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Fémkomplexek biospeciacioja — Fokuszban a multidrog rezisztens
rakos sejteken szelektiven hato vegyiiletek
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1. Bevezetés

A Funkcionalis Fémkomplexek Kutatocsoport 2019-ben
jott létre a Magyar Tudomanyos Akadémia Lendiilet prog-
ramjanak koszonhetden. A kutatécsoport munkéjanak célja
rakellenes vegyiiletek, koztik fémkomplexek, fejlesztése
¢és azok oldategyensulyi folyamatainak, valamint farmako-
kinetikai viselkedésiikben és a hatdsmechaniz-musukban
szerepet jatszo fizikai-kémiai tulajdonsagaik minél mé-
lyebb szintli megismerése. Ezen tulajdonsagok ¢és endogén
vegyliletekkel valo kolcsonhatasuk atfogéd jellemzése kii-
16nb6z6 spektroszkopiai, elektrokémiai €s elvalasztastech-
nikai modszerekkel segiti a kémiai szerkezet, a vizes oldat-
beli viselkedés ¢s a bioldgiai hatas kdzotti osszefliggések
feltarasat. Ezeknek a korrelacioknak az ismerete fontos ré-
szét képezi a racionalis gyogyszerfejlesztési folyamatnak és
segiti az uj (fém)vegyiiletek tervezését és a tulajdonsagok
optimalizalasat a preklinikai fazisban.

A kutatocsoportban folyd munka elsésorban bioaktiv ru-
ténium-, rédium-, gallium-, vas- és rézkomplexek, 8-hid-
roxikinolin (HQ) és tioszemikarbazon szarmazékok
vizsgalataira iranyul. A jellemzett fém-ligandum, fém-
komplex—fehérje, ligandum—fehérje kolcsonhatasokra vo-
natkozd termodinamikai és kinetikai adatok birtokaban
modellezni tudjuk biologiailag relevans koncentracio-vi-
szonyok és bioligandumok jelenlétében a fémkomplexek
viselkedését.

Napjainkban a daganatos betegségek kezelésében egyre na-
gyobb szerepet kapnak a célzott kismolekulas gyogyszerek
¢és az immunterapias modszerek, ugyanakkor a hagyoma-
nyos kemoterapias szerek tovabbra is a klinikai gyakorlat
alapvetd elemei, kiilondsen kombinalt terapidk részeként.
A fémalapt rakellenes gyogyszerek koziil a ciszplatin
tobb mint 45 éve attorést hozott a kemoterapiaban, a kar-
boplatinnal és az oxaliplatinnal egyiitt ma is széles kor-
ben alkalmazott készitmény."> A kemoterapias szerek, igy
a platina(Il)-tartalmia komplexek hatékonysagat is azon-
ban gyakran korlatozzak a sulyos mellékhatasok, valamint
a multidrog-rezisztencia (MDR) kialakulasa.>* Ezen prob-
lémak uj tipust, hatékonyabb és szelektivebb rakellenes
gyogyszerjeloltek fejlesztését teszik sziikségessé. Az Uj
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jeloltek koziil tobb fémkomplex mar a klinikai vizsgéla-
tok fazisaba is eljutott, mint példaul a ruténium-tartalmu
KP1019, BOLD-100,** melyek csak kationjaikban térnek el
egymastol, a TLD-1433,% valamint a KP46 koda gallium-
komplex’ (1. abra). Ugyanakkor szamos szerves hatéanyag
terapias aktivitasa szorosan kapcsolodik esszencialis fé-
mionokkal kialakulé kolesonhatdsokhoz: metalloenzimek
gatlasaval, a sejtek fémion- vagy redoxi homeosztazisanak
megzavarasaval fejtik ki hatasukat. Ezért mind a fémalapt
gyogyszerjeloltek, mind a fémionokkal kolesonhato szerves
molekulak fejlesztésében alapvetd fontossagu a fémkomp-
lexek képzddésének részletes megismerése.
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1. Abra. Két klinikai vizsgalatba jutott Ru(IIT)-komplex: KP-1019
és BOLD-100, a Ru(II)-tartalma TLD-1433 ¢és a trisz(8-kinolinolato)
gallium(III) (KP46).
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Biospeciacios vizsgalataink szamos esetben bizonyitottak
mar, hogy a gyogyszerjeloltek oldatkémiai tulajdonsagai
alapvetéen meghatarozzak a biologiai rendszerekben valo
viselkedést. Megmutattuk példaul hogy a bisz-indazol ruté-
nium(III)-komplexek (KP1019, BOLD-100, 1. abra) és a bi-
lirubin ko6zott kialakuld versengés a human szérumalbu-
min azonos kotéhelyéért magyarazatot ad a készitmények
csokkent hatékonysagara emelkedett bilirubinszintii bete-
gekben.® Korrelacios elemzéseink ramutattak arra, hogy
a nM-os citotoxicitasti N-diszubsztitualt tioszemikarbazo-
nok daganatellenes aktivitasat dontéen az in situ képz6do
réz(I1I)-komplexek stabilitasa és redukalhatosaga hatarozza
meg.>'° Igazoltuk tovabba, hogy a klinikai vizsgalatokban
is szerepld COTI-2 tioszemikarbazon és szarmazékainak
réz(Il)- és glutationtartalmi vegyes-ligandumti komple-
xeinek stabilitasa kulcsszerepet jatszik a gyogyszerrezisz-
tencia kialakulasaban."''> Magyarazatot tudtunk adni két
klinikai fejlesztés alatt allo, hasonl6 szerkezetii gallium(II-
I)-komplex, a KP46 (1. abra) és a trisz(maltolato)gallium(I-
IT) eltérd biologiai viselkedésére is. Megmutattuk, hogy
ezen utobbi komplexszel szemben a nagyobb stabilitasu és
lipofilebb KP46 eredeti formajaban marad a vérszérumban,
erésen kotddik albuminhoz és eltérd sejtfelvételi titvonalat
kovet."

A fenti eredményeink vezettek kutatasaink jelenlegi
egyik fo irdnydhoz, a fémionokkal erés kdlcsonhatasra
képes, multidrog-rezisztens rakos sejteken fokozott cito-
toxicitast kifejté 8-hidroxikinolin szarmazékok vizsgala-
tahoz. Az MDR kialakulasanak egyik legfontosabb oka
a P-glikoprotein efflux transzporter fokozott mukddése,
Az MDR daganatsejteken szelektiven hato vegytiletek azo-
nositasat célzé nagyszamu biologiai adat korabbi elemzé-
se (‘data mining’) ramutatott arra, hogy a leghatékonyabb
vegyiiletek kozott feltinben nagy aranyban fordulnak el
komplexképzé molekulak, koztik tioszemikarbazonok,
1,10-fenantrolin és HQ szadrmazékok.">'® Kutatasaink koz-
ponti kérdése, hogy a fémkomplexek képzddése milyen
szerepet jatszik az MDR-szelektiv daganatellenes hatas ki-
alakulasaban, ill. milyen modon javithatjuk az ilyen vegyii-
letek gyogyszerkémiai tulajdonsagait. Jelen kézleményben
ezen kutatasi teriileten elért legfontosabb eredményeinket
foglalom 6ssze.

2. MDR-szelektiv 8-hidroxikinolinok oldategyensulyi
tulajdonsagai és MDR-szelektivitasuk kapcsolata

2.1. A vizsgalt 8-hidroxikinolinok oldatkémiai
tulajdonsagai és citotoxicitasuk kapcsolata

A 8-hidroxikinolin szdrmazékok biologiai hatasat nem-
csak szerkezetiik, hanem oldatkémiai tulajdonsagaik is je-
lent6sen befolyasoljak. Kiilonosen fontos szerepet jatsza-
nak a sav-bazis tulajdonsagok, amelyek meghatarozzak
a molekuldk protondltsagi allapotat, toltését, lipofilitadsat
¢és vizben val6 oldhatosagat fiziologias pH-n. Ezek a para-
méterek alapvetden befolydsoljak a sejtmembranon torté-

né atjutast is. Néhany kivalasztott HQ szarmazék szerke-
zeti képletét a 2. abra mutatja.

Az egyszerli 8-hidroxikinolinoknak (HQ, HQCI) teljesen
protonalt allapotban két disszociabilis csoportja van: a kin-
olinium nitrogén és a fenolos hidroxilcsoport. A Mannich-
bazis szarmazékokban (HQCI-pyr, HQCl-pip) ehhez egy
alifas ammoniumcsoport is tarsul, ill. az aminosav-hibridek
(HQCI-D/L-(h)Pro) még egy karboxilcsoporttal is rendel-
keznek. Ennek kovetkeztében fiziologias pH-n a kiilonb6z6
vegyiiletcsaladok eltérd protonaltsagi allapotban fordulnak
eld.

A 2. abran 1év6 vegyiiletek OH-csoportjanak pK, értékei az
1. tablazatban lathatoak, a gyogyszerérzékeny MES-SA ¢és
az MDR MES-SA/DxS5 sejtvonalakon meghatarozott cito-
toxicitasukat jellemzd IC,, értékekkel, valamint termodi-
namikai oldhatésagukkal (S) egyiitt. A biologiai adatokat
egyuttmiikodo partnereink (Szakacs G. csoportja) hataroz-
tak meg.
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2. Abra. Néhany vizsgalt egyszer(i és Mannich-bazis HQ szarmazék
képlete.

1. Tablazat. N¢hany 8-hidroxikinolin citotoxicitasa (IC,,) MES-

SA és MES-SA/DxS sejtvonalakon, szelektivitasi aranya (SR),
hidroxilcsoportjanak proton disszociacios allandojanak tizes alapti negativ
logaritmusa (pK, (OH)), és oldhatosaga pH = 7,4-n (S, ,).""" {t=25,0 °C,
1=0,1 MKCl}

I1C,, (uM) K S
MES-sA VIES-SA/ SR (gﬁ) (mfﬁ)
Dx5

HQ 2,5 1,39 1,8 9,51  ~0,5
HQCI 5,0 3.8 1,3 913  ~0,1
HQCl-pip 1,09 0,09 12 742 0,254
HQCl-pyr 2,94 0,25 12 7,53 0,516
HQCI-D-hPro 354 6,3 5,6 7,49 >5
HQCI-D-Pro 73,6 11,6 6,3 777 >10
HQCI-L-Pro 31,3 5,6 5,6 763 >10

A vegyiiletek pK, értékei”" alapjan a HQ és HQCI pH
7,4-en gyakorlatilag semleges molekulaként van jelen.
A HQCl-pyr és HQCI-pip Mannich-bazisok ezzel szem-
ben kozel azonos aranyban fordulnak elé protonalt (H,L")
¢s semleges (HL) formaban, mig az aminosav-hibrid szar-
mazékok esetében a semleges ikerionos és az anionos for-
ma egyarant jelentds mennyiségben jelen van. Ez utobbi
vegyliletek vizben vald oldhatésaga ennek kdvetkeztében
nagysagrendekkel nagyobb. Az oldatkémiai tulajdonsagok
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¢és a biologiai aktivitas kapcsolatat vizsgalva Osszefliggést
talaltunk a lipofilitds és a citotoxicitas kozott (3. abra).”
Linearis dsszefiiggés figyelheté meg a vegytiletek n-oktan-
ol/H,0 megoszlasi hanyadosanak tizesalapt logaritmusa
(IgD,,) ¢és a pIC,, értékek kozott mind a kétféle vizsgalt
sejtvonalon, ami arra utal, hogy ezekben a sejtekben a ve-
gyliletek felvétele dontden passziv diffuzidval torténik,
amelyet elsdsorban a membran-permeabilitds hatdroz meg.
A MES-SA/DxS5 sejteknél azonban ez az &sszefiiggés 1¢é-
nyegesen gyengébb, ami tovabbi tényezék meghatarozo
szerepét mutatja.

6 - MES-SA/DxX5

3 T T T
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3. Abra. Néhany 8-hidroxikinolin szarmazék citotoxicitasa (pICy,) s
lipofilitasa (IgD, ,) kozotti osszefiiggés MES-SA (R* = 0,96; p < 0,001)
és MES-SA/DxS5 (R?=0,78; p < 0,001) sejtvonalakon. Az abra a 17.
szamu hivatkozasban talalhato 1. abra adaptacioja.

A hidroxilcsoport pK, értéke és a citotoxicitas kozott
ugyanakkor a rezisztens sejtekben egyértelmii kapcsolat
figyelheté meg (4. abra).*>*' A pK, csokkenésével a vegyii-
letek citotoxikus hatasa fokozodik az MDR sejtekben, mig
a gyogyszerérzékeny sejtekben hasonld Osszefiiggés nem
mutathat6 ki. Ez arra utal, hogy az OH-csoport savassaga,
illetve az ebbdl kovetkezd elektroneloszlas és koordinacios
sajatsagok kiilonosen fontos szerepet jatszanak az MDR-
sejtekkel szembeni aktivitas kialakulasaban.

pICs, (MES-SA/DxX5)

pK, (OH)

4. Abra. Néhany 8-hidroxikinolin szarmazék MES-SA/DxS5 sejtvonalon
mért citotoxicitasa (pICs,) és pK, (OH) értéke kozotti 6sszefiigges (R?
=0,56; p <0,001). Az abra a 21. szamu hivatkozasban talalhaté 6.a abra
adaptacidja.

Egy 120 vegyiiletbdl allo, szerkezetileg valtozatos 8-hid-
roxikinolin-szarmazék konyvtaron is megerdsitettiik az
igy feltart osszefiiggést,?! amihez a kisérletileg meghata-
rozott mellett a ChemAxon Marvin programjaval® josolt
pK, értékeket is felhasznaltunk. Emellett rémutattunk arra,
hogy az R5-helyzetli klor szubsztituens és az R7-helyzetl
aminometil-csoport egyiittes jelenléte kedvezé az MDR-
szelektivitas kialakitasahoz.?*?!

A sav-bazis tulajdonsagok alapvetden meghatarozzak
a ligandumok fémionkoté képességét is. Ennek megfelelden
a kovetkez6 fejezet a vizsgalt HQ-szarmazékok Fe(Il)- és
Fe(IlI)-ionokkal kialakuld koélcsonhatasat targyalja, mely-
nek fontos szerepe van a hatdsmechanizmusban.

2.2. A vizsgialt MDR-szelektiv 8-hidroxikinolinok
kolcsonhatasa vasionokkal

A 8-hidroxikinolin szadrmazékok MDR-szelektiv cito-
toxicitasanak hatdsmechanizmusat vizsgalva arra a meg-
allapitasra jutottunk, hogy a legigéretesebb vegyiiletek
a P-glikoproteint tultermeld rezisztens rakos sejtekben je-
lentds intracellularis vaskoncentracio-csokkentést idéznek
el8.?’ Ezzel 6sszhangban vas(Ill)-sok egyidejii adagolasa
csokkentette ezen vegyiiletek citotoxikus hatasat az MDR
sejteken, mig a P-glikoprotein gatlasa megakadalyozta ezt
a vasszint csokkenést.? Ezek alapjan az MDR-szelektiv
HQ-k hatasmechanizmusanak kritikus 1épése a cellula-
ris vas-homeosztazis felboritdsa. Feltételezésiink szerint
a ligandumok a sejten beliil nagy stabilitasti vaskomplexe-
ket képeznek, amelyeket a P-glikoprotein felismer ¢és ha-
tékonyan eltavolit a sejtbdl, ezaltal funkcionalis vashianyt
idézve el6.22! A vas oxidacios allapota ezekben a komplex-
ben még nem tisztazott.

Ezek alapjan kiemelt jelentdségiivé valt minél nagyobb
szamu HQ szarmazék Fe(Il)- és Fe(Ill)-ionokkal kiala-
kulé komplexeinek részletes oldategyensulyi jellemzése.
UV-lathaté spektrofotometrias titralasok segitségével mar
tobb ligandum esetén meghataroztuk a képz6doé komplexek
stabilitasi szorzatait, valamint ciklikus voltammetrias és
spektroelektrokémiai vizsgalatokkal jellemeztiik a komp-
lexek redoxi tulajdonsagait.'** Ilyen spektrumsorozatot
mutat a Fe(Il) — HQCl-pip rendszernél az 5.a abra, melyet
oxigénmentes koriilmények kozott mértiink.
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5. Abra. a) A Fe(II) — HQCl-pip (1:3) rendszer UV-lathato
spektrofotometrias titralasa a 2,0-8,1 pH tartomanyban, és a mono-,
bisz- és trisz-ligandumu komplexek szamitott egyedi molaris
spektrumai. Az abra a 19. szamu hivatkozasban talalhat6 3.a abra
adaptacidja. b) A pH 7,4-n dominans [Fe(IT)(HQCI-pip),]** komplex
szerkezete.

A vizsgalt ligandumok mind Fe(II)-, mind Fe(III)-ionokkal
nagy stabilitdsu mono-, bisz- és triszkomplexeket képez-
nek (N,O) koordinaciés moddal.'* Fiziologias pH-n ligan-
dumfelesleg mellett a protonalt trisz-ligandumu kompexek
a dominansak (Id. 5.b abra). A stabilitasi szorzatok alapjan
pFe(11)- és pFe(Ill)-értékeket szamitottunk pH 7,4-n a 2.
abran 1év6 ligandumok esetében (kiv. HQCI) a vasionok felé
mutatott affinitasuk 6sszehasonlitasa érdekben (2. tablazat).
A kapott pFe értékek alapjan valamennyi vegytilet hatékony
vaskelatornak tekinthetd fiziologias koriilmények kozott.
Az alapvegyiilethez (HQ) képest viszont a Mannich-bazis
szarmazékok pFe(I1l) és pFe(Il) értékei kozotti kiilonbsé-
gek joval kisebbek, ami kihat a redoxi potencidlra is. A vas-
komplexek redoxi tulajdonsagainak jellemzésére ciklikus
voltammetrids vizsgalatokkal félértékpotencidlokat (£,,)
hataroztunk meg (2. tablazat).

2. Tablazat. Néhany 8-hidroxikinolin vaskomplexére vonatkozo6 pFe(I1I)
és pFe(Il) (pH = 7,4; ¢, = 10 uM, ¢, = 1 uM) és félértek potencial érték
(E,, vs. NHE)."” {t=125,0 °C, I=0,1 M KCl}

pFe(111) pFe(1I) E,, (mV)
HQ 10,3 7,7 230
HQCl-pip 8,3 8.4 +169
HQCl-pyr 74 7.6 +118
HQCI-D-hPro 9,7 8,0 +6
HQCI-D-Pro 9,7 8,0 28
HQCI-L-Pro 9,5 7.8 -12

Az E,, értékek viszonylag erés korrelaciét mutatnak
a Fe(Ill)- és Fe(I)-trisz-ligandumu komplexek stabilitdsi
szorzatainak () hanyadosanak tizes alapu logaritmusa-
val (6. abra). Tehat a redoxi folyamat kozel reverzibilis és
ugyanaz a koordinaciés geometria marad fenn a két oxi-
dacios allapot kozott ezen komplexeknél. Az E,, értékek
alapjan az MDR-szelektiv vegyitiletek Fe(III)/Fe(1l) redoxi
potencialja a pozitivabb értékek felé tolodik a referencia,
nem MDR-szelektiv HQ-hoz képest, ami a Fe(IlI)-allapot
kisebb relativ stabilitasara, illetve a Fe(II)-allapot kedve-
z06bb stabilizalasara utal. Ezek a kiilonbégek valosziniileg
hozzéjarulnak a vegyiiletek eltér6 MDR-szelektivitasahoz.
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IgA[Fe(l)(LH);] - 15/ [Fe(l)(LH),]

6. Abra. Félérték potencial értékek abrazolasa a [Fe(IIT)(LH),] ¢és [Fe(II)
(LH),] komplexek 1gf értékeinek kiilonbségének fiiggvényében a HQCI-
pyr, HQCl-pir, HQCI-L/D-(h)Pro, valamint HQCI-L-Pro nitro analégja
(HQNO,-L-Pro) és a szulfoxin esetében (R?=0,93; p < 0,001). Az abra

a 19. szamu hivatkozasban talalhat6 11. abra adaptacioja.

2.3. A vizsgialt MDR-szelektiv 8-hidroxikinolinok
félszendvics organorédium komplexei

Az MDR-szelektiv HQ szarmazékok fejlesztésének egyik
legnagyobb kihivasa a vegyiiletek rendkiviil alacsony vi-
zoldhatosaga. Bar a leghatékonyabb ligandumok jellemz6-
en erdsen lipofil karaktere (3. abra) el6segiti a sejtekbe jutast
és hozzajarul a kiemelked§ citotoxicitashoz, ez a tulajdon-
sag egyuttal komoly akadalyt gordit a gydgyszerformulalas
és az in vivo alkalmazas elé. Ezen ellentmondas feloldasara
kutatocsoportunk tobb, egymast kiegészitd stratégiat dol-
gozott ki a gyogyszerkémiai tulajdonsagok javitasara.

Els6 1épésként — a korabban mar ismertetett médon — ami-
nosavrészt tartalmazo 8-hidroxikinolin-hibrideket allitot-
tunk el (HQCI-L/D-(h)Pro, HQNO,-L-Pro) egytittmiikodd
partnereinkkel (Szatmari 1. csoportja).?*?¢ Ezek a vegyii-
letek az ikerionos szerkezetiiknek koszonhetéen kivaldan
oldodnak vizben fiziologias pH-n (1. tablazat). A biologiai
vizsgalatok ugyanakkor egyértelmiien ramutattak arra,
hogy a vegyiiletek allandé hidrofil jellege kedvez6tlentiil be-
folyasolja a citotoxicitast.?*2¢

Ezt kovetden a vizoldhatosag javitasa érdekében félszend-
vics Rh(IIT)(h*-C,Me,)- ¢és Ru(II)(hS-p-cimol)-komple-
xeket alkalmaztunk a magas MDR-szelektivitast mutato
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HQClI-pip és HQCl-pyr (2. abra) ligandumokkal.!® A fémor-
ganikus komplexeket [M(h¥¢-arén)(HL)CI]Cl formaban alli-
tottuk eld, szerkezetiiket 'H, C NMR, ESI-MS modszerek-
kel igazoltuk. A [Rh(>-C,Me,)(HQCI-pip)Cl1]CI komplexet
rontgenkrisztallografidas modszerrel is jellemeztiik, ami
megeroésitette a ligandum (N,0) donoratomokon keresztii-
li kétfogu koordinaciojat. Ezek a fémorganikus komplexek
vizes oldatban széles pH-tartomanyban nagy stabilitastuak.
A komplexképzés jelentdsen novelte a vegyiiletek hidrofil
karakterét, amelyet a fiziologias koriilmények kozott vég-
bemend CI/H,O ko-ligandumcsere tovabb novelt. A két
fémplatform biologiai viselkedése azonban jelentdsen eltért
a citotoxicitasi adatok alapjan (3. tablazat).'®

3. Tablazat. A HQCl-pyr és HQCIl-pip 8-hidroxikinolinok félszendvics
komplexeinek citotoxicitasa (IC,)) MES-SA és MES-SA/Dx5
sejtvonalakon, valamint szelektivitasi aranya.'s

1C,, (uM) SR

MES-SA MES-SA/Dx5
Ru(n’-p-cimol)-HQC]I-pip 3,46 1,92 1,8
Ru(n°-p-cimol)-HQClI-pyr 8,97 2,78 3,2
Rh(n*-C;Me,)-HQCI-pip 2,04 0,22 9,1
Rh(n’>-C;Me,)-HQCI-pyr 2,97 0,19 16

A Rh(n’>-C,Me;)-komplexek a szabad ligandumokhoz ha-
sonld citotoxicitast és SR értékeket mutattak, ami Ossz-
hangban all a gyors ligandumcsere-folyamatokkal és a HQ
ligandum felszabaduldsaval. Emellett a Cl/H,O csere soran
keletkezd telitetlen koordindcios szféraji rodiumkomplexek
nagy affinitasu kotédését is igazoltuk a human szérumal-
buminhoz. Ez varhatéoan meghosszabbitja a vérkeringésben
toltott idot, és elsegitheti a rakos szovetekben torténd pasz-
sziv feldusulast.

Ezzel szemben a Ru(n®-p-cimol) komplexek aktivitasa je-
lentésen csokkent a ligandumokhoz képest (1. és 3. tabla-
zat)."® Ennek oka lehet egyrészt a lassabb ligandumcsere,
az nb-arénvesztés és az ezt kovetd oxidacio, amelyek inert
Ru(ID)- ill. Ru(I1T)-komplexek kialakuldsahoz vezetnek.

A jobb gyogyszerkémiai tulajdonsagok elérése érdekében
az MDR-szelektiv HQCl-pip ligandumot, valamint annak
Rh(n’-C,Me,) komplexét gangliozid-funkcionalizalt poli-
mer nanorészecskékbe formulaltuk egyiittmiik6dé partne-
reink (Feczké T., Pannon Egyetem) segitségével. A micella
alapu nanoformulacié jelentdsen javitotta a ligandum viz-
ben valo oldhatosagat, mikdzben a kedvezd tumorellenes
aktivitas és MDR-szelektivitas megmaradt.'®

3. Osszefoglalas

Kutatécsoportunk munkajanak kozéppontjaban olyan ra-
kellenes fémkomplexek és komplexképzé vegyiiletek vizs-
galata all, amelyek biologiai aktivitasat alapvetéen megha-

.....

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a gyogyszerjeloltek

kémiai szerkezete, sav-bazis tulajdonsagai, lipofilitasa,
komplexképzd képessége, valamint a kialakuld fémkomp-
lexek stabilitasa és redoxi sajatsdgai milyen dsszefiiggésben
allnak a farmakokinetikai tulajdonsagokkal és a rakellenes
hatassal.

A multidrog-rezisztens rakos sejtvonalakon szelektiven
hat6 8-hidroxikinolin szarmazékok vizsgalata soran igazol-
tuk, hogy a ligandumok protonaltsagi allapota és lipofilita-
sa egyarant befolyasoljak a citotoxicitasukat. Megmutattuk,
hogy az MDR-szelektivitas Osszefiigg a hidroxilcsoport
savassagaval, valamint a vegyiiletek Fe(Il)- és Fe(IlI)-
ionokkal kialakuldé komplexeinek stabilitasaval és redoxi
tulajdonsagaival. A szubsztituensek amellett, hogy befo-
lyasoljak a ligandumok, és ezaltal a fémkomplexek adott
koriilmények kozotti toltését, elektronikus hatasuk révén
finomhangoljak a Fe(IIl)-, illetve Fe(Il)-komplexek relativ
stabilitasat, valamint az ezekkel Osszefliggd félértékpo-
tencialt. Igy valosziniisithetd, hogy a vashomeosztazisba
valé beavatkozds ¢és az intracellularisan képz6dd vas-
komplexek fontos szerepet jatszanak az MDR-szelektiv
hatasmechanizmusban.

A kedvezd biologiai aktivitasi 8-hidroxikinolinok kor-
latozott vizoldhatéosaga ugyanakkor problémat jelent
a gyogyszerfejlesztés soran. Vizsgalataink alapjan a 8-hid-
roxikinolin-aminosav-hibridek ugyan jelentésen javitjak
a vizoldhatésagot, azonban ezzel parhuzamosan csdkken
a citotoxicitas. Ezzel szemben a Rh(n’-C,Me;)-komplexek
lehetdvé teszik a ligandumok reverzibilis kotddését és fel-
szabadulasat, mikdzben megérizik kedvezd biologiai akti-
vitadsukat, és emellett a human szérumalbuminhoz is nagy
affinitdst mutatnak. A Ru(m°-p-cimol) analogok viszont
rendre egyértelmiien kisebb aktivitasuak a ligandumokhoz
képest. A félszendvics komplexekkel kapcsolatos eredmé-
nyeink ramutattak arra is, hogy a reverzibilis hordozdplat-
formként vald alkalmazhatésagot a fémkdzpont kinetikai
tulajdonsagai befolyédsoljak. A vizben vald oldhatésagot
nanoformulalassal is sikeresen javitottuk, a kivalasztott
szarmazék (HQCI-pip) és roédiumkomplexének ganglio-
zid-funkcionalizalt polimer nanorészecskékbe torténd
beépitésével.

Osszességében eredményeink j6l mutatjak, hogy a biospeci-
acios vizsgalatok nem csupan a hatdsmechanizmus mélyebb
megeértését szolgaljak, hanem az 01j gyogyszerjelodltek racio-
nalis tervezésének is alapvetd eszkodzei. Az oldategyensulyi
¢és redoxi tulajdonsagok részletes ismerete lehetévé teszi
a szerkezet—tulajdonsag—biologiai hatas Gsszefliggéseinek
feltarasat, amely 1j, multidrog-rezisztens rakos sejtek ellen
hatékonyabb vegyiiletek fejlesztésének alapjat képezheti.
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Biospeciation of metal complexes: Focus on compounds that selectively target multidrug-resistant cancer cells

Biospeciation — the distribution of a drug candidate among its
different chemical forms under biological conditions — is a fun-
damental determinant of pharmacological activity. For both met-
al-based and metal-binding organic drugs, biological responses
are governed not only by the administered compound but also by
its biotransformations. Chemical processes such as protonation,
hydrolysis, metal coordination, redox reactions, and protein bind-
ing together determine the active chemical species, directly influ-
encing pharmacokinetics and pharmacodynamics. Consequently,
characterizing these physicochemical processes is essential for
the rational design of novel anticancer agents.

Our research group focuses on elucidating the relationships be-
tween solution chemical behavior and biological activity by com-
bining spectroscopy, electrochemistry, and separation techniques.
We have demonstrated that detailed knowledge of biospeciation
can help identify the key molecular properties that drive antican-
cer efficacy. Our previous studies on bioactive metal complexes
and metal-binding ligands demonstrated that relatively smaller
differences in chemical structures and solution chemical proper-
ties can influence biological behavior. For instance, explanation
could be provided for the reduced efficacy of bis-indazole Ru(III)
complexes in patients with elevated bilirubin levels, or the dif-
ferent pharmacological behavior of structurally similar Ga(III)
complexes applied in the clinical studies. The stability of ternary
complexes of the clinically investigated COTI-2 and its deriva-
tives with Cu(II) and glutathione was also shown to have a strong
impact on the resistance mechanism.

8-Hydroxyquinoline (HQ) derivatives emerged as promising an-
ticancer candidates in the last decades. Large-scale data screen-
ing revealed that metal chelators, including HQs, are markedly
overrepresented among molecules exhibiting collateral sensitivity
toward multidrug resistant cells. Since the overexpression of the
P-glycoprotein efflux transporter commonly drives multidrug re-
sistance (MDR), our central objective became understanding how
metal complex formation contributes to the selective toxicity of
these ligands. Consequently, our studies focused on establishing
structure—property—bioactivity relationships and elucidating the
role of iron complexation in MDR-selective cytotoxicity.

The biological activity of HQs is governed by both their structure
and solution chemical properties. Protonation equilibria deter-
mine the charge, lipophilicity, solubility, and metal-binding abili-
ty of these studied ligands under physiological conditions. By sys-
tematically investigating simple HQs, Mannich-base derivatives,
and their amino acid hybrids, we linked these physicochemical
properties to biological activity. Cytotoxicity in drug-sensitive
cancer cells correlated strongly with lipophilicity; however, this

correlation weakened in P-glycoprotein-overexpressing MDR
cells, indicating that additional factors drive their selective activ-
ity. A key finding was that MDR-selective cytotoxicity correlates
with the pK, value of the phenolic hydroxyl group. Furthermore,
combining a R5-chlorine substituent with a R7-aminomethyl
group proved particularly favorable for MDR selectivity.

Mechanistic studies revealed that the most potent MDR-selective
HQ derivatives induce pronounced intracellular iron depletion
specifically in P-glycoprotein-overexpressing cancer cells. We
hypothesized that the MDR-selective ligands form highly stable
intracellular iron complexes that P-glycoprotein recognizes and
actively exports. This hypothesis prompted our comprehensive
investigation of the Fe(II)- and Fe(I1I)-binding properties of these
derivatives. Our solution studies demonstrated that all investigat-
ed ligands form stable mono-, bis-, and tris-complexes with Fe(II)
and Fe(IlI) under physiological conditions. Spectrophotometric
and cyclic voltammetric measurements revealed that substitu-
ents strongly influence both ligand protonation and the relative
stability of the Fe(Ill) and Fe(Il) complexes, thereby modulating
their redox properties. It was suggested that the compound of high
MBDR selectivity has higher redox potential and stronger affinity
towards Fe(1I). These findings support that intracellular iron com-
plexation might drive the mechanism of action.

To improve their drug-like properties of MDR-selective com-
pounds with poor aqueous solubility, two main strategies were
explored: i) amino acid conjugation and ii) coordination to or-
ganometallic Rh(IIT)(h’-C;Me,) and Ru(II)(h®-p-cymene) frag-
ments. While amino acid hybrids showed improved solubility,
their permanently hydrophilic character reduced cytotoxicity. In
contrast, organometallic coordination increased hydrophilicity,
however yielding strikingly different biological outcomes for the
two metal platforms. The Rh(III)(h’-C,Me;) complexes retained
the high cytotoxicity and MDR selectivity of the parent ligands,
owing to rapid ligand-exchange kinetics and efficient HQ release.
Furthermore, they exhibited high affinity toward human serum
albumin as well. On the contrary, the Ru(IT)(h®-p-cymene) ana-
logues displayed substantially lower activity. Encapsulation of
the lead ligand HQCI-pip and its rhodium complex into gangli-
oside-functionalized polymeric nanoparticles significantly im-
proved solubility, while preserving anticancer efficacy and MDR
selectivity.

Overall, these results demonstrate that a detailed understanding
of solution equilibria and metal coordination provides a rational
framework to design more effective anticancer agents capable of
overcoming multidrug resistance.
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