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1. BEVEZETES

A XX. és a jelen szazad egyik legnagyobb egészségiigyi kihivasa kétségkiviil a
daganatos megbetegedések kezelése, gydgyitasa. Az egyébként csak nevében
egységes, de mind megjelenését, mind lefolyasat tekintve valtozatos korkép
kezelésére tobbféle modszer 4ll rendelkezésre. Az adott tumor tipusatol,
elhelyezkedésétdl és elérehaladottsagatol fiiggéen sebészi eltdvolitas, sugarkezelés,
vagy gyogyszeres terdpia, ill. ezek kombinacidja johet szoba. Az utébbi csoportba
tartoznak a kemoterdpias szerek, a hormonterapia és az egyre sikeresebben
alkalmazott immunterapia. Kozel 40 éve alkalmazzdk a ciszplatint (cisz-
[Pt(I)Cl,(NH3),]) a kemoterdpidban. Igen hatékony, els6 vonalbeli szer az
elérehaladott hererdk, petefészekrak, fej- nyak-daganatok kezelésében. A ciszplatin
alkalmazasanak azonban hatart szabnak a kezelés soran szinte mindig fellépd stlyos,
olykor tartos karosodast okozo mellékhatasok. Masik limitald tényezd lehet a terapia
soran kialakulo rezisztencia. Az eddig forgalomba keriilt két tovabbi szarmazék, a
karboplatin  (cisz-[Pt(II)(ciklobutan-1,1-dikarbonsav)(NH3),]) ¢és az oxaliplatin
([Pt(ID((1R,2R)-1,2-ciklohexandiamin)oxalat]) részben jobb mellékhatasprofillal és
mas hatasspektrummal rendelkezik, mint a ciszplatin, a keresztrezisztencia azonban
fennall a hatdéanyagok kozott. Ezért indokolttd valt tovabbi, mas hatasspektruma,
enyhébb mellékhatasokkal rendelkez6, rezisztenciat kivédd fémkomplexek
kifejlesztése.

Az utobbi években szamos sikerrel kecsegteté ruténium-, gallium-, platina-,
arany- és mas kozponti fémionnal rendelkezé komplexet éllitottak el és teszteltek in
vitro, ill. in vivo. Klinikai szempontbol is biztatéak a Ru(III) tartalmi KP1019 (HInd
transz-[Ru(Il)Cly(Ind),]; Ind = indazol) (ill. KP1339; az el6bbi komplex Na-soja) és
NAMI-A (HIm transz-[Ru(III)Cly(Im)(DMSO)]; Im = imidazol; DMSO = dimetil-
szulfoxid) komplexek. EI6bbi klinikai fazis I/Il vizsgalatokban kolorektalis
daganatok kezelésében volt kiemelkedéen hatasos, és a fellépd mellékhatasok igen
enyhék voltak. A NAMI-A in vitro ugyan hatastalan volt, de klinikai tesztelés soran
attétképzodést gatld hatastnak bizonyult. A ruténiumkomplexek eredendéen a
ciszplatin mintajara kertiltek kifejlesztésre. Sokaig elsddleges timadaspontjukként a
DNS-t tartottdk szamon. Mara egyre valoszinlibb, hogy mas, foként fehérje
természetli tamadaspontokkal is rendelkeznek.

A szintén klinikai tesztelés alatt allo KP46 ([risz-(8-kinolinolato)Ga(IlIl)]) és
[trisz-maltolato-Ga(Ill)] (maltol = 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-on) komplexeknél
mar tisztan fehérje tdimadaspontokat feltételeznek. A f6 tdmadaspont a ribonukleotid
reduktdz lehet, ami a DNS-szintéziséhez sziikséges ribonukleotidok redukcidjaért
felel és a rdkos szovetekben nagy mennyiségben van jelen a sejtekben. A
tumorszelektivitds masik okaként azonban a szérumfehérjék szerepét feltételezik,
akarcsak a Ru(Ill)-komplexek esetében. Ez a szelektiv transzport egyfeldl
megvalosulhat a transzferrinen (Tf) keresztil. A Tf a szervezet fo vasszallito
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fehérjéje, azonban képes mas fémionok szallitasara is. A szelektivitast a sejtek
felgyorsult osztodasa kovetkeztében fokozottan mikodd transzferrin receptor
rendszer biztositja. Mésik fontos szallitd fehérje a huméan szérum albumin (HSA),
ami utdbbi vizsgalatok eredményei szerint szintén képes tumor szovetekben
szelektiven felhalmozodni a rakos szoveteknél megfigyelheté szovetkozi
folyadékpangas miatt. Emellett kimutattak kifejezetten a rakos szovetekre jellemzo
érfalon keresztiili aktiv transzport mechanizmusokat is. A transzportfehérjék tovabba
elésegithetik a hatdéanyagok tartos jelenlétét a keringésben, megakadalyozhatjak azok
1d6 eldtti trilését a szervezetbl. Manapsag sok esetben igy modositjadk egy-egy
hatoanyag szerkezetét, hogy az eldsegitse a szérum fehérjékhez valo kotddést.

II. CELKITUZESEK

Ahhoz, hogy egy hatdanyag altal kifejtett hatast atfogd6 modon megérthessiink,
szitkséges annak feltérképezése, hogy az adott anyag milyen formaban van jelen a
test egyes viztereiben; milyen médon és formaban kerl a sejtekhez; pontosan hol és
hogyan fejti ki hatésat; meddig tartézkodik a szervezetben és azutan milyen utakon
tavozik. Kiilonos jelentésége van az ilyen jellegli vizsgalatoknak a fémkomplexek
esetében, amelyek a klasszikus szerves hatéanyagoktol eltérden sokkal
szélsOségesebb valtozasokon mehetnek keresztiil akar csak a vérbe valé adagolas és a
tdmadaspontig vald eljutds folyaman. A fémkomplexek esetében altalaban kevés és
hianyos informaci6 all rendelkezésre a fent emlitett mechanizmusokat illetéen. A
klasszikus oldategyenstlyi vizsgélatok is igen hasznosnak bizonyulhatnak szdmos
farmakokinetikat  illet6  kérdésben. A vérszérum  alkotokkal  wvalo
kolesonhatésvizsgalatok ugyanezen tulajdonsagok szélesebb korii értelmezését
segitik el6. Tovabbi fontos 1épés a lehetséges tdimadaspontok felderitése, tisztazasa.

Munkénk soran célul tiiztik ki, hogy a vélasztott fémkomplexeket jellemezzik
mind klasszikus oldategyensulyi modszerekkel, mind pedig a vérszérumban talalhato
humén szérum albuminnal, ill. transzferrinnel valdé kolcsonhatasuk szempontjabol.
Egyes esetekben a DNS-sel, mint lehetséges timadéasponttal valo kolcsonhatésokat is
szamba vettik. Vizsgalatainkat ugy vélasztottuk meg, hogy azok illeszkedjenek az
egyes komplexekkel eddig végzett kutatdsokhoz, és szerves modon kiegészitsék,
megmagyarazzak, esetleg megkérddjelezzék azok eredményeit.

Ennek megfelel6en késziiltek:

1. oldategyensulyi vizsgéalatok

a) a [Rh(n>-Cp)J*" kation (0,0), (O,N), ill. (0,S) donoratomokkal
rendelkez6 ligandumokkal alkotott komplexeivel;



b.) valamint a Ga(Ill)-ion oxinnal, szulfoxinnal, maltollal és tiomaltollal
képzett komplexei esetében.

2. Vizsgalatuk a human szérum albumin és
a) a[Rh(n’-Cp*)]-dhp és -pikolinsav komplexe, ill.
b.) a Ga(Ill)-ion oxinnal és maltollal képzett komplexei, valamint
c.) néhany Pt(IV)/(1D)-,

d.) néhany Ru(Il)/(II)- és Os(Il)-komplexek kozotti kolcsonhatast;
tovabba

3. a valasztott Ga(Ill)-komplexek esetében a transzferrinnel valo
kolcsonhatast is szamba vettiik.

4. A DNS-sel, mint lehetséges tdmadasponttal vald kolcsonhatast Ru(Ill)-
szalan és Ru(Il)-fenantrolin komplexek esetében vizsgaltuk.

5. A spektrofluorimetrids modszer kotési allandok meghatdrozasahoz valo
hasznalhatosagat citotoxikus redukalt Schift-bazis kumarin szarmazékok és
az albumin reakciojanak vizsgalataval teszteltiik.

II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Klasszikus oldategyensiilyi méréseket a [Rh(n’-Cp*)]- és a Ga(III)-komplexek,
valamint a kumarin ligandumok esetén végeztiink. Fehérjékkel, vagy DNS-sel valo
kolesonhatasok vizsgalatakor a mérési koriilményeket az adott rendszertdl fiiggéen
vélasztottuk meg, de a pH mindig a fiziologiasnak (pH = 7,40) felelt meg.

pH-potenciometria

pH-potenciometrias vizsgalatokat a [Rh(n’>-Cp*)]- és a Ga(IIT)-komplexek esetén
végeztiink vizes kozegben altalaban 25 °C-on 0,20 M (KCI) ionerésség mellett.
Végeztiink tovabba méréseket a Ga(Ill)-maltol, —oxin ¢és —szulfoxin rendszereknél
30, ill. 60% (m/m) DMSO/viz keverékoldoszer elegyekben is. A ligandum
deprotonalodasi allndok (pK,) meghatarozdsahoz HYPERQUAD programot, a
komplex stabilitasi szorzatok (lgf) szamolasahoz pedig PSEQUAD programot
hasznaltunk.

'H NMR spektroszképia

Elsésorban a speciacio alatamasztasa érdekében hasznaltuk a 'H NMR
spketroszkopiat a [Rh(n’-Cp*)]- és Ga(Ill)-komplexek vizsgalata esetén. A HSA-nal
vagy apoTf-nel val6 kolcsonhatast a Pt(Il)-, [Rh(n’-Cp*)]-, és Ga(III)-komplexeknél
vizsgaltuk rutin 'H- vagy STD (saturation transfer difference) NMR mérésekkel. A
mintdk 10% (V/V) D,O-t és belsé standardként 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-
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szulfonsavat (DSS) tartalmaztak, és WATERGATE vizelnyomasi pulzusszekvenciat
hasznaltunk. A Ga(Ill)-komplexek koziil a KP46 komplexszel hig mintak késziiltek:
20 uM fémkomplex és 5 pM HSA vagy 20 uM apoTf koncentraciokkal, ezeket a
mintakat 600 MHz-es késziiléken, krio mérdfejet alkalmazva vizsgaltuk. Kvantitativ
kiértékeléshez a PSEQUAD programot hasznaltuk.

UV-lathato spektrofotometria

Klasszikus oldategyensulyi mérésekhez a [Rh(n’-Cp*)]- és a Ga(IlI)-komplexek,
valamint kumarin ligandumok vizsgélatdhoz vettiikk igénybe. Az adott rendszertdl
fiiggden fém-ligandum toltésatviteli savokat, és/vagy ligandum savokat kovettiink. A
mérésekb6l komplex stabilitasi allandokat és/vagy ligandum savi disszocidcids
allandokat szamoltunk a PSEQUAD programmal. Fotometridsan vizsgaltuk tovabba
a Pt(I)-, Pt(IV)-, bisz-indazol-Ru(IIl)- és Ru/Os(II)-nitrozil komplexek hidrolitikus
stabilitasat. Bizonyos esetekben a fehérjékkel vald kolesonhatasrol is kozvetlen vagy
kozvetett informaciot kaptunk az UV-lathato fotometriabol. A Pt(IV)-komplexeknél
a HSA Cys34-hez vald kotédést vizsgaltuk kozvetett médon 2,2°-ditiodipiridin
(DTDP) segitségével.

Spektrofluorimetria

Spektrofluorimetrids  technikaval féként a  makromolekula-kismolekula
kolesonhatasokat kovettiik. Ennek megfeleléen késziiltek Trp kioltasos mérések a
HSA I-es kot6helyén vald kolesonhatas kovetésére, Tyr kioltasos mérések az apoTf-
hez valé kotédés kovetésére, valamint fluoreszcens markereket is felhasznaltunk.
Ezek a HSA esetében a warfarin (WF, I-es kot6hely), danzilglicin (DG, Il-es
kotdhely) és bilirubin (BR, I-es kotéhely) voltak. A DNS-sel valo kolcsonhatast
etidium-bromid (EB, interkakalodé marker), és 4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
DNS kis arok) segitségével vizsgaltuk. A KP46 és Ru(I)-phen komplexek esetében a
komplexek sajat emissziojat is kovettik. A Ga(Ill)—-oxin rendszer esetében a pH-
figgd komplexképzddés kovetésére és stabilitasi dllando szamolasara is hasznaltuk
ezt a modszert. A vizsgalatok sordn egyensulyi- (steady-state) és fluoreszcencia-
¢lettartam méréseket (time correlalted single photon counting tzemmodban)
végeztiink. A méréseket rendszerint PSEQUAD programmal értékeltiik ki.

Ultrasziirés

Az ultrasziirés soran a makromolekulahoz (HSA) kotott és a szabad kismolekula
frakciot megteleld inkubalast kovetden membransziird segitségével valasztottuk el. A
fehérjementes  frakciokat —spektrofotometrids-, fluorimetrids- vagy ICP-MS
technikéval vizsgaltuk.

Kapillaris zéna elektroforézis

Kisérleteink soran a HSA és a bisz-indazol-Ru(IIl)- és [Rh(n’-Cp*)]-komplexek
kolesonhatasat vizsgaltuk, melyre az adott lehet6séget, hogy a nagy moéltomegii
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fehérje és a hozza kotott fémkomplex elektroforetikus mozgékonysaga eltér a szabad
fémkomplexétdl (vagy haromkomponensii rendszerek esetén a kotOhely markerétol).
A szabad fémkomplex, ligandum vagy marker csticsmagassagat, ill. a csucs alatti
teriiletét kovettik méréseink kiértékeléséhez.

A dolgozatban vizsgalt fémkomplexek, fém-ligandum rendszerek, ligandumok
szerkezeti képletét és jelolését az 1. dbra tartalmazza.
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1. abra. A dolgozatban vizsgalt fémkomplexek, fémkomplex-ligandum
rendszerek és ligandumok szerkezeti képlete és jelolésik.




IV. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Az oxaliplatin és a KP1537 vizsgalata

L1.

1:2.

1.3.

A fémkomplexek hidrolizisét UV-lathat6 spektrofotometridsan kovettiik 25 °C
és 37 °C homérsékleten, ill. 0; 23 és 100 mM NaCl valamint 13 mM NaHCO;
jelenlétében. Kloridionok jelenlétében az eredeti komplexek bomlasa gyorsabb
a tiszta vizes kozeghez viszonyitva, de még 100 mM kloridion koncentracié
mellett is viszonylag lasst folyamat (> 4 nap).

e A KP1537 kloridionok jelenlétében vizsgalt bomlasakor sarga tis
kristalyok jelentek a mintdban, a képz6dé dikloridokomplex rossz
vizoldhatésaga miatt.

e Ettdl eltekintve a két fémkomplex hidrolitikus viselkedése nagyon hasonlo
volt.

A HSA-nal valé kolesonhataist STD-NMR, ultrasziirés—ICP-MS  és
fluorimetrias technikakkal kovettiik.

e A fehérjéhez vald kotddés igen lasst folyamat, 48 ora elteltével sem all be
az egyenstly.

e Kloridionok jelenlétében fokozddott az oxaliplatin és a KP1537
albuminhoz valo kotédése.

o A két fémkomplex igen hasonld mértékben, mérsékelt affinitassal kotddik a
HSA-hoz.

e A fémkomplexek kotédésekor sem az I-es sem pedig a Il-es hidrofob
kotéhely nem érintett az albuminon.

e Mais fehérjék szerepe is valdszinii a Pt(II)-komplexek kotésében a human
szérummal végzett kisérletek alapjan, ezek lehetnek az irodalmakban is
emlitett y-GL-ok.

Mindezen eredmények alapjan a KP1537 oxaliplatinétol eltéré mellékhatds-
profilja nem magyardzhaté a — farmakokinetikai paraméterekre kozvetleniil
kihat6 — hidrolizisbeli vagy szérum fehérjékhez valo kotésbeli kiilonbségekkel.

2. Maleimiddel kapcsolt Pt(IV)-komplexek kolcsonhatiasa HSA-nal

2.1

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a maleimid fukcios csoport révén képesek-
e a KP2155 és KP2156 fémkomplexek a Cys34-hez kotédni a HSA-on. A
kolcsonhatast kozvetett spektrofotometrias technikaval kovettiik [3].

e FEhhez elézetesen megbizhaté moddszert dolgoztunk ki a hozzaférheté Cys
mennyiségének kovetésére.



Rémutattunk arra, hogy a HSA a kisméreti SH-donoroktél (GSH, Cys)
eltéréen a DTDP reagenssel csak egyetlen szubsztitucids 1épésben reagal. A
reakcid lejatszodaséhoz sziikséges 1d6t és koriilményeket is optimalizaltuk.

2.2. Ezt kovetéen kozvetett modon megallapitottuk, hogy a KP2155 és K2156
komplexek az albuminnal 1:1 adduktumot képeznek, és a kotédés mértéke
kozel kvantitativ.

2.3. Az albuminhoz valo kapcsolds a komplexek tartds jelenlétét biztosithatja a
véraramban.

3. Ruténium- és ozmiumkomplexek vizsgalata

3.1. AKPI1019 és a KP1339 kolcsonhatasa HSA-nal

3.1.1.Célunk a két fémkomplex albuminhoz valod gyors, masodlagos kolcsonhata-
sokkal valé kotodésének tanulmanyozasa volt spektrofluorimetrias,
ultrasziirés—UV-lathato és CZE technika felhasznalasaval [2].

Ezen Ru(Ill)-komplexek kotédése a HSA-hoz gyors volt, percek alatt
lejatszodott. Mindkét fémkomplex kotddik a fehérje I-es és Il-es hidrofob
zsebeiben. A kétféle kotéhelyhez valo kotédésben nem talaltunk jelentds
affinitasbeli kiilonbséget, a szamolt allandok kozepes értékek.

A két komplex kozel azonos mértékben kotédott az egyes kotShelyeken,
tehat az ellenionok kiilonbozésége nem befolydsolja a HSA-hoz valo
kotodést.

A fluorimetrias eredményeket CZE-sel és ultrasziiréssel is aladtdmasztottuk.
A kozvetlen ultrasziiréses vizsgalatok 2 ekvivalens komplex megkotédését
mutattak az albuminon.

Kimutattuk tovabba a vizsgalt Ru(Ill)-komplexek és a bilirubin (endogén
metabolit) kozti versengést az albumin I-es kotShelyén; ennek klinikai
jelentésége lehet, ugyanis a hiperbilirubinémids betegek KP1019
komplexszel valo kezelésekor a hatdsossag rosszabb volt.

3.1.2.Vizsgalataink rdmutattak arra, hogy a fémkomplexek a viszonylag lassan
kialakulé koordinativ kotodését a fehérjén egy gyors, masodlagos
kolcsonhatasokkal 1étrejové kotodés elézi meg, ami mar alkalmas lehet arra,
hogy az 1d6 el6tti kitiriiléstd] megovja a komplexeket [2].

3.2. Ru(1l)-, Os(1l)-nitrozil komplexek HSA-nal valo kolcsonhatasa

3.2.1. AKP1019 komplexszel szerkezetileg rokon Ru(II)- és (Os)-nitrozil komplexek
esetén szintén a HSA-nal val6 kolcsonhatast vizsgaltuk.



Az egyes komplexek (1-5) kozott azonban nem talaltunk szamottevd
eltérést az egyes kot6helyekhez valo affinitdsban. Egyediil az 5-0s komplex
maradt el kissé a kotés mértékét illetéen a tobbi komplextol.

A vérszérummal végzett kisérletek szerint a f6 szallité fehérje a HSA.

A KP1019-t61, hogy az I-es és Il-es kot6helyen mért kiszoritasi allandok
kozel egy nagysagrenddel kisebbek a nitrozil komplexek esetében,
ugyanakkor az ultrasziirés nem mutatott ilyen kilonbségeket.
Feltételezhetd, hogy tovabbi — a nitrozil komplexek szdmara hozzaférhetd —
kot6helyek is vannak a fehérjén.

4. Ru(I1I)-szalan és Ru(Il)-fenantrolin komplexek kolesonhatasa DNS-sel

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

Egyik fontos célunk a DNS-sel valo kolesonhatasok kvantitativ jellemzése volt,
ehhez fluorimetrias egyensulyi- és élettartam méréseket végeztiink.

Fluorimetrids mddszert dolgoztunk ki az ismert DNS-marker molekuldk a
DAPI ¢és az EB kotShelyméret igényének és kotési erdsségének
meghatarozasara. A szamolt kotdhelyméret a preferdlt bazis szakaszok
eléfordulasi stirliségét is kifejezi a DNS-lancon, és nem azonos a marker
valos helyigényével [8].

A Ru(III)-szalan komplexek (S8, S10) esetében [8]:

a kiszoritas tényét fluoreszcencia-¢élettartam mérésekkel tdmasztottuk ala.

A  komplexek interkalacid6 utjan valo megkotédését tapasztaltuk.
Feltehet6leg nem a kis arok feldl interkalalédnak a komplexek.

A citotoxicitasbeli eltéréseket minden valdszintiség szerint nem a DNS-sel
val6 kocsonhatasuk kiilonbozésége okozza.

A Ru(Il)-phen komplexek (CM8, CM16) esetében:

a komplexek a kis arokban viszonylag nagy stirliséggel és nagy affinitéssal
kotédnek a DNS-lanchoz,

a koordinalédé phen ligandumok feltehetéen extrahelikélis ,stacking”
révén a kis arokba simulnak, azonban a harmadik ligandum nem elég
kiterjedt ahhoz, hogy ténylegesen interkalalodjon.

Mind a Ru(IlI)-szalan, mind pedig a Ru(Il)-phen komplexek esetében

szamoltunk kiszoritasi allandokat az adott markerre nézve, azt azonban meg kell
jegyezni, hogy a szamolt allandé minden esetben az adott marker kotéhelyméretét
veszi alapul, amivel a fémkomplexek kotdhelymérete (vagy kotési siirtisége) a DNS-
en valosziniileg nem egyezik [8].



5. [Rh(n’-Cp*)]-komplexek vizsgalata

5:1.

5.2.

A [Rh(n’-Cp*)]-komplexek vizsgalatakor elsédleges célunk az volt, hogy
leirjuk a [Rh(n’-Cp*)Z;] (Z = H,O/CL) vizes oldatbeli viselkedését és
kiilonbozé (0,0), (O,N) és (0O,S) donor ligandumokkal (Id. 1. 4bra) valod
komplexképzését [5,9].

A kloridion koordinalodé ligandumként bazikusabb pH-tartomany felé tolja
el a fémion ([Rh(n’-Cp*)]*") hidrolizisét.

Komplexképzés szempontjabol az (O,0) donor maltollal, allomaltollal és
dhp-val, valamint az (O,N) donor pic-val kizarélag [MLZ] és [MLH_,]
(=[ML(OH)]) monokomplexek képz&dnek.

Az [MLZ] komplexek pK,-ja altalaban nagy (9,32-11,90).

Az (0O,S) donor tiomaltollal biszkomplexek ([ML,H], [ML,;]) is képzédnek
ligandumfelesleg jelenlétében.

Az [MLZ] komplexekre az (O,0) < (O,N) < (O,S) altalanos stabilitasi trend
allapithatoé meg.

A kloridion koordinalé ligandumként nagyobb pH-tartomany felé tolja el a
komplexképzddést.

A tiomaltollal képzett monokomplex csak savas pH-n stabilis, fiziologias
pH-n valoésziniileg vegyes hidroxido oligomer részecskék képzédnek.
Modellszamolasok alapjan az (0,0) és (O,N) donor ligandumok koziil
fiziologias pH-n, uM-os tartomanyban csak a dhp-val és pic-val képzett
[MLZ] komplexek mutatnak kell6 stabilitast.

A H)O/CI" csere mértéke az egyes komplexek esetében igen eltérs, ez
hozzajarulhat a bioldgiai aktivitasbeli kiillonbségekhez.

A szérumbeli oldategyensulyi viszonyok felderitésének masodik lépéseként
HSA-nal valé kolcsonhatasvizsgalatok késziiltek Rh(n’-Cp*)Z;]-al, valamint
dhp-, ill. pikolinsav komplexével. Ehhez "H NMR, ultrasziiréses, fluorimetrias
¢s CZE méréseket végeztiink.

A [Rh(n>-Cp*)]-fémion és a dhp-, ill. pic komplexek jelentds mértékben
kotédnek a HSA-hoz.

A komplexek kotédése részben a koordinalt ligandumok kiszoritasaval jér.
kifejezettebb, mint a pic komplexnél. Ebbdl kovetkezéen a kotddés
valosziniileg nagyobbrészt koordinativ jellegii.

Az T-es és Il-es kot6helyen is kotddnek mind a fémion mind pedig a
fémkomplexek; a pic komplex mindkét kotdhelyen gyengébben kotddik,
mint a dhp komplex vagy a fémion.
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6. Ga(III)-komplexek

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

A Ga(III) maltollal, tiomaltollal és oxinnal, ill. szulfoxinnal vald kdlcsonhatasat
klasszikus oldategyensulyi modszerekkel vizsgaltuk, elsédleges célunk a mar
klinikai tesztelés alatt allo triszkomplexek (KP46 és GaM) vizes oldatbeli
stabilitdsanak jellemezése [1,6].

e Az oxinnal képz6dé komplexek rossz vizoldhatésaga miatt 30 és 60%
(m/m) DMSO-viz olddszer elegyben pH-potenciometridsan hataroztuk meg
a stabilitdsi szorzatokat. Tisztdn vizes kozegre a fenti mérések és a
szulfoxinnal parhuzamosan (mindharom kozegben) meghatarozott allandok
alapjan extrapolaltunk 1gg értékeket a Ga(Ill)—oxin rendszerre.

e Az oxinnal képz6d6 komplexek fluoreszcens sajatsiga révén
spketrofluorimetrias titralasok segitségével is szamoltunk kotési allandokat.

e A két fentebbi moddszerrel nyert allandok jol egyeznek a hig oldatban
végzett UV-lathato titraldsok eredményeivel.

e Fiziolégidss pH-n a GaM mM-os mig a KP46 pM-os koncentracio-

tartomanyban stabilis; a GaM stabilitdsa joval kisebb a KP46-hoz
viszonyitva.

Igen hig — ugyanakkor fizioldgias szempontbol relevans — (néhany tiz pM-os)
koncentraciotartomanyban az oxin képes megakadalyozni a fémkomplex
disszociacidjat, mig a maltol csak részben igy feltételezhetd, hogy a vérszérum
kis és nagy molekulatomegii komponenseivel eltéré mértékben vagy médon
1épnek kolcsonhatasba [1,6].

Az el6bbi kovetkezetés alatamasztisara a HSA-nal és az apoTf-nel vald
kolcsonhatasat vizsgaltuk a GaM és KP46 komplexeknek. Ehhez '"H NMR,
ultrasziirés, UV-lathatd, fluorimetrids és szamitégépes dokkoldsos modszereket
alkalmaztunk [6,7].

e Méréseink ¢és modellszamolasok alapjan a GaM komplex terdpias
szempontbol relevans koncentracidtartomanyaban a komplex nagyobbrészt
disszocial és a Ga(Ill)-ion szallitasaban foként a Tf vesz részt.

e A GaM nem kotddik a HSA-hoz, csak a szabad maltol ligandum.

e A KP46 esetében viszont a Tf szerepe kevésbé hangsulyos a fémkomplex
nagy stabilitdsa miatt.

e A HSA-nal viszont a teljes komplex 1ép kolcsonhatasba, és a KP46 nagy
része ehhez a fehérjéhez kotddik.

Tehat, mig a GaM nagyobbrészt disszocial, addig a KP46 feltehetdleg
valtozatlan formaban szallitodik a vérszérumban [6,7].
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7. Kumarin alapviazas redukalt Schiff bazis vegyiiletek kolcsonhatasa HSA-nal

7.1. A kumarin ligandumokkal (la-le) végzett kisérleteinkben a fluorimetrias
mddszert és annak PSEQUAD programmal valé kiértékelhetéségét teszteltiik
(4].

e Elbzetesen meghataroztuk a ligandumok proton disszociacié allandoit UV-
lathato fotometridsan.

e A PSEQUAD programmal valo kiértékeléssel teljes spektrumok alapjan
tobb emittalo részecske figyelembevételével szamolhatok kotési allandok.

e A kumarin ligandumok igen nagy affinitdssal kotédtek a HSA I-es
kot6helyén, és ez az elsédleges kotohely.

e Dokkolasos szamolasok alapjan a fiziolégias pH-n részben deprotonalddott
fenolos OH-csoporttal rendelkez6 ligandumok (1b, 1¢, 1d, 1e) erésebben
kotédnek az I-es kot6helyen, mint az ilyen pH-n nem deprotonal6édo la
ligandum.

V. AZ EREDMENYEK ALKALMAZASI LEHETOSEGEI

Munkéank &ltalanos célja, hogy felhivjuk a figyelmet az oldategyensulyi
vizsgalatok 1étjogosultsagara és fontossidgira a biologiai szempontbol érdekes
rendszerek esetében. Ennek részeként a makromolekuldkkal valo kolesonhatdsokat
mennyiségi és mindségi szempontbdl is probaltuk leirni, igy a meghatérozott kotési
allandok birtokdban képesek lehetink (az egyébként sokszor kisérletileg nehezen
kivitelezhetd) fiziologids koncentracidviszonyok kozott modellezni a komplexek
eloszlasat. Az ilyen jellegii in vitro vizsgalatok eredményei természetesen egyel6re
csak ritkdn vonatkoztathatéak kozvetleniil az é16 rendszerekre, mégis magyarazhatjak
a fémkomplexek in vivo tapasztalt farmakokinetikai viselkedését, és lehet6vé valhat,
hogy éltaluk kedvez6bb farmakokinetikai profilii szarmazékok eldéllitasat javasoljuk.
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