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A palyazat keretében kilonb6zé antidiabetikus hatasu VO(IV) és Zn(11) komplexek
vizsgalatat thztik ki célul. Mivel ezek inzulinutdnz6 hatdsa Osszetett és a
hatdsmechanizmusuk csak részben feltart az irodalomban, a bioldgiai kozegben vald
adhatnak a hatas megertéséhez. A komplexek eredeti formajanak minél teljesebb megismerése
(pl. oldategyensulyi mérések révén) természetesen fontos, de emellett a felszivodasukat
koveto lehetséges atalakuldsaik taldn még relevansabb a biolGgiai hatas megértéséhez. A
potencialis vércukorszint-csokkenté szerek ugyanis ,prodrug”-nak tekintheték, hiszen a
hatdsos formajuk nagy valosziniiséggel kilonbozik az eredetitél, pl. a megfelelé
szérumkomponensekhez, ill. sejtalkotokhoz vald kétédésik miatt. Munk&nk sordn igy
ezeknek a kolcsonhatasoknak a megismerése allt a kozéppontban. Elért eredményeinket a

munkatervben foglaltak szerinti csoportositasban targyaljuk.

1. Vizsgéltuk az inzulinutanzé (1U) VO(IV) komplexek sejten bellli lehetséges atalakulasai:
és kolcsonhatasai a potencialis biomolekulakkal, mint a glutation (GSH), és az ATP,
illetve a V(V)/V(IV) redoxi tulajdonségai a fenti molekulakkal. A vizsgélt tesztmolekula a

VO(IV)-dipikolinat és a - maltolat komplex.

a.) A VO(IV)-IU komplexek sejten bellli speciaciojanak tisztdzasahoz tanulmanyoztuk a
VO(IV)-dipicolinat és a VO(IV)-maltoltat kdlcsonhatasat két a sejtben jelentés (mM)
koncentracidban jelenlevé alkotoval a glutationnal (GSH) és az ATP-vel. Megallapitottuk,
hogy a GSH elsésorban a vanadium oxidaciés allapotanak meghatarozasaban és fenn-
tartdsdban (alapvetéen 1V), mig az ATP a biner és terner komplexekben val6 megkdtésében
jatszik szerepet.

A sejten kivili kolcsonhatasokra vonatkozolag eredményeinket tovabb finomitottuk és

véleményiink szerint jelentds Uj eredményeket értiink el. Ezeket a kdvetkezdkben 6sszegziink.

b.) Tébb VO(IV)-1U komplex apo-transzferrin (apo-Tf) és szérum albumin (HSA) fehérjékkel
valé kolcsonhatasaban részletes CD és ESR vizsgalatok igazoltuk, hogy a vegyes komplex
képzodés nem elhanyagolhaté folyamat. Az apo-Tf-nel végbemend ligandum-kiszoritas csak
részleges és ugy tinik, hogy az egyik hordozé ligandum a fehérje kozelében marad és valodi
bels6 szféras vegyes ligandumi komplex képzédik. Feltételezéseink szerint a Tf fémion

koteseben résztvevo His és Asp szorul ki a koordinacios szférabdl. A HSA esetén a kdlcson-



hatds joval gyengebb, a koétési helyre vonatkozélag az eddigi vizsgalataink nem adnak
felvilagositast. Ugy tiinik azonban, hogy ezek az eredmények nem befolyasoljak azon korabbi
feltételezésiinket, hogy a VO(IV) vérben vald széllitasaban a nagy molekulatdmegt szérum
komponensek kozul a transzferrinnel kell, mint kétémolekulaval szdmolnunk és az albumin
szerepe ebben a folyamatban elhanyagolhato.

c.) Az inzulinutdnzé vanadium(lV)-komplexek, ill. a cink(ll)-komplexek szérumbeli
megoszlasdnak modellezésekor eddig csak a fémion — hordozé ligandum és a fémion —
szérumkomponens (kis és nagy molekulatdmegi alkotok) kézott kialakulo torzs- ill. fémion-
kdzpontu vegyes-ligandumu komplexek képzodését vettik figyelembe. Viszont a hordozé
ligandumok és a szérumfehérjék kozotti kozvetlen kdlcsonhatasra vonatkozolag eddig nem
voltak ismereteink. A modellszamitasainkat azonban egyes hordozé ligandumok esetén
sokkal kozelebb lehetett hozni az in vitro ultasztiréses/ICP mérési eredmenyeinkhez. Ezeknek
a kolcsonhatasoknak a figyelembevételével Ezen talmenéen a hordozoligandumok valodi
szerepére vonatkozdlag ismereteinket finomithatnank, hiszen eddigi vizsgalataink szerint azok
csak a felszivodas folyamataban jatszanak szerepet.
d.) Ennek tisztdzas érdekében részletesen vizsgaltuk szérumfehérjék (elsésorban a human
szérum albumin, HSA) és egyes hordozd ligandumok: maltol (mal); 3-hidroxi-1,2-dimetil-
hidroxi-piridinon (dhp), pikolinsav (pic), 6-metil-pikolinsav (6-Me-pic), dipikolinsav (dipic)
kozott fizioldgids pH-n kialakuld asszocidtumok dsszetételét, stabilitasat, a ligandumok
lehetséges kotodesi helyeit ultrasziiréses, fluorimetrias, UV spektrofotometrids és CD
spektroszkopias merések segitsegével. Ultrasziiréssel fizikailag kilénvalaszthato a fehérjéhez
kotott és a nem kot6dé ligandum. Ezen ligandumok megoszladsa a két frakcioban UV
spektrofotometriaval volt mérheté, majd az adatokbdl a PSEQUAD program segitségével
asszociativ kotési allanddkat tudtunk szamolni. Megallapitottuk, hogy a fizioldgias pH-n
semleges toltési dhp egyaltalan nem, mig a tébbi, ezen pH-n nagyrészt negativ toltési
ligandum jelentés mértékben kotédik az albuminhoz. A vizsgalt ligandumok koziil a dipic
megkdtodését talaltuk legerésebbnek. A ligandumok megkdtédésének helyét fluorimetriasan
és CD spektroszkopiaval kotohely marker anyagok (warfarin, ibuprofen, bilirubin)
segitségével vizsgaltuk kiszoritasos titralasi eljarast alkalmazva. Megallapitottuk, hogy a
vizsgalt ligandumok elsésorban a HSA 11.A doménjében elhelyezkedé Ugynevezett Sudlow-
fele 1. kotohelyén kotédnek. A mérési adatokbol specifikus kotési allandokat is szamoltunk.
e.) A fent emlitett fémion megoszlasra vonatkozd ultasziirés/ICP vizsgalatok mellett az
antidiabetikus vanadium(IV)-komplexek esetén valddi vérszerum mintakat hasznalva HPLC-

ICP-MS modszerrel az eddigi mesterseges modellekkel végzett méréseinkkel illetve



modellszamitasainkkal 6sszhangban, sikerilt bizonyitanunk, hogy a vanadium(lV) szinte
kizarolag a transzferrinhez kétodik, mig az albumin gyakorlatilag nem koti a femiont. Ez nagy
sikere az egész problémakdr modellszamitasokon alapulé megkozelitésének, amit évekkel

ezel6tt mi is célul tiztiink ki.

2. A gyakorlatilag nem felderitett Zn(11) komplexekre is szeretnénk kiterjeszteni a korabban a
VO(IV)komplexekre sikeresen elvégzett biospeciacios vizsgalatokat. Tervezziik a biologiai
hatassal rendelkezd potencialisan inzulinutanzo tulajdonsagu Zn(ll)komplexek képzsédeési
egyensulyainak leirasat, és kolcsonhatasainak tisztazasat a vérszérum kis- és nagy
molekulatomegsi  alkotoival, illetve a sejt legfontosabb fentebb méar emlitett
kismolekulatomeg:i komponeneseivel (GSH, GSSG, ATP).

a.) Meghataroztuk szamos (Osszesen hat) Zn(ll)-IlU komplex oldategyensulyi és
oldatszerkezeti sajatsagait. Ugyanazon komplexekét, amelyeket kordbban VO(IV)-mal is
vizsgaltunk. Ezek inzulinutdnz6 hatasat japan kooperacios partnereink igazoltak. Az
6sszehasonlito vizsgalatok a fémion eltéré geometridjanak meghatarozo szerepét igazoltak.

b) Az inzulinutanzé cink(I1)-komplexek hatasmechanizmusanak jobb megeértése celjabol
oldategyensulyi modszerekkel (pH-metria, UV-spektrometria, CD-spektroszkdpia, ESI-MS)
tanulmanyoztuk 6t inzulinutanzé Zn(ll)-komplex (mal, hdp, pic, 6-Me-pic, dipic)
kolcsonhatasat a sejtekben mM-os koncentracioban jelenlévé redukalt L-glutation (GSH) és
adenozin 5’-trifoszfat (ATP) ligandumokkal. A képzédo vegyes ligandumu komplexek
Osszetételének és stabilitasi allanddinak meghatarozasa mellett megallapitottuk, hogy a
dipikolinsavval a legkevésbé kedvezményezett a vegyes ligandumi komplexek képzédése,
mig a ketfogu hordozd ligandumok esetén a sejtben feltételezheté koncentracioviszonyok
mellett fiziolégias pH-n minden esetben szamolni lehet a Zn(1l) — hordozo6 ligandum — GSH
/ATP vegyes komplexek kialakulédsénak a lehetéségével.

c.) A sejten kivali térben, a vérszérum kis molekulatomegii alkotdi kozil a cinkmegkdts-
képességuk és a szérumkoncentraciojuk alapjan a cit, His és a Cys kolcsonhatasa lehet
szamottevé az inzulinutanzdé Zn(ll)-komplexszel, ezért meghataroztuk ezekkel a
szérumalkotokkal képz6doé vegyes ligandumu komplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit.
Megaéllapitottuk, hogy fizioldgias pH-n, a dipic kivételével, képzédnek vegyes ligandumu
komplexek, és a legkedvezményezettebb a ciszteinnel vald kolcsonhatds. A hordozd

ligandumok ko6zil a 6-Me-pic esetén valdsziniileg a metil-szubsztituens térigenye, ill. a dipic



esetén a harom koordindl6dd donoratom miatt trisz ([ZnABH]) vegyes ligandumu
komplexek nem képzédnek.

Hasonlé vizsgélatokat végeztiink néhany VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav
szarmazék - cit, tejsav, foszforsav vegyes ligandumu rendszerben is. A VO(IV) esetén
ugyanis ezen ligandumokkal valé kolcsonhatassal kell leginkdbb szamolni a vérben.
Megaéllapitottuk, hogy pH = 4-8 tartomanyban igen jelent6s a vegyes liganduma komplexek
képzédese ezen kis molekulatomegii szérumkomponensekkel. Minden esetben [VOABH,]
Osszeteteltt komplexek képzodését tudtuk szamolni a foszfat kivételével, mert a foszfattal nem

képzodott mérheté mennyiségi terner komplex a mérési korilményeink kdzott.

d.) Mivel &ltaldban elmondhatd, hogy a veraramba keril6é cink ill. vanddium nagy része
fehérjékhez kotodik, igen fontos a fémkomplexeink nagy molekulatémegii szérumalkotdkkal,
azaz szérumfehérjékkel valo kolcsonhatéasainak is a vizsgélata. Altalanosan ismert, hogy a vér
transzport ~ fehérjéi  pl. nagymértékben  modosithatjdk egy  gyogyszervegyilet
biohozzaférhet6ségét és in vivo eloszlasat.

A Zn(11) kis (hordozdé ligandum, Cys, His, cit) és nagy molekulatémegi komponensek
(HSA, Tf) kdzotti megoszlasat vizsgaltuk fizioldgids pH-n ultrasziiréssel es azt koveté 1CP-
AES mérésekkel olyan mintdkban, melyek relevans koncentraciéban tartalmazta ezen
vegyuleteket és megallapitottuk, hogy a Zn(ll) donté része a fehérje fazishoz kotodik.
Hasonld méréseket végeztiink a VO(IV)-mal; VO(IV)-pic ill. kilénbdz6é VO(IV)-5-metoxi-
karbonil-pikolinsav komplex esetén is, de a vanadium kimutatasi hatara miatt a hatasostol (kb.
10 uM) csak joval nagyobb (200 uM) VO(IV) koncentracié mellett. A VO(IV) komplexek
esetén is a megallapitottuk, hogy a fehérje fazishoz igen nagy mennyiségii vanadium kotodik.

llyen &sszetett rendszerekben (fémion — hordoz6 ligandum — kis (LMM) és nagy
(HMM) molekulatomegti komponensek) kialakuld egyensulyi viszonyok ismeretében a
kialakulo fémion eloszlast a kis és nagy molekulatdémegii fazisok kdzott (ill. azon beldl is,
hogy melyik szérumfehérjéhez kotédik a femion inkabb) modellszamolasok segitsegével
(PSEQUAD program) meg tudjuk hatarozni. Ezen modellszdmolasok azonban rdmutattak
arra, hogy nem elegend6 a (i) fémion-hordoz6 ligandum, (ii) fémion-LMM, (iii) fémion-
HMM és (iv) fémion-hordozd ligandum-LMM rendszerekben képz6dé fémkomplexek és
azok stabilitasi allandoinak az ismerete, hanem a teljesebb megértéshez fontos a
szérumfeheérjék és a hordozé ligandumok kozotti kdlcsonhatast is figyelembe venni, melyre
vonatkoz6 irodalmi adatot azonban nem talaltunk. gy részletesen vizsgaltuk a fehérje-
hordoz6 ligandum asszociatumokat is (Id. fentebb). Megallapitottuk, hogy a fehérje-ligandum



komplexek modellbe valé bevétele sokkal jobb egyezést hoz a szamolt és mért eredmények
kozott. A modellszamolasaink soran megallapitottuk, hogy bioldgiailag relevans koncentracid
viszonyok mellett a Zn(I1) esetén a fémion déntéen a HSA-hoz kétédik, mig a VO(IV) esetén
a Tf a dominans fémmegkoto.

A fent emlitett fémionok megoszlasra vonatkozd ultraszirés-ICP(AES) vizsgalatok
mellett az antidiabetikus VO(IV)-komplexek esetén valddi vérszérum mintékat hasznalva
HPLC-ICP(MS) modszerrel az eddigi  méreseinkkel illetve modellszdmitasainkkal
0sszhangban siker(lt bizonyitanunk, hogy a VO(IV) szinte kizarolag a Tf-hez koétédik, mig a
HSA gyakorlatilag nem koti a fémiont. A Zn(I1)-komplexek HSA ill. Tf-hez valo kétodését a
mal és dipic ligandumok esetén CZE-ICP(MS) mérésekkel sikerllt dsszehasonlitani, a kapott
eredmények ezekben az esetekben is jol egyeztek a modellszdmolasokkal. Ismételten
hangsulyoznank, hogy ezek a human szérummal vegzett vizsgalatok teljes megerdsitését
adtdk a mi modellszamitadsainknak, ami nagy eredménye a biologiai rendszerek

speciaciojanak modellszamitasokon alapul6 altalunk alkalmazott és javasolt leirasanak.

(3) Folytatjuk vizsgalatainkat 0j potencialis inzulinutdnzé vanadium- és cinkkomplexek
elgallitasa és oldategyensalyi, valamint oldatszerkezeti jellemzése céljabdl pH-
potenciometrias, spektralis és magneses mérések révén. A tervezett ligandumcsaladok a
diaminok és szerves aldehidekkel képezett Schiff bazisok és redukalt Schiff bazisok, mely
utobbiak hidrolitikus stabilitdsa korabbi vizsgalataink szerint joval jobbnak bizonyult.
Ezen kivll a szalicilsavnak aminosavakkak képezett ,,pszeudo oligopeptidei” jelentik a
masik vizsgélni kivant vegyuletcsaladot (SalAsp, SalGlyASp, sth.), melyeknel a fémion
indukélta amid deprotonaldédas lehet érdekes részprobléma a fémionkotés erdsségét

tekintve.

a.) A fokhagymabdl izolalt természetes eredetii allixin és annak N-metil-tio-szarmazékanak
Zn(1l)-komplexeit vizsgaltuk pH-potenciometrias mérésekkel. Ezen komplexek igen
kiemelked6 inzulinutanzo szerek, de in vivo alkalmazasuk soran a tio-szarmazék bizonyult
hatdsosabbnak. Oldategyensulyi vizsgalataink azt mutattak, hogy az (S,0,) koordinacioju N-
metil-tio-allixin komplexe sokkal stabilisabb, ami a bélrendszerbdl valo felszivodasnal
val6szintileg elényt jelent.

Néhany aminosav (His, lle, Trp) 5-metoxi-karbonil-pikolinsav sz&rmazékanak

antidiabetikus hatast mutatd VO(IV)-komplexeit is vizsgaltuk elsésorban pH-potenciometrias



maodszerrel. Meghataroztuk a képz6d6é komplexek dsszetételét, stabilitasi allanddit, javaslatot
tettink a legvaldsziniibb kotésmddokra, amit az ESR mérések is alatamasztottak.
Megaéllapitottuk, hogy ezen ligandumokkal a komplexkeépz6édés mar kis pH-n is jelentés, azaz
a vizsgalt VO(IV)-komplexek a gyomor savas pH-jan nagy valosziniiséggel stabilisak.
Fiziologias pH-n mindegyik esetben a [VO(L)(H.0),(OH)] (n=2,3) Osszetételic komplexek

bizonyultak dominansnak.

b.) A fenolos hidroxilcsoport j6 ,,horgony” donorcsoport szerepét igazoltuk a SalAsp és a
SalGlyAsp di és tripeptidek VO(IV) kdlcsonhatasaban. Ennek megfeleléen a peptidamid
koordinaciojara mar gyengen savas pH-n pH 4-5, illetve pH 5-6 tartomanyban sor kerdil.
Megaéllapitottuk, hogy a tripeptid szdrmazék esetén fellép6 kooperativ deprotonalddas, a ket
proton teljesen atfed6é folyamatban szabadul fel a peptid molekuldbol) feltétele a mindkét
oldalrol a VO(IV)-hoz stabilisan kdtédni képes horgony donorcsoport jelenléte.

c.) Vizsgaltuk néhany fenolszarmazék etiléndiaminnal képezett Schiff bazisanak, illetve ezek
redukalt szarmazékainak Zn(l1)-nal val6 komplexképzo sajatsagait. Meghataroztuk a képz6do
komplex kristalyszerkezetét és kovettik a komplexek oldasakor az azok szerkezetében
bekovetkez6 valtozasokat. Tisztaztuk a kilonbdzé koordindcios szam es az eltéré geometria

okozta eltéré sajatsagokat a megfelelé VO(1V) komplexekkel val6 6sszevetesben.

A téméba tartozd, de a munkatervben elére nem rogzitett kutatdsok eredmenyei:

a.) A vizsgalataink kézéppontjaban allo Zn(1l) komplexek (hordozé ligandumok: mal; dhp,
pic, 6-Me-pic) inzulinutanzé hatdsa mind in vivo, in vitro tanulmanyozott az irodalomban,
azonban a Zn(ll)-dipic komplexek esetén hianyoztak ilyen adatok. Ezért a Szegedi Bioldgiai
Kutatointézet (SZBK) Genetikai Tanszékével kézdsen ex vivo tanulmanyoztuk a Zn(l1)-dipic
komplexek bioldgiai hatasat human Mono Mac és 3T3-L1 adipocita sejtvonalakon, ill.
0sszehasonlitdskent a mal es pic komplexeit is vizsgaltuk. A toxicitas vizsgalatok azt
mutattak, hogy 100 uM koncentracio alatt a Zn(11) komplexek gyakorlatilag nem toxikusak.
Mitokondriondlis dehidrogendz aktivitas mérése (EZ4AU assay) kozvetett informaciot
szolgaltathat a komplexek inzulinutdnz6 hatasara vonatkozélag. Mind a harom ligandum
fémkomplexe hasonlé aktivitdst mutatott az 1-100 uM koncentracidtartomanyban, viszont
ettél nagyobb koncentraciok esetén egyedil a dipic mutatott ndvekvé mitokondrionalis
aktivitast, valoszintleg a Zn(ll)-mal és Zn(ll)-pic komplexek nagyobb koncentracioknal

jelentkez6 toxicitasa miatt.



b.) Az inzulinutanzé zZn(ll)- és VO(IV)-komplexek lipo-hidrofil sajatsaga fontos fizikai
paraméter a feltételezett passziv membrantranszport szempontjabdl. Ezekre a komplexekre az
irodalomban megtalalhaté oktanol/viz megoszlasi hanyadosok meghatarozasanal altalaban a
ligandumok UV savjait hasznaljak fel, ezekbél az adatokbdl azonban nem szamithatoé a
fémkomplex oktanolos fazisba térténé atoldodasa, hisz igy az atoldddott, de komplexben nem
kotott ligandumot is mérik. Masrészt az oktanolos és vizes fazisban mért spektrumok
kdzvetlenll nem is hasonlithatok 6ssze (csak az extrakcid el6tti vizes oldat, és az az utani
vizes fazis). Sok esetben a pH-fliggetlen megoszlasi hanyados (P) és a pH-fliiggé megoszlasi
allandé (D) hasznélata is 0Osszekeveredik. Mivel szamos esetben szoros korreléciot
feltételeznek a fémkomplexek lipofilitasa és a bioldgiai hatasossag kozott, ezért fontosak a
megbizhato(bb) modon meghatarozott paraméterek ismerete. Pl. ICP-AES mérések
segitségével, a femionok oldalarol megkdzelitve az atoldodast, megbizhatobb informéacidkat
kaptunk a komplexek lipo-hidrofil sajatsdgara vonatkozolag. Az viz-oktanol kozotti
egyensulyi folyamatok mellett a teljes képhez és a P, D értékek szamolasahoz a vizes fazisban
az adott pH-n lejatsz6dé komplex disszociécids folyamatok, a komplexek és a ligandumok
egyedi UV spektrumainak ismerete is fontos. Széles pH-tartomanyban tértént vizsgalataik
segitségével megallapitottuk, hogy a semleges toltési [ZnL;] ill. [VOL;] komplexek
lipofilitasa (IgP) lineéris dsszefuggést mutat a hordozo6 ligandum lipofilitdsaval (IgP) a mal,
dhp, 2-hidroxi-piridin-1-oxid és 2-merkapto-piridin-1-oxid esetén, mig a pic, 6-Me-pic, dipic
ligandumok esetén nem, valosziniileg a vizes kozegben kialakul6 ikerionos, ill. erés hidrogén-

hidas szerkezetnek kdszdonhetden.

A Kkutatasi témaban résztvevok személyében jelentésebb valtozasok torténtek az évek
folyaman. Egy résztvevé két éven at az USA-ban posztdoktorként dolgozott, egy maésik
munkatarsam az MTA Bioszervetlen kémiai Kutatécsoport MTA tdmogatasanak megsziinése
miatt mas forrasbdl lett fizetve és igy kutatbmunkaja is médosult. Ugyanakkor 2005-ben
csatlakozott hozzam jelen kutatési palyazathoz Enyedy Eva Anna OTKA posztdoktortoként a
PD050011. szdmu péalyazat nyerteseként (csak béralappal), akinek munkéja benne foglaltatik

jelen zarojelentesben..

Szeged, 2009. februér 19.

Kiss Tamaés témavezetd






