaris elekroforézis (capillary electrophoresis, CE) egy elterjedten hasznalt
elvalasztasi technika, mely kivaldoan alkalmas példaul fehérjék és kismolekulak

kolcsonhatdsanak tanulmanyozasara.*

A modszer eldényei koézé sorolhatd, hogy
mintaigénye minddssze néhany nL és igen konnyen automatizalhato. Az elektroforetikus
elvalasztasi modszerek alapja, hogy a toltéssel rendelkezd részecskék egy vezetd
kozegben elektromos potencidlkiilonbség hatasara a megfeleld elektrod felé vandorolnak.
A CE esetében mindez egy igen kis belsdé atmérével rendelkezd kapilléris belsejében
torténik, melyet altaldban valamilyen puffer oldatottal toltenek fel. A hattérelektrolitba
juttatott részecskék kiilonb6zé sebességgel vandorolnak, igy kialakitva egy
sebességgradienst. Ehhez a sebességhez adodik hozza maganak a hattérelektrolitnak a
vandorlasi sebessége is. Ez utdbbi az un. elektroozmotikus aramlason (electroosmotic
flow, EOF) alapszik, mely a folyadéknak egy t6ltéssel bird feliillet mentén kialakuld
elmozdulasat jelenti elektromos behatas mellett.>

Kisérleteink célja az I0OX-1 ligandum — HSA kolcsonhatas tanulmanyozasa volt
kapillaris elektroforézis - frontalis analizis (CE-FA) moédszerrel. Utobbi moddszer a
gyorsan bealld egyensulyok vizsgalatdira ad lehetdséget, ugyanis kapillaris
zonaelektroforézis sordn a rendszer komponensei térben elvélnak, igy az egyensuly a
disszociaci6 iranyaba tolodik el. A frontalis analizis soran elvaras, hogy a vegyiiletek

szabad, illetve kotott formai egymadssal kelld mértékben atfedo platdkat, avagy frontokat

képezzenek. A moddszer hasznalatat az tette lehetdvé, hogy a joval nagyobb molaris
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tomeggel rendelkezd fehérje, illetve a hozza kotott ligandum molaris tomege és toltése,
azaz elektroforetikus mozgékonysaga, eltér a szabad ligandumétol.

Méréseinket egy Agilent 7100 tipust miszerrel végeztiik. A késziilék beépitett
diddasoros detektoraval az elvalasztas teljes ideje alatt lehetdségiink volt a mintak
UV-Vis spektrumainak nyomon kovetésére. Az altalunk hasznalt belsé bevonat nélkiili
kvarc kapillaris hossza 48 cm, belsé atmérdje pedig 75 pum volt. A kapillarist elsd
hasznalat el6tt 20-20 percig mostuk a kovetkezé oldatokkal: 0,1 M HCI, viz, 0,1 M
NaOH, viz, majd 40 percig PBS* (+ 2 mM EDTA) pufferrel (pH = 7,40). A mérések elott
sziikkséges kondicionalas soran eldszor 10 perces iddintervallumokban atmostuk a
10 percig 25 kV fesziiltséget alkalmaztunk, végiil Gjabb 10 percen keresztiil mostuk
pufferrel a kapillarist. Az injektalasok kozott 1 percig NaOH oldattal, 1 percig vizzel,
majd 2 percig pufferrel Oblitettiik a kapillarist. Mintainkban az 10X-1 ligandum
koncentracioja 100 vagy 200 uM volt, a HSA koncentracioja pedig 0 és 100 uM kozott
valtozott. A mintdk minden esetben PBS* (+ 2 mM EDTA) pufferben késziiltek, igy
biztositva a pH = 7,40-et. Méréseink soran a kapillaris tér 25 °C-on volt termosztalva.
Hidrodinamikus injektalast alkalmaztunk, 40 s injektalasi id6vel ¢és 50 mbar
tobbletnyoméassal. Az elvalasztast 10 kV fesziiltség és 5 mbar tobbletnyomas

alkalmazésaval végeztiik, az dramerdsség 75 pA volt.
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5. Eredmények
5.1. A ligandumok oldatkémiai tulajdonsagai
5.1.1. IOX-1 tisztasaganak vizsgalata

A munkam soran leggyakrabban hasznalt 10X-1 ligandum kezdetben egy
MedChemExpress termék formajaban allt rendelkezésiinkre, mely tisztasagat kvantitativ
'H NMR spektroszkopiaval ellendriztiik (7. abra). A mérések soran kalibracios
vegyiiletként maltolt alkalmaztunk, ugyanis ennek *H NMR spektruma egyszerii, a

cstcsok jol elkiiloniilnek, illetve kellden nagy tisztasagban allt rendelkezésiinkre.

a) b) o}
| | ’
L3
Sigma-Aldrich & | |
O
Angene J c) COOH
s 4 .
[ | \ °
[ A
L 4 * JL ° JL A PN
| | I N
MedChemExpress
OH

102 98 94 90 86 82 78 74 70 66 62
8 /ppm
7. abra: Az 10X-1 ligandum harom kiilonféle gyartotol (Sigma-Aldrich, Angene,
MedChemExpress) szarmazo termékeinek tisztasagat szemléltetd a) 'H NMR spektrumok aroméas
régidja, valamint a kalibracios vegyiiletként alkalmazott b) maltol (#,#) és az c) 10X-1
(m,A,®,0 %) szerkezeti képlete, melyek a protonokhoz rendelt szimbolumokkal segitik a csticsok
asszignacigjat. {c (I0X-1) = ~2 mM; T = 25 °C; ~42% (v/v) DMSO-ds/H.O}

Az eredmények ravilagitottak arra, hogy a gyarté altal igért 98%-0s tisztasag a
valosagban minddssze 62%. Igy indokolt volt egy masik termék megrendelése, melyet az
Angene beszallitotdl szereztiink be. A rendelkezésre all6 mennyiségnek kdszonhetden
ennek tisztasagat el6szor pH-potenciometria segitségével ellendriztiik, mely 79% (m/m)-
nak adodott, illetve meghataroztuk a proton disszocidcios allandoit is. Utobbi értekek

30% (v/v) DMSO tartalmt kdzegben: pKa = 3,35 (+ 0,02), 5,05 (+ 0,04) és 9,62 (+ 0,06).
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Ebben az esetben is végeztiink kvantitativ 'H NMR méréseket, azonban az eredmények
itt sem bizonyultak megfelelonek. A 97%-os tisztasag helyett csak 78%-os tisztasagu volt
a vegyiilet, ami jo egyezést mutat az pH-potenciometrias mérés alapjan szamolt értékkel.
Ezt kovetden egy ujabb, Sigma-Aldrich termék keriilt megrendelésre. A tisztasdg ebben
ez esetben sem volt tokéletes, ugyanis a vart 97%-os tisztasag csak 86%-osnak bizonyult.
Viszont ezt mar elfogadhatonak talaltuk, igy a tovabbi mérések soran a Sigma-Aldrich
terméket hasznaltuk. Az IOX-1 mellett 1év6 szennyezdanyagnak nem volt jele a *H NMR
spektrumban, igy ez feltehetéen egy szervetlen anyag (pl. NaCl, HCI), ami a tovabbi

méréseinket nem zavarta.

5.1.2. A ligandumok proton disszociaciés allandoi

Az |0X-1 ligandum proton disszociacios allandoit alapvetden vizes kozegben
terveztilk meghatdrozni. Azonban a vegylilet korlatozott vizben valé oldhatosiga és
rendelkezésre all6 kicsiny mennyisége miatt a nagy koncentracio igényl
pH-potenciometrias titralasok helyett UV-lathatdo fotometrias mérésekhez kellett
folyamodnunk. Ezzel a modszerrel mindharom 10X-1 terméket vizsgaltuk. Ahhoz, hogy
az esetleges szennyez6 fémionok zavar6 hatasat kikiiszoboljikk a mintak a ligandumok
vizsgalatakor EDTA-t tartalmaztak. A Sigma-Aldrich termék esetén kapott eredményeket
a 8. abra szemlélteti.

A 8. a) abran lathaté spektrumsorozatbol a HypSpec program*! segitségével
szamitottunk pKa értékeket, valamint egyedi moléris abszorbancia spektrumokat,
melyeket a ¢) abra mutat. Az utoébbi abran lathatd legnagyobb spektralis valtozas nagy
valészintiséggel a hidroxilcsoport deprotonalodasahoz (LH- = L%) rendelhetd. Ugyanis
a folyamat soran egy kiterjedtebb konjugélt elektronrendszer jon létre, melynek
gerjesztése mar joval kisebb energiat igényel, ezt a spektrumokon megfigyelhetd
batokrom eltolddas is alatdmasztja, melynél a Amax ~310 nm-t6l eltolodik ~360 nm-ig.
Ehhez a valtozashoz tartozik a 326 nm-nél megjelend izobesztikus pont. Mindez jol
korrelal a HQ hidroxilcsoportja esetén tapasztaltakkal, ahol a Amax ~306 nm-t6l
~360 nm-re tolodik az OH-csoport deprotonalodasakor.’? A HQ esetén a kinolinium-
nitrogénhez (pKa (NgH') = 4,99), illetve a hidroxilcsoporthoz (pKa (OH) = 9,51)
rendelhetd pKa értékek® szintén jo egyezést mutatnak a 2. tdblazatban taldlhato
allandokkal, mely alapjan a (2)-es pKa érték az elébbihez, mig a (3)-as az utdbbihoz
rendelhetd. Az (1)-es allando igy kizardsos alapon, de kémiai evidencidk szerint is a

karboxilcsoporthoz tartozik.
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8. abra: Az I0X-1 ligandum a) UV-lathaté spektrumai kiilonb6z6 pH-kon, b) az eltérd
hullamhosszokon felvett abszorbancia értékek valtozasa a pH fliggvényében (m,e,4) az illesztett
gorbékkel egyiitt (folytonos vonalak), c¢) az egyedi molaris abszorbancia spektrumai a kiilonb6z6
protondltsagi allapoti ligandum részecskéknek és azok d) koncentracio eloszlasi gorbéi.
{c (I0OX-1) =161 uM; T =25°C; 1 =0,10 M (KCI); £ =1 cm}

A 8. d) abra szemlélteti a ligandum koncentracioeloszlasi gorbéit. Ez az dbra
mutatja meg azt, hogy egy adott pH-n a vegyiilet egyes protonaltsagi formai milyen
aranyban vannak jelen az oldatban. A diagramrol leolvashato, hogy az 10X-1 pH = 2,00-n

7% LH2 és 93% LH3*, mig pH= 7,40-en 2% L% és 98% LH- formaban van jelen.

2. tablazat: Az 10X-1 ligandum harom kiilonféle gyartotol (Sigma-Aldrich, Angene,
MedChemExpress) szarmazd termékeinek UV-lathatd fotometrias titralasai alapjan
meghatarozott deprotonalodasi allandok (pKa). {T =25°C; 1 =0,10 M (KCI)}

10X-1 MedChem Angene Sigma-Aldrich Sigma-
Express Aldrich
glovebox?
pKa (1) 3,06 0,03 3,19+ 0,03 3,12+0,03 3,10+ 0,03
pKa (2) 4,84 + 0,03 4,92 + 0,03 4,92 + 0,03 4,68 + 0,03
PKa (3) 9,16 +0,03 9,14 +0,03 9,14 £ 0,03 9,01 £0,03

2 Anaerob koriilmények kozott, kesztylis manipulatorral végzett UV-lathatod spektrofotometrids
modszerrel kapott adatok.
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A hiarom kiilonbozé gyartotol szarmazod termékek esetén kapott proton
disszociacids allandok (2. tablazat) normal laboratoriumi koriilmények kozott jo egyezést
mutatnak. A kesztylis manipulatorral végzett ligandum titralasnal kapott adatokbol
szamolt értékek valamennyivel eltérnek (féleg pKa (2) esetében), erre a mérésre
alapvetéen a késobb emlitésre keriild Fe(Il)-komplexek vizsgalata miatt volt sziikség.
Osszevetve a vizes kdzegben, illetve az 5.1.1. alfejezetben ismertetett 30% (v/v) DMSO
tartalmu koézegben kapott értékeket azt tapasztaltuk, hogy utdbbi esetben a hidroxil-,
illetve karboxilcsoporthoz rendelhetd pKa értékek nagyobbak. Ez annak tudhato be, hogy
a DMSO tartalom miatt a kozeg relativ permittivitasa csokken, igy kevésbé szolvatalja
ezen csoportok deprotonalt formajat.

A proton disszocidciés dallandok, illetve mas oldatkémiai tulajdonsdgok
Osszehasonlitdsa céljabol az 10X-1 modellvegyiileteként szolgald, nem kelatképzd

kinolin-5-karbonsavval  (Q-COOH, 9. abra) is

végeztiink spektrofotometrias méréseket. A Q-COOH COOH
esetén meghatarozhatd két pKa szdmszerinti értéke a N
3. tablazatban van feltiintetve. Ezek mar

egyértelmiibben csoportokhoz rendelhetdk, az (1)-es N/

alland6 a karboxilcsoporthoz, mig a (2)-es a

., . , ) ., ., kinolin-5-karbonsav
kinolinium-nitrogénhez tartozik. Ezek az értékek jo

egyezést mutatnak az I0X-1 esetén szadmolt
értékekkel és egyben alatamasztjak az ott felallitott 9. dbra: A kinolin-5-karbonsav

AL szerkezeti képlete.
deprotonalddasi sorrendet.

3. tablazat: A Q-COOH vegyiilet UV-lathaté fotometrias titralasai alapjan meghatarozott
deprotonalodasi allandok (pKa). {T =25°C; 1=0,10 M (KCI)}

Q-COOH
pKa (1) 2,47 + 0,03
pKa (2) 4,71 0,03

pKa (3) —
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Végiil kiszamitottuk a modellvegyiilet koncentracideloszlasi gorbéit is, ezek a
10. 4bran lathatok. A Q-COOH pH = 2,00-n 25% LH és 75% LH>*, pH = 7,40-en pedig

100% L~ formaban van jelen.

100 4 PN

Ligandum %

10. abra: A Q-COOH vegyiilet koncentracioeloszlasi gorbéi a vegyiilet kiilonb6z6 protonaltsagi
allapotu részecskéinek szerkezetével. {c (Q-COOH) = 150 uM; T =25°C; 1 = 0,10 M (KCI)}

A koncentracideloszlasi gorbék kapcsan emlitett pH értékeken lipofilitas
vizsgalatokat is végeztiink mindkét vegylilet esetén, ezt a kovetkezd fejezetben

targyaljuk.
5.1.3. Lipofilitas vizsgalatok

A lipofilitas nagy szerepet jatszik abban, hogy egy hatéanyag milyen mértékben
képes passziv transzporttal atjutni a sejtmembranokon. Ez a fizikai-kémiai tulajdonsag
fligg az ionizacios allapottdl, igy a pH-tol is, ezért tobb pH értéken megvizsgalva igen
fontos informaciokat nyerhetiink. A pH = 2,00 érték nagyjabol a gyomorsav pH-janak
felel meg, ez elsésorban a szajon at adhatd gyodgyszerek szempontjabdl lehet fontos.
A pH = 7,40 pedig a citoszol, illetve a vérplazma kémhatasaval egyezik meg, igy szintén
fontos lehet a gyogyszer szervezetbeli utjat illetden.

A ligandumok lipofilitasat a klasszikusnak szamité n-oktanol/viz megoszlasos
modszerrel vizsgaltuk. Kisérleteinket pH = 2,00-n és 7,40-en végeztiik. A pH allando
értéken tartasahoz elébbi esetben 20 mM-0s H3PO4/NaH2PO4, mig utobbi esetben PBS*
puffert alkalmaztunk. A pufferek minden esetben 2 mM EDTA-t tartalmaztak az esetleges
szennyezO fémionok zavard hatasanak kikiiszobolése érdekében. Mindkét vegyiilet
esetén 2 parhuzamos mintat készitettiink egy adott pH-n, melyekben az oktanol : puffer
arany 1:1 volt. A mintak elegyitését kovetden a fazisokat centrifuga segitségével

szeparaltuk, majd felvettiik az abszorpcios spektrumaikat. Ilyen spektrumok lathatok a
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11. abran, melyek jol szemléltetik, hogy példaul az 10X-1 ligandum
anyagmennyiségének egy része biztosan atjutott az oktanolos fazisba és nem maradt a
fazishataron. Ez az alapjan jelentheto ki, hogy az eredeti vizes fazishoz tartozé spektrum
intenzitadsa csokken a megoszlast kovetden. Az igy rendelkezésiinkre allo adatsorokbol

szamitottuk a ligandumok megoszlasi hanyadosait (D7,4).

oktanolos fazis
megoszlas utan

0,7 4

0,6 -
80,5 A
o

c

202 A
0,1 -
0,0

vizes fazis
megoszlas utan

250 300 350 400 450
A/ nm

11. abra: Az IOX-1 ligandum UV-lathaté spektrumai a kiilonboz6é oldoszer fazisokban
megoszlas elétt és utan. {c (I0X-1) =83 uM; T =25 °C; pH =2,00; £ =1 cm}

A 1gD74 értékek a 4. tablazatban lathatok, minél nagyobb ez az érték annal
lipofilebb vegyiiletrdl van sz6. A HQ alapvegytilet korabbi mérések soran pH = 7,40-en
igen lipofilnek bizonyult (IgD74 = +1,81), ugyanis ilyen koriilmények kozott a vegyiilet
semleges formaja van donté tobbségben.>® Ennél az dltalunk vizsgalt vegyiiletek joval
hidrofilebbnek bizonyultak. Ez annak tudhat6 be, hogy az ezeken talalhato disszociabilis
csoportok toltottséget adnak a molekuldknak. Ugyanakkor észrevehetd az is, hogy a pH
novelésével tovabb nd a hidrofil jelleg, mely az el6z6 fejezetben részletezett kiilonb6z6

toltottséggel rendelkezd protonaltsagi formék uralkodasanak kdszonhetd.

4. tablazat: A vizsgalt ligandumok kétféle pH-n mért n-oktanol/viz megoszlasi
hanyadosai (IgDpn). {T = 25 °C}

I0X-1 Q-COOH

IgD2o  +0,1 % 0,1 0,0 £0,1

IgD74  -13+0,1 -1,6 £0,1
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5.2. A ligandumok huméan szérum albuminnal valé kolecsonhatasa

A HSA nagy szerepet jatszik a hatdéanyagok célba juttatasaban, illetve
hasznosulasaban. Ezért is fontos a HSA és a potencialis hatdoanyagok kolcsonhatasanak
tanulmanyozasa. Tovabba a preklinikai vizsgalatok esetén is elvaras, hogy legyen
elézetes informacio arrdl, hogy a hatéanyagtdl milyen mértékii szérumfehérje kotddés

varhato.

5.2.1. A globalis kotodés vizsgalata

El6szor arrdl szerettiink volna meggy6zddni, hogy az altalunk vizsgalt vegytiletek
egyaltalan kotédnek-e a HSA-hoz, illetve a fehérje hozzaadasaval valtoznak-e a
ligandumok UV-lathato spektrumai. Utobbi vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy
érdemben egyik anyag spektruma sem valtozott, a ligandumok UV-lathat6 elnyelése tehat
nem volt érzékeny a HSA-val vald kolcsonhatasra. Ezt kovetéen a molekuldk
szlirhet6ségét allapitottuk meg membransziir6kkel torténd ultrasziirés segitségével.
A mérések soran a pH-t (7,40) PBS* (+ 2 mM EDTA) puffer segitségével allitottuk be.
Ezen mérések eldtt arrol is meg kellett gy6zddniink, hogy a ligandumok 6nmagukban, a
fehérje tavollétében is sziirhetok-e. Az 10X-1 sziirhetdsége 90,1%-nak, mig a
modellvegyiilet¢ (Q-COOH) 98,6%-nak adodott. A vizsgalatokat kiilonb6zo
ligandum : HSA aranyok mellett folytattuk. Az ultrasziirés utan felvett UV-lathatd
spektrumokat a csak ligandumot tartalmazo, szintén megsziirt minta spektrumaval
vetettilk Ossze, és ennek segitségével kiszamitottuk a szabad és a fehérjéhez kotott
ligandumok aranyat. A szamitott szabad ligandum hanyadok Osszehasonlitasat két

kiilonb6z6 ligandum : fehérje aranynal tettiik meg, ezeket a 12. dbra szemlélteti.

m L:HSA=1:05

100 + mL:HSA=1:1
i 80 -
<
=}
5% -
o
5 40 -
®©
o]
3
N 20 -
0

I0X-1 Q-COOH

12. abra: A vizsgalt ligandumok ultraszlirést kovetéen mért szabad hanyada (%) kiilonb6z6
L : HSA aranyok esetén (L = 10X-1, Q-COOH). {c (10X-1) = 100 uM; ¢ (Q-COOH) = 150 uM;
T=25°C; pH =7,40}
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A 12. abran lathatd, hogy mindkét vegytilet esetén a nagyobb fehérje mennyiség hatasara
csokken a szabad ligandum mennyisége. Igy levonhaté az a kovetkeztetés, hogy
mindegyik vegylilet kotédik a HSA-hoz, a kotédés pedig az 10X-1 esetén bizonyult
erdsebbnek.

Az I0OX-1 esetén az ultraszlirés kvantitativ alkalmazhatosagat is kihasznaltuk,
mellyel a ligandum — fehérje kolcsonhatas révén 1étrejové adduktum sztochiometridja
hatarozhaté meg. Ehhez kiszamitottuk a kémiai rendszerhez tartozo képzddési fiiggvényt
(13. éabra), mely a [kotott lig.] / chsa hanyadosok cig. / Chsa értékekhez vald
hozzarendelését jelenti. Lathato, hogy a fliggvény telitésbe hajlasa nem teljes, igy konkrét
sztochiometridt nem tudtunk megallapitani, de a kotéhelyek szamat illetden kijelentheto,

hogy az I0X-1 biztosan egynél tobb kotdhelyen kotodik.

2,0 - o
< o
21,5
[T) L]
21,0 1 .
b=
:‘9 [ ]
205 °
0,0 T T T 1
0 5 10 15 20
Ciig. / Chsa

13. abra: Az I0X-1 — HSA rendszer ultrasziirés alapjan szamolt képzddési fiiggvénye.
{c (I0X-1) = 100 uM; T = 25 °C; pH = 7,40}

A globalis kotodést kapillaris elektroforézis - frontalis analizis (CE-FA) modszer
segitségevel is vizsgaltuk. Részletes méréseket azonban csak az I0OX-1 esetén végeztiink,
ugyanis a modellvegyiilet esetén nem sikeriilt olyan miiszerbeallitasokat talalni, hogy a
frontalis analizis feltételeinek megfelel elektroferogramokat kapjunk. Utobbi feltételek
alapvetden azt kovetelik meg, hogy zonalis csticsok helyett az analitokhoz tartozé savok
platocsucsok (frontok) formajaban jelenjenek meg és bizonyos mértékig atfedjenek.
Ennek optimalizalasat 3 és 60 s kozott végeztiik 50 mbar tobbletnyomast alkalmazva.
Eldszor 3 s-os injektalas esetén ellendriztiik a zondlis cstcsok meglétét, a tovabbi
mérésekhez pedig 40 s-os injektalasi 1d6t valasztottunk. Ennek kdvetkeztében azonban
az elvalasztas ideje is megnyult (20-25 perc), ezt az elvalasztas soran alkalmazott 5 mbar
tobbletnyomassal csokkentettiik. Pufferként PBS*-t hasznaltunk. Altalaban nem szokas

extra komplexképz6t hasznalni a CE-FA technikanal, mivel az EDTA példaul 240 nm-es
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hullamhossz alatt zavarja a detektorjelet. Ennek hianyaban azonban az I0X-1 esetén tobb
deformalt csucsot kaptunk, ezt valoszintileg szennyezd fémionok okoztak, igy ebben az
esetben is szilikséges volt 2 mM EDTA hozzaadasa. Az optimalizalast kdvetden tobb
ligandum : HSA arany esetén is vettiink fel elektroferogramokat (14. a) abra). Lathato,
hogy az elektroferogramok megfelelnek a mar emlitett frontalis analizis feltételeknek,
ugyanis az el6bb érkez6 HSA és — a kis tomege és negativ toltése miatt lemarado — szabad
I0X-1 (pH = 7,40-en LH~ forma) savjai kell6 mértékben atfednek és a szabad ligandum
platosavként jelenik meg. Megfigyelhetdé az is, hogy a novekvd fehérje mennyiség
hatasara a szabad ligandumhoz tartozd platocsucs magassaga csokken, ennek
szemléltetését segiti a 14. b) abra. Ezen tapasztalatok szintén azt tdmasztja ald, hogy a

ligandum egyértelmiien kotodik a fehérjéhez.

100 -
a) ~ b)
€ . .
s Z 80 .
8 3 .
@ | I0X-1:HSA=1:05 h g 60 1
= >
g IOX-1:HSA=1:0,25 T 40 -
5 e
a I0X-1:HSA=1:0,1 & 20 4
< S
IOX-1:HSA=1:0 0
0 2 4 6 8 10 12 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
tmigr. / PEIC Chsa ! Ciig.

14. abra: a) az IOX-1 elektroferogramjai alland6 ligandum és novekvé HSA koncentracid
mellett; b) szabad 10X-1 CE-FA mddszerrel mért (@) mennyiségei kiilonbozé hozzaadott albumin
koncentraciok mellett. {c (I0X-1) = 200 uM; T = 25 °C; U = 10 kV; p (elvalasztas) = 5 mbar;
pH = 7,40}

Amennyibenaz 1:0,5=10X-1 : HSA aranynal 6sszehasonlitjuk a két kiilonb6z6
technikéval kapott szabad ligandum hanyadokat, akkor az eltérés 10%. Ez annak tudhato
be, hogy egyik technika sem tokéletes, ultraszlirésnél a membranfeliileten valo

adszorpcio, elektroforézisnél pedig a részben szétvald frontok miatt Gjonnan beélld

egyensulyok okozhatnak bizonytalansagot.
5.2.2. A kotédés helyének és erésségének vizsgalata

Miutdn meggy6zddtiink a ligandumok globalis kotddésérdl, korbejartuk azt is,
hogy a koélcsonhatasok mely hidrofob kotézsebekben (I-es és II-es kotéhely) és milyen
erosséggel jonnek létre. Ehhez fluorimetrias technika alkalmazaséval triptofan-kioltasos,

illetve WF és DG kiszoritasos méréseket végeztiink mindkét vegyiilet esetén.
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Vizsgélatainkat az I-es kot6hely tanulmanyozasara alkalmas kioltdsos mérésekkel

kezdtiink. Ezen méréseknél a 214-es pozicioban megtalalhatdo Trp szelektiv gerjesztése

crer

crer

csokken, megtorténik a kioltds. A Q-COOH mérése soran kapott fluorimetris

spektrumsorozat a 15. a) abran lathato, melyen jol latszik az imént emlitett kioltas.

800 i 800 -
a) - 0 ekv. lig. b) - .
S 3 .
S 600 S 600 | < .
T @ 3 .
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x 400 x 400
(7] ["2])
® s
5 £
g 200 5 200
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0 T T T T T T T 1 0 T T T 1
310 330 350 370 390 410 430 450 0 5 10 15 20
Alnm Ciig./ Chsa

15. abra: a) HSA fluoreszcencia spektrumai névekvé Q-COOH koncentracid jelenlétében és
b) a 340 nm-en mért intenzitasok a Ciig. / CHsa fliggvényében. {c (HSA) = 1 uM; ¢ (Q-COOH) =
0-17 uM; T = 25 °C; Aex = 295 nm; pH = 7,40}
A 15. b) abra is ezt a csokkend tendencidt mutatja be, melyb8l HypSpec program*!
segitségével kioltasi 4llando szadmolhato, mely minél nagyobb, annal nagyobb a ligandum
affinitasa a fehérjéhez. Ez az I0OX-1 esetén IgK’> = 5,2 + 0,1, a Q-COOH esetén pedig
45+0,1.

Mivel a kioltasos mérés soran gerjesztett Trp nem kizérolag az |. kotohelyen
bekovetkezd valtozasokra érzékeny, igy kiszoritdsos méréseket is végeztiink kotShely

marker vegyiilettel. Ehhez az I. kot6hely fluoreszcens markerét, a warfarint hasznaltuk.

300 4 15 ekv. lig.
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16. abra: A HSA — WF (1:1) rendszer fluorimetrias emisszids spektrumai novekvé Q-COOH
koncentracio mellett. A szabad WF spektrumat szaggatott vonal jelzi. {c (HSA) =c (WF) =1 uM;
¢ (Q-COOH) =0-17 uM; T = 25 °C; Aex = 310 nm; pH = 7,40}
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A szintén titraldsos kisérleteknél ebben az esetben az adott HSA és WF
a marker szabad formaja csak gyenge fluoreszcenciat mutat. Amennyiben a kompetitor
(ligandum) ko6t6dik az I-es kotéhelyen, ugy a WF Kiszorul, mely intenzitas csokkenéssel
jar. Teljes kiszoritaskor azt varjuk, hogy a szabad markerre jellemzd spektrumot kapjuk
vissza. Egy ilyen WF kiszoritasos spektrumsorozatot mutat be a 16. dbra. Kiszoritasi
allandét azonban nem tudtunk szdmolni, ugyanis egyik vegyiilet esetén sem tortént
kiszoritas. A vegyiiletek igy valoszintileg a HSA valamely egyéb kotohelyén kotodnek.

A 1l-es kotdhely szintén vizsgéalhatd kiszoritasos méréssel, mely markere a danzil-
glicin. A mérés menete, illetve a kiszoritdsnal elvart tapasztalatok a WF kiszoritasos
mérésekkel azonosak. Az eredmények azonban mindkét vegyiilet esetén azt mutattak,
hogy ilyen koriilmények kozott nincs mérhetd affinitasuk (IgK” <4,0) a ll-es kotéhelyhez.

Osszességében elmondhaté, hogy az altalunk vizsgalt két vegyiilet kotédik a
HSA-hoz, igy vérben torténd szallitasuk torténhet a HSA fehérjével. A vizsgalt
vegyliletek sem az I-es, sem a l1-es kotéhelyhez nem mutatnak affinitast, igy feltehetdleg

az altalunk nem vizsgalt I11-as vagy valamilyen egyéb kotéhelyen kotddhetnek.

5.3. Az IOX-1 kolcsonhatasa fémionokkal
5.3.1. Komplexképzodési egyensiilyi folyamatok

Az 10X-1 ligandum komplexképzddési egyensulyi folyamatait

UV-lathat6 spektrofotometrias titralasok segitségével vizsgaltuk. A mintak abszorpcios
spektrumait tobbféle fém : ligandum arany mellett rogzitettiik kiilonbdz6 pH-kon.

A Fe(III) esetén egy ilyen reprezentativ spektrumsorozatot mutat be a 17. a) dbra.

A ligandum titralas esetén kapott spektrumokkal (8. a) abra) Osszevetve lathatd, hogy itt

400 nm felett megjelentek a Fe(ll1)-komplexekre jellemz6?4®*, két Amax-mal rendelkezé

toltésatviteli (CT) savok. Mivel a ligandum sajat elnyelése ebben a

hulldmhossztartoményban igen kicsi, igy ez a spektralis eltérés nagyban segitette a

stabilitasi szorzatok () meghatdrozasat (5. tablazat). A komplexképzddés valdsziniileg

itt is az (N,O) donoratomokon keresztiili koordindcioval torténik, mint a

124,54

rokonvegyiileteknél“*>*, ugyanis ebben az esetben is egy kétfogu ligandumrol van szo.
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17. abra: Az 10X-1 ligandum és vas(lll) 3 : 1 aranya rendszer a) UV-lathato spektrumai
kiilonbozé pH-kon és b) a feltételezett részecskék koncentracio eloszlasi gorbéi. {c (10X-1) =
161 uM; T =25°C; 1=0,10 M (KCI); # =1 cm}

A kapott képzddési allandok segitségével koncentracideloszlasi gorbéket szamitottunk
(17. b) abra), mely megmutatja, hogy pH = 7,40-en dontden a trisz-ligandumi komplex
([Fe(L)s]*) van jelen az oldatban. Emellett mas pH-kon természetesen képzédik mono-

([Fe(L)]M), illetve biszkomplex ([Fe(L)2]") is.

5. tablazat: Az 10X-1 ligandum Cu(Il), Fe(Il) és Fe(Ill) ionokkal képzett komplexeinek
stabilitasi szorzatai (1gf), pM7.4 (-1g[M]) értékei, valamint egyéb HQ szarmazékok komplexeinek
pMy74 értékei Osszehasonlitas céljabol. Utdbbi adatok szamitasakor a ligandum koncentracioja
10 uM, a fémion koncentracidja 1 uM és a pH értéke 7,40 volt. {T =25 °C; 1 = 0,10 M (KCI)}

lgp Cu(l)? Fe(I1)? Fe(l11)°
[M(L)]° 14,78 + 0,03 7,88 £ 0,02 13,95 + 0,02
[M(L)2] ¢ 21,35+ 0,05 15,40 + 0,02 25,28 + 0,02
[M(L)s] € - 21,56 + 0,02 33,03 + 0,03
pPMz4 / 10X-1 14,2 7,9 10,3 (18,4)
pM7,4 / HQS® 15,0 7.9 11,6 (19,6)2
pPM7.4/ HQH 15,1 - 13,0 (21,1)2
pPM7.4 / ML324¢ 11,1 7.3 13,8 (21,9)?

& A zardjelben feltiintetett adatok esetén a Fe(Ill)-ion hidrolizisével képzO6dd részecskéket
figyelmen kiviil hagytuk mint ligandumhoz nem kotott frakcio. A tébbi fémionnak ilyen
koriilmények kozott nem képzédnek hidrolizis részecskéi szamottevé mértékben, igy ott nincs
kiilonbseég a kétféle szamitassal kapott adat kozott.

b Az adatok kiértékeléséhez a pH < 8 tartoményt hasznaltuk.

¢ A komplexek toltéseit az egyszertliség kedvéért elhagytuk.

d Az adatok a 54-es jelzésii irodalombol szarmaznak.
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A Fe(ll)-tartalmu mintak oxigénérzékenysége miatt az UV-lathaté fotometrias
mérések technikailag joval nehezebben kivitelezhetdk, igy szigoruan oxigénmentes
(02 <1 ppm) kérnyezetben, glovebox hasznalataval végeztiik a méréseket. Az igy felvett
spektrumokat a 18. a) abra szemlélteti. Itt is szembetiné a CT savok megjelenése, viszont
ezek molaris abszorbanciaja kisebb és karakteriik is teljesen mas, mint Fe(IIl) esetén.
A 18. b) abra mutatja be az abszorbanciak pH-fiiggését, ahol lathato, hogy a ligandumhoz
képest a Fe(Il)-tartalmi mintak abszorbancidi masképp valtoztak a komplexképzddés
miatt. A spektrumokbol nyert képz6dési allandok (5. tablazat) felhasznalasaval ebben az
esetben is arra a kovetkeztetésekre jutottunk, mint Fe(Ill) esetén. Vagyis itt is az (N,O)
donoratomok koordinécidja, illetve mono- ([Fe(L)]), bisz- ([Fe(L)2]*) és triszkomplex
([Fe(L)s]*) képzddése valdsziniisithets. Tovabba a ligandum pH = 7,40-en 21% LH-, 1%
[Fe(L)], 34% [Fe(L)2]* és 44% [Fe(L)s]* formaban van jelen 1 : 3 fém : ligandum aranyu
mintaban, 153 pM ligandum koncentracio mellett.
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18. abra: Az I0X-1 ligandum és vas(Il) 3 : 1 aranyu rendszer a) UV-lathaté spektrumai
kiilonbozé pH-kon és b) a 350 nm-en mért abszorbancia valtozasa a pH fliggvényében.
{c (I0X-1) = 153 uM; T = 25 °C; 1 = 0,10 M (KCI); £ = 1 cm}

A Cu(Il) esetén is megjelennek a jellemz6 CT savok, melyek a 19. a) abran
figyelhet6k meg, ezek a Fe(ll1)-hoz képest szintén kisebb molaris abszorbanciajiak, de
ett6l fiiggetleniil egyértelmiien kiilonboznek a ligandum sajat savjaitol (8. a) abra).
Az eddigi fémionokkal ellentétben itt csak mono- ([Cu(L)]) és biszkomplexek
([Cu(L)2]*>) képzédését tudtuk leirni, ezek molaris abszorbancia spektrumait a 19. b) abra
szemlélteti. A koordinacio tipusat itt is (N,0O) donoratomokon keresztiil képzeljiik el.
A ligandum itt pH = 7,40-en 36% LH-, 7% [Cu(L)] és 57% [Cu(L)2]>* forméaban van jelen

1: 3 fém : ligandum aranyu mintaban, 161 pM ligandum koncentracio mellett.
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19. abra: Az 10X-1 és Cu(ll) 3 : 1 aranyu rendszer a) UV-lathat6 spektrumai kiilonb6z6 pH-kon
és b) a feltételezett komplexek molaris abszorbancia spektrumai. {c (I0OX-1) =161 uM; T =25 °C;
I =0,10 M (KCI); £ =1cm}

A stabilitasi szorzatok (lgf, 5. tablazat) segitségével inkabb csak egy trend
allapithaté meg a komplexek stabilitasat illetden, ugyanis a fémionok eltérd hidrolizise,
valamint a komplexek eltéré sztochiometridja miatt nem szolgalnak jo 0sszehasonlitasi
alapként. Alapvetéen kimondhato, hogy a Fe(II)-ionhoz tartozo stabilitasi allandok tobb
nagysagrenddel is kisebbek, mint Fe(Ill) esetén. Amennyiben pedig a kétértékii
fémionokhoz tartozé 1gp értékeket tekintjiik, azok a Cu(Il) esetén jelentdsen nagyobbak.
A ligandum fémionokhoz valé affinitdsa a fémionok hidrolizisét is figyelembe vevo
latszolagos allandok vagy pMz74 értékek segitségével hasonlithatd Ossze, mi az utdbbit
vélasztottuk, ugyanis vaskelatorok esetén ez a megszokottabb.>®> A szamitott pMya
értékek szintén az 5. tablazatban taldlhatok, ezen értékek a ligandumhoz nem kotott
fémionmennyiséget adjak meg az adott koriilmények kozott. A szakirodalmakban az
Osszehasonlithatosag végett ezeket a pMzg4 értékeket 10 uM ligandum, illetve 1 uM
fémion koncentracié mellett, 7,40-es pH értéken szamitjak.>® Az I0X-1 esetén ezek az
értékek a hidrolizis figyelembevétele nélkiil is kisebbnek bizonyultak a klasszikus
vaskelatorok (pl. transzferrin (pFe = 22,3), deferoxamin (pFe = 26,6), deferipron (pFe =
19,3)) értékeihez képest.>® A B-thalassemids betegeken alkalmazott deferoxamin példaul
csak oxigén donoratomokat tartalmaz, igy a Pearson-féle hard-soft elmélet értelmében
nagyon kedveli a Fe(lll)-ionokat, igy érthet6 a magas pFe értéke. Az I0OX-1 ligandum
(N,O) donoratomjai mas tipusu koordinaciods szférat jelentenek, ebbdl adoddan kevésbé
is kotik a Fe(Ill)-ionokat, ezt tiikrozik a szamitott pM74 értékek is. A hidrolizis
figyelembevételével is a Fe(Ill)-iont koti jobban a Fe(Il)-ionnal szemben. A ligandum
Cu(I)-ionok felé mutatott affinitasa azonban még ennél is jelentdsebb. Az igy felallitott
affinitasbeli sorrend megegyezik a 8-hidroxi-kinolin-5-szulfonattal (szulfoxin, HQS)

tapasztaltakkal. Ez valdszintileg annak tudhat6 be, hogy a HQS az 5-6s pozicidban szintén
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egy negativ toltéssel rendelkezd funkcids csoportot (szulfondtcsoport) tartalmaz.
Az Fe(l11)- és Cu(Il)-komplexek pM74 értékeinek viszonya a HQ esetén is megegyezik
az elébbiekkel. A pM értékeket egy olyan ligandummal is Gsszehasonlitottuk, ahol a
vegylilet egy pozitiv toltésii funkcids csoportot tartalmaz pH = 7,40-en, ez a vegyiilet név
szerint a N-(3-(dimetilamino)propil-4-(8-hidroxi-kinolin-6-il)-benzamid (ML324).%*
Az itt 1athat6 tendencia szerint is a Fe(l11)-ionokhoz valo kotédés a legerdsebb, viszont a
Cu(I-ionok fel¢ mutatott affinitas itt az el6bbiekhez képest valamivel elmarad.
Osszességében kimondhat6 tehat, hogy az emlitett ligandumok a kétféle vasion koziil a
Fe(l11)-ionokhoz nagyobb affinitassal kotddnek, de jelentds mértékben képesek kotni a
Fe(Il)-ionokat is.
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20. abra: Az M —10X-1 (1:10) rendszerek esetén a meghatarozott stabilitasi allandok (5. tablazat)
alapjan kalkulalt pM értékek abrazolva a pH fiiggvényében (M = Fe(Ill), Fe(Ill), Cu(ll)).
pM =—log ([M] + i[Mi(OH);]) (Fe(ll):i,j=1,1;i,j=1,2;i,)=2,2;i,j=3,4; Fe(ll): 1i,j=1, 1,
i,j=1,2;1,j=1, 3), mely a szabad fémionmennyiséget mutatja meg az adott koriilmények esetén.
{c (10X-1) = 10 gM; ¢ (M) = 1 uM; T = 25°C; 1 = 0,10 M (KCI)}

Az 10X-1 esetén felallitott tendencia azonban nem csak pH = 7,40-en, hanem a

20. abran lathato teljes pH tartomanyra igaz. Az abra ugyanakkor jol szemlélteti a

komplexképzddések eltérd pH tartomanyait is az egyes fémionok esetén.
5.3.2. Redoxi tulajdonsagok

A sejten beliil a vas- és rézionok oxidacios allapotot valthatnak, a vaskomplexek
pedig gyakran részt vesznek Fenton-tipust reakciokban. Tovabba az 10X-1 ligandum
altal inhibialt vastartalmi enzimben is oxidacios allapot valtds megy végbe az
enzimreakcio kovetkeztében. Ezek a fémionok dontéen mégis inkébb redukalt formaban
vannak jelen a sejtekben, emiatt lehet érdekes a redoxi tulajdonsagok vizsgalata.
Erre alkalmas modszer a ciklikus voltammetria, mellyel egyszeriien vizsgalhat6 egy adott

rendszer redoxipotencialja.
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Az altalunk végzett mérések a ligandum rossz oldhatésaga miatt nem voltak
kivitelezhetéek vizes kdzegben, igy a mintak DMF tartalma 30% vagy 60% (v/v) volt.
Ezen vegyiilet hasznalata azért indokolt ilyen mérések esetén, mert a DMF gyengébben
koordinalddik a fémionokhoz, mint a DMSO.

Az 10X-1 ligandum vaskomplexei esetén rogzitett voltammogramon (21. a) abra)
jol lathatd az anodos-katddos csucspar, ezek adatait a 6. tablazat tartalmazza.
A csucspotencialok kiilonbsége egy elektrondtmenetnek felel meg és arra utal, hogy ez a

folyamat gyakorlatilag reverzibilis.
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21. abra: a) az I0X-1 ligandum vaskomplexének (M : L = 1 : 3) voltammogramja kiilonbz6
pasztazasi sebességek mellett Ag | AgCl | 3M KCl referencia elektroddal szemben mérve és b) az
aramer0sség pasztazasi sebesség gyokétol valo fiiggeése. {c (I0X-1) = 1,5 mM; ¢ (Fe) = 0,5 mM,;
T=25°C; 1 =0,10 M (KCI); pH = 7,40; 60% (v/v) DMF/H,0}
A 21. b) 4dbran lathato az dramerdsség pasztazasi sebesség gyokétdl valo fliggése, ez az
anddos, illetve katodos folyamat esetén is egyhez kozeli R? értékkel rendelkezd
egyeneseket ad, melyek meredekségeinek abszolutértéke is nagyon hasonld. Utdbbi
paraméterek arra utalnak, hogy a folyamat egyértelmiien diffuzié kontrollalt.
A reverzibilitds a vas kétféle oxidacios allapotaval kialakitott komplexek kelléen nagy
stabilitasara, illetve a Fe(Ill)- és a Fe(Il)-komplex hasonld (oktaéderes) geometridjara
utal. Ilyen esetekben csak a kdzponti fémion oxidacios allapota valtozik meg a redoxi
folyamat soran.

A réztartalmt rendszer esetén rogzitett voltammogramokat a 22. abra mutatja be.
Ebben az esetben a kis pasztazasi sebesség esetén tapasztalhatd reverzibilitds annak
novelésével fokozatosan megsziinik. A katédos €és anddos csucspotencialok kiilonbsége
itt joval nagyobb, mint a vaskomplex esetén, ez is azt timasztja ala, hogy nem reverzibilis
folyamatrol van sz6. A Cu(l) forma kialakulasdval a komplex geometridja valosziniileg
atrendezddik, a koordinacios szam csokken. Ez is arra utal, hogy a folyamat nem

reverzibilis.
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22. abra: Az 10X-1 ligandum rézkomplexének (M : L = 1 : 2) voltammogramja kiilonbz6
pasztazasi sebességek mellett Ag | AgCl | 3M KCI referencia elektréddal szemben mérve.
{c (I0OX-1) =10 mM; ¢ (Cu) =05 mM; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI); pH = 7,40; 60% (v/v)
DMF/H.0}

A fémkomplexekre jellemz6 redoxi paramétercket a 6. tablazat tartalmazza.
Az eltér6 DMF tartalmu kozegek esetén is lathato valtozas az értékekben, de szamunkra
leginkabb a formalpotencial értékek (Ei) a mérvaddak. Ezen értékek 30% (v/v) DMF
esetén, mind a vas, mind a réz esetén joval negativabbak, mint a mar emlitett HQS, illetve
ML324 vegyiileteknél.>* Minél negativabb ez az érték annal inkdbb a magasabb oxid4cios
allapotii fémion a preferalt. Tehat a korabban részletezett pM7 4 értékeken feliil ez is
igazolja azt, hogy Az 10X-1 ligandum jobban kedveli a Fe(lll)-ionokat, mint a
Fe(l1)-ionokat.

6. tablazat: Az anddos és katodos cstucspotencialok, a hozzajuk tartoz6 aramerdsség értékek és a
szamitott formalpotencial értékek (vs. Ag | AgCl | 3M KCI) 10 mV/s-0s pasztazasi sebesség
mellett mérve az IOX-1 fémkomplexeinek esetén. {T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI); pH = 7,40}

vas réz
30% (v/v) 60% (v/v) 30% (v/v) 60% (v/v)
DMF DMF DMF DMF
Ef (mV) —444 —486 -681 ~734
Eg (mV) -366 -412 -559 -595
AE (mV) 78 73 122 139
Ei/2 (MV) -405 —449 -620 —665
E;/; vs. NHE (mV) -183 -227 -398 —443
| ia/ ik]| 1,08 0,95 0,99 0,86
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6. Osszefoglalas

Kutatdmunkam soran elsGsorban a vastartalmi hiszton-demetilaz enzim
inhibitoraként azonositott IOX-1 human szérum albuminnal, illetve endogén fémionokkal
vald kolcsonhatasat tanulmanyoztuk. Tovabba vizsgaltuk ennek nem kelatképzo
Q-COOH modellvegyiiletét is.

Munkénkat oldatkémiai vizsgalatokkal kezdtiik, melyet az IOX-1 tisztasaganak
vizsgalata el6zott meg, ugyanis tisztasaga nem felelt meg a gyartok altal jelzettnek.
A tisztasagot kvantitativ 'H NMR és pH-potenciometrias mérésekkel ellendriztiik.
Ezek alapjan a tovabbi méréseknél a Sigma-Aldrich terméket hasznaltuk, melynek
tisztasaga 97% helyett 86% volt, viszont ezt a masik két termékhez képest mar
elfogadhatonak itéltiik. Ezt kovetéen UV-lathatd spektrofotometrias titralasok
segitségével felvett spektrumsorozatokbol meghataroztuk a két vegyiilet (I0X-1,
Q-COOH) proton disszociacios allandoit, majd hozzarendeltik azokat a megfeleld
donorcsoportokhoz. A koncentracioeloszlasi gorbék alapjan megallapitottuk, hogy a
ligandumok milyen protonaltsagi formaban vannak jelen pH = 2,00-n, illetve 7,40-en.
Utobbi kortilmények kozt az 10X-1 dontéen LH-, a Q-COOH pedig L~ formaban van
jelen, mig a HQ alapvegyiilet semleges. Ezzel magyarazhatd, hogy a ligandumok a mar
emlitett pH-kon az n-oktanol/viz megoszlasos mérések soran joval hidrofilebbnek
bizonyultak a HQ-val szemben.

Az albuminnal val6 kolesonhatas vizsgalatandl elszor arra voltunk kivancsiak,
hogy az altalunk vizsgalt vegyiiletek kotédnek-e a HSA-hoz. A kotdédés meglétérol
ultrasziirés, illetve CE-FA mddszer segitségével gy6zddtiink meg. Az ultrasziirés soran
kapott eredmények azt mutattdk, hogy nagyobb fehérjemennyiség hatdsara mindkét
esetben csokken a szabad ligandum mennyisége, a kotdédés pedig az 10X-1 esetén
bizonyult er6sebbnek. Az IOX-1 esetén probat tettiink a ligandum — fehérje kolcsonhatas
sztochiometridjanak meghatarozasara is, melybdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
ligandum biztosan egynél tobb kotOhelyen kotddik. A vizsgalodast CE-FA technikéval
folytattuk, azonban csak az 10X-1 esetén tudtuk megfeleléen optimalizalni a mérési
kortilményeket. A  kapott elektroferogramok alatdmasztottdk az ultraszlirésnél
tapasztaltakat, miszerint az I0X-1 egyértelmiien kotédik a fehérjéhez. A tovabbiakban
ezen kolcsonhatdsok helyét €s erdsségét tanulmanyoztuk, melyhez spektrofluorimetria
segitségével Trp-kioltdsos, illetve marker kiszoritasos méréseket végeztiink.

A Trp-kioltasos mérések soran azt tapasztaltuk, hogy az I0X-1 ligandum esetén nagyobb
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a kioltas mértéke, mint Q-COOH esetén, azonban egyik sem k&tddik meg egyértelmiien
az l-es kothelyen. Az l-es és a ll-es kotohely vizsgalatahoz alkalmazott marker
kiszoritasos kisérletek azt mutattak, hogy egyik ligandumnak sincs affinitasa e
kotohelyekhez, igy feltehetéleg az altalunk nem vizsgalt I1I-as vagy valamelyik egyéb
kotohelyez kotdédhetnek.

A komplexképzddési egyensulyi folyamatokat a terdpids hatassal rendelkezd
IOX-1 esetén tanulmanyoztuk UV-lathato spektrofotometrids titralasok segitségével.
Fe(IIl) és Fe(Il) esetén mono-, bisz- és triszkomplex, mig Cu(Il) esetén csak bisz- és
monokomplex képzddését tapasztaltuk. Mindharom fémion esetén az (N,O) donoratomok
koordinacidjat valoszintsitettiik. A spektrumsorozatok alapjan meghatarozott stabilitasi
szorzatok segitségével pMq 4 értékeket is szamitottunk. Ezen értékek azt mutattak, hogy
az 10X-1 Fe(ll)-ionokhoz val6 affinitasa nagyobb, mint Fe(ll) esetén. Cu(ll)-ionok felé
mutatott affinitasa viszont még ennél is nagyobbnak bizonyult. A fémionokkal valo
kolcsonhatds  tanulmanyozasat ciklikus — voltammetrias mérésekkel —folytattuk.
A voltammogramok elemzése soran megallapitottuk, hogy az I0X-1 vaskomplexe esetén
reverzibilis, mig rézkomplexe esetén nem reverzibilis folyamatr6l van sz6. A kapott
eredmények szintén alatdmasztottak azt, hogy mas HQ szarmazékokhoz képest az I0X-1
a fémionok magasabb oxidacids allapotait részesiti elényben, igy vas esetén a
Fe(lll)-ionokat kedveli jobban.

Az 10X-1 Fe(ll)- és Fe(Ill)-ionok felé mutatott affinitasanak szerepe lehet abban,
hogy ez a vegyiilet hiszton-demetildz enzim inhibitorként tud viselkedni. Ez nagy
valoszinliséggel annak koszonhetd, hogy az enzim természetes koszubsztratja, az
a-ketoglutarat (0,0), mig a szdéban forgé 10X-1 ligandum (N,O) donoratomokkal
rendelkezik. Kutatocsoportunk tovabbi céljai k6z¢ tartozik az a-ketoglutarat Fe(II)- és
Fe(l1)-ionokkal valo kolesonhatanak vizsgalata, ugyanis ezt még nem tanulmanyoztak a

szakirodalomban.
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