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Roviditések jegyzéke

ABGA p-amino-benzoilglutaminsav

ABTS 2,2’-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav
ABTS*" 2,2’-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav kation gyok
AICAR 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid
ALL akut limfoid leukémia

AMP adenozin-monofoszfat

ANOVA analysis of variance

AO aldehid-oxidaz

ATIC 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid formiltranszferaz
ATP adenozin-trifoszfat

CA4 combretastatin A4

CPS counts per second

CvD kardiovaszkularis betegség

DAMPA 2,4-diamino-10-metilpteroilsav

DFP 2,4-diamino-6-formilpterin

DHF dihidrofolat

DHFR dihidrofolat-reduktaz

DMSO dimetil-szulfoxid

Ea aktivalasi energia

EPR elektron paramagneses rezonancia

FBP folatkoto fehérje

FOLR1 folatreceptor 1

GART foszforibozil-glicinamid formiltranszferaz

Gl gasztrointesztinalis

GM-CSF granulocita-makrofag koloniastimulalé faktor
GTP guanozin-trifoszfat

Hr felfiitési sebesség

HSA human szérum albumin

HX hipoxantin

I intenzitas

IFNy interferon-gamma

IL interleukin



k reakciosebességi egyiitthato

K kotési allando
MTX metotrexat
MTXglu poliglutamilalt metotrexat

N-hidroxi-TEMPOL  1-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidin-4-ol

PBS phosphate buffered saline

PHX Phototrexate

R egyetemes gazallando

RA reumatoid artritisz

RFC1 redukalt folatkarrier 1

SEM standard hiba

SLC19A1 szolubilis karrier molekulacsalad 19 1-es tagja
T hémeérséklet

t.e. tetszleges egység

TAC tetrakisz(androszt-4-én-3-on-17a-etinil)-kavitand
TDC tetrakisz(3,5-dikarboxilatofenoxi)-kavitand
TEAC Trolox ekvivalens antioxidans kapacitas

THF tetrahidrofolat

Tmax termogram csucsintenzitasahoz tartoz6 hémérséklet
TNF-a tumor nekrozis faktor alfa

uv ultraibolya

X0 xantin-oxidaz

AG szabadentalpia-valtozas

AH entalpiavaltozas

AS entropiavaltozas

Aex gerjesztési hulldmhossz



1. Bevezetés

A metotrexat (MTX) egy évtizedek ota ismert, széleskoriien alkalmazott reuma- és
daganatellenes gyogyszerhatdanyag. Fényérzékeny vegyiilet, ultraibolya fény hatisara
keletkezd bomlastermékeirdl azonban kevés adat all rendelkezésre. Humén szérum
albuminnal valé mésodlagos kdlcsonhatasat leirtak, de nem ismert, hogy a MTX, illetve
bomlastermékei hogyan befolyasoljak ezen fehérje stabilitasat, ezért kutatasunk egyik
célja ennek vizsgalata volt.

A MTX szamos mellékhatast okozhat, melyek jelenleg a klinikai gyakorlatban csak
korlatozottan védhetdk ki. A modern gyogyszerterapia egyik legfontosabb célja, hogy a
szervezetbe juttatott hatdanyagok célzottan, csak a kezelendd szervekben vagy
szovetekben fejtsék ki hatasukat, és ezaltal csokkenjen a mellékhatasok szama és tlineteik
sulyossaga. Két igéretes modszert vizsgaltunk meg, melyek eldsegithetik, hogy a MTX
esetében ez a cél kozelebb kertiiljon: a fotofarmakoldgiai atalakitast és a befogado-vendég
(,,host-guest™) tipusu komplexbe helyezést.

A fotofarmakologia egy 10j tudomanyteriilet, melynek célja olyan vegyiiletek
létrehozasa, melyek fény hatdsara konformaciovaltozast szenvednek, igy miikddésiik
megvaltozik. A MTX-nak néhany évvel ezel6tt létrehoztak fotofarmakologiai
szarmazekat (Phototrexate, PHX), utobbi vegyiilet kiilonb6zé tulajdonsagait
hasonlitottuk 0ssze az anyavegyiilettel.

A rezorcinarén alapt kavitandok kehely alakti, gytiriis szerkezetii befogado molekulak.
Az alapvazhoz kapcsolédd molekularészek jelentdsen befolyasolhatjak, hogy az adott
kavitand milyen molekuldkat képes komplexalni, illetve hogy a 1étrejové mésodlagos
kolcsonhatas milyen erds lesz. Ezért a kavitandok alkalmasak lehetnek gyogyszerszallitd
rendszerek tervezésére. MTX-tal, illetve PHX-tal val6 kodlcsonhatasukrol eddig nem allt
rendelkezésre informacio, ezért ezzel kapcsolatos kutatasokat is végeztiink.

Mivel a kardiovaszkularis betegségek is kronikus szisztémds gyulladasoknak
tekinthetok, az elmult évtizedben a gyulladascsokkentd hatdanyagok kardioprotektiv
hatasaval foglalkoz6 vizsgélatok egyre nagyobb hangsulyt kaptak. A MTX és a PHX
esetében is indokoltak lehetnek ezek a kutatasok, ezért Osszehasonlitottuk ezen

vegyiileteket és a PHX-ra vonatkozdan els6ként mutattunk ki antioxiddns hatést.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A metotrexat (MTX)

A metotrexat (MTX, 4-{N-[(2,4-diaminopteridin-6-il) metil]-N-metilamino} benzoil)-
L-glutaminsav) egy pteridinb6l, p-amino-benzoesavbol ¢és L-glutaminsavbol allo

folsavszarmazék (1. abra).

COOH

NH- /O/lL /‘1
N COOH

/I%lN CH3

HoN N
1. abra: A MTX szerkezeti képlete

2.1.1. Torténeti visszatekintés, a MTX terapidas alkalmazasa

Habér a daganatok kialakuldsanak oka, a neoplasztikus elvaltozas mar évszazadok 6ta
ismert, a daganatellenes terapia az 1940-es évekig a sebészeti beavatkozasokon alapult,
ekkor azonban sikeriilt bebizonyitani a nitrogén-mustarokrol, hogy képesek remissziot
eléidézni limfoid daganatokban szenvedd betegek esetében. Ez jelentette a kemoterapia
kezdetét (Gilman, 1963; Chabner és Roberts, 2005).

A kovetkez6 fontos eldrelépés nem sokkal a masodik vilaghabora utan jott el, mikor
Sydney Farber patologus megfigyelte, hogy akut limfoid leukémiaban (ALL) a folsav
eldsegitette a leukémids sejtek osztodasat, ezaltal a betegség progresszidjat. Biokémikus
munkatarsa, Yellapragada Subbarow (aki az adenozin-trifoszfat biologiai funkcidinak
felfedezéséért is ismert) segitségével folsav analdgokat, aminopterint és ametopterint
(ismertebb nevén metotrexat, MTX) allitottak el6, melyek segitségével — a
miikddésiikhoz folsavat igényld enzimek gatlasa altal — elséként sikertilt elérni a betegség
remisszidjat ALL-ben szenvedo betegekben (Farber és mtsai., 1948). Toxicitasa miatt az
aminopterint a klinikai gyakorlatban felvaltotta a MTX, mely ezt kovetden szdmos
daganattipus esetén hatékonynak bizonyult.

1951-ben megfigyelték, hogy az alacsony dozist (heti 5-25 mg) MTX-nak

gyulladéscsékkent(’)’ és immunszuppresszéns hatédsa van, igy kideriilt, hogy a daganatokon

crer
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Napjainkban a MTX els6ként valasztandd hatdéanyag daganatellenes hatdsa miatt
oszteoszarkoma, illetve kiilonb6z0 koriokarcindmak, leukémiak és limfomak

crer

esetén (Kieseier, 2010; Shams és mtsai., 2021).

2.1.2. Farmakokinetika

Immunszuppressziv szerként a MTX-ot leggyakrabban oralisan adagoljak, dozisa
pedig ebben az esetben altalaban kevesebb, mint 15 mg/hét. A MTX farmakokinetikajat
nagy intra- és interindividualis kiillonbségek jellemzik (Plard és mitsai., 2007;
Schmiegelow, 2009). Oralis adagolds esetén a jejunum proximalis szakaszan
abszorbealodik aktiv transzporttal, a szolubilis karrier molekulacsaldad 19 1-es tagjan
(SLC19A1, régi nevén redukalt folatkarrier 1, RFC1), anionos folattranszporteren vagy
egy folatkoto fehérjén (FBP, masnéven folatreceptor 1, FOLR1) keresztiil (Assaraf, 2007;
Walling, 2006). Ezek koziil a legfontosabb az SLC19A1 szerepe, melynek MTX irdnti
affinitasa megegyezik a természetes folatokéval, igy a MTX ¢és a természetes folatok
kozott kompeticio alakul ki (Walling, 2006).

Oralis biohasznosulasa kisebb d6zisok esetén kb. 50%, azonban 15 mg/hét felett ez az
érték csokken, az SLC19A1 receptorok telitddése miatt (Tian és Cronstein, 2007), ezért
daganatellenes indikacioban parenterdlis Uton juttatjdk a hatdanyagot a szervezetbe
(szubkutan, intramuszkuléris, intravénas vagy intratekalis adagolds). Az oralis
biohasznosulas jelentésen csokkenthet malabszorpcié vagy az SLC19A1 receptorok
mutacioja esetében is (Puig, 2014; Hayashi és mtsai, 2013).

Szubkutan alkalmazéasanak elonye, hogy 100%-0s biohasznosulas érhetd el, és
egyszerlibb a gyogyszer beaddsa, mint intravénas adagolés esetén (Balis és mtsai, 1988).
Intramuszkularis uton a biohasznosulas kb. 76%, tehat jobb, mint orélis bevitel esetén,
azonban rosszabb, mint szubkutan modon (Teresi és mtsai, 1987). Intratekdlisan ritkdn
alkalmazzak, néhany hematologiai betegség lokalis kezelésében (Kwong és mtsai., 2009).
Az agy-gerincveldi folyadékbol a vérplazmdba vald jutasanak mértéke nem ismert,
azonban val6sziniileg nagyobb ardnyban szivodik fel, mint oralisan alkalmazva (Bostrom
és mtsai., 2003).

A vérplazmaban 35-50%-ban kotddik HSA-hoz, ezért leszoritasos kolcsonhatas
alakulhat ki a MTX és olyan hatéanyagok kozott, melyek nagymértékben kotddnek HSA -
hoz (pl. szalicilatok, tetraciklinek, szulfonamidok) (Yélamos és Puig, 2015). A MTX az

extravaszkularis térben halmozdodik fel.



A MTX tobb mint 90%-at a vesék valasztjak ki és a vizelettel iiriil ki a szervezetbdl,
ezért beszlkiilt vesemiikodés jelentdsen lelassithatja a hatdanyag eliminéaciojat (Levéque
¢és mtsai., 2011). A fennmarad6 kevesebb, mint 10% nagy részét a majban az aldehid-
oxidaz (AO) 7-hidroximetotrexatta alakitja, mely egy inaktiv metabolit. A nem vizelettel
iiriild MTX kisebb részét az epe valasztja ki, valdszinilileg ezéltal keletkezik a masik
(szintén inaktiv) metabolitja, a 2,4-diamino-10-metilpteroilsav (DAMPA), mely a bélbe
exkretalt MTX-bol keletkezik, a bélbaktériumok karboxipeptiddz enzimei Aaltali
hidrolizissel (Widemann és Adamson, 2006). A MTX részt vesz az enterohepatikus
korforgasban. (Tian és Cronstein, 2007).

A sejtekben a MTX poliglutamilalodik a folilpoliglutamat szintdz enzim altal. Az igy
képzddo poliglutamildlt MTX (MTXglu) egy aktiv metabolit, mely negativ toltése miatt
intracellularisan felhalmozddik, lassan jut ki a sejtekbdl (Mikkelsen és mtsai., 2011).
gatolja a DHFR enzimen kiviil a foszforibozil-glicinamid formiltranszferaz (GART) és
az 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid formiltranszferaz (ATIC) enzimeket is
(Walling, 2006; Allegra ¢és mtsai. 1985). A MTXglu intracellularisan felhalmazddik,

negativ toltése miatt lassan jut ki a sejtekbdl (Mikkelsen és mtsai., 2011).

2.1.3. Hatasmechanizmus

Az elmult évtizedekben kideriilt, hogy a MTX 0Osszetett modon, tobb biokémiai
utvonalon fejti ki daganatellenes, illetve immunszuppresszans, gyulladascsokkentd
hatasat.

Daganatellenes hatasmodja alapjan a MTX az antimetabolitok koz¢, ezen beliil az
antifolatok csoportjaba tartozik. Az antifolatok hamis folat kofaktorként viselkednek,
ezaltal gatoljak a purin és timidilat bioszintézis egy vagy tobb fontos enzimatikus 1épését
(Walling, 2006). Immortalizalt sejtvonalakon végzett vizsgalatok szerint a MTX nagyobb
koncentracioban (legalabb 1 pM) nemcsak a sejtosztodast gatolja (citosztatikus hatas),
hanem apopt6zist is indukal (citotoxikus hatas) (Li és Kaminskas, 1984; Huang és mtsai.,
2011).

A sejteknek teljesen redukalt folsavra van sziikségiik ahhoz, hogy lejatszodhassanak
azok a biokémiai reakciok, melyek elengedhetetlenek a timidilatok és purinok de novo
szintéziséhez (Stover, 2009). 5,10-Metilén-tetrahidrofolat kofaktorra van sziikség a
deoxiuridilat timidilatta torténd alakitasahoz, melyet a timidilat-szintaz enzim végez. A
10-formil-tetrahidrofolat (mint formilcsoport-donor) jelenléte a purin bioszintézis

szempontjabol elengedhetetlen.
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A MTX erosen, de reverzibilisen kotodd inhibitora célenzimének, a dihidrofolat-
reduktaznak (DHFR), mely a dihidrofoldt (DHF) tetrahidrofolattd (THF) redukalasaért
felelds. Ezen utvonal gatlasa a DHF felhalmozodasahoz, illetve a timidilat szintdz és a
purin bioszintézis gatlasdhoz vezet (Walling, 2006), ezaltal pedig gatlas ala keriil a DNS-
szintézis ¢s a sejtproliferacio (Fairbanks és mtsai., 1999).

Aktiv metabolitja, a MTXglu a DHFR enzimen kiviil gatolja a foszforibozil-
glicinamid  formiltranszferaz (GART) ¢és az 5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid formiltranszferaz (ATIC) enzimeket is (Walling, 2006; Allegra és mtsai.
1985).

Az ATIC-gatlé hatas eredményeképpen a sejtekben megné az 5-aminoimidazol-4-
karboxamid ribonukleotid (AICAR) koncentracidja (Cronstein és mtsai., 1993). Az
AICAR gatolja az AMP deaminéaz és adenozin deamindz enzimeket, ez pedig az adenin
nukleotidok extracellularis térbe valo felszabadulasanak serkentéséhez vezet. Az adenin
nukleotidokat sejtfelszinen levé enzimek (pl. CD39, CD73) adenozinna alakitjak
(Cronstein és Aune, 2020). Az adenozin receptorok (Aia, Aza, A2b, Az) stimulacidja szinte
az 0sszes, gyulladasos folyamatokban résztvevo sejttipusra gatlo hatast fejt ki. Egerekben
a MTX altal indukalt adenozin-felszabadulds gyulladascsokkentd hatdsa megsziint
szelektiv Aza receptor antagonista beadasa utan (Cronstein és mtsai., 1993). Artritiszes
patkanyokban a nemszelektiv adenozin receptor antagonistak (teofillin és koffein)
gatoltdk a MTX iziileti gyulladast csokkentd hatdsat (Montesinos és mtsai., 2000). Aza-,
Asz- ¢és CD73-deficiens egerekben a MTX nem fejtett ki gyulladascsokkentd hatast
(Montesinos és mtsai., 2003; Montesinos és mtsai., 2006). Ujabb kutatasok szerint az
adenozin termelésének és felszabaduldsdnak serkentése a regulator T-sejtek miikodési
mechanizmusai ko6z¢é tartozhat. Ezen sejtek feladata a cellularis immunvalasz
csokkentése, ezaltal a gyulladdsos folyamat gatlasa (Cronstein és Sitkovsky, 2017).

A MTX gatolja az aktivalt T-sejtek altal indukalt citokintermelést egészséges
emberekben és RA-ben szenvedd betegekben is. Foleg az 1L-4, IL-6, IL-13, TNF-o,
interferon-gamma (IFNy) €s a granulocita-makrofag koloniastimulalé faktor (GM-CSF)
termelését gatolja (Gerards és mtsai., 2003; de Lathouder és mtsai., 2004). Azonban a
monocitdk altal termelt citokinek termelését a MTX alig befolyasolja (de Lathouder és
mtsai., 2002).

Mivel a kardiovaszkularis betegségeket (CVD-ket) is szisztémas gyulladasoknak
tekinthetjik (ugyanugy, mint pl, a RA-t), a betegségmddositd antireumatikus

gyogyszerek kardiovaszkularis kockazatra gyakorolt hatasa az elmult évtizedben
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intenziven kutatott teriiletté valt (Bartoloni és mtsai., 2018; Thanigaimani és mtsai., 2021,
Lems és mtsai., 2021). Klinikai vizsgalatok soran megfigyelték, hogy a MTX csokkenti
a CVD-k kockazatat RA-ben szenvedé betegek esetében (Micha és mtsai., 2011, Choi és
mtsai., 2002). Ezen hatas valdsziniileg a MTX antioxidans, gyokfogo tulajdonsaganak
koszonhetd. RA-es betegek szinovidlis folyadékaban, illetve ateroszklerotikus
plakkokban is megtalalhatok bizonyos kovalensen mddosult fehérjék, melyek serkentd
hatast fejtenek ki a gyulladdsos folyamatokra. Ezek a fehérjék a helyileg kialakulo
oxidativ stressz ¢és lipidperoxidacié miatt keletkeznek (Anderson és mtsai., 2014;
Heinecke, 1998). Feltételezések szerint a MTX gyokfogd tulajdonsaga mindkét
betegségtipus (RA és CVD) esetén hozzajarul a hatas kialakuldsdhoz (Zimmerman és

mtsai., 2017).

2.1.4. Mellékhatasok és kivédeési lehetoségeik

A MTX a gyorsan osztodo sejtekre fejti ki citotoxikus hatasat. Emiatt nemcsak a
korosan o0sztddo, rosszindulatu daganatsejtek, hanem a szervezet sajat fizioldgiasan is
gyorsan 0sztodo sejtjei is érzékenyek a hatdsara (pl. a csontveld, a bérham és a
nyalkahartya sejtjei). A klinikai gyakorlatban az 1970-es években terjedt el a plazma
MTX koncentracié monitorozasa ¢€s a leukovorin (mas néven folinsav, a folsav teljesen
redukalt formaja, a MTX kompetitiv inhibitora) adagolas, ez el6tt azonban a nagy dozisu
MTX-kezelés mortalitdsa kb. 5% volt (Widemann és Adamson, 2006). Azbta ezen
intézkedéseken kiviil a nagy dozisi MTX-kezelések soran kotelezové valt a megfeleld
mértékii hidralas €s a vizelet alkalizaldsa. Ennek kdszonhetéen mara jelentésen csokkent
a stlyos mellékhatasok gyakorisaga, azonban a MTX farmakokinetikajara jellemz6 nagy
inter- és intraindividualis kiilonbségek miatt még mindig el6fordulhatnak (Widemann és
Adamson, 2006; Schmiegelow, 2009).

Altalanossagban elmondhaté, hogy a MTX mellékhatisai dozisfiiggék. Minél
alacsonyabb dozisban kapja a beteg a gydgyszert, illetve minél révidebb ideig tart a
terapia, anndl kisebb esély van mellékhatasok kialakulasara, illetve a kialakult
mellékhatasok annal enyhébbek. A kezelt betegek kb. 60%-a észlel valamilyen
mellékhatast, és a megjelent tanulmédnyok szerint 7-32%-uk szakitja meg a terapiat
mellékhatas miatt (Ortiz €s mtsai, 1998; Lopez-Olivo és mtsai., 2014, Lie és mtsai.,
2012).

A gasztrointesztindlis (GI) mellékhatdsok koz¢ tartozik az émelygés, gorcsok,

hasmenés, fekélyek a gyomor-bélrendszer barmely pontjan. Ezen tiinetek altaldban nem
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sulyosak ¢és a terdpia befejeztével hamar elmulnak, de a beteg szdmara komoly
kellemetlenséggel és az ¢€letmindség romldsaval jarhatnak. Ezzel szemben a MTX
hepatotoxikus mellékhatasat ritkan kisérik jellemz6 tiinetek, de ha nem deriil fény ra
1d6ben, visszafordithatatlan majkarosodast okozhat (Ortiz €s mtsai., 1998).

A gasztrointesztindlis mukozitisz fajdalmas fekélyek formdjaban jelentkezhet a
gasztrointesztinalis rendszer teljes teriiletén. Sulyos esetben opioid fajdalomcsillapitok
adasat indokolhatja, parenteralis taplalast tehet sziikségessé és akar halalos kimenetelil is
lehet. Hatterében a gyorsan osztédo epitelidlis sejtek karosodasa all. Leukovorin
adagolasaval hatékonyan megeldzhetdk vagy jelentdsen enyhithetdk a tiinetek (Howard
¢és mtsai., 2016).

A vesekdrositd mellékhatast valoszintileg a MTX és metabolitjainak tubulusokban
vald kicsapddasa okozza. A keletkezd kristalyok nefropatiat indukalnak, a kialakulo
veseelégtelenség miatt pedig lassul a MTX eliminacidja (hiszen normalis esetben kb.
90%-a a vizelettel iiriil a szervezetbdl), ami megndvekedett plazmakoncentraciot és
sulyosabb mellékhatasokat eredményez (Widemann és Adamson, 2006). A vesekarositd
mellékhatas kivédése érdekében fontos a megfeleld hidralas és a vizelet legalabb pH 7,0-
n tartdsa, mert a MTX és metabolitjai savas kémhatasu kozegben rosszul oldddnak.
Oldhatésaguk a pH 6,0-r6l 7,0-ra ndvelése kovetkeztében kb. 5-8-szorosara nd
(Widemann és mtsai., 2014).

Ha a veseelégtelenség és a tartdsan magas plazma MTX-koncentracidé mar kialakult, a
leukovorin ¢€s a vizelet pH novelése mar nem elegendd. Ebben az esetben rekombinadns
bakterialis karboxipeptidaz-G2 enzim segitségével a MTX az inaktiv metabolitjava
DAMPA-va alakithato (Widemann és mtsai., 2014).

A betegek kb. 11%-a szamol be kdzponti idegrendszeri mellékhatasokrol, melyek
leggyakrabban fejfajas, zavartsdg, faradtsagérzés, gércsrohamok lehetnek. A hattérben
leggyakrabban akut leukoenkefalopatia all, melynek tiinetei a MTX beadasa utan 24 6ran
beliil kialakulnak és az esetek tobbségében spontan, hosszutava szovodmények nélkiil
elmulnak. Kialakulasanak okai nem ismertek, de gyakrabban fordul el¢ azokban a
betegekben, akik a MTX-terapiat megel6zben, vagy azzal egyidejiileg sugarterapiaban is
részesiilnek (Howard és mtsai., 2016; Pande és mtsai., 2006).

A fentiek alapjan elmondhatjuk, hogy a MTX szamos korkép esetén elsdként
valasztando hatdanyag, azonban sokféle mellékhatast okozhat, melyeknek kivédésére
kevés, és nem mindig hasznalhato lehetdségiink van. Ezért ez a vegyiilet j6 célpontja a

célzott terapiaval foglalkozo kutatasoknak.
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2.1.5. A MTX fényérzékenysége

A MTX fényérzékeny molekula, UV-fény hatasara bomlik (fotodegradalodik).
Fotodegradacios termékei a 2.4-diamino-6-formilpterin (DFP) ¢és a p-amino-
benzoilglutaminsav (ABGA) (2. abra). A MTX fotodegradaciéjat megfigyelték
kiilonb6z6 oldoszerekben és kiilonbozé fényforrasokat, illetve kiillonbozé besugarzasi
hullamhosszokat alkalmazva, azonban a fotodegradacids termékek tulajdonsagairdl és
¢lettani hatasair6l alig all rendelkezésre adat a szakirodalomban (Pascu ¢és mtsai., 2004;

Sabry és mtsai., 2003).
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2. abra: A MTX fotodegradacioja UV-besugarzas hatasara (Pascu és mtsai., 2004).
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2.2. A Phototrexate (PHX)

2.2.1. Fotofarmakologia

A fényérzékelés képessége szamos €161ény alapveto tulajdonsagai kozé tartozik. Ezt a
képességet a természetben csupadn néhany vegyliletcsoport biztositja (pl. retinal,
flavinok), melyek altalaban fehérjékhez kapcsolodnak. Ezek a molekuldk 6si biokémiai
utvonalak termékei, és hatékonysaguk miatt az evolicids folyamatok soran valtozatlanok
maradtak. Ko6zos tulajdonsdguk, hogy fotokrom molekuldk, ami azt jelenti, hogy
bizonyos hullimhosszu fény hatasara reverzibilisen izomerizalodnak, tehat fényérzékeny
molekularis kapcsoloként mikddnek (Broichhagen és mtsai., 2015).

Ezzel szemben szintetikus fényérzékeny molekularis kapcsolok kevesebb, mint 100
éve léteznek, viszont szamos ilyen molekulat sikeriilt mar szintetizalni (pl. azobenzolok,
sztilbének, spiropiranok, diariletének) (Szymanski és mtsai., 2013). Ezen molekulaknak,
illetve molekularészeknek kdszonhetden megsziiletett, és az elmult évtizedben intenziven
kutatott teriiletté valt a fotofarmakologia.

A fotofarmakologia célja szintetikus fényérzékeny molekularis kapcsolok bioaktiv
molekuldkhoz valé (kovalens vagy nemkovalens) kapcsoldsa, ennek segitségével pedig
ezen bioaktiv molekulak fotokromma alakitasa. Igy a fotofarmakologiai hatoéanyagok
ketté vagy tobb stabil izomerrel rendelkeznek, melyek fény hatasara (vagy fény
hianyéaban) reverzibilisen 4talakulhatnak egymasba, és biologiai hatasuk jelentdsen eltérd
(Broichhagen és mtsai., 2015).

Ez tehat azt jelenti, hogy a fotofarmakologia segitségével reverzibilisen aktivalhato
(ki-be kapcsolhato) hatéanyagok hozhatok létre, mely tulajdonsag jelentdsen javithatja

Az azobenzolok a leggyakrabban alkalmazott és leginkabb vizsgalt szintetikus
molekularis kapcsolok (Hamon és mtsai., 2009), legfontosabb eldnyeik, hogy kénnyen
eldallithatok, gyors fotoizomerizaciora képesek, illetve alacsony kioltds és magas
fotostacionarius allapot jellemzd rajuk (ez a cisz- és transz-izomerek aranyat jelenti,
minél nagyobb, annal nagyobb aranyban alakithat6 at az egyik izomer a masikba) (Renner
és Moroder, 2006). Hatranyuk, hogy az izomerizaciohoz UV-fény sziikséges, mely
korlatozza az in vivo alkalmazas lehetdségeit, hiszen az UV-fény nem hatol be a
szovetekbe, viszont karositja az €16 sejteket. Erre megoldast jelenthetnek olyan, jfajta
azobenzol szarmazékok, melyek esetében a fotoizomerizacidhoz nem sziikséges UV-

fény, az mar lathato fény hatasara megtorténik (Siewertsen és mtsai., 2009).
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A vegyiiletcsoportnak jellemzden két izomer formaja van, a cisz és a transz, az elobbi
termodinamikailag stabilabb, vagyis a transz-azobenzol szarmazékok Osszenergiaja
mintegy 10 kJ/mol-al kisebb. A nemszubsztitualt transz-azobenzol abszorpcids csucsa
a cisz izomer kialakulasat eredményezi. A Cisz izomer visszaalakulasa termikus tton is
bekovetkezhet, vagy lathato fénnyel torténd besugarzas hatasara (>460 nm) (Szymanski
¢és mtsai. 2013).

Szamos olyan fotofarmakologiai molekulat sikeriilt mar eléallitani, melyek valamilyen
receptor ligandjai (pl. G-protein-kapcsolt receptorok, ionotrép glutamat receptorok,
fesziiltségfliggd ioncsatorndk), igy gyakorlatilag ezen receptorok miikodése fény altal
irdnyithatova valt (Banghart és mtsai. 2009; Broichhagen és mtsai, 2015). Ez kdzvetlen
moédon is megvaldsithatd Ggy, hogy az adott fehérjemolekuldba (vagy mas
makromolekuldba) olyan, modositott aminosavat épitenck be, mely tartalmaz
fényérzékeny molekularis kapcsolot (Szymanski és mtsai. 2013).

A fotofarmakoldgia térnyerése kiilonosen eldnyds lenne a daganatellenes terdpia
esetén, hiszen az antineoplasztikus hatasu kemoterapids szerek sokféle mellékhatést
okozhatnak, melyek gyakran sulyos tlinetekkel jarnak. Az elonytelen mellékhatasprofillal
rendelkezd hatdanyagok miatt tobb lehetséges megoldas is kifejlesztésre keriilt, melyek
célja a célzott daganatellenes terdpia elérése (pl. célzott molekularis terdpia,
hatéanyagszallitdo rendszerek), de ezek gyakorlati megvalositasa sokszor akadalyokba

iitkozik (Saijo, 2012; Senapati és mtsai. 2018).

2.2.2. A fotofarmakologia daganatellenes alkalmazasanak lehetoségei

A szakirodalomban tobb olyan kozlemény is taldlhatdo, melyekben valamilyen
fotofarmakologiai, tehat reverzibilis fotoizomerizaciora képes citotoxikus molekulat irtak
le. Ezeket ismert hatdoanyagokbol hoztak létre ugy, hogy fényérzékeny molekularis
kapcsolot épitettek a kiindulasi molekulakba.

A gramicidin S antibiotikum diaril-etén csoportot tartalmazé szarmazéka esetében a
daganatellenes hatassal rendelkezd izomer lathatd fény hatdsara alakul ki, UV-fény
hatdsdra pedig atalakul a biologiailag inaktiv izomerré. Lewis tiiddkarcinomaban
szenvedd egerekben a fotofarmakoldgiai terapia novelte a talélést nemcsak a kontrollhoz
(az ebbe a csoportba tartozo6 egerek csak vivoanyagot kaptak), hanem a gramicidin S-hez

képest is (Babii és mtsai. 2016).
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Egy masik kutatocsoport komplexalt platina(I) iont tartalmazo fotokrom molekulat
hozott 1étre 1,2-ditieniletén csoport beépitésével. UV-fény hatdsara alakul ki az aktiv,
lathato fény hatasara pedig az inaktiv izomer. DMS53 sejtvonalon egyértelmii volt a
kiilonség a két izomer hatékonysaga kozott, de az aktiv forménal a ciszplatin jelentdsen
hatékonyabbnak bizonyult (Presa és mtsai. 2015).

A combretastatin A4 (CA4) a tubulin polimerizacié gatldja. Azobenzol csoportot
tartalmazod szarmazékaval (azo-CA4, mas néven Photostatin) lehetségessé valhat a
mitdzis gatlasa in vivo akar egy darab sejtben is, a szomszédos sejtek osztodasanak gatlasa
nélkiil (Borowiak és mtsai. 2015).

A metotrexat (MTX) fotokrom szarmazékat, az azobenzol csoportot tartalmazo
Phototrexate-ot (PHX) 2018-ban irta le el8szor egy spanyol, illetve t6liik fliggetleniil
2019-ben egy japan kutatocsoport (6k azoMTX-nak nevezték el ezt az 0j molekulat)
(Matera ¢s mtsai. 2018; Mashita és mtsai. 2019).

A MTX tobb okbdl is megfeleld hatéoanyag ahhoz, hogy fotofarmakologiai
szarmazekat eldallitsuk: klinikai alkalmazasaval kapcsolatban tobb évtizedes tapasztalat
all rendelkezésre; elsdvonalbeli gyogyszermolekula viszonylag magas incidenciaju
betegségek esetében; a szervezet olyan teriiletein elhelyezkedd daganatok kezelésében is
hasznaljdk, melyek megvilagitasa megoldhato (pl. bor, bélrendszer, hugyholyag); sulyos
mellékhatasokat okozhat, melyek korlatozhatjak felhasznalasat (Matera és mtsai. 2018).

A hatbéanyagok azobenzol csoportot tartalmazo szarmazékainak eléallitasara kétféle
modszer 1étezik: az ,,azo-extenzid” ¢€s az ,,azologizacio”. Elobbi esetben egyszerlien
hozzékapcsolnak az eredeti molekuldhoz egy fenilazo csoportot, egy olyan helyen, ahol
varhatéan a hozzdadott csoport izomerizacidja modositani fogja a vegyiilet bioldgiai
hatasat (Huckvale és mtsai. 2016). Utdbbi esetben az eredeti molekula egy részét (pl.
sztirol, N-fenil-benzamid) cserélik le azobenzolra (Schonberger és Trauner, 2014). Az
»azologizacid” 4ltalaban elénydsebb, mert igy az ) molekula farmakokinetikai és
farmakodindmiai tulajdonsagai nagymértékben megegyeznek az eredeti molekuldéval.
Emiatt a PHX eldallitdsdhoz is az ,,azologizaciét” alkalmaztdk. A PHX molekuldban
pteridin helyett kinazolin molekularész van, a metil-aminometilént pedig azocsoport
valtja fel (3. abra). Korabbi kutatasok szerint az ilyen, illetve ezekhez hasonld szerkezeti
modositasok nem csokkentik szamottevéen a MTX hatasossagat (Sirotnak és mtsai. 1984;
Hynes és mtsai. 1988).

A transz- és cisz-PHX hatasa kozti kiilonbséget az okozza, hogy a MTX csak ugy tud

kapcsolodni célenziméhez, a DHFR-hoz, ha az aromas gylriiket 0sszekotd metil-
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aminometilén molekularész ,hajlitott” konformaciét vesz fel (Mastropaolo és mtsai.
1980), ez a konformacié sziikséges a MTX ¢és DHFR kozotti hidrogénkdtések
kialakulasahoz. A PHX vonatkozasaban az aromas gytiriiket azocsoport koti 0ssze, mely
a Ccisz- izomer esetében a DHFR enzimmel kolcsonhatasban levé MTX alakjahoz hasonl6
konformacioval rendelkezik. Azonban a transz-PHX esetében ez a molekularész nem a
kolesonhatés kialakulasédhoz sziikséges ,,hajlitott”, hanem ,,nyujtott” konformaciét vesz
fel, ezért sokkal gyengébb enzimgatlasra képes, mint a cisz-PHX vagy a MTX (Mashita
¢és mtsai. 2019).
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3. abra: A Phototrexate (PHX) izomereinek szerkezeti képlete és a reverzibilis

fotoizomerizacio

Mivel a PHX még viszonylag ) molekulanak szamit, nagyon kevés adat &ll
rendelkezésre vele kapcsolatban a szakirodalomban. Leirtak rola, hogy a gyakorlatban is
jellemz6 ra a reverzibilis fotoizomerizacidé. UV-fény hatasara a transz-PHX kb. 10-15
perc alatt nagy aranyban izomerizalodik cisz-PHX-ta, sotétben vagy lathatd fényben
pedig termikus relaxéacioval visszaalakul a termodinamikailag stabilabb transz izomerré
(a cisz izomer féléletideje 25°C-on kb. 5,5-11 6ra, 37°C-on kb. 4 6ra) és ez az oda-
visszaalakulas sokszor megismételheté (Matera és mtsai. 2018; Mashita és mtsai. 2019).

A transz-PHX, cisz-PHX és MTX Escherichia coli dihidrofolat-reduktaz (eDHFR)
enzimére gyakorolt gatld hatdsanak ICso értékekkel vald dsszehasonlitasa a kovetkezd
eredményekkel jart: transz-PHX: 45+4 nM, cisz-PHX: 3,4+0,6 nM, MTX: 3,2+0,4 nM
(Mashita és mtsai. 2019).

HeLa sejtvonalon végzett vizsgalat alapjan (37°C, 24 6raig tarté inkubacid) a transz-
PHX esetében 34 uM, a cisz-PHX esetében 6 nM ICsp értéket mértek. Az utobbi érték
Osszevethetd a MTX-tal, ami kiilondsen azért figyelemre méltdé eredmény, mert a
vizsgalat 24 oraig tartott, a Cisz-PHX féléletideje azonban ennél jelentdsen rovidebb

(Matera és mtsai. 2018).
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Ezen vegyiiletek in vivo Osszehasonlitasa is megtortént zebradanié (Danio rerio)
embriok alkalmazasaval. Az embriok talélési ardnyat ¢és a fejlddési rendellenességek
gyakorisagat vizsgaltadk. Az eredmények hasonldéak voltak a fent leirt vizsgalatokhoz: a
transz-PHX a kontrollhoz képest alig okozott eltérést, mig a cisz-PHX és MTX jelentésen
csokkentette a tulélési aranyt, az életképes embridknak pedig jelentds része rendelkezett
valamilyen fejlodési rendellenességgel. Az in situ transz-PHX-bdl 1étrehozott cisz-PHX

hatasa nem kiilonbozott a vizsgalat el6tt 1étrehozott cisz-PHX-t6l (Matera és mtsai. 2018).
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2.3. A human szérum albumin (HSA)

2.3.1. A HSA tulajdonsagai

Az albumin neve a latin ,,albus” (fehér) szobol szdrmazik, ami a fott tojas sargdjat
koriilvevd, fehér szinti részre utal (Fanali és mtsai., 2012). A human szérum albumin
(HSA) a vérplazméaban legnagyobb koncentracioban (kb. 700 puM) megtalalhato
fehérjemolekula, egészséges felndttekben a plazma teljes fehérjetartalmanak 50%-4t teszi
ki. Egyetlen, nem glikozilalt polipeptid lancbol all, tomege pedig 66,5 kDa. 585 aminosav
alkotja, és 17 diszulfid hidat tartalmaz. Atméréje 36 A (Clavant és Comper, 2003). Harom
doménbdl épiil fel (I, 11, IIT), melyek mindegyike tovabbi kettd aldoménre (A, B) oszthato.
Minden egyes domén 10 a-hélix lancbol all, ebbdl az A aldomének 6, a B aldomének
pedig 4 (Fanali és mtsai., 2012) a-hélixet tartalmaznak. A domének egymashoz képest
elmozdulhatnak. A molekula krisztallografids képe sziv alaku, de oldatban ellipszoid
format vesz fel. A gyors és nagymértékli konformacidvaltozasra vald képessége miatt
kiilondsen alkalmas szdmos endogén €s exogén molekula megkdtésére (Rozga és mtsai.,
2013).

A HSA szintézise a majban, a hepatocitdk endoplazmatikus retikuluménak felszinén
zajlik. A fehérjét kodolo gén a 4-es kromoszoman talalhato. Egészséges felnéttekben napi
12-25 g HSA szintetizalodik. A megfeleld mennyiségli HSA termelésének tobb feltétele
van, ezek kozé tartozik az mRNS és aminosavak rendelkezésre allasa, a riboszomak
jelenléte €s az elegendd energia (ATP és/vagy GTP forméjaban), illetve a hormonalis
allapot (pl. inzulin jelenléte) is fontos szerepet jatszik (Nicholson és mtsai., 2000). A HSA
gyakorlatilag nem raktarozodik a majban, de sziikség esetén a hepatocitak a termelést
akar 200-300%-kal is meg tudjék novelni (Garcovich és mtsai., 2009). Eletideje 18-36

nap koz¢é tehetd (Fanali és mtsai., 2012).

2.3.2. A HSA funkcioi

Kis tomege (66,5 kDa a plazma globulinok atlagosan 147 kDa tomegéhez képest)
ellenére az albumin felelds a vérplazma onkotikus nyomasanak 80%-aért. Ennek oka a
tobbi plazmafehérjéhez képest rendkiviil nagy koncentracioja, illetve a negativ toltése,
ami segit az intravaszkularis térben tartani a kisebb méretii, pozitiv toltésii ionokat (pl.
Na"), ezaltal kbzvetve a vizet is. (Nicholson és mtsai., 2000).

Tiol (-SH) csoportjainak kdszonhetéen a HSA antioxidans hatassal rendelkezik. Képes

reagélni a neutrofil granulocitdk altal felszabaditott szabad gyokokkel, ezaltal részt vesz
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a gyulladasos reakci6 szabalyozasaban (Kouoh és mtsai., 1999). Enzimatikus aktivitdsa
(pl. észteraz, foszfataz, enoldz) révén metabolikus funkcidkkal is bir: fontos szerepet
jatszik a pl. a diszulfiram és egyes antibiotikumok eliminaciojaban. Az endogén
vegyliletek koziil a lipidek és az eikozanoidok eliminacidjaban jatszik fontos szerepet
(Nicholson és mtsai., 2000; Kragh-Hansen és mtsai., 2002).

Szamos endogén és exogén molekuldt képes nagy affinitdssal megkotni (a kotési
allandok gyakran a 10-10 tartomanyban vannak), ezaltal a vérkeringésben szallitani és
raktarozni (Kragh-Hansen és mtsai., 2002). Ez a klinikai gyakorlatban fontos jelenség,
hiszen egyes gyogyszerek a vérplazméban akdr 95%-nal is nagyobb ardnyban
kotddhetnek reverzibilisen a HSA-hoz (pl. warfarin, ketoprofén) (Li és mtsai., 2014;
Chuang és mtsai., 1999). A nagyaranyl HSA-val valé kolcsonhatas a terapias hatést
csokkenti, illetve idében elnyjtja, hiszen a HSA a hozza k6tddé molekulak szamara
raktarként mikodik (depot hatds) és biologiai aktivitassal csak a szabad, nem kotott
allapotban levé gyogyszermolekulak rendelkeznek.

A HSA tobb kotdhellyel is rendelkezik, azonban a korlatozott szam, viszonylag erds
kolcsonhatas kialakitasara képes kotdhelyek korlatozott szama és a HSA flexibilitasa azt
eredményezi, hogy egy molekula kdtddése nagymértékben befolyasolhatja a tovéabbi
molekuldk kotdédését (Kragh-Hansen és mitsai., 2002). Ezt leszoritdsos interakcionak
hivjuk, melynek két fajtija a kompetitiv, illetve az allosztérikus leszoritas. Kompetitiv
leszoritds esetén az adott kotOhelyért versengd kismolekuldk kotddését a kotddési
affinitasuk és az egymdashoz viszonyitott koncentracidjuk hatdrozza meg. Allosztérikus
leszoritas esetén a versengd kismolekulak kotohelyei mashol helyezkednek el, azonban
az egyik molekula kotddése hatasara egy (vagy tobb) masik kotdhely konformacidja
megvaltozik, ezaltal gyengiil az ezen kotdhelyekkel kdlecsonhatd molekulak kotddése
(Otagiri, 2005). A két legfontosabb kotéhely a Sudlow’s Site I és a Sudlow’s Site II
(Sudlow és mtsai., 1975), melyeket roviden Site I-nek, illetve Site Il-nek is neveznek, és
a HSA IIA, illetve ITIA aldoménjein helyezkednek el (4. abra).
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4. abra: A human szérum albumin szerkezete és legfontosabb kotdhelyei (Larsen és

mtsai., 2016).

A Site I kotohelyhez jellemzden kapcsolédd molekuldk a dikarbonsavak és a
nagyméretll, negativ toltéssel rendelkezd heterociklusos molekuldk (Kragh-Hansen és
mtsai., 2002). A Site I flexibilis és nagyméretii, egyszerre tobb molekula befogadasara is
képes (Yamasaki és mtsai., 1996). Nagy méretébdl és a lehetséges ligandumainak
sokszintiségébdl kovetkezik, hogy valosziniileg tobb kiilonbozd, de egymassal atfedésben
levd, kisebb kdtohelybdl all (Fehske és mtsa., 1982). Az ehhez a kotdhelyhez kapcsolddo
legfontosabb gyogyszerhatdoanyagok példaul a warfarin, a fenilbutazon, az indometacin
¢és a furoszemid (Kragh-Hansen és mtsai., 2002). A Site II kisebb, sziikkebb és kevésbé
flexibilis, mint a Site I, valamint nagymértéki sztereoszelektivitas jellemzi (pl. az L-
triptofan 100-szor nagyobb affinitassal kotédik hozza, mint a D-triptofan). Ezen k&tohely
jellemzd ligandumai egyszeres negativ toltéssel rendelkezd, kisméreti aromaés
karbonsavak, melyekben a negativ toltés a molekula hidrofob kozponti részétdl
viszonylag tavol helyezkedik el (Kragh-Hansen és mtsai., 2002; McMenamey és Oncley,
1958).
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2.4. Kalixarének, rezorcinarén-alapu kavitandok

Az elmult években szamos tanulmany foglalkozott a makrociklusos komplexképzo
molekuldk célzott gyogyszeres terdpidban valod alkalmazéasdban rejlé lehetdségek
felderitésével (Fahmy és mtsai., 2019). Ezek a komplexképzdk a természetben eléforduld
fehérjemolekuldk kotéhelyeit utanozva, ilireges szerkezetiik altal képesek masodlagos
kémiai kotést kialakitani mas endogén vagy exogén anyagokkal, azaz befogadni dket
apolaris iiregiikbe (Petroselli és mtsai, 2021).

A kalixarének egy makrociklusos vegyiiletcsalad, melynek tagjait alkilcsoporttal para-
helyzetben szubsztitualt fenolszdrmazék ¢és formaldehid kondenzacids reakcidjaval
allithatjuk elé. Az aromas gytiriiket metilén hidak kotik ossze. Igy egy viszonylag
flexibilis szerkezetii, iireges, kosar alaku molekulat kapunk (5. abra). A vegyiiletcsalad
neve is alakjara utal, a gorog ,.kalux” (csésze, kehely) szobol szarmazik (Moss és mtsai.,
1995). A ,kalix” és ,,arén” szavak kozé illesztett, szogletes zardjelben levd szam a
gylriitagszamnak felel meg (pl. a kalix[4]arén molekulaban a ciklusos oligomert felépitd

aromas gylriik szama 4).

R
R R i
<— "Fels¢" perem
R Lﬁ 54
5 :
OH OH OH HO 39 OH i "Also" perem
OH

5. abra: Kalix[4]arén altalanos szerkezete.

A kalixarének szerkezete, illetve a széleskorli szarmazékképzési lehetdségek
kiilonosen alkalmassa teszik dket a gyogyszermolekulak szallitasara, a hatas helyére valo
eljuttatasara, gazda-vendég tipusu kolcsonhatasok kialakitasa altal. A ,,fels¢” peremen a
fenolos hidroxilcsoporthoz képest para helyzetben szamos fajta funkcids csoport
kapcsolhatd (pl. karboxilat, foszfat, ammonium) (Neda és mtsai, 1998), ezéltal a
kiilonb6z6 olddszerekben valo oldhatdsag befolyasolhatd (Nimse és Kim, 2013; Guo és
Liu, 2014). Az iireg apolaris, az alsé peremen pedig hidroxilcsoportok vannak.

A ,kavitand” szot Donald J. Cram hasznélta eldszor (az angol ,,cavity” szobol,
melynek jelentése ,,iireg”) (Cram, 1983). O a rezorcinarén-alapti befogadomolekulakat

értette ezen kifejezés alatt, azonban tagabb értelemben minden olyan vegyiiletet igy
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neveziink, melyek rendelkeznek olyan, megfeleld6 méreti lireggel, melybe egyszerii
molekulak vagy ionok komplexalodhatnak.

A rezorcinarén-alapu kavitandok (a tovabbiakban csak kavitandok) a kalixarén
vegyliletcsaladbol szarmaznak. Fontos kiilonbség a két csoport tagjai kozott az, hogy a
kavitandok merevebb szerkezettel rendelkeznek, amit az okoz, hogy alapvazuk az alsé és

fels6 peremen is egymashoz rogzitett aromas szegmensekbdl all (6. abra).

6. abra Rezorcinarén-alapu kavitand altalanos szerkezete. X: az aromas
gyuriitagokat a felsé peremen 6sszekotd csoport; Ri: a felsé permhez kapcsolt

szubsztituens; R: az als6 peremhez kapcsolt szubsztituens.

A kavitandokra szintén jellemzd, hogy valtozatos modon funkcionalizalhatok, ezaltal
pedig a belsd lireg mérete €s az adott molekula fizikai-kémiai tulajdonsagai az aktualis
c¢loknak megfelelden valtoztathatok.

A kavitandok potencialisan szamos teriileten hasznosak lehetnek, alkalmasak pl.
gyogyszerszallito rendszerek kialakitdsdra (Sherman, 2003) és kiilonb6z6é reaktiv

intermedierek stabilizalasara, valamint szelektiv érzékelésére (Liu €s mtsai, 2014).

24



3. Célkituzések

A MTX egy évtizedek oOta ismert molekula, azonban fehérjékkel és befogado
molekulakkal valé masodlagos kdlcsonhatasairdl viszonylag kevés adat all rendelkezésre.
Fotodegradacios termékeinek (a DFP-nek és az ABGA-nak), illetve fotofarmakologiai
szarmazékanak (a PHX-nak) fizikai-kémiai tulajdonsagai és kolcsonhatasai pedig szinte

teljesen felderitetlen tertiletek. Ezért munkam sordn a kovetkezd célokat tiiztem ki:

e A HSA MTX-tal, illetve annak fotodegradaciés termékeivel valod
kolcsonhatasanak termodinamikai jellemzése, valamint annak vizsgalata, hogy

ezek a kolcsonhatasok milyen hatdssal vannak a HSA stabilitasara.

e A MTX és PHX kavitandszarmazékokkal vald kolesonhatasanak termodinamikai

jellemzése.

e A MTX ¢s PHX antioxidans tulajdonsagainak vizsgalata és 6sszehasonlitasa tobb

kiillonboz6 modszer alkalmazasaval.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Reagensek

A mérések soran felhasznalt reagensek, vegyszerek és olddszerek minden esetben
analitikai vagy spektroszkopiai mindségiick voltak. A metotrexatot (MTX), human
szérum albumint (HSA), dimetil-szulfoxidot (DMSO), xantin-oxidaz enzimet (XO),
hipoxantint (HX), és az 1-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidin-4-olt (N-hidroxi-
TEMPOL) a Sigma-Aldrich Kft-t5l (Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok)
vasaroltuk. A kiilonb6z6 pufferoldatok eldallitdsdhoz sziikséges sokat és egyéb
vegyszereket a VWR Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztik be. A
tetrakisz(androszt-4-én-3-on-17a-etinil)-kavitand  (TAC) és a  tetrakisz(3,5-
dikarboxilatofenoxi)-kavitand (TDC) szintézise a PTE TTK Altalanos és Szervetlen
Kémia Tanszékén, a Phototrexate (PHX) szintézise pedig a PTE GYTK Szerves és

Gyodgyszerkémiai Intézetében tortént.
4.2. A PHX szintézise

A szintézist a szakirodalomban leirtak szerint végeztiik (Matera és mtsai., 2018, 7.
abra).

CO SEt

J 1M NaCQH/EtOH
O COoMH
M OH
“Ij L J

Phototrexata
(L2855)

7. abra: A PHX szintézise, vazlatosan dsszefoglalva.

Roviden 6sszefoglalva, a kinazolin-2,4,6-triamint (4) hozzéakapcsoltuk a (S)-dietil-(4-
nitrozobenzamido)-pentandioathoz (5) és igy megkaptuk a 6-ot, melyet hidrolizaltunk
natrium-hidroxid és etanol elegyében, igy megkaptuk a PHX-ot.
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Kromatografias tisztitas utan a PHX fizikai kémiai tulajdonsagai megegyeztek a korabban

publikaltakkal.
4.3. Kavitandszarmazékok szintézise

Kutatasunk soran kétféle tireges szerkezetii, makrociklusos befogadé (komplexképzd)
molekulat hasznaltunk, a tetrakisz(androszt-4-én-3-on-17a-etinil)-kavitandot (TAC) és a
tetrakisz(3,5-dikarboxilatofenoxi)-kavitandot (TDC) (8. abra). Ezek szintézise a PTE
TTK Altalanos és Szervetlen Kémia Tanszékén tortént, a korabban kdzzétett szintetikus
modszerek szerint (Nagymihaly €s mtsai., 2020; Csok és mtsai., 2011).

o]

8. abra: A kutatasaink soran hasznalt, TAC (A) és TDC (B) nevii kavitandszarmazékok

szerkezete.
4.4, Muszerek

Az UV-Vis abszorpcios spektrumokat Specord Plus 210 (Analytik Jena, Jéna,
Németorszag) spektrofotométerrel regisztraltuk, kivéve az ABTS esszék esetén,
melyekhez Specord 40 (Analytik Jena, Jéna, Németorszag) spektrofotométert
hasznaltunk.

A fluorimetrias méréseket Fluorolog t3 spektrofluoriméterrel (Jobin-Yvon/Spex,
Longjumeau, Franciaorszag) végeztiik. A monokromatorokon a gerjesztési, illetve az
emisszids oldalon a sdvszélességet 5.25-5.25 nm-re Aallitottuk, valamint merdleges
gerjesztési-megfigyelési elrendezést alkalmaztunk. A mérésekhez 1 cm optikai uthosszal

rendelkez0, zarhato kvarc kiivettakat hasznaltunk.
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crer

Setaram, Lyon, Franciaorszag) mértiik, az adatok kiértékelését pedig Calisto Thermal
Analysis Software (Setaram Instrumentation, Lyon, Franciaorszag) programmal
végeztik.

Az EPR spektroszkopiai mérésekhez MiniScope MS 200 (Magnettech, Berlin,
Németorszag) miiszert hasznaltunk, az adatok kiértékelését pedig MiniScopeCtrl

programmal végeztiik.

45. MTX-nak és fotodegradacios termékeinek HSA-nal valo

kolcsonhatasa

A mérésekhez phosphate buffered saline (PBS, pH 7,4, NaCl: 137 mM; KCI: 2,7 mM,;
NaH2PO4: 8 mM; KzHPO4: 1,5 mM) puffert alkalmaztunk. Az 1 mM koncentracidju
MTX torzsoldatokat felhasznalasig 4 °C-on, fénytdl védve taroltuk, a szintén 1 mM

crer

crer

egyik termék fluoreszcencidjanak mérésével végeztiik. A fotodegradacio eldidézéséhez a
fluoreszcencia méréséhez alkalmazott 302 nm-es hulldmhosszusaga fényt hasznaltuk. Az
adatok elemzése sordn az emisszios spektrum 351 nm-es és 458 nm-es csucsait
vizsgaltuk. A mérések izoterm koriilmények kozott, 298 K-en torténtek.

A masodlagos kolcsonhatasok termodinamikai paramétereinek meghatarozasahoz
szintén fluorimetrids méréseket alkalmaztunk, 371 nm-es gerjesztési hullamhosszal, a
455 nm-es emisszios cslicsmagassagot vizsgalva. A mintdkban a HSA koncentracidja
allandé (1 uM), a MTX, illetve fotodegradacios termékeinek (DFP és ABGA)
koncentracidja pedig valtozoé (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 uM) volt.
Minden mérést elvégeztiink 288 K, 293 K, 298 K, 303 K és 308 K homérsékleteken is.
293 K és 373 K kozott. A referenciat és a mintat tartalmazo kiivettaba is 500-500 pl
oldatot toltottiink, referenciaként az oldoszert (PBS) hasznaltuk. Haromféle mintat
meértiink: csak HSA-t tartalmazo oldatot, HSA-t és MTX-ot tartalmazd oldatot, illetve
HSA-t és a MTX fotodegradacios termékeit tartalmazé oldatot. A vizsgalt anyagok
koncentracioja allandd, 450 uM volt. Minden mérést elvégeztiink 0,5 K/min, 0,8 K/min,

1 K/min és 1,2 K/min felfiitési sebességek alkalmazasaval.
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A vizsgalt kolcsonhatasok er6sségét (a kotési allandokat, K) a Benesi-Hildebrand
egyenlet grafikus alkalmazasaval hatdroztuk meg, a fluorimetrids mérések eredményei
alapjan:

11 1
I-1p [MTX] [MTX]«[HSA]*K

1)

ahol lp és | a HSA-t tartalmazo oldat emisszids intenzitisa MTX (vagy a MTX
fotodegradacios termékei) nélkiil, illetve annak jelenlétében.

A fenti egyenletbdl szamolt kotési dllandok ismeretében a van 't Hoff egyenlet
segitségével kiszamoltuk a vizsgdlt masodlagos kolcsonhatdsok szabadentalpia-,

entalpia- és entropiavaltozasat:

_ _ 4G _2H | 4
InK = T = RT+ I (@)

ahol In K a kotési allando természetes alapu logaritmusa, AG a szabadentalpia-valtozas,
AH az entalpiavaltozas, A4S az entropiavaltozas, R az egyetemes gazallando, T pedig a
homérséklet.

A kalorimetrids mérések eredményei alapjdn, a Kissinger-mddszer segitségével

crer

in () = = () + 0 (5) ®

ahol H, a muszer felflitési sebessége, Tax @ denaturacios hdmérséklet, £, az aktivalasi

energia, 4 pedig az arrheniusi preexponencidlis tényez6. Ha az egyenlet bal oldalat
abrazoljuk /T fiiggvényében, akkor (elsdrendii reakciokinetika esetén) egyenest kapunk,
melybdl az alabbi egyenlet segitségével hatarozhaté meg az Eq:

E,=—R'm 4)

ahol m az egyenes meredeksége.

4.6. MTX és PHX kavitandszarmazékokkal valo kolcsonhatasa

A MTX-nak TAC-dal, illetve a transz- és cisz-PHX-nak TAC-dal és TDC-dal valo
kolcsonhatésait  vizsgéltuk  fluorimetrids modszerrel.  Oldészerként DMSO-ot
hasznaltunk.

A MTX-TAC kolcsonhatas vizsgdlatdhoz 390 nm-es gerjesztési hullamhosszt
alkalmaztunk, az emisszios spektrumnak pedig az 540 nm-en megjelend csucsat vettiik
figyelembe az adatok kiértékelése soran. A vizsgalt mintdkban a MTX koncentracidja

alland6 (10 uM), a TAC koncentracigja pedig valtozo (0-80 uM) volt. Minden minta

29



emisszids spektrumat felvettiik 293,0 K, 296,3 K, 299,7 K, 303,0 K, 306,3 K, 309,7 K és
313,0 K hémérsékleteken.

A transz- ¢és cisz-PHX TAC-dal és TDC-dal val6 kolcsonhatas vizsgalatahoz 366 nm-
es gerjesztési hulldmhosszt alkalmaztunk, az emisszids spektrumnak pedig a 490 nm-en
megjelend csucsat vettiik figyelembe az adatok kiértékelése sordn. A mintdkban a
transz-, illetve cisz-PHX koncentracidja allando (50 puM), a kavitandszarmazékok
koncentracioja pedig valtoz6 (0-450 uM) volt. Minden minta emisszids spektrumat
felvettiik 293 K, 298 K, 303 K és 308 K homérsékleteken.

A PTE GYTK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetében szintetizalt transz-PHX
izomerizaciojat UV-besugarzassal végeztiik (A=366 nm), melyhez egy Fluotest UV-
lampat hasznaltunk (Original Hanau, Hanau, Németorszag). Az izomerizacids folyamat
nyomon kovetése céljabol a bevilagitas soran percenként regisztraltuk a mintdk
abszorpcids spektrumait, amig az izomerizacié teljes mértékben le nem jatszodott.

Az egyes komplexek kotési allandoit, illetve a kdlcsonhatdsok termodinamikai
paramétereit a Benesi-Hildebrand, illetve a van ’t Hoff egyenletek segitségével

hataroztuk meg.
4.7. Xantin-oxidaz (XO) esszé hipoxantin (HX) szubsztrattal

XO esszét alkalmaztunk HX szubsztrattal abbol a célbdl, hogy 6sszehasonlitsuk a
MTX ¢és PHX szuperoxid gyokfogo tulajdonsagat.

Oldoszerként Krebs-HEPES EPR puffert hasznaltunk, mely a kovetkezd anyagokbol
allt: NaCl (99 mM), KCI (4,69 mM), CaCl: (2,5 mM), MgSO4 (1,2 mM), NaHCO3 (25
mM), KH2PO4 (1,03 mM), D-gliikkoz (5,6 mM), HEPES (20 mM), natrium-dietil-ditio-
karbamat (DETC, 5 uM) és deferoxamin (25 uM) (Rosenbaugh és mtsai., 2010).

A XO a HX-t két Iépésben (HX— xantin — hugysav) oxidalja, a reakci6 soran
pedig szuperoxid gyok is keletkezik.

A méréseket EPR spektroszkopias modszerrel végeztiik. Spincsapdaként 1-hidroxi-
2,2,6,6-tetrametil-piperidin-4-olt (N-hidroxi-TEMPOL) hasznaltunk. Az N-hidroxi-
TEMPOL a gyliris hidroxilamin-szarmazékok kozé tartozik, melyeket gyakran
hasznalnak spincsapdaként (Baci¢ és mtsai.,, 2016). Konnyen oxidalodnak, az igy
képz6dd stabil nitroxidok pedig EPR spektroszkopidval detektalhatdéak (Dikalov és
mtsai., 2018).
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A mintak 10 mU/ml XO-t, 20 uM HX-t, 100 uM N-hidroxi-TEMPOL-t, valamint
tartalmaztak. Csak N-hidroxi-TEMPOL-t, illetve csak XO-t és HX-t tartalmaz mintakat
is mértiink kontrollként. Az oldatokbodl oranként vettiink mintat, kozben az oldatokat
37°C-on tartottuk. A mérések szobahémérsékleten torténtek.

A transz-PHX cisz-PHX-ta valo atalakitasat a fent leirtakhoz hasonléan végeztiik, de
a mérések hossza miatt (az utolsd mintat 24 oraval az oldatok elkészitése utan vettiik) a
cisz-PHX-ot tartalmazo oldatokat folyamatosan megvilagitottuk UV-lampaval, igy
biztositva, hogy teljes mértékben csak a cisz izomer legyen jelen.

Minden egyes minta esetében atlagoltuk a kapott EPR jelek amplitadéit, és ezeket az
amplitudoértékeket abrazoltuk az idé fliggvényében. Felhasznalva, hogy az EPR jel
amplitaddja aranyos a mintdban 1évd pérositatlan elektronok szaméval (Dikalov és mtsai.,
2007), az el6z6ekben leirt mérési pontokra gorbét illesztve meghataroztuk a szabad

gyokok termelddésének sebességi egyiitthatdjat.
4.8. ABTS esszé

Ez a moddszer alkalmas kiilonboz6é vegyiiletek antioxidans hatdsanak
Osszehasonlitasara. A 2,2’-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav kation gyok
(ABTS*") eldallitasdhoz kalium-perszulfatot hasznaltunk. A reakcidelegyet fénytdl
elzarva, szobahdmérsékleten tartottuk. 16 6ra milva szines oldatot kaptunk, melynek 734
nm-en tapasztalhatd abszorpcidos maximuma jol alkalmazhaté az antioxidans anyag és
ABTS*" koz6tti reakcidé monitorozasara.

A torzsoldatban az ABTS®" koncentracidja 2,45 mM volt. Ezt gy higitottuk az
oldoszerrel (PBS), hogy 0,70-es abszorbancia értéket kapjunk 734 nm-en, 37 °C-on.
MTX-, transz-PHX-, cisz-PHX-, illetve Trolox-oldatokat adtunk hozza, a kiilonb6z6
Meérés el6tt a mintakat 6 percig 37 °C-on inkubaltuk.

A Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonsav) az E-vitamin vizoldékony
analogja, antioxidans kapacitds mérések széles korben elterjedt kalibraloszere. A vizsgalt
vegyiiletek (esetiinkben MTX, transz-PHX, cisz-PHX) koncentracid-hatas gorbéjének
meredekségét elosztva a Troloxéval megkapjuk a TEAC-értéket (Trolox ekvivalens

antioxidans kapacitas).
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4.9. Szamitogépes modellezés

A kavitandok MTX-tal és PHX-tal alkotott komplexei képzodésének termodinamikai
paramétereit szamitogépes szoftver segitségével is meghataroztuk. Ehhez a HyperChem
8.0 programot hasznaltuk (Hypercube Inc., Gainesville, FL, USA). Mivel ezen
modellezésnek t4jélkozodo jelleget szantunk, az egyensulyi konformaciokat, valamint az
entropia meghatarozasahoz sziikséges rezgési-rotacios analizist is szemiempirikus AM1
modszerrel végeztik. A termodinamikai paraméterek (entalpia, entropia és
szabadentalpia) komplexképz6dés soran bekovetkezd valtozasait ugy szamitottuk Ki,
hogy az adott paraméter termékekre (itt a komplexekre) szamitott értékeibdl kivontuk a
reaktansokra (itt a befogado és vendég molekulakra) szamitott értékeit. A rezgési entropia
jéarulékait a rezgési frekvenciak harmonikus approximacidval torténd kiszamitasa utan a

kovetkezo egyenlet segitségével kaptuk meg:

hvi

hv;
Svip = R {m’i—? —In[1 - e(_ﬁ)]} ()

ekT) -1
ahol vi a rezgés frekvenciaja, T az abszolut hémérséklet, k a Boltzmann-, h a Planck-féle
allando. Egyes esetekben az oldoszer figyelembe vételére a HyperChem programba
implementalt TIP3P dobozmodellt alkalmaztuk.

4.10. Statisztika

Az abrak és tablazatok minimum harom parhuzamos mérésbdl szdrmazo eredmény
atlagat és a hozzajuk tartozo standard hibat (SEM) mutatjak be. A statisztikai értékelések
one-way ANOVA tesztettel torténtek, OriginLab 8.1 program hasznalataval (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA; p <0,05).
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5. Eredmények

5.1. MTX-nak és fotodegradacios termékeinek HSA-nal valo

kolcsonhatasa

5.1.1. A MTX fotodegradacioja
Tekintettel arra, hogy célunk a MTX, illetve fotodegradacios termékeinek (DFP és

crcr

crer

MTX-oldatot 302 nm-es hullamhosszu fénnyel vilagitottuk meg (gerjesztési hullamhossz,
hex), 298 K homérsékleten. Az olddszer pH 7,4-es PBS volt. A bevilagitas kovetkeztében
egyre nagyobb mennyiségben megjelend bomlastermékek fluoreszcencidja miatt egy
sz¢les emisszios sav jelent meg 458 nm-es maximummal. A reakcid nyomonkdvetéséhez
ezt a novekedd intenzitast mutatd 458 nm-es emissziods csucsot hasznaltuk (9. abra).
Ennek a csucsnak az intenzitasa kb. 4000 perc utdn mar nem valtozott tovabb, ezért arra

a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a MTX az UV-fény hatdsara teljes mértékben lebomlott.

= > I DFP, ABGA
Z 50 & s B -
T o 20
r-: "'E
= 40- 2 404
‘g 104 i
5 30 £ 3.0
E el ]
= L) ]
2 2.0 b 2.0
2 ] 5 j
b 2
4 1.0 2 1.0
g 4
_:,-f ] = 1 MTX
OO T T T == = 0.0 T T T T T T 1
400 450 S00 350 0 1500 3000 4500 G000 7500
Hullamhossz (nm) Idé (pere)

9. abra: (A) MTX-oldat (1 mM) emisszids spektrumai az id6 eldrehaladtaval (Aex=302

nm). (B) A 458 nm-es emisszios csucs intenzitasa az id6 fiiggvényében.
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5.1.2. A HSA-MTX komplexképzddés termodinamikaja

Tovéabbi fluorimetrids mérésekkel azt tanulmanyoztuk, hogy a MTX, illetve
fotodegradacios termékei milyen erdsségli masodlagos kdlcsonhatast alakitanak ki HSA-
nal, és hogy ezen kolcsonhatdsok mennyire fiiggnek a hdmérséklettol.

Allandé HSA koncentracié mellett, a MTX, illetve a fotodegradacios termékeinek
hianyaban, valamint ezek kiilonb6z6é koncentracidinak jelenlétében, kiilonb6zo
homérsékleteken végeztikk a méréseket. A 455 nm-es, emelkedd intenzitast mutatd
csucsot vizsgaltuk, mert jol elkiiloniil a csak HSA-t, illetve mas reagenst alacsony
koncentracioban tartalmazd mintdkban 425 nm-en jol lathato csucstol, ami az olddszer
(viz) Raman szordsabol szdrmazik. Ez a Raman-szoras az egymadssal hidrogénkotéseket
képez6 vizmolekulakbol all6 klaszterek OH rezgéseihez rendelhetd, e rezgések masodik
felharmonikusa.

A 10. abran lathatok a HSA-MTX kolcsonhatas 298 K hémérsékleten tortént mérésének

eredményei.
10.00- . 10.00 5
z A A~ 7
2 S\ o
o 004 ¥ o 8.00
= =z
Z .8
T 6.00 MTX koncentracié = 6.001
5 5
g 5
‘@ 4.004 = 400
2 2
7] 5]
g H 9
g 2.00+ 2 2.00 V' r=oom
5 E v =936679.80 - 760197.21 * exp(-0.00664x)
= p.004 i . . =R L . . ; . ;
400 450 500 550 600 0 | 200 300 400 00
Hullamhossz (nm) MTX koncentricio (uM}

10. abra: (A) 1 uM HSA-t tartalmaz6 minta emisszios spektrumai MTX jelenléte
nélkiil, illetve emelked6 MTX koncentracio mellett (0-500 pM, Aex=302 nm, 298 K).

crer

A Benesi-Hildebrand egyenlet (1. egyenlet) segitségével kiszamoltuk a
kolcsdnhatasokhoz rendelhetd kotési allandok (K, dm®/mol) tizes alapu logaritmusait,

melyeket az 1. tablazatban tiintettiink fel.
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Hémérséklet ~ MTX-Hsa  Fotedegradalt

(K) log K '\"Tlgé‘ESA
288 3,91:0,63 3,74£0,49
203 4,01+0,52 3741041
208 4,03+0,75 3.72+0,35
303 4,0240,51 3,65:£0,40
308 4,18+0,16 3,50+0,38

1. tablazat: A kotési allandok tizes alapu logaritmusanak 6sszehasonlitasa a vizsgalt

ko6lcs6nhatasok esetében, kiilonb6z6 homérsékleteken.

A kotési allandok ismeretében a van 't Hoff egyenlet (2. egyenlet) alkalmazasaval

hataroztuk meg a kolcsonhatasokhoz rendelhetd szabadentalpiavaltozast (A4G)

crer

Homérséklet ~ MTX-HsA ~ Fotedegradalt
(K) AG (kJ/mol) MTX-HSA
AG (kJ/mol)
288 -21,532 -30,512
353 -31,638 -34,474

2. tablazat: A vizsgalt kolcsonhatasokat kiséré szabadentalpiavaltozasok

O0sszehasonlitasa.

A Kkolcsonhatasokra jellemz6 termodinamikai paraméterek kiszamitasa céljabol a
kotési allandok természetes alapu logaritmusat (In K) a hdmérséklet reciprokanak (1/T)
fliggvényében abrazolva megkaptuk az adott kdlcsonhatdsokra vonatkozo6 van ’t Hoff

fliggvényeket (11. abra).
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4.0+ = HSA +MTX (R2= 0.868)
y=-2795.71x + 18.70

20{ = HSA+DFP+ABGA (R*=0.817)
y=1558.15x +3.26

0.0 y T " T g |
0.0032 0.0033 0.0034 0.0035

1T (1/K)

11. abra: A HSA-MTX ¢és HSA-fotodegradalt MTX (DFP, ABGA) kdlcsonhatasok van
’t Hoff fiiggvényei.

A HSA-MTX kolcsonhatdshoz az adott hdmérséklettartomanyban mért nagyobb
kotési allandok arra utalnak, hogy a HSA erdsebben kapcsolodik a MTX-hoz, mint a
MTX fotodegradacios termékeihez, ugyanakkor a kotés homérsékletfiiggése ellentétes
tendenciat mutat.

A kotési  allandok  felhaszndlasdval  kiszamitottuk, hogy a  vizsgalt
homérseklettartomanyban a tanulméanyozott kismolekulak (MTX, ill. fotodegradacios
termékei) 99,99%-a HSA-hoz kotott formaban van jelen a mintakban. gy a kalorimetrias
mérések eredményeit nem befolyasolta az a koriilmény, hogy magasabb hdmérsékleten a

kismolekulak egy része disszociacio révén nem kapcsolodott a HSA-hoz.

crer

crcr

csak HSA-t, HSA-t és MTX-ot, illetve HSA-t és a MTX fotodegradacids termékeit
tartalmazé mintakban, kiillonbo6zo felfiitési sebességek mellett (0,5 K/min, 0,8 K/min, 1

K/min, 1,2 K/min). Minden termogramon 2 darab csucs jelent meg (12. abra).
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12. abra: A kaloriméter kiértékel6 programja altal felvett alapvonal és az elkiilonitett
csucsok a 450 uM HSA-t és 450 uM MTX-ot tartalmazoé minta esetében, 1 K/min

felfiitési sebesség alkalmazasaval.

A 3. tablazatban tintettik fel a kiilonb6z0 Osszetételli mintak esetén, a kiilonb6z6
felfiitési sebességek alkalmazasaval kapott termogramok 1. csucsai esetében a

legnagyobb jelhez tartozo hémérséklet (Tmax) értékeit.

o , 450 pM HSA +
Felf“(tlis/‘r;i"rl]’)esseg 450 uM HSA 4:;;?::;??; 450 Ké\g IZ\FP-
0,5 67,0440.08 68.50£0,05 67.40+0,03
0,8 68.1740,06 69,01:0,02 67.57+0,07
1 68.2940.05 69,80+0,09 67,75:0,08
1,2 69,1840,08 70,0140,06 68.15+0,00

3. tablazat: A termogramok 1. csicsainak Tmax értékei.

A 4. tablazat a termogramok 2. csticsainak Tmax értékeit mutatja be.
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450 uM HSA +

F e'f“(t;s/‘r;‘ier']’)esseg 450 M HSA 4‘;55(’0"”1‘1&};2?; 450 :gé RFP-
05 80,24+0,06 79,75+0,04 80,14+0,03
08 80,96+0,05 79,810,06 80,24+0,01
1 82,54+0,05 79,840,04 80,36+0,07
1,2 85,22+0,01 80,12+0,01 80,55+0,03

4, tablazat: A termogramok 2. cstcsainak Tmax értékei.

A reagensek nem valtoztattak szignifikansan egyik csucs Tmax értékét sem.
A hédenaturacio aktivalasi energiajanak (Ea) meghatarozasa soran minden esetben a
termogramok 1. csticsat vettiik figyelembe. Az Ea kiszamitasahoz eldszor dbrazoltuk a

Kissinger-fiiggvényeket a 13. abran (3. egyenlet).

-15,6 Ll *
N
\
\ *
-15,8 1 TN
\
N
— N S
£ -16,0 4 NG n ot
~ B \
e \
an) \
= -162 \
*  HSA (R’=0.914); .
y=-48209.14x+125.30 >
164 ™ HSA+MTX (R=0.909) .
3 y=-60747.41x+161.43 . .k
HSA + DFP and ABGA (R'=0.933)
y=-101240.76x+281.13
-16,6 , T T T
0,00291 0,00292 0,00293 0,00294

1/T

max

13. abra: A HSA-t (pontozott vonal), HSA-t és MTX-ot (szaggatott vonal), illetve
HSA-t és a MTX fotodegradacios termékeit (folytonos vonal) tartalmazé mintdk

Kissinger-fiiggvényei.

A Kissinger-fiiggvények abrazolasakor az egyenesek jol illeszkedtek az adatpontokra
(R*>0,900), igy arra kdvetkeztettiink, hogy (mivel a HSA denaturacidja elsérendii

kinetika szerint jatszodik le) a Kissinger-modszer megfelelé az aktivalasi energia (Ea)
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meghatarozasahoz. A kapott egyenesekbdl a 4. egyenlet alkalmazasaval egyszeriien

kiszamithatdak az E, értékek, melyeket az 5. tablazat szemléltet.

AKktivalasi energia (Ea) (kJ/mol)

450 uM HSA 400,81
450 uM HSA + 450 uM MTX 505,05
450 uM HSA + 450 uM DFP-ABGA 841,71

crer

A MTX ¢és fotodegradacios termékei (DFP, ABGA) is novelték az Ea-t, de a
fotodegradacios termékek nagyobb mértékben. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
az alkalmazott reagensek novelik a HSA stabilitasat.

5.2. MTX és PHX kavitandszarmazékokkal valo kolcsonhatasa

5.2.1. MTX-TAC kolcsonhatas vizsgalata

Tekintettel arra, hogy a MTX ¢és a TAC egyarant mutat fluoreszcenciat, ezért a
fluoreszcencids mérésekhez olyan gerjesztési hullamhosszat igyekeztiink valasztani, ahol
csak az egyik kolcsonhatdo komponens fluoreszkal. A MTX abszorpcids spektrumanak
390 nm-en van egy csucsa, mig ugyanezen a hullimhosszon a TAC kavitandszarmazék
nem mutat szamottevé elnyelést (14. abra). Ezért a MTX-TAC komplexek kotési
allanddinak meghatarozasahoz sziikséges fluorimetrias méréseket 390 nm-es gerjesztési

hullamhossz alkalmazasaval vettik fel.

39



0,30 -

0.25-
—— MTX
a 520 —TAC
] i
z
£ 0,151
o
2
= 0,10+
0,05
0,00 T T T T T
300 350 400 450 500

Hulldmhossz (nm)

1
550

14. abra: MTX (10 uM) és TAC (10 uM) abszorpcios spektruma.

Az emisszids spektrumokat allando MTX (10 uM) és valtozé TAC koncentracio
mellett (0-80 uM), 293,15, 296,48, 299,82, 303,15, 306,48, 309,82 és 313,15 K
hémérsékleteken regisztraltuk (15. abra). Az oldoszer DMSO volt.

Fluoreszcencia intenzitas (x1 0 CPS)

TAC

560

Hullimhossz (nm)

Fluoreszeencia intenzitds (x 10" CPS)

0.0

TAC

00

T
520

T T T
540 560 580

[ullamhossz (mmn)

15. abra: MTX-ot (10 uM) és TAC-ot (0-80 uM) tartalmazo mintak emisszios
spektruma 293,15 K (A) és 313,15 K (B) hémérsékleteken (a nyilak a névekvo TAC-

koncentréciot jelzik).

Az 540 nm-es emisszios hulldimhosszhoz tartozd intenzitasértékeket hasznaltuk a

Benesi-Hildebrand egyenlettel (1. egyenlet) torténé szamitasokhoz. {gy megkaptuk a

kiilonb6zé homérsékletekre vonatkoz6 kotési allandokat, melyeknek tizes alapu

logaritmusait a 6. tablazat szemlélteti. Az adatok alapjan a TAC stabil komplexeket

képez MTX-tal.
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Hoémérséklet (K) log K

293,00 4,16+0,10
296,33 4,20+0,09
299,67 4,22+0,07
303,00 4,19+0,16
306,33 3,75+0,14
309,67 3,64+0,07
313,00 2,94+0,08

6. tablazat: A kiilonb6zé homérsékletek esetén szamolt kotési allandok tizes alapu

logaritmusai.

A kotési allandok meghatarozasat kdvetden abrazoltuk a kolcsonhatds van °t Hoff

fiiggvényét (16. abra).

10~

In K

—— vy =25337,99x-73,92; R’= 0,886
44  ——y=-1899,49x+16,06; R’= 0,835

0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340
Reciprok homérséklet (1/K)

16. abra: A MTX-TAC komplexek képzédésének van 't Hoff fliggvénye.

A van ’t Hoff fliggvény nem egy, hanem két egyenesbdl all, ami azt jelenti, hogy a
komplexképz6dés mechanizmusa a hémérséklettdl fiiggden eltérd lehet a vizsgalt
hémérséklettartomanyon beliil. A két hdmérséklettartomanyra szamolt termodinamikai
paramétereket a 7. tablazatban tiintettiik fel.

A HyperChem szoftver alkalmazéasaval szamitogépes modellezéssel is vizsgaltuk a
komplexképzddést (17. abra). A modellezés eredményei alapjan a komplexeknek kétféle

(nyitott, illetve zart) formaja johet 1étre. A szoftver segitségével szintén meghataroztuk a
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komplexképzddés termodinamikai paramétereit is, melyeket a 7. tablazatban foglaltunk

o0ssze.
Kisérletes modszer Modellezés
Hémérséklet AH AS Séi:‘;elzft AH AS
(K) (kJmol) (I K!imol?) . " (kdmol?t) (I K1mol?l)
abra)
293,00-299,67  15,79+0,7 133,56+6 zart 8,43 126,11
303,00-313,00 -210,66+1,7 -614,57+12 nyitott -154,42 -214,67

7. tablazat: A MTX-TAC komplexek képzddésének termodinamikai paraméterei.

17. abra: A MTX-TAC komplexek stabil konformacidinak (nyitott: Al, A2; zart: B1,
B2) oldal- (A1, B1) és feliilnézete (A2, B2). A kék, a fehér és a piros szinek a TAC

szén-, hidrogén- és oxigénatomjait jeldlik, a fekete pedig a MTX molekulat.

A van ’t Hoff modszerrel szamolt és a szamitégépes modellezés soran kapott

termodinamikai paraméterek j6 egyezést mutatnak, ha figyelembe vessziik, hogy a

modellezés elméleti szdmitdsai gazhalmazallapotot feltételeztek, vagyis az olddszer

esetleges hatasat nem vették figyelembe.
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5.2.2. APHX izomereinek TAC-dal és TDC-0al valo kélcsonhatdsa

Ahhoz, hogy vizsgdlni tudjuk a PHX mindkét izomerét, eldészor meg kellett
gy0zOdniink arrol, hogy a stabilabb transz izomert at tudjuk alakitani az instabil (de
farmakologiailag hatasos) cisz izomerré. Ennek érdekében a mintat UV-lampaval 366 nm
hulldmhosszsagu fénnyel vilagitottuk be. A bevilagitas kozben percenként regisztraltuk

az abszorpcios spektrumokat. Az izomerizacié folyamatdnak nyomon kovetése a 18.

abran lathato.
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18. abra: 50 uM transz-PHX oldat abszorpcios spektrumainak valtozasa UV-
bevilagitas hatasara (A=366 nm) (A), illetve a 370 nm-es elnyelési cstcs valtozasa a

bevilagitasi id6 fiiggvényében (B). Az oldoszer PBS volt.

Ezutan 6sszehasonlitottuk a transz-PHX, a cisz-PHX, a TAC és a TDC abszorpcios
spektrumait (19. abra). A PHX izomereinek 370 nm koriil van abszorpcids cstcsa (a
transz — cisz atalakulas soran kismértékii hipszokrom eltolodas figyelhetd meg). A
kavitandszarmazékok ugyanezen hulldmhossz kornyékén sokkal kisebb mértékben

nyelnek el, ezért a fluorimetrias vizsgalatok soran 366 nm-es gerjesztési hullamhosszt

alkalmaztunk.
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19. abra: Transz-PHX, cisz-PHX, TAC és TDC abszorpcios spektrumai. Az Gsszes

vizsgalt minta koncentracidja 50 uM volt.

A fluorimetrias méréseket alland6 transz-, illetve cisz-PHX-koncentracio (50 uM), és
valtoz6 TAC-, illetve TDC-koncentracid (0-450 uM) mellett végeztiik, 293 K, 298 K,
303 K és 308 K hémérsékleteken. Eredményeink a 20. abran lathatok.
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20. abra: Transz-PHX (A, B) és cisz-PHX (C, D) emisszios spektrumai TAC (A, C) és
TDC (B, D) hianyaban és valtozo koncentracidja mellett (0-450 pM) (Aexc=366 nm). A

crer

A kiilonboz6 komplexek kotési allandoinak meghatarozasahoz a Benesi-Hildebrand
egyenletet alkalmaztuk (1. egyenlet), melyhez a 490 nm-es emisszidés csucs
intenzitasértékeit hasznaltuk fel (8. tablazat).

Homérséklet log K
(K) transz-PHX-  transz-PHX- cisz-PHX- cisz-PHX-
TAC TDC TAC TDC
293 3,55+0,19 3,05+0,15 2,07+0,17 3,08+0,25
298 3,62+0,21 2,95+0,19 2,40+0,21 3,03+0,21
303 3,89+0,18 2,88+0,17 2,78+0,22 2,90+0,22
308 4,01+0,20 2,73+0,16 3,01+0,20 2,88+0,18

8. tablazat: A vizsgalt komplexek kotési allandoinak tizes alapti logaritmusai a

kilonb6zo homérsékleteken.
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A kotési allandok ismeretében a van ’t Hoff egyenletet (2. egyenlet) alkalmazva

meghataroztuk a komplexek képzodésének termodinamikai paramétereit (9. tablazat).

AH (kJ*mol™) AS (J*K**mol?) AG (kJ*mol?)
transz-PHX-TAC 57,30+2,84 262,97+11,36 -21,10+4,03
transz-PHX-TDC -35,97+3,69 -64,10+10,43 -16,85+3,21

cisz-PHX-TAC 109,65+6,93 414,12+17,51 -13,83+3,35
cisz-PHX-TDC -24,88+3,20 -25,94+4,72 -17,15+3,62

9. tablazat: A vizsgalt komplexek szamolt termodinamikai paraméterei. A AG értékeket

298 K hémérsékletre vonatkoztatva hataroztuk meg.

Abrazoltuk a kolesonhatasok van *t Hoff fiiggvényeit is (21. abra), melyek alapjan azt
a kovetkeztetést vontuk le, hogy a kétféle kavitandszarmazék eltéré mechanizmussal

komplexalja a PHX izomereit.
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21. abra: A transz-PHX-TAC (A), transz-PHX-TDC (B), cisz-PHX-TAC (C) és cisz-
PHX-TDC (D) kolcsonhatasok van *t Hoff fiiggvényei.
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Ezen komplexek kialakuladsat is vizsgaltuk szamitogépes modellezéssel, a HyperChem

szoftver segitségével. Eredményeinket a 22. abra szemlélteti.

22. abra: A transz-PHX-TAC (A), transz-PHX-TDC (B), cisz-PHX-TAC (C) és cisz-
PHX-TDC (D) haromdimenzios modelljei (a vilagoskék, sotétkék, piros, és fehér szinek
rendre a szén-, nitrogén-, oxigén- és hidrogénatomokat jelolik). A PHX molekulak
atomjait gdmbokkel, a kavitandok molekuldinak atomjait palcakkal jeldltiik a konnyebb

attekinthet6ség céljabol.

Az elméleti modellezés segitségével szintén meghatdroztuk a komplexek

képzddésének termodinamikai paramétereit, melyeket a 10. tablazatban tiintettiink fel.
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AH (kJ*mol)  AS @*K*mol?Y)  AG (kJ*mol?)

transz-PHX-TAC 42,013 210,99 -20,89
transz-PHX-TDC -33,63 -58,13 -16,29
cisz-PHX-TAC 101,11 392,09 -15,79
cisz-PHX-TDC -23,54 -22,93 -16,70

10. tablazat: A szamitogépes modellezéssel szamolt termodinamikai paraméterek. A AG

értékeket 298 K homérsékletre vonatkoztatva hataroztuk meg.

A szamitott adatok alatdmasztottdk azt a fluorimetrids mérések alapjan alkotott
feltételezésiinket, hogy a kiilonb6z6 kavitandok eltéré mechanizmussal komplexaljak a

PHX izomereit.
5.3. Xantin-oxidaz (XO) esszé hipoxantin (HX) szubsztrattal

EPR spektroszkopids modszerrel, XO esszé alkalmazasaval hasonlitottuk Ossze a
MTX, transz-PHX és cisz-PHX szuperoxid gyokfogo tulajdonsagait. A kapott EPR jelek

amplituddinak atlagait a 23. abra szemlélteti.
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23. abra: A kapott EPR jelek amplitudoinak atlaga a MTX-ot (0-5000 uM, A), transz-
PHX-ot (0-2000 uM, B) és cisz-PHX-ot (0-2000 uM, C) tartalmazé mintak esetében, az

1d6 fiiggvényében abrazolva.

A mérési pontokra illesztett gorbék segitségével, grafikus modszerrel meghataroztuk
a reakciosebességi egyiitthatokat (k), melyek igy az egyes mintakban a szuperoxid
gyokok termelddésének sebességérdl adnak informaciot (11. tablazat). Az olddszerben
(HEPES-Krebs puffer, pH 7,4) a PHX izomerei 5000 pM koncentracioban mar nem
oldddtak, ezért ebben a koncentracioban csak a MTX-ot mértiik.
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Koncentracio (uM)

In k

MTX transz-PHX cisz-PHX
0 -8,70 £ 0,16 -8,69 + 0,18 -8,68 £ 0,15
100 -8,79 +£ 0,23 -9,56 + 0,15 -9,16 = 0,25
500 -9,46 £ 0,21 -10,46 + 0,28 -9,19 + 0,26
2000 -10,25 + 0,25 -11,96 + 0,23 9,51+ 0,29
5000 -11,01 £0,20 - -

11. tablazat: A vizsgalt mintdkban a szuperoxid gyok-termelddés sebességi

egylitthatoinak természetes alapt logaritmusai.

Eredményeink alapjan a harom vizsgélt vegyiilet koziil a transz-PHX csokkenti a
legnagyobb mértékben a gyoktermelddés sebességét. A legalacsonyabb, 100 uM
koncentracio esetében a Cisz-PHX hatasara nagyobb mértékben csokkent a sebesség, mint
a MTX hatasara, azonban a tobbi koncentracion a MTX hatasa kifejezettebb volt.

Kontroll méréseket is végeztiink, hogy bizonyitsuk, hogy ha csak a spincsapda van
jelen a mintdban, az 6dnmagéban nem ad EPR jelet, de jelenléte sziikséges a jel
kialakuldsdhoz. Ebbd] a célbdl csak N-hidroxi-TEMPOL-t, illetve csak XO-t és HX-t

tartalmazo6 mintakat mértiink (24. abra).

1500 - —— TEMP kontroll
. —— HX/XO kontroll
1000 — 500 uM MTX minta

’,3 |
2 5004
;—3 l
£ o WJ‘
& ]
5
o, =300+
(a W)
0 |

-1000 A

-1500 +— 1

T T T v T ! T v T \ T Y v
330 332 334 336 338 340 342
Magneses indukcio (mT)

24. abra: A kontrollok és az 500 pM MTX-ot tartalmazd minta EPR spektrumai.

Minden spektrumot 3 6raval a mintaeldkészitést kovetden regisztraltunk.
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A kontrollok nem adtak kiértékelhetd EPR jelet.

5.4. ABTS esszé

A korabban vizsgalt vegyiiletek (MTX, transz-PHX ¢és cisz-PHX) TEAC-értékeit

ABTS esszé alkalmazasaval hatdroztuk meg, spektrofotometrids modszerrel. Az azonos

cisz-PHX-ot tartalmazé mintak abszorpcidjat mértiik 734 nm-en. A mérések alapjan

szamolt TEAC-értékeket a 25. abra szemlélteti.

0.3 1

I
b
1

TEAC aktivitas
=

0.0

MTX transz-PHX cisz-PHX

25. abra: A MTX, transz-PHX ¢s cisz-PHX TEAC-értékei, ABTS esszével

meghatarozva.

A PHX izomereinek TEAC-értékei kozott nem volt szignifikans kiilonbség, azonban
a MTX TEAC-értéke szignifikdnsan alacsonyabb volt a PHX mindkét izomerének
értékeinél, tehat a PHX nagyobb mértékii antioxidans hatast mutatott.
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6. Megbeszélés, kovetkeztetések

6.1. MTX-nak és fotodegradacios termékeinek HSA-nal valo

kolcsonhatasa

Mivel a MTX egy évtizedek oOta elterjedt, elsdvonalbeli reuma- és daganatellenes
gyogyszerhatoanyag, a HSA pedig talan a legfontosabb fehérje a human vérplazmaban,
igy természetesen gazdag irodalma van a MTX és HSA kolcsonhatasaval kapcsolatos
kutatasoknak (Panja és mtsai., 2018; Cheng ¢és mtsai., 2017; Coassolo és mtsai., 1980).
Azonban a HSA-nak a MTX fotodegradacios termékeivel, a 2,4-diamino-6-
formilpterinnel (DFP) ¢és a  p-amino-benzoilglutaminsavval (ABGA) valo
kolesonhatasanak vizsgalatardl nem talaltunk szakirodalmi forrést.

A fluorimetrids mérések alapjan (a Benesi-Hildebrand egyenlettel) kiszamolt kotési
allandok arra utalnak, hogy a mérések homérséklettartomanyaban mind a MTX-ot, mind
fotodegradacids termékeit stabilan koti a HSA, és a kotések erdssége csak enyhe
hémérsékletfiiggést mutat. Ez azt jelenti, hogy a vizsgdlt hémérsékleteken a
kolcsonhatasok erdssége elhanyagolhatd mértékben valtozik, ami a kalorimetris
eredményeket magas hdmérsékleten sem. Ebben a hdmérséklettartomanyban a reagensek
legalabb 99,99%-ban a HSA-hoz kotott formaban vannak jelen. Szamitasaink szerint a
HSA erdsebb masodlagos kolcsonhatast alakit ki a MTX-tal, mint fotodegradacios
termeékeivel.

Elséként vizsgaltuk a MTX-nak ¢és fotodegradacios termékeinek a HSA
hédenaturacigjara gyakorolt hatasat. A fehérjék stabilitisa (denaturicidja és
renaturacidja) tobb betegségben is kulcsszerepet jatszik (pl. Parkinson-, Alzheimer-,
Huntington-kor), ezért intenziven kutatott teriilet (Istikhar és mtsai, 2016).

A kalorimetrids mérések sordn kapott termogramokon minden esetben (a mintdk
Osszetételétdl és a felfiitési sebességtdl fliggetleniil) két csucs volt lathatd. A HSA 11-es
¢s Ill-as doménjeinek stabilitdsa nagyon hasonld, ezek a domének felelnek a fehérje
legfébb feladatainak ellatasaért (pl. szubsztratok kotéséért). Az l-es domén azonban
elsésorban a fehérje stabilitasaért felelds, ezért 1ényegesen stabilabb, mint a masik két
domén (Kamal és mtsai., 2004). Igy valésziniileg a termogramok 1. csticsa a II-es és I1I-

jelzi. Szakirodalmi adatok alapjan a MTX kotéhelye a IIA aldoménen van (Panja és

52



mtsai., 2018), ezért az adatok kiértékelése soran a termogramok 1. csucsat vettikk
figyelembe.

A felfiitési sebesség ndvelésének hatdsara minden minta esetében nott a HSA
fotodegradacios termékeinek hatdsa nem volt ilyen egyértelmii. Az 1. cstcshoz tartozo
Tmax értékek MTX jelenlétében ndttek, DFP és ABGA jelenlétében csokkentek a csak
HSA-t tartalmaz6 mintdkhoz képest. A Kissinger-fliggvények abrazolasakor az
egyenesek jol illeszkedtek az adatpontokra (R2>0,900), igy arra kovetkeztettiink, hogy
(mivel a HSA denaturacidja elsdrendii kinetika szerint jatszodik le) a Kissinger-modszer
megfeleld az aktivalasi energia (Ea) meghatarozasahoz.

Szamitasaink alapjan a MTX is jelentésen noveli az Ea-t, azonban a MTX
fotodegradacios termékei tobb mint kétszeresére novelték a vizsgalt paraméter értékét.
Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy ezek a vegyiiletek ndvelik a HSA stabilitasat.
A denaturalodott fehérjék gyulladasos mediatorként viselkednek, igy a fehérjestabilizalo
hatast vegyliletek sokszor gyulladdscsokkentd hatassal is birnak (Khan és mtsai., 2015),
példaul a nemszteroid gyulladdscsokkentd hatdanyagokkal kapcsolatban is leirtak a
fehérjestabilizal6 hatast (Saso ¢és mtsai.,, 2001). A MTX is gyulladascsokkentd
(reumaellenes) hatéanyag, igy azt feltételezziik, hogy hatasanak kifejtésében a szamos,

eddig felderitett mechanizmus mellett a fehérjestabilizalas is szerepet jatszhat.
6.2. MTX és PHX kolcsonhatasai kavitand szarmazékokkal

A szakirodalomban szdmos olyan forrast talalhatunk, melyben leirtdk a MTX
kolcsonhatasat  kiilonbozé  makrociklusos  befogadd  molekulaval,  példaul
ciklodextrinekkel (Bourkaib és mtsai., 2013; Pattarino és mtsai., 2005; Aykag és mtsai.,
2012), kukurbiturilokkal (Chang és mtsai., 2017) és kalixarénekkel (Shalaeva és mtsai.,
2018). Azonban nem talaltunk utalast arra, hogy MTX ¢és rezorcinarén kavitand
kolcsonhatéasat illetden torténtek volna vizsgalatok, annak ellenére, hogy a kavitandok (a
kalixarénekhez hasonldan) eldnydsebbek a MTX-tal vald kodlcsonhatas szempontjabol a
ciklodextrineknél és kukurbituriloknal. Ennek oka a kavitandok ¢és kalixarének iiregében
levé aromas molekularész, mely a MTX molekuldjaval n-n és CH-n kdlcsonhatasba is
képes 1épni (Shalaeva és mtsai., 2018). Ezért vizsgaltuk meg a MTX kolcsonhatasat egy
kavitandszarmazékkal, a TAC-dal.
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A mintdk emisszids intenzitdsa az emelked6 TAC-koncentracié hatasara novekedést
mutatott. Ennek a hatterében kétféle jelenség is allhat: egyrészt a MTX a
komplexképzddés miatt részben elveszti szolvatburkat, igy az oldészermolekulak kioltd
hatasa kevésbé érvényesiil; masrészt a befogadd molekula tiregében a MTX elveszti
rugalmassagat, szerkezete merevebb lesz.

A kotési allandok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a MTX stabil komplexeket
képez a TAC-dal. A komplexképz6dés termodinamikajanak vizsgalata soran (a van ’t
Hoff fliggvény abrazoldsakor) arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalt
hémérséklettartomanyon beliill a komplexek konformacidja a hémérséklettdl fiiggden
eltér6  lehet. Az  alacsonyabb  hOmérsékleteken az  entropiandvekedés
entalpiandvekedéssel jar, mig a magasabb hdémérsékleteken entropia- és
entalpiacsokkenés torténik. Ennek oka, hogy a vizsgalt hdémérséklettartomany
fel, igy a MTX els6sorban a befogadd molekula etiszteron-csoporttal rendelkez6 karjaival
1ép kblcsonhatasba. Ezzel szemben a magasabb hdomérsékletli régioban (303,00-313,00
K) a TAC nyitott konformacioban van, az etiszteron karok egymastol tdvol helyezkednek
el, igy a MTX és a befogadd molekula merev, aromas gytirii (a befogado molekula tirege)
kozott alakul ki kdlesonhatas.

A zért konformécio kialakuldsa soran tapasztalt entrépiandvekedés hatterében a MTX,
illetve a TAC szolvatburkanak elvesztése all, de ez energiaigényes folyamat, amit az
entalpia fedez. Emiatt a bruttd folyamatban pozitiv eldjelii entalpiavaltozast tapasztalunk.
Ugyanakkor a nyilt konformacio esetében a kavitand alapvazanak és a MTX molekulanak
merevebbé valasa jelentds entropiacsokkenést eredményez, az ugyancsak jelentds
entalpiacsokkenés pedig az egymashoz jol illeszked6 reaktansok erés kdlesonhatasanak
kovetkezménye.

A PHX viszonylag ) molekula, igy a szakirodalomban elsoként irtuk le, hogy
kolcsonhatasba 1éphet makrociklusos komplexképzd molekuldkkal. Mindkét izomerének
(transz- és cisz-PHX) interakciojat vizsgaltuk kétféle kavitandszarmazékkal, a TAC-dal
¢és a TDC-dal.

A PHX mindkét izomere stabil komplexeket alkot mindkét kavitanddal, azonban a
kolcsonhatasok termodinamikai paraméterei miatt arra kovetkeztethetiink, hogy a
kiilonboz6 kavitandok a vizsgalt hdmérséklettartomanyon beliil eltérd mechanizmussal
komplexaljdk a PHX molekulat. Ennek hatterében a kavitandok szerkezete kozti

kiilonbség all.
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A TAC esetében energiabefektetés (entalpiandvekedés) sziikséges az etiszteron karok
,kinyitasdhoz”, a vendég molekula csak igy tud az aromas szerkezetli iireggel
kolcsonhatasba 1épni. Az entropiandvekedést a PHX és TAC szolvatburkdnak elvesztése
(és az ezaltal ,,felszabadulo™ oldoszermolekuldk) okozzédk. A TDC alapvaza azonban
jelentdsen kisebb funkcids csoportokkal (1,3-dikarboxilato-5-fenoxi) rendelkezik,
melyek mozgasa sokkal kisebb energiat igényel, szolvatburkdnak elvesztése pedig kisebb
entropiandvekedéssel jar. A komplexképzodés eredményeképpen merevebbé valo

befogadd és vendég molekulak mar nettd entropiacsokkenést okoznak.
6.3. MTX és PHX antioxidans tulajdonsagainak dsszehasonlitasa

Mivel a kardiovaszkularis betegségeket (CVD-ket) is szisztémas gyulladdsoknak
tekinthetjiik (ugyanugy, mint pl, a RA-t), a betegségmodositd antireumatikus
gyogyszerek kardiovaszkularis kockazatra gyakorolt hatasa az elmult évtizedben
intenziven kutatott teriiletté valt (Bartoloni és mtsai., 2018; Thanigaimani és mtsai., 2021,
Lems és mtsai., 2021). A kolhicin az elsdé olyan gyulladdscsokkentd hatéanyag, mely
miokardialis infarktus szekunder prevenciojaban hatasosnak bizonyult egy randomizalt,
kettdsvak klinikai vizsgalatban (Tardif és mtsai., 2019).

XO essz¢ alkalmazasaval, EPR spektroszkopias modszerrel hasonlitottuk Ossze a
MTX, atransz-PHX ¢és a cisz-PHX szuperoxid gyokfogo tulajdonsagait (Zimmermann és
mtsai., 2017). A PHX-nak — mivel viszonylag 4j molekula — még nem vizsgaltak hasonl6
tulajdonsagait.

Az EPR jelek amplitudéinak idében vald valtozasa alapjan kiszamoltuk a XO/HX
rendszer altal termelt szuperoxid gyokok termelédésének sebességi egyiitthatojat (K),
illetve ezen allando természetes alapu logaritmusat (In k). A szabadgyoktermelés
sebessége fontos adat, mert ha az €él6 rendszerekben ez a sebesség eléri a biologiai
gyokfogd rendszerek (pl. szuperoxid-dizmutaz, kataldz, glutation-peroxidaz)
teljesitoképességének hatarat, akkor a sejtek oxidativ stressznek vannak kitéve. Ezért a
23. abran a gorbék maximumainak értéke kevésbé fontos adat.

Eredményeink alapjan mindharom vizsgalt anyagra jellemzd, hogy minél nagyobb
koncentracioban voltak jelen a mintakban, annal nagyobb mértékben csokkentették a
gyoktermelés sebességét. Fontos megjegyezni, hogy ez a csdkkenés nem a XO gatldsanak
az eredménye, a vizsgalt anyagok nem befolyasoljak a HX oxidéaciojat (Zimmermann és

mtsai., 2017).
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A vizsgalt vegyiiletek koziil a transz-PHX minden alkalmazott koncentracioban
nagyobb mértékben csokkentette a gyoktermelés sebességét, mint a cisz-PHX vagy a
MTX. Ez az eredmény kiilondsen érdekes, ha figyelembe vessziik, hogy a citotoxikus
hatas szempontjabdl a cisz-PHX az aktiv izomer, ebben a vizsgéalatban (gyokfogo hatas
szempontjabol) mégis a transz-PHX bizonyult hatasosabbnak. A legalacsonyabb
alkalmazott koncentracio esetében a cisz-PHX hatasara nagyobb mértékben csokkent a
gyoktermelés sebessége, mint a MTX hatasara, azonban a tobbi koncentracion a MTX
hatasa kifejezettebb volt.

Az ABTS esszé esetében a harom vizsgalt vegyiilet ABTS*"-fogd tulajdonsagat
hasonlitottuk 6ssze a TEAC-értékek segitségével, és részben eltérd eredményt kaptunk a
XO esszéhez képest. A PHX mindkét izomere esetében jelentésen nagyobb TEAC-
értékeket kaptunk, mint a MTX esetében, azonban a transz- és cisz-PHX kozott nem volt
szignifikans kiilonbség.

Mindezek alapjan feltételezheté, hogy a transz-PHX kifejezettebb gyokfogo,
antioxidans hatdssal bir, mint a MTX. Ez kiilondsen azért meglepd eredmény, mert a
transz-PHX a citotoxikus hatas szempontjdbdl inaktiv izomer, antioxidans hatas

szempontjabol azonban hatasosabbnak bizonyult a MTX-nal.
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7. Osszefoglalas

Munkank soran a HSA kolecsonhatasat vizsgaltuk MTX-tal és annak fotodegradacios
termékeivel, valamint kimutattuk, hogy mindkét kolesonhatas a fehérje stabilitdsanak
novekedését okozza. Ez szerepet jatszhat a MTX reumaellenes hatdsanak kialakitasédban,
azonban tovabbi kutatasok sziikségesek ennek a felfedezésnek az alatdmasztasdhoz.

Tanulmanyoztuk a MTX ¢és PHX kavitandokkal kialakitott komplexeit, ¢és
megallapitottuk, hogy ezen komplexeknek (a hdomérséklettdl, illetve a kavitandok
funkcios csoportjaitol fliggéen) kiillonb6z6 konformacidik 1étezhetnek, melyek
kiilonb6zé termodinamikai paraméterekkel jellemezhetéek. Ezek a vizsgalatok
hozzéjarulhatnak ahhoz, hogy a jovoben a MTX-terdpia célzottabbd valjon, ami a
hatdanyag toleralhatésaganak jelentds novekedését eredményezheti.

A MTX ¢és PHX antioxiddns tulajdonsidgainak Osszehasonlitdsa sordn arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a transz-PHX jobb antioxidans, mint a MTX, annak
ellenére, hogy a MTX citotoxikus hatasa a transz-PHX-ra nem jellemzd. Ez az eredmény
indokolttd tehet a transz-PHX lehetséges antireumatikus és kardioprotektiv hatdsanak

felderitése céljabol végzett vizsgalatokat.

Az in vitro moédszertan legfontosabb korlatja, hogy az altalunk alkotott modell
rendszerekben a molekuldk nem ugyanabban a kozegben vannak, mint az ¢€l6
szervezetben, ezért természetesen a viselkedésiik sem egyezik meg teljesen az in vivo
vizsgalatokban megfigyelttel. Ennek ellenére az in vitro kutatasok fontosak, hiszen
ezeknek eredményei képezhetik a jovobeli in vivo vizsgalatok alapjat, illetve lehetdvé

teszik azok indokoltsaganak megallapitasat is.
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8. Uj megallapitasok

1. A MTX fotodegradacios termékei (DFP, ABGA) stabil kdlcsonhatést alakitanak
ki a HSA-val. Meghataroztuk a kolcsonhatas kotési allandoit.

aktivalasi energidjat, tehat stabilizaljak a fehérjét. Ez a hatds kifejezettebb a

fotodegradacios termékek esetében.

3. A MTX stabil komplexeket képez TAC-dal. A komplexek kotési allandoinak
kiilonb6zé homérsékleteken valdé meghatarozasa alapjan alacsonyabb ¢és

magasabb hémérsékleteken a komplexképzodés eltéré mechanizmussal torténik.

4. A PHX mindkét izomere stabil komplexeket képez TAC ¢és TDC
kavitandszarmazékokkal. @A  komplexek kotési allandoinak  kiilonb6z6
hémérsékleteken valdo meghatarozasa alapjan a kiilonboz6 kavitandszdrmazékok

eltéré mechanizmussal képeznek komplexeket a PHX-tal.

5. A MTX, transz-PHX ¢és cisz-PHX antioxidans tulajdonsagainak meghatarozasa

alapjan a transz-PHX kifejezettebb antioxidans hatassal rendelkezik, minta MTX.
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Effect of the photodegradation of chemotherapeutic agent methotrexate on the denaturation of human serum al-
bumin has been studied by differential scanning calorimetry and fluorimetric measurements. Photoluminescence
studies highlighted entropy driven binding of both methotrexate molecules and its degradation products to the
albumin molecules. The calorimetric measurements evaluated by the Kissinger method show elevated activation
energy in the presence of methotrexate. Similar but moderated enhancement of the activation energy was ob-
tained in the presence of the photodegradation products of methotrexate. These results highlight stabilization
of the human serum albumin by the methotrexate drug which finding may contribute to fine tuning of metho-
trexate applications in therapy.

© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

1. Introduction

Methotrexate (4-amino-10-methylfolic acid, MTX) is a dihydrofolate
reductase (DHFR) inhibitor. It is widely used as chemotherapeutic drug
in rheumatoid arthritis (RA), psoriasis and some sorts of leukaemia. It de-
creases the concentration of tetrahydrofolate (THF) in the cells by the in-
hibition of DHFR, therefore it reduces the purine nucleotide and DNA
synthesis [1]. Other mechanisms of action were also mentioned in the lit-
erature, including reduction of antigen-dependent T-cell proliferation,
promotion of adenosine release and suppression of transmethylation re-
action [2,3].

MTX is a relatively well-known molecule and is a first-line
antirheumatic drug because of its efficacy and safety [4]. It is as potent
as new biological immunmodifier agents and low-dose MTX has mild
and self-limited adverse effects [5]. To reduce these adverse effects it
is commonly used in combination either with small-molecule drugs or
new biological agents [6].

* Corresponding author at: Institute of Organic and Medicinal Chemistry, Medical
School, University of Pécs, Szigeti 12, H-7624 Pécs, Hungary.
E-mail addresses: preisz.zsolt@pte.hu (Z. Preisz), sandor.kunsagi-mate@aok.pte.hu
(S. Kunsagi-Maté).

https://doi.org/10.1016/j.saa.2020.118905

MTX is a photosensitive drug, UV-light exposure causes photodisso-
ciation of the molecule. Pascu et al. described the modifications in the
absorption and fluorescence characteristics of MTX solution caused by
UV-light (Fig. 1.) [7,8]. Hsu et al. observed several pathways of the
self-sensitized photodegradation of MTX under simulated solar irradia-
tion [9].

Human serum albumin (HSA) is a protein that is synthesized in the
liver and its normal serum concentration is 3.5 g/dL to 5 g/dL, so it is the
most abundant human serum protein [10]. It plays important role both
as transport and depot molecule, because many endogenous (e.g. biliru-
bin) and exogenous molecules (e.g. drug molecules) can bind to one or
more of its several binding sites. Interaction with albumin has a big im-
pact on the pharmacokinetics of many therapeutic agents, it can in-
crease solubility and decrease toxicity. Distribution and elimination
can also be regulated through binding to albumin [11].

MTX also binds to HSA, its primary binding site is on subdomain IIA
and its secondary binding site is on subdomain IIIA [12]. MTX-HSA inter-
action has been studied from many aspects and with many analytical
methods in the past thirty years [12,13]. The conformational change of
HSA through this interaction was described, and the competition on
the binding sites between MTX and other drug molecules was also in-
vestigated earlier [14,15].

1386-1425/© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Fig. 1. The photodissociation of methotrexate according to Pascu et al. [7].

However, the effect of photodegradation of MTX on the denaturation
of HSA was not completely revealed yet. The stability (denaturation and
renaturation) of proteins plays an important role in some human dis-
eases (e.g. Alzheimer's, Parkinson's and Huntington's disease), therefore
it is an intensively researched field [16-18]. In this work the denatur-
ation of HSA has been studied in the presence of MTX and its photodis-
sociation products by measuring the thermodynamic and kinetic
parameters (enthalpy and entropy changes and the activation energy)
associated to the conformation change of HSA during denaturation tran-
sition. Microcalorimetry measurements were applied to determine the
thermodynamic parameters and the photodegradation of MTX was
followed by photoluminescence and UV/Vis spectroscopy.

2. Materials and methods

Methotrexate (MTX) and Human serum albumin (HSA) were ob-
tained from Sigma-Aldrich. All other chemicals (analytical grade) were
purchased from VWR International Ltd. The applied solvent was
phosphate-buffered saline (PBS), composed by NaCl (137 mmol/L),
KCl (2.7 mmol/L), NaH,PO,4 (8 mmol/L), and K,HPO,4 (1.5 mmol/L) dis-
solved in ultraclean water (Adrona, conductivity <0.1 pS/cm). PBS was
adjusted to pH 7.4 with NaOH.

1 mM stock solutions of MTX was prepared in PBS, then stored at
4 °C and protected against light. For the fluorescence and microcalori-
metric measurements 4.5 x 10~4 M MTX and HSA solutions were used.

Fluorimetric measurements were performed with a Fluorolog T3
spectrofluorimeter (Jobin-Yvon/SPEX) either to follow the progress of
the reaction or also to reach the complete degradation of MTX. Fluores-
cence spectra were recorded using 302 nm excitation wavelength.
351 nm and 458 nm emission peaks were used for data evaluation.

To determine the thermodynamic parameters associated to the
binding of MTX and photodegraded MTX onto the HSA the temperature
dependence of binding constants was measured. Accordingly, samples
with different concentrations of MTX (0-450 pM) and with constant
concentration of HSA (1 pM) were prepared and measured using
371 nm excitation wavelength at temperatures 288 K, 293 K, 298 K,
303 K, 308 K.

Microcalorimetric measurements were carried out employing a
microSC (Setaram Instrumentation) microcalorimeter. Data were
evaluated with Calisto Thermal Analysis Software (Setaram
Instrumentation). PBS as reference and the sample were loaded
into the appropriate (sample and reference) cells (volume =
0.500 mL), respectively. Samples were scanned at 0.5-1.2 K/min be-
tween 293 K and 373 K.

3. Calculation

Molecular weight of 66.437 kDa for HSA was used during the evalu-
ation of data recorded.
Activation energies (E,) were calculated by the Kissinger method

[19,20], where the slope of the line fitted to the measured In (Rf; )

data (where H;, is the heating rate in K/s, R is the gas constant and Ty;qx
is the denaturation temperature) plotted against 1/T,,q is equal to E,/
R. The activation energy associated to the transition of the HSA can
then be expressed as follows:

H, E, R-A
In r :—< a >+ 1n<—>;E = Reslope.
<er,m> RT E, ) e = Rslop (

Mention here, that the Kissinger's equation above (Eq.(1).) has the
following limitations: it is assumed that both the frequency factor A
and the activation energy E, are constant in the temperature range of
the experiments, and the reaction follows the first order kinetics.

The stability constant (K) of HSA-MTX and HSA-photodegraded
MTX was calculated at several temperatures with the application of
the Benesi-Hildebrand equation:

—
—

1 1 1 3
=l ~ [MIX][HSA[K * [MTX] )

where I is the intensity of the sample containing HSA and MTX or
photodegraded MTX, and Iy is the fluorescence intensity of HSA solution
in the absence of other reactants.

Thermodynamic parameters, AH (enthalpy change) and AS (en-
tropy change) have been determined by the van ‘t Hoff equation: the
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In K values determined above by the Benesi-Hildebrand method were
then plotted against the reciprocal temperatures (1/K) and the AH and
AS have been calculated from the slope and the intercept of the line
fitted to the experimental values:

AG AH AS
-—T+ T o)

InK=—pr="Rr TR

where AG is the Gibbs free energy change.
4. Results

To determine the effect of photodegradation of MTX on the denatur-
ation of HSA the following steps been performed:

i) preparing the photodegradation products by illuminating the
MTX solutions, following the reactions and recording the spec-
troscopic properties of the products

ii) determining the binding efficiency of the MTX and its photodis-
sociation products to the HSA

iii) evaluating the transition thermodynamics and kinetics of the
HSA unfolding.

The ii) step is necessary to analyze how the possible different bind-
ing properties of MTX and its photodissociation products towards the
HSA affect the transition thermodynamics and kinetics examined in
step iii).

4.1. Photodegradation of methotrexate

Due to the aim of our work to compare the effect of MTX and its pho-
todissociation products on the unfolding of HSA, the photodissociation
of MTX was performed first. Excitation at 302 nm and at 298 K was ap-
plied and the dissociation reaction was followed and the completeness
confirmed by photoluminescence measurements. Fig. 2. summarizes
the results and highlights that the reaction with the given setup was
completed after about 4000 min.

4.2. Binding thermodynamics of MTX and its photodegradation products
on HSA

Fluorimetric measurements were performed to investigate the tem-
perature dependence of the interaction of MTX and photodegraded
MTX with HSA, samples with different concentrations of MTX and the
products of the photodegradation of MTX (0, 50, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450 uM) with constant concentration of HSA (1 uM)
were prepared and measured. Emission spectra were recorded under
excitation at 371 nm wavelength applying temperatures of 288 K,
293 K, 298 K, 303 K, 308 K. 455 nm emission peak was then used for
data evaluation (Fig. 3.). In the absence of MTX and at low MTX concen-
trations a peak is observable at 425 nm in Fig. 3A that disappears at
higher MTX concentrations. Presumably, it is the fluorescence signal of
HSA that is quenched during the complex formation.

After determining the enthalpy and entropy changes by the van 't
Hoff equation (Eq. (4)), the free enthalpy changes were also
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Fig. 2. Fluorescence spectra of MTX solution after excited at 302 nm (A) and the emmision intensity of the peak at 458 nm plotted against the reaction time (B).
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Comparison of the decimal logarithms of the association constants of the complexation be-
tween MTX and HSA, and the photodegradation products of MTX and HSA.

Temperature (K) MTX-HSA Photodegraded MTX-HSA
logK logk

288 3.91 + 0.63 3.74 + 0.49

293 4.01 £ 0.52 3.74 + 041

298 4.03 £ 0.75 3.72 £ 035

303 4.02 £+ 0.51 3.65 + 0.40

308 418 + 0.16 3.59 + 0.38

calculated for room temperature and for the temperature of the ther-
mal denaturation of HSA. The results are summarized in Table 1,
Table 2 and Fig. 4.

Results reflect the weak temperature dependence of binding con-
stants for both the MTX and its photodissociated products to the HSA.
This property highlights that low enthalpy changes are associated to
the binding process. Instead, the considerable negative Gibbs free en-
ergy changes are due to the entropy enhancement during the binding
process, which can be described by the dehydration of the species
interacted prior the molecular association.

Quantitatively, binding constants and the thermodynamic parame-
ters reflects that within the range of the DSC measurements (288 K-
353 K) more than 99.99% of the MTX and its photodegradation products
are bound to HSA. It means that although this binding is a weak interac-
tion, we can consider that the concentration of HSA-MTX or HSA-DFP,
ABGA remains constant by elevating the temperature during the DSC
measurements. Therefore, the dissociation of MTX from HSA can be
neglected and this property confirms that the results of the DSC mea-
surements have not been affected by the dissociation of the HSA-drug
complexes.

Table 2
Comparison of the free enthalpy changes of the complex formation between MTX and
HSA, and the photodegradation products of MTX and HSA.

Temperature (K) MTX-HSA Photodegraded MTX-HSA
AG (kJ/mol) AG (kJ/mol)

288 —21.532 —30.512

353 —31.638 —34.474

10.0 T
+—__T — ]
w| —t+—+—t—3
M 6.0
g

404 = HSA +MTX (R*=0.868)
¥=-2795.71x + 18.70

204 = HSA+DFP+ABGA (R*=0.817)

y=1558.15x + 3.26

0.0 :

5 T
0.0032 0.0033

1T (1/K)

T
0.0034

1
0.0035

Fig. 4. Van 't Hoff plot of the binding constants associated to the MTX-HSA and

photodegraded MTX-HSA interactions.
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Fig. 5. The subtracted baseline and separated peaks of a termogram of the thermal
denaturation of 450 uM HSA in the presence of 450 uM MTX.

4.3. DSC measurements

DSC curves associated to the unfolding of HSA were recorded with
different scan rates (0.5, 0.8, 1 and 1.2 K/min) in the absence and in
the presence of MTX and its photodissociation products DFP and
ABGA. Applying the Kissinger's method, the thermodynamic (enthalpy
AH and entropy AS change) and kinetic (activation energy E,) parame-
ters associated to the thermal denaturation of HSA were determined.
Two denaturation peaks were observed in all curves (Fig. 5.). The first
peak was investigated in all cases. Fig. 6. depicts the Kissinger plots of
the unfolding of HSA in the absence and in the presence of MTX and
in the presence of DFP and ABGA. Kamal et al. [21] investigated the sta-
bility of the different domains of HSA and proposed that domains I and
Il have nearly the same stability and are responsible for protein func-
tions (e.g. substrate binding), and the least active and most stable do-
main I contributes to protein stability. We suggest that the first peak
of the termogram of the thermal denaturation of HSA represents the
unfolding of domains II and III and the second peak represents the
unfolding of domain I. This is also confirmed by the insignificant
changes in the second peak in the presence of MTX, because the two
binding sites of MTX are on domains IIA and IIIA. Mention here that
presence of fatty acids enhances both peaks in DSC curves [22].
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Fig. 6. Kissinger's plots of the kinetic parameters of samples containing HSA (dotted line),
HSA + MTX (dashed line) and HSA + DFP-ABGA (solid line).
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Table 3
Activation energies associated with the unfolding of HSA in the investigated samples.

Activation energy (kJ/mol)

450 pM HSA 400.81
450 pM HSA + 450 pM MTX 505.05
450 uM HSA + 450 uM DFP-ABGA 841.71

Table 3 summarizes the activation energies of HSA unfolding in the
samples. The activation energy increases significantly in the presence
of MTX and doubles in the presence of DFP and ABGA, indicating that
the unfolding reaction of HSA is kinetically strongly affected by MTX
and by its photodegradation products.

5. Conclusions

In this study, the thermal denaturation of HSA was investigated in
the absence and presence of MTX and in the presence of the
photodegradation products of MTX (DFP and ABGA). Thermodynamics
of the complexation reaction of HSA with MTX, and also of HSA with
photodegraded MTX was investigated and the results displayed a
weak temperature dependence.

MTX was found to increase the activation energy of the thermal de-
naturation of HSA. This effect is even more pronounced for DFP and
ABGA, the binding of which more than doubles the activation energy
of protein denaturation. We can therefore conclude that MTX and its
photodegradation products enhance the stability of the albumin and de-
crease its denaturation in the pharmacologically important range of
temperature. Denatured proteins are considered as inflammatory medi-
ators, so the inhibition of protein denaturation can cause anti-
inflammatory effect. This effect can also belong to the many presumed
mechanisms of action of MTX.
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Abstract: The interactions of two conformers of newly synthesized photoswitchable azobenzene
analogue of methotrexate, called Phototrexate, with two cavitand derivatives, have been investigated
in dimethyl sulfoxide medium. Photoluminescence methods have been applied to determine the
complex stabilities and the related enthalpy and entropy changes associated to the complex formation
around room temperature. Results show opposite temperature dependence of complex stabilities.
The structure of the upper rims of the host molecules and the reordered solvent structure were
identified as the background of the opposite tendencies of temperature dependence at molecular
level. These results can support the therapeutic application of the photoswitchable phototrexate,
because the formation of inclusion complexes is a promising method to regulate the pharmacokinetics
of drug molecules.

Keywords: Phototrexate; cavitand; chemotherapy; inclusion complex; thermodynamics; fluorescence

1. Introduction

Cancer is among the leading causes of death worldwide. Before the 1940s, only
surgical therapy existed to treat cancer. It was demonstrated for the first time in 1942
that chemotherapy can induce tumor regression [1]. In the late 1940s, it was found that
antimetabolites that inhibit the function of folate-requiring enzymes can induce remission
in children with acute lymphoblastic leukaemia. These antimetabolites are the inhibitors of
the enzyme dihydrofolate reductase (DHFR) and cause decreasing thymidylate synthesis
which ultimately inhibits DNA synthesis [1].

Methotrexate (4-amino-10-methylfolic acid, MTX, Figure 1) is the most important an-
timetabolite chemotherapeutic agent, it is primarily used in acute lymphoblastic leukaemia,
in certain lymphomas, osteosarcoma and choriocarcinoma [1]. In the 1980s, it was discov-
ered that, at low doses, MTX has “steroid-like” anti-inflammatory and immunosuppressant
effects and, in 1985, it was clinically demonstrated to be a potent and effective treatment in
psoriatic arthritis and rheumatoid arthritis, so, nowadays, it is a first line drug for these
autoimmune diseases [2].

However, MTX and other chemotherapeutic agents can cause several adverse effects,
because they affect every fast dividing cell of the body. Some toxicities are unrelated to
folate antagonism and cannot be prevented by folate supplementation. These include
nodulosis, hepatic fibrosis, pulmonary fibrosis, lethargy, fatigue, and renal insufficiency [3].
Association has been found between MTX use and increased risk for melanoma, lung
cancer and non-Hodgkin lymphoma [4].

Alternative strategies to overcome low therapeutic indices, nonspecific targeting, and
the off target toxicity of chemotherapeutics have emerged over the last years [5,6]. One
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interesting and recent research field is photopharmacology. The principle of photophar-
macology is the introduction of a photoswitchable unit into the molecular structure of a
bioactive compound itself [7]. One major advantage of photopharmacological agents is
that their activation is reversible, which may lead to a significant reduction in adverse
drug reactions [8]. In general, this strategy uses molecules that can be efficiently excited
to the more active form and spontaneously reisomerize to the less active isomer. The
biological functions of photopharmacological molecules can be controlled with synthetic
photoswitches. Photoswitches are chromophores that can be reversibly isomerized when
exposed to light. Azobenzene is the most widely used photoswitch in biological applica-
tions because of the ease of synthesis and functionalization, fast photoisomerization, and
low rate of photobleaching [9,10].

Q GOOH
)I r\ /Ej\ /W\COOH
&y A
Methotrexate
NH,
z N
(o} (;OOH N l N
UVA light A >
NH; ”/\L i HNT N
NZ N\\N COOH
- | Blue or H
N SN white light N~ 0

trans-Phototrexate HOOC /\/‘ ' COOH

cis-Phototrexate

Figure 1. (A) Chemical structures of Methotrexate (MTX), trans-Phototrexate (trans-PHX) and cis-
Phototrexate (cis-PHX) and the reversible isomerization of PHX [11]. (B) The 3D structure of the two
isomers of the PHX: trans-PHX (left) and cis-PHX (right).

Phototrexate (PHX, Figure 1) is a photoswitchable azobenzene analogue of MTX that
has been synthesized and described by Matera et al. [11] and by Mashita et al. [12]. PHX
contains a diazene stereogenic unit and its pharmacological activity is higher in its cis state
than in the thermodynamically more stable trans state. It can be effectively isomerized from
trans to cis with UVA light and isomerized back from cis to trans with blue or white light
(Figure 1). This transition is reversible and can be repeated several times. The antineoplastic
effect (and, also, the adverse effects caused by the cytotoxic activity) appears only in light
exposed regions and decreases in dark regions [11]. Target tissues might be those that
can be exposed to UV illumination, primarily the skin, the digestive, respiratory and
reproductive tracts.

Calixarenes are cyclic oligomer molecules that consist of phenolic units that are
condensated in the presence of an aldehyde and linked to each other, typically through
a methylene bridge, in an acidic environment [13,14]. They are widely used as host
molecules in supramolecular chemistry, separation science and catalysis. They also have
pharmaceutical applications as host molecules [14]. Substituents appended to the phenolic
rings (upper or lower rim) can greatly influence the physical and chemical properties of
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these molecules, but numerous derivatives have been synthesized that have functional
groups on the periphery of the molecule, too [15]. Promising results have been described
in the literature about calixarenes that have heterocyclic substituents on the periphery, they
can be used as selective extractants for amino acids [16], chiral recognition agents [17]
or chelators that trap metals [18]. Calix[4]arene-based P-ligands were used in rhodium-
catalyzed hydroformylation [19]. Inserting additional methylene bridges between the
phenolic oxygen atoms on adjacent aromatic rings, the structure is called a cavitand.

No study has been found in the literature that describes the host-guest complex
formation or any weak molecular interaction of PHX, so cavitand-PHX interactions are an
entirely unrevealed research field. Therefore, in this work, the thermodynamic parameters
of the interaction of PHX with tetrakis(androst-4-en-3-one-17x-ethinyl)-cavitand (TAC)
and tetrakis(3,5-dicarboxylatophenoxy)-cavitand (TDC) (Figure 2) were studied. TAC
was synthesized as previously described [20]. The synthesis of TDC is based on the
Williamson-type ether synthesis, reacting tetrabromo-cavitand [21,22] with dimethyl 5-
hydroxyisophthalate, followed by the hydrolysis of the ester functionalities. Fluorimetric
measurements were applied to determine the thermodynamic parameters of the PHX-
cavitand complex formation reaction.

Figure 2. Chemical structures of the macrocyclic host molecules TAC (A) and TDC (B) (8-H, 9-H and 13-H of the steroidal
skeleton are omitted for clarity).

2. Results
2.1. Determination of the Association Constants

To investigate the interaction of cis-PHX with the cavitand derivatives (TAC and TDC),
the complete isomerization of the thermodynamically more stable trans-PHX has to be
reached. To this purpose, UV light exposure (A = 366 nm) was used, as in our previous
work [23].

The absorption spectra of the isomers of PHX and the cavitand derivatives were
registered (Figure 3). The absorption maxima of cis- and trans-PHX were at around 370 nm,
while TDC and TAC showed significantly lower absorption values at this wavelength.
Accordingly, applying a 366 nm excitation wavelength, the emission spectra of PHX
were recorded.
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Figure 3. Absorption spectra of trans-PHX, cis-PHX, TAC and TDC at 50 uM concentration.

The fluorescence spectra of cis- and trans-PHX show increased emission upon in-
creased concentration of TAC or TDC (Figure 4). The changes induced in the spectra of
PHX suggest interactions between the investigated molecules. Samples with different con-
centrations of the cavitand derivates (0-450 uM) and with constant concentration of trans-
and cis-PHX (50 uM) were prepared and measured using a 366 nm excitation wavelength
at 293 K, 298 K, 303 K and 308 K temperatures.
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Figure 4. Fluorescence emission spectra of trans-PHX (A,B) and cis-PHX (C,D) (50 uM) in the absence and presence of TAC
(A,C) and TDC (B,D) (0-450 uM) (Aexc = 366 nm). The figure depicts the measurements that were carried out at 293 K.
Arrows indicate increasing cavitand concentrations. Colors only support the clarity.
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The stability constants of the trans-PHX-TAC, trans-PHX-TDC, cis-PHX-TAC and cis-
PHX-TDC have been determined using the Benesi-Hildebrand method. To determine the
thermodynamic parameters, the stability constants have been calculated at temperatures
293 K, 298 K, 303 K and 308 K. In all cases, the intensity values obtained at 490 nm have
been used to evaluate the data. Table 1 summarizes the results. The determined stability
constants were then used to calculate the thermodynamic parameters (AH, AS, and AG) of
the interactions (Table 2).

Table 1. Stability constants of the investigated interactions determined at different temperatures.

Temperature (K) log K
trans-PHX-TAC  trans-PHX-TDC cis-PHX-TAC cis-PHX-TDC
293 3.55 +0.19 3.05 £0.15 2.07 £0.17 3.08 £ 0.25
298 3.62 £0.21 2.95+0.19 240 +0.21 3.03 +0.21
303 3.89 £0.18 2.88 £0.17 2.78 £0.22 2.90 +0.22
308 4.01 £0.20 2.73 £0.16 3.01 £0.20 2.88 £0.18

Table 2. Thermodynamic parameters of the complex formation between the cavitands and the
isomers of PHX. AG values have been determined for 298 K.

AH (kJ-mol—1) AS (J-K-1-mol-1) AG (kJ-mol—1)

trans-PHX-TAC 57.30 + 2.84 262.97 £ 11.36 —21.10 = 4.03
trans-PHX-TDC —35.97 £ 3.69 —64.10 + 10.43 —16.85 +3.21
cis-PHX-TAC 109.65 4+ 6.93 414.12 £ 17.51 —13.83 +3.35
cis-PHX-TDC —24.88 £+ 3.20 —2594 +£4.72 —17.15 £+ 3.62

The Van ‘t Hoff plots of the investigated interactions have been created by plotting
the logarithms of the stability constants against the reciprocal temperatures (Figure 5). It
can be observed that the thermodynamic parameters of the complex formation of the two
cavitand derivates differ significantly.
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Figure 5. Van 't Hoff plots of the complex formation of trans-PHX and TAC (A), trans-PHX and TDC (B),
cis-PHX and TAC (C) and cis-PHX and TDC (D).
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These results imply different complex formation mechanisms for the different cavitand
derivates (TAC and TDC). In the presence of TAC, entropy gain is associated with enthalpy
gain, while in the samples containing TDC, entropy loss is associated with enthalpy loss.

2.2. Modelling Studies

The calculations, performed to determine the thermodynamic parameters associated
with the complex formation of PHX with TAC and TDC molecules, used the explicit solvent
model, therefore, motions of solvent molecules were also considered. Table 3 summarizes
these results and Figure 6 represents the conformations of the most stable complexes. The
agreement of the calculated thermodynamic values and the results of the experiments
support the appropriateness of the applied model. Considering the conformations and the
accurately determined translation-rotation-vibration terms of the entropy, the translational
entropy of the solvent molecules is found to be up to 85 percent responsible for the total
entropy gain during formation of PHX-TAC complexes. The contribution of the translational
entropy remains high in the case of the formation of PHX-TDC complexes; the decreased
vibrational entropy of the dicarboxylatophenoxy moieties reduces the entropy gain.

Table 3. Thermodynamic parameters of the complex formation between the cavitands and the
isomers of PHX determined at AM1 level applying the TIP3P solvation model. AG values have been
calculated for 298 K.

AH (kJ-mol-1) AS (J-K-1-mol-1) AG (kJ-mol-1)
trans-PHX-TAC 4213 210.99 —20.89
trans-PHX-TDC —33.63 —58.13 —16.29
cis-PHX-TAC 101.11 392.09 —15.79
cis-PHX-TDC —23.54 —2293 —16.70

Figure 6. The 3D structures of the complexes of trans-PHX with TAC (A), trans-PHX with TDC (B),
cis-PHX with TAC (C) and cis-PHX with TDC (D) calculated at AM1 level using the TIP3P solvation
model. Solvent molecules are omitted due to the clarity.
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3. Discussion

The thermodynamics of the interaction of TAC and TDC molecules with the two iso-
mers of PHX confirm the formation of stable host-guest complexes within the temperature
range between 293 K and 308 K in a dimethyl sulfoxide medium. However, the enthalpy
and entropy changes associated with the molecular interaction of PHX with TAC and
TDC suggest entirely different mechanisms at molecular level. Modelling studies draw
attention to the importance of the reorganization and destruction of the solvation shell
upon the molecular association, and of the structural properties of the host molecules as
well. Accordingly, both the TAC and TDC molecules possess two rims, which are poten-
tially able to bind to the guest molecules: the core skeleton of the cavitands can include
guests of an appropriate size, and the functionalized upper rims can also be bound to the
guests. In the case of TAC, the large androst-4-en-3-one-17 -ethinyl functions block the
entrance of the cavitand cavity prior the interaction with the PHX. This property causes
the energy cost of the opening procedure during the interaction, and it results in the posi-
tive enthalpy change. As a parallel effect, the removal of the solvent molecules from the
solvation shell of the steroidal moieties also costs energy, thereby further increasing the
enthalpy change, while the increased freedom of the guest molecules after the leaving of
the solvation shell causes the large entropy gain and results in the positive entropy changes
of the association process. Modelling studies highlight that about 85 percent of the entropy
gain originated from the increased translational freedom of the solvent molecules. This
property is more pronounced in the case of cis-PHX-TAC complexes. The positive enthalpy
and entropy changes, finally, support the formation of stable PHX-TAC complexes, but,
considering that the temperature dependence is determined by the enthalpy changes, the
stability of the complexes with TAC host increases at higher temperature. In contrast, the
interactions of the cis- and trans-PHX with the TDC molecules are associated with negative
enthalpy and entropy changes. This is probably due to the smaller reorganization energies
of the 1,3-dicarboxylato-5-phenoxy moieties located at the upper rim of the TDC molecule
and also due to the fact that the destruction of the smaller sized solvation shell of the
1,3-dicarboxylato-5-phenoxy arms result less free dimethyl sulfoxide molecules upon the
interaction with the PHX guests. It is to be mentioned here, that in this case the increased
translational entropy of the solvent molecules cannot overcompensate the reduced en-
tropy of the aforementioned dicarboxylatophenoxy moieties, which is originated from the
reduced vibrational freedom of these arms upon complex formation.

Considering the two significantly different complex formation procedures, we can
conclude that the opposite temperature dependence of the complex stabilities associated
to the formation of PHX-TAC and PHX-TDC complexes is originated from the different
functional groups located at the upper rim of the host molecules. Furthermore, the fact
that the increased freedom of the solvent molecules can be determinant in the association
process is also because dimethylsulfoxide, as a nonprotic solvent, does not form clusters
after leaving the solvation shell. Therefore, there is no such process that could decrease the
entropy gain.

4. Materials and Methods
4.1. Synthesis of Tetrakis(3,5-dicarboxylatophenoxy)-cavitand (TDC, 3)

Dimethyl 5-hydroxyisophthalate (2.10 g, 10 mmol) and K,COs3 (2.07 g, 15 mmol) were
dissolved in 50 mL of DMSO in a 100 mL round bottom flask under argon. The mixture
was equipped with a magnetic stirrer and stirred for one hour at room temperature.
Subsequently, Tetrabromocavitand 1 [22,23] (964.3 mg, 1.0 mmol) was added to the reaction
mixture, the flask was stirred at 80 °C for 18 h under argon atmosphere. The mixture
was cooled to room temperature and poured into 250 mL of 2% hydrochloric acid. The
precipitate was filtered through a glass filter and washed with ice cold water and small
portion of n-hexane, and dried under vacuum at 80 °C. Yield: 1.28 g/84%. The resulting
product (Cavitand 2) was immediately transferred into the following ester hydrolysis
(Figure 7.).
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Figure 7. Schematic synthesis of TDC (3).

Cavitand 2 (764.8 mg, 0.5 mmol) was dissolved in 20 mL of THF in a 100 mL round
bottom flask, then 3 mL of Claisen’s alkali (prepared by dissolving 350 g of KOH in 250 cm?3
of water, cooling and diluting to 1 L with MeOH) was added to the reaction mixture.
The reaction mixture was refluxed at 70 °C for 18 h. The mixture was cooled to room
temperature and the solution was acidified with 2 M hydrochloric acid. The precipitate
was filtered through a glass filter and washed with ice cold water and small portion of
n-hexane, and dried under vacuum at 80 °C. White powder (623.6 mg, 88%) was obtained
(TDC, 3). Melting point: >260 °C, $H (500.1 MHz, DMSO-d6): 1.89 (d, ] = 7.4 Hz, 12H,
CH3CH), 4.48 (d, ] = 7.6 Hz, 4H, inner OCH,0), 4.85-4.94 (m, 12H, ArCH,O overlapping
signals with CH3CH), 5.92 (d, | = 7.6 Hz, 4H, outer OCH;0), 7.03 (t, ] = 7.5 Hz, 4H, Ar-H),
7.28 (dd, ] =7.6 Hz, 1.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.49 (t, ] = 7.5 Hz, 4H, Ar-H), 7.59 (dd, | = 7.6 Hz,
1.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.89 (s, 4H, Ar-H), 10.62 (brs, 4H, COOH), 12.51 (brs, 4H, COOH), 5C
(125.1 MHz, DMSO-d6): 16.4, 30.6, 61.4, 100.0, 119.8, 122.7, 123.0, 125.4, 133.1, 139.6, 153.7,
159.1, 167.3.

4.2. Synthesis of PHX

Trans-Phototrexate (trans-PHX) was synthesized in our institute. During the synthesis,
we followed the procedure of Matera et al. [11], as shown in Figure 8. Briefly, 4 quinazoline-
2,4,6-triamine was conjugated to 5 (S)-diethyl 2-(4-nitrosobenzamido)-pentanedioate to
offer compound 6. The latter was hydrolysed in mixture of sodium hydroxide and ethanol

to yield PHX.
0O COft
NH, O COEt NH, u . HE
NH; 2 OEt AcOH Ny
N N N7~ N
)I\/‘D/ . /©)(H/\/\n/ /”\ ki
P (o]
HN” N ON HNT N
6
4 5
\ 1M NaOH/EtOH

0 CcoH

OH
H/\/\n/
|
P
H,N N

Phototrexate
(L2855)

Figure 8. Schematic synthesis of PHX.

After chromatographic purification, the physicochemical data of PHX was in agree-
ment with that of earlier published data. HRMS (ESI): m/z [M+H]" calculated for
C30H30N705+I 438.1520,‘ found: 438.1520 (Figure 9).
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Figure 9. HRMS spectrum of PHX.

4.3. Other Chemicals and Instruments

The applied solvent was dimethyl sulfoxide (DMSO) purchased from Merck (Darm-
stadt, Germany).

Fluorimetric measurements were performed with a Fluorolog 13 spectrofluorome-
ter (Jobin-Yvon/SPEX, Longjumeau, France). Fluorescence spectra were recorded using
366 nm excitation wavelength. The emission values obtained at 490 nm were used for data
evaluation. For data collection, photon counting method with 0.1 s integration time was
used and 2 nm bandwidths set and quartz cuvettes with 1.0 cm thickness were applied.

The temperature dependence of binding constants was measured to determine the
thermodynamic parameters associated to the binding of trans-PHX and cis-PHX to the
cavitand derivatives (TAC and TDC). Accordingly, samples with different concentrations
of the cavitand derivates (0—450 uM), and with constant concentration of trans- and cis-PHX
(50 uM), were prepared and measured using 366 nm excitation wavelength at 293 K, 298 K,
303 K and 308 K temperatures.

The thermodynamically stable but pharmacologically inactive trans-PHX was isomer-
ized with the application of UV-light (A = 366 nm) provided by a Fluotest lamp (Original
Hanau, Hanau, Germany). To ensure the complete isomerization, UV-vis spectra were
recorded by a Specord Plus 210 spectrophotometer (Analytik Jena, Jena, Germany).

4.4. Data Evaluation

Stability constants (K, dm®/mol) of PHX—cavitand complexes were calculated either
using the Benesi-Hildebrand equation, assuming 1:1 complex stoichiometry:

Iy 1 1
_— _— 1
I—IO AjL ()

A-K-[C]
where I and I are the fluorescence emission intensities of PHX in the absence and in the
presence of the host, respectively; [C] is the molar concentration of the host molecule while
A is a constant.

To determine the thermodynamic parameters, temperature dependence of the complex
stabilities was examined, then the thermodynamic parameters were calculated using the
Van ‘t Hoff equation:

InK= ———+ — 2)
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where the AH and AS stand for the enthalpy and entropy changes of the complex formation,
respectively, while AG is the Gibbs free energy change. R is the gas constant, while T is the
temperature in Kelvin.

4.5. Modelling

Thermodynamic parameters of the Phototrexate—cavitand complexes were determined
as follows. The enthalpy change was considered as the energy change calculated by sub-
tracting the total energies of the reactants from the total energies of the products. Similarly,
the entropy changes were calculated by subtracting the entropy terms of the reactants from
the entropy terms of the products. Calculation of the entropy term was implemented in
the HyperChem code as follows: after calculating the vibrational frequencies using the
harmonic approximation, the entropy was then determined by the following equation:

hvi/kT —hy;
Soip = Rz{e(/)_l —Inf1 — (")} @)

Here, v; is the frequency of vibration and T is the temperature.

The molecular environment was considered by the TIP3P method while the simulation
box randomly filled by the dimethyl sulfoxide molecules. The total energies of the species
interacted have been calculated at semi-empirical AM1 level using HyperChem 8 code.

5. Conclusions

In this study, the complex formation thermodynamics of trans-PHX and cis-PHX
was investigated with the host molecules TAC and TDC, both of which are cavitand
derivatives. The applied methods were fluorescence spectroscopy and 3D modelling.
Opposite temperature dependence of the stability of PHX-TAC and PHX-TDC complexes
was found. These results imply different complex formation mechanisms.

The host—-guest complex formation of PHX was described for the first time. PHX is
a promising new molecule whose cytotoxic effect can be regulated with light. Complex
formation can be another method that could make the physiological effect of this molecule
more adjustable.
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Abstract: Formation of inclusion complexes involving a cavitand derivative (as host) and an
antimetabolite drug, methotrexate (as guest) was investigated by photoluminescence measurements in
dimethyl sulfoxide solvent. Molecular modeling performed in gas phase reflects that, due to the structural
reasons, the cavitand can include the methotrexate in two forms: either by its opened structure with free
androsta-4-en-3-one-17 o-ethinyl arms or by the closed form when all the androsta-4-en-3-one-17x-ethinyl
arms play role in the complex formation. Experiments reflect enthalpy driven complex formation in
higher temperature range while at lower temperature the complexes are stabilized by the entropy gain.

Keywords: methotrexate; antirheumatic; cavitand; inclusion complex; thermodynamics; fluorescence

1. Introduction

Methotrexate (4-{N-[(2,4-diaminopteridin-6-yl) methyl]-N-methylamino} benzoyl)-L-glutamic
acid, MTX, Figure 1) is an antimetabolite drug. It is widely used as a chemotherapeutic agent in
rheumatoid arthritis (RA), psoriasis and some sorts of leukemia. MTX is a relatively well-known
molecule and is a first-line antirheumatic medication because of its efficacy and safety [1]. It decreases
the concentration of tetrahydrofolate (THF) in the cells by the inhibition of dihydrofolate reductase
(DHFR) enzyme, therefore it reduces the purine nucleotide and DNA synthesis [2]. Other mechanisms
of action were also mentioned in the literature, including reduction of antigen-dependent T-cell
proliferation, promotion of adenosine release and suppression of transmethylation reaction [3,4].

Calixarenes are cyclic oligomers that consist of phenolic units that are condensated in the
presence of an aldehyde and linked to each other, typically through a methylene bridge, in an acidic
environment [5,6]. They are widely used in supramolecular chemistry, separation science and catalysis.
They also have pharmaceutical applications as host molecules [6]. Substituents appended to the
phenolic rings (upper or lower rim) can greatly influence the physical and chemical properties of
these molecules, but numerous derivatives have been synthesized that have functional groups on
the periphery of the molecule, too [7]. Promising results have been described in the literature about
calixarenes that have heterocyclic substituents on the periphery, they can be used as selective extractants
for amino acids [8], chiral recognition agents [9] or chelators that trap metals [10]. Calix[4] arene-based
P-ligands were used in rhodium-catalyzed hydroformylation [11].

Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 4345; d0i:10.3390/ijms21124345 www.mdpi.com/journal/ijms
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Figure 1. Chemical structure of antirheumatic and antitumor drug methotrexate (MTX, top) and the
macrocyclic host molecule tetrakis(androst-4-en-3-one-17 a-ethinyl)-cavitand (TAC, bottom) (83-H,
9«-H and 13x-H are omitted for clarity).

Inserting additional methylene bridges between the phenolic oxygen atoms on adjacent aromatic
rings, the structure is called a cavitand.

There is a wide range of literature available on the interactions between MTX and some macrocyclic
compounds, e.g., cyclodextrins [12-14] and cucurbiturils [15], but just a limited number of researches
were reported about the calixarene derivatives [16]. Moreover, no publication was found to describe
the interaction of MTX with cavitands, despite that calixarenes and cavitands have some advantages
compared with other host molecules, because they possess an aromatic cavity, which can embed MTX
due to the —mt and CH-m interactions both inside and outside the cavity [16].

The MTX-cavitand interaction found to be an entirely unrevealed research field. Therefore, in
this work the thermodynamic parameters of the interaction of MTX with tetrakis(androst-4-en-3-
one-17-x-ethinyl)-cavitand (TAC) (Figure 1) were studied. This is a calix[4] resorcinarene derivative
cavitand, in which ethisterone moieties are appended to the aromatic rings. Fluorimetric
measurements were applied to determine the thermodynamic parameters of the MTX-cavitand
complex formation reaction.

2. Results

2.1. Spectroscopic Determination of the Association Constants

Absorption spectra of MTX and TAC (Figure 2A) show absorption maximum of MTX at 390 nm,
while no considerable emission of TAC can be obtained at this wavelength. Accordingly, applying
390 nm excitation wavelength, emission spectra of MTX were recorded. Fluorescence spectra of MTX
show increased emission upon increased concentration of TAC (Figure 3.). The enhancement of the
PL signal can be described by two processes: (i) the guest MTX molecules loose the solvation shell
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reducing the quenching the PL signal induced by the solvent molecules, or, ii) the flexible MTX skeleton
stabilized further by the TAC hosts and the reduced movements also support increasing the PL signal.
Therefore, the changes induced in the spectra of MTX reflect interaction between the two molecules.
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Figure 2. Absorption spectra of MTX (10 uM) and TAC (10 uM) (A) and fluorescence emission spectra
of MTX (10 uM) in the absence and presence of TAC (0-30 uM) at 393.15 K (B) PL and a.u. reflect
photoluminescence and arbitrary units, respectively.
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Figure 3. Fluorescence emission spectra of MTX (10 uM) in the absence and presence of TAC (0-80 uM)
at 393.15K (A) and at 313.15 K (B) (Aexcitation = 390 nm). Arrows indicate increasing TAC concentrations
(CPS reflects counts per s, colors only support the clarity).

The stability constants of this interaction can be calculated using the Benesi-Hildebrand method.
To determine the thermodynamic parameters, the stability constants were calculated at temperatures
293.15 K, 296.48 K, 299.82 K, 303.15 K, 306.48 K, 309.82 K and 313.15 K. Considering that the
DMSO solvent shows considerable Raman peaks overlapping the emission of MTX, two methods
were applied to confirm the complex stabilities: either the HyperQuad code was applied using
10 selected wavelengths around the emission maxima (470-480 nm, see Figure 2.) or applying the
Benesi-Hildebrand method, the right leg of the emission spectra is used, where the Raman scattering
is negligible. In this case intensities obtained at 540 nm emission wavelength were applied to evaluate
the data. Table 1 summarizes these results. These stability constants were then used to calculate the
thermodynamic parameters of the interaction (Table 2).

2.2. Formation Thermodynamics

Two different temperature regions can be observed on the van 't Hoff plot (the logarithms of the
stability constants were plotted against the reciprocal temperatures, Figure 4) of the interaction where
the thermodynamic parameters of the complex formation differ significantly.
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Table 1. Stability constants determined at different temperatures

Temperature (K) log K (BH) log K (HyperQuad)
293.15 4.16 413
296.48 4.20 418
299.82 4.22 4.20
303.15 4.19 4.20
306.48 3.75 3.72
309.82 3.64 3.61
313.15 2.94 292

BH reflects the Benesi-Hildebrand method.

Table 2. Thermodynamic parameters of the complex formation between TAC and MTX

Experiments Modeling
Temperature (K) AH AS Structure AH AS
P (kJ mol-1) JK1mol1) (seeFigure 5) (k] mol-1) (J K-1 mol?)
293.15-299.82 15.79 + 0.7 133.56 + 6 closed 8.43 126.11
303.15-313.15 -210.66 + 1.7 —-614.57 £ 12 opened —154.42 -214.67

AH and AS are the enthalpy change and entropy change, respectively.

104

In K

000320 000325 000330 000335 000340
reciprocal temperature (1/K)

Figure 4. van 't Hoff plot of the complex formation of MTX and TAC.

These results imply different complex formation mechanisms in the different temperature regions.
At lower temperatures, entropy gain is associated with enthalpy gain, but at higher temperatures,
entropy loss is associated with enthalpy loss. Based on these observations, it is suggested that in the
lower temperature region MTX interacts with the ethisterone moieties of TAC, i.e., with the chiral inlet
of the host molecule. In this way, the entropy gain is caused by the removal of solvent molecules,
but this process costs energy, this is the reason of the moderated positive enthalpy change. However,
in the higher temperature region MTX interacts with the rigid inner cavity of TAC, i.e., with the
lower lying aromatic ‘basket’, which causes entropy loss associated with the decreased freedom of
the cavitand skeleton during complex formation. The negative enthalpy change reflects attractive
interactions between the MTX molecules and the ethisterone arms of the cavitand.
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2.3. Modeling Studies

The total energies of the species interacted were calculated first at semi-empirical AM1 level
using Hyper Chem 8 code. The host cavitand molecule shows two stable conformers according to
the orientation of the large ethisterone moieties on the upper rim (see Figure 5): the opened structure
associated with more flexible skeleton compared to the closed structure where the ethisterone moieties
possess reduced freedom due to the steric hindering of their motion. The differences between the
calculated total Gibbs free energies of the parent ‘opened’ or “closed’ molecules in gas phase (partition
of solvent motions is excluded) was found to be 21.7 kJ/mole at 298.16 K, which property support
presence of the opened structure exclusively at around room temperature.

Figure 5. Side and top views of the equilibrium conformations of methotrexate—cavitand complexes
associated with the opened (A1 and A2) and closed (B1 and B2) conformations of the cavitand (blue,
red, white and black colors mean carbon, oxygen, hydrogen atoms and MTX molecule, respectively).

The thermodynamic parameters associated with the complex formation of the TAC with MTX
were then calculated as described in the Materials and methods section. Results show positive enthalpy
and entropy change during formation of the closed form complexes, while both the enthalpy and
entropy term is negative when the complex show opened structure. Possible reason for these results
is that the freedom of the flexible opened cavitand decreased considerably when the closed form
complexes are stabilized. In contrast, the entropy gain can be obtained when the flexibility of the
cavitand skeleton remains unchanged during formation of the opened complex structure. The good
agreement between the experimental results derived in solution phase and that of the theoretical value
calculated in gas phase reflects moderated entropy gain associated with the increased freedom of
solvent molecules after leaving the solvation shell of the methotrexate guest.
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3. Materials and Methods

3.1. Chemicals

Methotrexate (MTX) was obtained from Sigma-Aldrich. Tetrakis (androst-4-en-3-one-17x-ethinyl)-
cavitand (TAC) was synthesized in our institute according to a published method [17]. The applied solvent
was dimethyl sulfoxide (DMSO) purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

Fluorimetric measurements were performed with a Fluorolog T3 spectrofluorometer
(Jobin-Yvon/SPEX, Longjumeau, France). Fluorescence spectra were recorded using 390 nm excitation
wavelength. The emission values obtained at 540 nm were used for data evaluation. For data collection,
photon counting method with 0.1 s integration time was used. Excitation and emission bandwidths
were set to 2 nm. To avoid the inner filter effect, a 2 mm thickness of the fluorescent probes with
right-angle detection was applied.

Considering the photosensitive character of MTX, the experimental setup was checked to confirm
whether the measurement itself induces photodegradation of the MTX. To do that, the MTX samples
were illuminated for 2 h using 390 nm light (the excitation wavelength). No considerable spectral
changes were obtained which confirm stability of the MTX for the limited time of the measurements [18].

To determine the thermodynamic parameters associated with the complexation reaction of MTX
and TAC, samples with constant concentration of MTX (10 uM) and with different concentrations
of TAC (0-80 uM) were prepared in DMSO and measured immediately using 390 nm excitation
wavelength at temperatures 293.0 K, 296.3 K, 299.7 K, 303.0 K, 306.3 K, 309.7 K and 313.0 K.

3.2. Data Evaluation

Stability constants (K, dm3/mol) of MTX-TAC complexes were calculated either using the

Benesi-Hildebrand equation, assuming 1:1 complex stoichiometry:
Ip 1 1
m =2 + —A*K*[C] InK (€))]

where Iy and I are the fluorescence emission intensities of MTX in the absence and in the presence of
the host, respectively; [C] is the molar concentration of the host molecule while A is a constant.

Furthermore, association constants of the complex formation were also calculated by nonlinear
fitting, based on the fluorescence emission data obtained, employing the HyperQuad2006 program
package [19].

To determine the thermodynamic parameters, temperature dependence of the complex stabilities
was examined, then the thermodynamic parameters were calculated using the van 't Hoff equation:

AG AH AS

MK="%r " &0 " R

@)
where the AH and AS stand for the enthalpy and entropy changes of the complex formation, respectively,
while AG is the Gibbs free energy change. R is the gas constant, while T is the temperature in Kelvin.

3.3. Modeling Studies

Thermodynamic parameters of the MTX-TAC complexes were determined as follows. The enthalpy
change was considered as the energy change calculated by subtracting the total energies of the reactants
from the total energies of the products. Similarly, the entropy changes were calculated by subtracting the
entropy terms of the reactants from the entropy terms of the products. Calculation of the entropy term
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is implemented in the HyperChem code [20] as follows: after calculating the vibrational frequencies
using the harmonic approximation, the entropy was then determined by the following equation:

hYd Vi
Sup = R V,—H—lnl—e(_hﬁ)} 3
b Zi‘{e(hk%) — ~lnl ] 3)

where the v; is the frequency of vibration and T is the temperature.
The total energies of the species interacted were calculated at semi-empirical AM1 level using
HyperChem 8 code.

4. Conclusions

Photoluminescence and molecular modeling studies of inclusion complexes formed by the
antimetabolite drug, methotrexate and by the macrocyclic host molecule tetrakis(androst-4-en-3-one-
17x-ethinyl)-cavitand highlight two temperature regions where the complexes possess different
conformations: opened structure of the host cavitand with free androst-4-en-3-one-17«-ethinyl arms
forms enthalpy stabilized structure while the stability of complexes formed by the closed form cavitand
is stabilized by the entropy gain. This information can be applicable to design sensitive and selective
molecular sensors for methotrexate drug.
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Abstract: The scavenging effect of the antimetabolite dihydrofolate reductase inhibitor methotrexate
(MTX) and the isomers of its photoswitchable derivate, cis- and trans-phototrexate (PHX), have
been compared by ESR spectroscopy, with the application of a cyclic hydroxylamine spin probe.
The results showed the most pronounced scavenging effect in the presence of trans-phototrexate
(trans-PHX). At a low concentration (100 uM) cis-PHX also showed a greater scavenging effect than
the parent molecule MTX. Direct antioxidant properties of the investigated molecules were measured
by ABTS scavenging assay, which showed no significant difference between trans-PHX and cis-PHX,
but both of the isomers of PHX showed a higher antioxidant capacity than MTX. These findings
imply that trans-PHX may have more pronounced anti-inflammatory and tissue-protective effects
than MTX, despite the lack of its cytotoxic, antineoplastic effect.

Keywords: methotrexate; phototrexate; photopharmacology; photoswitchable; electron paramag-
netic resonance (EPR); scavenger

1. Introduction

Chemotherapy (the use of cytotoxic agents) is one of the main methods that are
applied in cancer treatment, together with radiation therapy, hormone therapy, and surgery.
However, the efficacy of chemotherapy is often limited because of the low therapeutic
indices and poor adverse effect profiles of these agents [1]. The lack of disease-specific
targeting stands in the background of this phenomenon. The most common adverse effects
of chemotherapeutic agents are cardiomyopathy, hepatic fibrosis, pulmonary fibrosis, renal
insufficiency, nodulosis, lethargy, and fatigue [2,3].

Methotrexate (4-amino-10-methylfolic acid, MTX, Figure 1) is an antimetabolite di-
hydrofolate reductase (DHFR) inhibitor. It is a widely used chemotherapeutic agent in
autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis (RA), psoriasis, and some sorts of
leukaemia [4]. The anti-inflammatory effect of MTX is well-known, but its mechanisms of
action are not well understood, several molecular phenomena are described in the litera-
ture that can play a role in the development of this effect (inhibition of purine and DNA
synthesis, reduction of antigen-dependent T-cell proliferation, promotion of adenosine
release, suppression of transmethylation reaction) [2,4,5].

However, MTX has a poor drug safety profile caused by the ubiquity of DHEFR [6].
Its most common adverse effects are ulcerative stomatitis, leukopenia, nausea, abdominal
distress, malaise, undue fatigue, chills and fever, dizziness, and decreased resistance to
infection [7]. Several attempts were made to reduce the side effects of MTX, and some of
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them have proven to be effective, for example, the concurrent use of leucovorin (folinic
acid). This adjuvant does not interfere with the efficacy of methotrexate in a clinically
significant manner, but significantly reduces the common side effects of low-dose MTX
therapy [8].
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Figure 1. Chemical structures of methotrexate (MTX), trans-phototrexate (trans-PHX), cis-phototrexate
(cis-PHX), and the reversible isomerization of PHX [6].

To activate the drugs exclusively at their target place of action is a promising approach
to improve cancer therapies, and synthetical photoswitches can be suitable tools to achieve
this. Photoswitches are chromophores that can be reversibly isomerized when exposed to
light. The field that attempts to control biological activity with these molecules is called
photopharmacology [9]. Azobenzene is the most widely used photoswitch in biological
applications because of the ease of synthesis and functionalization, fast photo-isomerization,
and the low rate of photo-bleaching [10,11].

PHX is a photoswitchable azobenzene analogue of MTX that has been synthesized
and described by C. Matera et al. [6] and by Mashita et al. [12]. PHX contains a diazene
stereogenic unit and its pharmacological activity is higher in its cis state than in the more
thermodynamically stable trans state. It can be effectively isomerized from trans to cis
with UVA light (375 nm) and back-isomerized from cis to trans with blue (460 nm) or
white light (Figure 1). This transition is reversible and can be repeated several times.
The antineoplastic effect (and also the adverse effects caused by the cytotoxic activity)
appears only in light-exposed regions and decreases in dark regions. Target tissues that
can be exposed to UV-illumination are primarily the skin, the digestive, respiratory, and
reproductive tracts.

Clinically, MTX reduces the risk of cardiovascular events caused by cardiovascular dis-
ease (CVD) which is also recognized as a chronic inflammatory condition [13-15]. Modified
lipoproteins are assumed to play an important role in the development and progression of
CVD. These modified lipoproteins increase oxidative stress and lipid peroxidation, which
lead to the increase of reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde-acetaldehyde
(MAA) production. The elevated levels of these reactive products have been detected in RA
and also in CVD cases [16,17]. It has been described that MTX inhibits malondialdehyde-
acetaldehyde—protein adduct formation and scavenges superoxide radicals [18], but these
features have never been investigated in the case of trans- or cis-PHX yet.

EPR spectroscopy has long been a method of choice for the detection of paramag-
netic species, such as free radicals or transition metal ions in vitro. EPR spectroscopy in
association with molecular probes has been successfully applied to the evaluation of the
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redox status of tumors or in rodent models of diverse pathological conditions, such as
hypertension, stroke, epilepsy, and sepsis [19]. In this study, 1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-
piperidin-4-ol (N-hydroxy-TEMPOL), a cyclic hydroxylamine, was used as a spin probe
for EPR measurements. Cyclic aminoxyl radicals with tetraalkyl substituents flanking
the N-O® functionality are most often used as probes for the redox status in vivo [20].
Hydroxylamines (in contrast with spin traps) do not have the ability to bind (trap) free
radicals. They can undergo oxidation to stable nitroxides, and the nitroxide accumulation
can be followed by EPR. Hydroxylamines rapidly react with oxygen-centered free radicals,
including superoxide, peroxyl radicals, or peroxynitrite [21]. These stable hydroxylamines
can also participate in redox reactions with biological compounds or enzymes and thus re-
port on the redox status of the cell by shuttling between the three forms shown in Figure 2a.
Figure 2b summarizes the possible redox process associated with the interaction of the
superoxide radical with the MTX and PHX molecules.
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Figure 2. (a) (top) Redox species associated with cyclic hydroxylamine spin probe molecules (n =
0 or 1, pyrrolidine or piperidine) [20]. (b) (bottom) Proposed redox processes associated with the
quenching of superoxide radical by oxidation of hydroxylamine and the reduction of the 1,4-diazine
unit of MTX.

By adopting the method established well by Zimmerman et al. [18] we intended to
compare the superoxide scavenging activity of methotrexate and cis- and trans-phototrexate

by means of 1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidin-4-ol (N-hydroxy-TEMPOL), as a O,
radical scavenger. The direct antioxidant properties of MTX, trans-PHX, and cis-PHX, were
also investigated by ABTS scavenging assay. PHX is a relatively new molecule, which has
already attracted attention [3], but its antioxidant activity has not been investigated before.
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2. Results
2.1. Absorbance Spectra of Trans-PHX before and after EPR Measurements

To make sure that trans-PHX does not suffer isomerization or other molecular modi-
fication as a result of EPR measurements, UV-vis spectra were recorded before and after
the EPR measurement (Figure 3). EPR measurements are taken in 30 min. There is no
significant difference between the two spectra, so it was found that the 9.1 GHz microwave
irradiation of EPR does not cause any change in the frans-PHX molecule. The applied
concentration of trans-PHX was 50 pM.

0.7

0.6

] Before EPR measurement
0.5 —— After EPR measurement
0.4+

0.3

Absorbance (a. u.)

0.2+

0.1 4
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Wavelength (nm)

Figure 3. UV-vis absorption spectra of frans-PHX samples before and after EPR measurement.

2.2. Isomerization of Trans-PHX

To investigate the direct antioxidant properties of cis-PHX, the complete isomer-
ization of the thermodinamically stable trans-PHX has to be reached. To this purpose
UV-light exposure was used (A = 366 nm). To examine the time dependence of the pho-
toisomerization, a sample containing 50 uM of trans-PHX was exposed to UV-light and
the process was followed by spectrophotometrical measurements (Figure 4). According to
these measurements, the complete isomerization of PHX (from trans to cis) was reached
after approximately 15 min of UV-light exposure.
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Figure 4. UV-vis spectra of a 50 uM solution of trans-PHX exposed to 366 nm light (A) and the
intensity of the peak at 360 nm plotted against time (B). The first spectrum was recorded before the
beginning of the UV-light exposure, then measurements were taken every minute.

2.3. Results of EPR Measurements

To determine the direct antioxidant properties of MTX, trans-PHX, and cis-PHX, EPR
spectra of samples containing 0 uM, 100 uM, 500 uM, 2 mM, 5 mM MTX and 0 uM,
100 uM, 500 pM and 2 mM trans-PHX, and cis-PHX were recorded (Figure 5). The average
amplitudes of the EPR-peaks were investigated in all cases.
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Figure 5. The amplitudes of EPR signals of samples containing 0-5 mM MTX (A), 0-2 mM trans-PHX
(B) and, 0-2 mM cis-PHX (C) plotted against time.

The rate of the production of reactive oxygen species (ROS) has the ability to be very
informative, due to the fact that when this rate reaches the saturation level of the biological
scavenger systems (e.g., superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase), the cells
will be exposed to oxidative stress. The difference between the maxima of curves is less
significant. The reason for the high amplitude values of the sample containing 2 mM trans-
PHX is not clear yet. The rate of ROS production has not been applied yet for describing
the scavenging effect of MTX and PHX. It is observable that the rate of ROS production
decreases with the increasing concentrations of MTX and trans-PHX, but this effect is more
pronounced in the presence of trans-PHX. It is important to note that this decrease is not the
result of XO inhibition [18]. Based on the curves in Figure 2, the In k kinetic parameters of
all of the samples were determined (Table 1). It was found that trans-PHX slows down the
ROS production to a greater extent than MTX at all of the investigated concentration levels.
This inhibition effect is also more pronounced in the presence of cis-PHX when compared to
MTX at 100 uM concentration, but at higher concentrations, MTX had a greater effect than
cis-PHX. This effect is higher in the presence of trans-PHX than in cis-PHX. We note that
the In k values that were calculated to determine the effect of cis-PHX may not be entirely
accurate. This is for the reason that the sigmoidal shape of the related curves may reflect
for example, the presence of autocatalytic steps. Since the absorption spectra recorded
before and after the measurements do not reflect any changes in the cis-PHX conformation,
further investigations are required to clarify the complex reaction mechanism.

The significance of the scavenging effect of MTX, cis-PHX, and trans-PHX, has been
investigated by performing two-way ANOVA statistics implemented in the OriginLab
8.1 software (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). The population means
related to the concentration of the antimetabolite drugs or their categories (MTX, cis-PHX,
or trans-PHX) were found to be significantly different at the significance level of 0.05
(p =259 x 1078 and p = 1.710 x 10~ for concentration and drug categories, respectively).
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Table 1. The calculated In k values of the samples investigated.

MTX trans-PHX cis-PHX
Concentration (uM)
Ink Ink In k
0 —8.70 £ 0.16 —8.69 + 0.18 —8.68 £ 0.15

100 —8.79 +£0.23 —9.56 + 0.15 —9.16 + 0.25
500 —9.46 + 0.21 —10.46 + 0.28 —9.19 £+ 0.26
2000 —10.25 £ 0.25 —11.96 £ 0.23 —9.51 +0.29
5000 —11.01 £0.20 - -

Control samples that only contained TEMP solution and HX/XO solution were mea-
sured as well, to demonstrate that the spin probe (TEMP) alone does not generate any
significant EPR signal, but it is needed to indicate the presence of ROS (Figure 6).

1500 —— TEMP control
| —— HX/XO control
— 500 uM MTX sample
—~ 10004
= )
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o J
£
e
©
o =500
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0 4
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Magnetic field (mT)
Figure 6. EPR spectra of the controls compared to the sample containing 500 uM MTX. All spectra

were recorded 3 h after sample preparation.

2.4. Results of ABTS Scavenging Assay

The Trolox equivalent antioxidant capacities (TEAC) of MTX, trans-PHX, and cis-
PHX, were determined using ABTS (2,2'-azinobis[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid])
assay, which monitors electron and proton donor activity [22]. The method is based on
the green-colored ABTS** radical, which is detected at 734 nm. Results are depicted in

Figure 7.

034

IEAC activity

0. - U
MTX trans-FHX cis-PHX

Figure 7. Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) of methotrexate (MTX), trans-phototrexate
(trans-PHX), and cis-phototrexate (cis-PHX) measured by ABTS radical scavenging assay. Data
represent the mean & SD (1 = 3).

There was no significant difference between the TEAC values of trans-PHX and cis-
PHX, but both of the isomers of PHX showed a higher antioxidant capacity than MTX.



Pharmaceuticals 2021, 14, 665

7 of 10

3. Discussion

The role of antirheumatic drugs in cardiovascular disease prevention has been an inten-
sively researched field in the last decade [23-25]. Colchicine is the first anti-inflammatory
molecule to have been shown in a randomized, double-blind trial to be effective in the
secondary prevention of myocardial infarction [26].

Compared with the general population, patients with rheumatoid arthritis (RA) have
an increased risk of cardiovascular disease (CVD) or events (CVE) [27] and reduced sur-
vival [28]. In patients with RA, treatment with tumor necrosis factor (TNF) inhibitors or
MTX was associated with a 30% and 28% reduction in the risk of CVEs, respectively [29].

The ability to scavenge O, appears to be a mechanism by which MTX inhibits the forma-
tion of malondialdehyde-acetaldehyde (MAA) adducts. The inhibition of MAA adduct
formation and scavenging of free radicals may reduce the inflammation associated with
CVD and RA, thereby reducing tissue damage [18].

Phototrexate is a relatively new molecule, therefore very few publications can be
found in the literature about it. It has been synthesized and characterized by Matera et al.
and its antifolate and antiproliferative properties have been demonstrated by in vitro and
in vivo assays [6]. PHX has been derived by azologization and bioisosteric substitutions of
MTX. PHX is a photoswitchable molecule, it can be switched on by UV light exposure and
switched off by blue or white light or by thermal relaxation in the dark. Its cis isomer’s
effect is very similar to the effect of MTX, while it is almost inert as an antifolate in its trans
configuration [6].

In this study, the ROS-scavenging effect of trans-PHX, cis-PHX, and MTX, was investi-
gated and compared to each other by an EPR spectroscopy method [18]. EPR spectra of cis-
and trans-PHX were recorded and the direct antioxidant properties of these molecules were
described for the first time. Kinetic parameters (rate k) were determined and it was found
that trans-PHX has a more pronounced scavenging effect than MTX and cis-PHX. This effect
is found to be greater in the presence of cis-PHX compared to MTX at lower concentrations.
The results of MTX are in line with the study published by Zimmermann et al. [18].

ABTS scavenging assay measurements were also carried out to investigate the an-
tioxidant properties (TEAC values) of MTX and the isomers of PHX. These experiments
showed no significant difference between the scavenging effect of trans-PHX and that of the
cis-PHX, but these experiments confirm that both of the isomers of PHX showed a higher
antioxidant capacity than MTX.

The reason for the slightly different results of the applied methods is likely due to
the methodological difference between these methods. The EPR spectroscopy method
is applicable to examine the superoxide radical scavenging activity of the investigated
molecules, while by the ABTS scavenging assay the ABTS** radical scavenging activity
was measured.

Despite the slight differences between the two experiments applied here, it can be as-
sumed that trans-PHX may have more pronounced anti-inflammatory and tissue-protective
effects than MTX. This finding is very interesting because trans-PHX lacks the cytotoxic
and antineoplastic effects of MTX and cis-PHX [6]. Further investigations are required to
clarify the mechanism of action of trans-PHX and thereby the exact molecular background
of this effect.

4. Materials and Methods

Methotrexate (MTX), 1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidin-4-ol (N-hydroxy-TEMPOL),
xanthine oxidase (XO, from bovine milk), and hypoxanthine (HX) were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Trans-phototrexate (trans-PHX) was synthesized in
our institute according to the scheme published recently [6].

The applied solvent was a Krebs-HEPES EPR buffer consisting of: NaCl (99 mM), KCl
(4.69 mM), CaCl, (2.5 mM), MgSOy (1.2 mM), NaHCO3 (25 mM), KH,POy4 (1.03 mM), D-
glucose (5.6 mM), HEPES (20 mM), diethyl dithio carbamic diethylammonium salt (DETC,
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5 uM), and deferoxamine (25 uM) [30]. The buffer was adjusted to pH 7.4 with HCIL. All of
the compounds were purchased from Sigma-Aldrich.

A MiniScope MS 200 (Magnettech GmbH, Berlin, Germany) spectroscope was utilized
to detect the produced free radicals and to examine the scavenging ability of MTX. The
amplitude of the EPR signal is proportional to the number of unpaired electrons present
in the sample, facilitating the quantification of free radicals [31]. The amplitudes were
determined using the MiniScopeCtrl software.

The following EPR spectrometer settings were applied for all experiments: BO-field:
335.9723 mT, range: 15.0727 mT, sweep time: 30.0 s, modulation: 0.200 mT, and microwave
attenuation: 10.0 dB. TEMP was utilized as an EPR spin probe. All measurements were
carried out at room temperature (298 K).

To determine if MTX, trans-PHX, or cis-PHX directly scavenges free radicals, hypox-
anthine (HX) and xanthine oxydase (XO) were used (the HX/XO system produces free

radicals, primarily O, ). 1 mL samples were prepared with 100 uM TEMP, 20 uM HX,
10 mU/mL XO and 0-5 mM MTX or 0-2 mM PHX in 1 mL of EPR buffer. 50 uL of the
sample was then loaded into a glass capillary tube and inserted into the capillary holder
of the EPR spectrometer. Control samples with TEMP solution alone and with HX/XO
solution alone were measured as well.

The thermodynamically stable but pharmacologically inactive trans-PHX was isomer-
ized with the application of UV-light (A = 366 nm) provided by a Fluotest lamp (Original
Hanau, Hanau, Germany). To ensure the complete isomerization, UV-vis spectra were
recorded by a Specord Plus 210 spectrophotometer (Analytik Jena, Jena, Germany). For
data collection, the photon counting method with 0.1 s integration time was used and 2 nm
bandwidths set and quartz cuvettes with 1.0 cm thickness were applied. The EPR spectra
were registered every hour for all of the samples. This measurement lasts 5 min. When
cis-PHX was measured, the samples were continuously exposed to UV-light (A = 366 nm)
to prevent the isomerization.

ABTS scavenging assays were carried out with the application of a Specord 40 spec-
trophotometer (Analytik Jena, Jena, Germany). 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS) was solved in phosphate-buffered saline (PBS) that was composed of
NaCl (137 mM/L), KCl1 (2.7 mM/L), NaH;PO4 (8 mM/L), and K;HPOy (1.5 mM/L). The
concentration of ABTS was 7 mM. ABTS radical cation (ABTS®**) was produced by reacting
ABTS stock solution with potassium persulfate at a final concentration of 2.45 mM and
allowing the mixture to stand in the dark at room temperature for 16 h before use. For the
study of compounds, the ABTS** solution was diluted with PBS to an absorbance of 0.70
(£0.02) at 734 nm and equilibrated at 37 °C. Stock solutions of MTX, trans-PHX, cis-PHX,
and Trolox (a water-soluble derivative of vitamin E with antioxidant properties) in PBS
were added to the diluted ABTS®* solution, in final concentrations of 12.5, 10, 7.5, and 2.5
uM. After this step, the mixtures were incubated for 6 min at 37 °C before measuring their
absorbance at 734 nm. All measurements were carried out three times. The percentage
inhibition of absorbance at 734 nm is calculated with the usual formula:

(AO - Aantioxidant)/ AO = inhibition (0/ 0) (1)

where A is the absorbance of the diluted ABTS®** solution. The concentration-response
curves of the investigated molecules were compared with the curve of Trolox.

5. Conclusions

Using cyclic hydroxylamine spin probe the superoxide scavenging effect of the an-
timetabolite dihydrofolate reductase inhibitor methotrexate (MTX) and the isomers of
its photoswitchable derivate, cis- and trans-phototrexate (PHX), have been compared
by ESR spectroscopy. The trans-phototrexate (trans-PHX) showed the most pronounced
scavenging effect, while at a low concentration (100 uM) cis-PHX also showed a greater
scavenging effect than the parent molecule MTX. Trolox equivalent antioxidant capacity
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(TEAC) values of these molecules have been determined by ABTS scavenging assay. There
was no significant difference between the TEAC values of trans-PHX and cis-PHX, but both
of the isomers of PHX showed a higher antioxidant capacity than MTX. These findings
imply that trans-PHX may have more pronounced anti-inflammatory and tissue-protective
effects than MTX, despite the lack of its cytotoxic, antineoplastic effect.
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