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1. Bevezetés

A rak a tarsadalmat igen nagymértékben érintd megbetegedés. Statisztikai adatok
szerint 2020-ban koézel 20 millid Gj megbetegedést diagnosztizaltak vilagszerte [1], ez a
szam pedig a becskések alapjan 2040-re a 30 millidhoz kozelit majd, a demografiai
adatokat figyelembe véve [2]. A rak a szervezet barmely pontjan megjelenhet, a
leggyakoribb azonban mégis a tiidoben, mellben, petefészekben, vastagbélben,
prosztataban, gyomorban, méhnyakon és a majban kialakulé daganat. Sajnos nem csak a
felndtteket érinti ez a sulyos kor, hiszen évente kozel 400 ezer gyermeknél is
diagnosztizalnak valamilyen raktipust [3]. A tudomany igyekszik 1épést tartani a rakos
megbetegedések kezelésében, igy egyre tobb gyogyszer jelenk meg a klinikai
hasznalatban, 2020-ban pl. 11 0j hatéanyagot engedélyeztettek [4]. A kezelések soran még
mindig kiemelt szerepet kapnak a platina-tartalma készitmények (pl. ciszplatin), melyeket
minden masodik kezelés soran alkalmaznak, foleg kombinalt terapiakban [5]. A rakellenes
gyogyszerek alkalmazasakor azonban komoly mellékhatasok mellett rezisztencia is
fellép(het), ez Osztonzi a tovabbi hatdanyagfejlesztést, melynek célia a szelektivitas
novelése ¢és a mellékhatasok csokkentése. A rakellenes szerek nagyon sokféle Uton
fejthetik ki biologiai  hatasukat, példaul 1éteznek  kiilonbozé  alkilezdszerek,
antimetabolitok, citotoxikus antibiotikumok, illetve olyan vegyiiletek is, amelyek enzimek
gatlasaval érik el a kivant hatast. Fémionok gydgyaszatban betdltott kiemelkedd szerepével
azonban nem csupan a fémtartalmi kemoterapias szerek kapcsan talalkozhatunk. Cink-
tartalmi metalloproteinek is lehetnek célpontok, olyan inhibitor szubsztrat analogok
esetén, amelyek kompetittv mddon koétddnek az aktiv helyen 1évd fémionhoz, ezzel gatolva
az enzim mikodését [6]. Léteznek tovabba olyan lipofil arany-foszfin kationok is, melyek
felhalmozodnak a mitokondriumokban, a rakos sejtek magasabb membranpotencialja

miatt, igy képesek szelektiven elpusztitani azokat [7].

Doktori munkdm soran harom kiilonbozé vegyliletcsaladdal —foglalkoztam,
melyekben az a kozos, hogy rakellenes hatasuk a szervezetben talalhaté fémionokkal valo
kolcsonhatasukkal fiigg 0ssze. Az elsé csoportba tartoznak a (tio)szemikarbazonok (TSK-
ok), melyek legismertebb képviselje a triapin (3AP), ami jelenleg klinikai vizsgalatokban
vesz részt elérehaladott méhnyakrak kezelésében [8]. A (tio)szemikarbazonokrol
ismeretes, hogy endogén fémionokkal (réz-, vas-, és cinkionokkal) képesek komplexet
képezni, és vannak olyan klinikai vizsgalatba keriilt TSK-ok (pl. DpC, COTI-2 kdodneviiek)

melyek biologiai aktivitasa Osszefiiggésbe hozhatd a rézionokkal vald komplexképzodéssel
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[9]. A masik nagy vegyiiletcsalad a 8-hidroxi-kinolinok csoportja, melyek szintén kivald
kelatképzok, valamint biologiai aktivitasuk is jelentdés, ami a komplexképzOdésiikhoz
kothetd [10-12]. Példaul 5,7-dihalo-szubsztitutalt-8-hidroxi-kinolinok endogén
fémionokkal (pl. réz-, és cinkionokkal) képzett komplexei jelentds citotoxicitast mutattak
tobbféle rakos sejtvonal esetén [11]. Mig az els6 két csoport esetén inkabb a
réz(Il)ionokkal képzett komplexeknek van erdsebb citotoxikus hatasa, addig a harmadik
vegyliletcsalad esetén a vasionokkal vald komplexképzddés jatszik fontos szerepet,
ugyanis a haromfogu indol-triazin-alapi VLX600 kodnevii vegyiiletet (és szarmazékait)
vaskelatorként tartjadk szamon [13,14]. A VLX600, hasonléan a korabban emilitett
vegyiiletekhez, szintén klinikai vizsgalatokba keriilt rakellenes hatéoanyag [15].

Doktori dolgozatomban a kémiai szerkezeti valtoztatdsok hatasat vizsgaltam a
biologiai aktivitdsra és az oldategyensulyi tulajdonsdgokra, olyan vegyiileteknél, ahol a
fémionokkal vald komplexképzddés jelentds szerepet jatszik a hatdsmechanizmusban. A
komplexképzodés hatasara az oldatkémiai tulajdonsdgok jelentésen megvaltoz(hat)nak,
tovabba fontos ismerniink azt is, hogy a ligandumok ¢és a kialakuld komplexek milyen
formaban vannak jelen a szervezetben. A redoxi tulajdonsdgok vizsgalata is jelentds
szerepet kap, hiszen a Kkialakult fémkomplexek gyakran redoxi reakciokon keresztiil
fejthetik ki a biologiai aktivitasukat.



2. lrodalmi attekintés

2.1. A vizsgalt fémionok jellemzése és biologiai szerepe

A réz, a cink és a vas olyan esszencidlis nyomelemek, amelyek Kkulcsszerepet
jatszanak szamos fehérje szerkezetének kialakitisdban ¢és optimalis mikodésében.
Jelenlétik nélkiilozhetetlen az emberi szervezet megfeleld miikodéséhez. Azonban ezek a
létfontossagl elemek is mérgezdek lehetnek a thlzott sejten beliili felhalmozddas esetén,
ahogyan azt a dozis-hatds diagramon is lathatjuk (1. abra). Am nem csak feleslegiik
okozhat problémat, hanem hianyuk is, ezért is fontos, hogy koncentraciojuk egy
meghatarozott tartomanyon beliil alland6 maradjon, ezzel biztositva a metalloenzimek és
fehérjek megfeleldé mikodését. Az altalam vizsgdlt fémionok a szervezetben igen nagy
mennyiségben fordulnak eld, atlagosan mintegy Sg vas, 2 g cink és 100 mg réz talalhatod
egy 70 kg-os ember testében [16].
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1. abra: Dozis-hatas gorbe [17].

A vas-, ¢és rézionok kozos tulajdonsaga, hogy a redox aktivitasuk révén
hozzajarulhatnak szabad gyokok kialakulasahoz  (pl.  kozvetleniil Kkatalizaljdgk a
hidroxilgyokok képzodését hidrogén-peroxidbol [18]), ezzel szerepet jatszva az apoptdzis
szabalyozasaban és indukalasaban. Ezzel szemben a redox inaktiv cinkion akar
kozvetlenill, akar a fémion raktarozasiaban résztvevé metallotioneinek indukcidja révén
védd szerepet jatszik az oxidativ karosodassal szemben. Csokkentheti a sejtek reaktiv
oxigénrészecske (ROS) megkdtd képességét, vagy akar serkentheti a ROS képzodést is
ugy, hogy kiszoritja a vas-, €s rézionokat a fémtartalmu intracellularis fehérjékbdl (melyek
utdna Fenton-reakcion keresztiil ROS-t termelnek). Az igy kialakult oxidativ stressz pedig
hozzajarulhat a sejtkarosodashoz, végiil pedig az apoptozishoz [19].
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A fent emlitett esSzencidlis fémionoknak igen fontos szerepe van a sejtek megfeleld
milkodésében, igy talin nem is annyira meglepd, hogy a rdkos sejteknél eltérések
tapasztalhatok a kiilonboz6 fémionok mennyiségében az egészséges sejtekhez képest.
Igazoltak példaul, hogy a rakos sejtek, a fokozott sejtosztodas és metabolikus aktivitas
kovetkeztében megemelkedett vasfelvételt és vasfelhasznalast mutatnak. A rézionok
szintén fontos kofaktorai szdmos enzimnek, melyek a sejtnévekedést szabdlyozzik,
valamint katalizaljak a reaktiv oxigénrészecskék képzodését, mely eldsegiti a rakos sejtek
ROS-termelés apoptézist is eredményezhet [20]. A cinkionok egyes enzimek miikodésben
betoltott kiemelkedd szerepiik mellett a sejtosztodasban is fontos szerepet jatszanak, igy a
vashoz hasonléan fokozott cinkfelvétel is tapasztalhatd a rakos sejteknél. Azonban a
helyzet nem ennyire egyszerli, hiszen vannak olyan raktipusok is, ahol a cinkhidny gatolja
az apoptozist, ezaltal a kellden magas cinkszint akar a rakos sejtek pusztulasat is
eredményezheti [21,22]. Szamos probalkozas iranyult endogén fémionokkal valo
kolcsonhatason alapuld kezelésekre: példaul kiilonboz6 vaskelatorok (pl. deszferrioxamin
B), melyek csokkentik a vas elérhetéségét a rakos sejtek szamara), vagy fémtartalma
enzimeket gatld vegyiiletek alkalmazasaval. Utobbi csoportba tartozik példaul a triapin,
mely a ribonukletiod-reduktaz (RR) enzimet képes gatolni a vasionokkal valo
komplexképzésével. Az rodalmi attekintésben tovabb targyalom azokat a vegylileteket, €s
vegyiiletcsaladokat, melyek hatékonyak Ilehetnek a rakos sejtekkel szemben, és

hatdsmechanizmusuk 0Osszefiiggésbe hozhaté endogén fémionokkal vald kdlcsonhatassal.

2.1.1. A vas biolégiai szerepe

A vas a legnagyobb mennyiségben eléforduld atmenetifém az emberi szervezetben.
Naponta atlagosan 1-3 mg szivodik fel beldle, és kozel azonos mennyiség iiriil ki a
szervezetbdl. A teljes vastartalom kortilbeliil 80%-a a hemoglobinhoz és a mioglobinhoz
kotott formaban taldlhatd. A fennmaradd 20% a ferritin és a hemosziderin vastarolo
fehérjék kozott oszlk meg. Az enzimatikus folyamatokban néhany szaz milligramm vesz

részt, és koriilbeliil 3—4 mg a transzferrinhez kotve kering a vérplazmaban [23].

A thalassaemia egy a hemoglobin globin lancat érint6 orokletes vérképzorendszeri
betegség, mely soran a beteg szervezete nem képes a megfeleld hemoglobin eléallitasra,
ennek kovetkeztében vérszegénység alakul ki. Leggyakrabban p-thalassaemia formajaban

fordul el, amikor a hemoglobin B-lancainak csokkent képzodése, esetleges hianya okozza



a betegséget. Legstlyosabb ,,major” formaja az tgynevezett Cooley anaemia, amikor két
hemoglobin képzédéséért feleldos gén is érintett, mig a ,,minor”, enyhe forma esetén csupan
egy. A kialakuld tiinetek kozott olyan stlyos problémak alakulhatnak ki, mint a Iép
megnagyobbodésa, a csontok elvékonyoddsa/deformitdsa és novekedési zavar. A kezelések
soran vératomlesztést alkalmaznak, mely hatasara a szervezetben felhalmozodd vas olyan
fontos szervekben rakodik le, mint a maj, vagy a szivizom, ez pedig szivelégtelenséghez,
végiil halalhoz is vezethet [24]. A thlzott vasfelesleg kialakulasanak tovabbi oka lehet az
ugynevezett hemosziderézis, vagy hemokromatozis, mely genetikai betegség soran a
szervezetben korosan felgyiilemlett vas majelégtelenséget is okozhat. Mind a
vératomlesztés, mind a genetikai mutdcid kovetkeztében felgyiilemlett vas eltavolitisara
megoldas jelenthet a kelatterapia, mely soran kelatképzOkkel kotik meg a kialakult

vasfelesleget (pl. deferaszirox, deferipron, deszferrioxamin B).

Az emberi genom tobb mint 500 vasfehérjét kodol, melyek legfontosabb feladatai
kozé tartozik az oxigén szallitdsa és tdroldsa, illetve az elektrontranszfer folyamatok
kozvetitése. A legfontosabb vastartalmi fehérjék kozill kiemelhetjik a hemoglobint és a
mioglobint, de a hemtartalmt citokrom P450-t is, amely az endoplazmatikus retikulum
elektrontranszfer-lancanak tagja [25], vagy akar a ribonukleotid-reduktazt, amely a DNS
bioszintézisében jatszik szerepet. A RR a ribonukleotidok 2'-dezoxiribonukleotidokka
torténd atalakulasaért felelés enzim, mely két R1 alegységet és két R2 alegységet (2. 4bra)
tartalmaz. Az R1 alegység felelds a ribonukleotid szubsztratok megkdotéséért, mig az R2
alegység egy tirozil szabad gyokot tartalmaz, amelyet egy nem-hem vascentrum stabilizal
[26,27]. Mind a vas, mind a tirozilgyok nélkiilozhetetlen a Kkatalitikus aktivitashoz.
Mindezen feliill igazoltak azt 1is, hogy a rakos sejtek fokozott vasfelvételt ¢s
vasfelhasznalast mutatnak, igy a vasionokkal vald kolcsonhatasnak jelents szerepe lehet a
rak elleni kdzdelemben, ugyanis a gyors sejtosztodds kovetkeztében a DNS-szintézishez,
enzimek alkotoelemeként (példaul a ribonukeotid-reduktaz) jelentés mennyiségii vasra van
sziikségiik [28]. Nem csak a sejtosztddashoz, de a sejtek intenzivebb metabolikus
aktivitasa és energiatermelése miatt is (glikolizis, oxidativ foszforilicid) sziikSéges a
nagyobb vasmennyis€g. A megndvekedett vasfelvétel érdekében a rakos sejtek esetén
megfigyelhetd a transzferrin receptorok tllexpesszidja, ezaltal ugyanis hatékonyabban

képesek felvenni a vasat a vérbol.
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2. abra: Avasionok koordinaciojanak sematikus abraja az R2 alegységben [29].

A szervezetben a vas +2 és +3 oxidacios allapotban fordulhat elé. Mig a Fe3* hard”
jellegli, ezért oxigén donor atomok felé mutat nagyobb affinitdst (hidroxidok, karboxilatok
(aszpartat, glutamat)), addig a Fe*" joval ,szoftabb” sajatsagn, ezért a kéntartalma
tiolcsoportokkal (cisztein), tioéterekkel, szulfidokkal és nitrogén tartalmi imidazol
gytriikkel (hisztidin), aminokkal és piridin gyiirtikkel alakit ki szivesebben komplexeket
[30]. Mind a Fe?*, mind a Fe® ionok esetében az oktaéderes koordinacids geometria a
leggyakoribb (ferritin és transzfrerrin), azonban ritkdn, de el6fordulhat tetraéderes

koordinaci6 is (példaul a vas-kén fehérjék esetén is) [31].

2.1.2. Avrézbiologiai szerepe

A réz a harmadk leggyakoribb atmenetifém az emberi Szervezetben. A napi
rézszilkséglet koriibelil 3-5 mg kozott mozog. A vashoz hasonléan, hidnya
veérszegénységet eredményez, &m léteznek olyan genetikai betegségek is, melyek szintén a
réz anyagcserezavaraval fiiggnek Ossze. Ilyen példaul a Menkes-kor, mely az ATP7A réz-
transzporter fehérjét kodolo gén mutaciojahoz kothetd elvaltozas. A betegség X-
kromoszomahoz kotott, és recessziven 0Oroklodd, legsulyosabban pedig a kdzponti
idegrendszert érinti. Mentdlis és novekedési retardacidt eredményez, mely mar
csecsemOkorban jelentkezik [32]. A réz koros felhalmozodasat Wilson-kornak nevezziik,
mely sordn a réz a majban, az agyban, a szemben is lerakodik. A betegség kialakuldsanak

crer

mukodése.
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A réz nem csupan a kotdszovet képzodésében vesz részt, hanem Kiilonféle
enzimatikus reakciokban is fontos szerepet jatszik. A mitokondrialis 1égzési lancban
résztvevd citokrom c-oxidaz is egy réztartalmt elektrontranszport enzim, mely két hemet,
egy citokrom a-t, egy citokrom as-at, tovabba két rézkozpontot (Cup és Cug) is tartalmaz
[33]. Fontos még kiemelniink a Cu,Zn szuperoxid dizmutazt (SOD1), amely a szuperoxid
gyokanion hidrogén-peroxiddd és dioxigénné torténd atalakitasaban résztvevd fehérje, ami

a réz mellett egy cinkiont is tartalmaz [34].

A szervezetben a réz dontd mennyiségben fehérjékhez kotott formaban fordul eld.
A szabad rézionok koncentracibja nagyon Kicsi, ami gatolla a Fenton-tipusti reakcid
lejatszodasat, ugyanis a vegyértékvalto atmenetifémekre (altalaban a vas-, és rézionokra)
jellemzd, hogy hozzajarulnak a szabad gyokok kialakulasahoz [35]:

L-M™ + H,0, » L-M"" + -OH + OH™ (1)
L-M"! + R— L-M"™ + R* (2)

A hidrogén-peroxid ¢és az atmenetifémion kozotti katalitikus Fenton-tipusu
reakcidban a hidroxilgyok képzodését egy redukcios Ilépés koveti. Abban az esetben, ha

példaul a Fe**-iont O, redukalja, akkor a fenti reakciok osszegeként megkapjuk a Haber—

Weiss ciklus részét képezo teljes reakciot:
0O,"+H,0,—-OH+OH +0, (3)

A direkt reakcid tal lassu a biologiai rendszerekben, azonban a vaskomplexek

segitségével katalizdlhatd, melyben a sebességmeghatirozd I€pés az elsd reakceid.

A szervezetben a réz +2 és +1 oxidaciés allapotban fordulhat eld. A Cu** esetén a
koordinacié leggyakrabban torzult vagy szabalyos oktaéderes, de lehet siknégyzetes is, mig
a Cu" esetén a tetraéderes koordinacios geometria a jellemzd. A Cu?*-ionok a szervezetben
leggyakrabban a hisztidin  oldallincaban talalhatdé imidazolgylirihdz, illetve az
oxigéntartalma ligandumok felé mutatnak nagyobb affinitast. Ezzel szemben a Cu’-ionok a
cisztein kéntartalmi oldallincahoz (példaul a szuperoxid-dizmutaz is tartalmaz ilyen

kotést), vagy a glutationhoz (GSH) koordinalodnak szivesebben [36].
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2.1.3. Acink biolégiai szerepe

A cink a masodik legnagyobb mennyiségben el6forduld  atmenetifém,
kiemelkedéen magas koncentracioban talalhatd meg az agy vezikulumaban, a csontokban
és az izmokban [37]. A napi cinksziikséglet koriilbelil 15 mg kornyékén mozog. A
megfeleld bevitel hidnydban jelentkezhet ¢étvagytalansag, csokken a fertézésekkel
szembeni ellenallas, de fejlodési visszamaradottsag és torpenovés is kialakulhat [38]. A
legijabb kutatasok Dbizonyitottdk, hogy az inzulinrezisztencia 0Osszefiiggést mutat a
cinkhiany miatti fokozott vasfelszivodassal, ami a vas-, és cinktranszporterek kozotti
kapcsolattal magyarazhato [39]. Feleslege csak igen nagy mennyiségben toxikus az emberi

szervezetre nézve.

A cinkionok tobb mint 300 fehérje enzimatikus folyamataiban vesznek részt
kofaktorként, mely fehérj¢k tobbek kozott a sejtek novekedéséért, fejlddéséért,
differencialodasaért felelések. Ide tartoznak példaul a dehidrogendzok, a polimerdzok, a
foszfatazok, a kinazok, az anhidrazok, a dizmutazok és a peptidazok is [40]. Az egyik
legismertebb cinktartalmi enzim a karboxipeptidaz-A, mely a fehérjék C-terminalis
peptidkotésének hidrolizisét katalizdlia. A mar emlitett szuperoxid-dizmutaz kofaktoraként
(3. abra) a cink szabalyozza a szabad gyokok mennyiségét is, ugyanis a katalaz enzimekkel

egylttmiikddve védelmet nyujtanak a szuperoxid gyokanionok karos hatasa ellen [41].

His NH H As
A Psi
I / His C
\E /> O/H o /\( 69
P

HN N
= — N -:\
) \\ Hisg; ((_ NH
11gHis N\ _NH
. HiS']x
a6HIS

3. abra: Cu, Zn-szuperoxid dizmutaz aktiv centruma [42].

Fontos szerepet tolt be tovabba a fehérjék harmadlagos szerkezetének
kialakitasaban, tobbnyire cisztein és hisztidin aminosavak oldallincaihoz koordinalodva,
tetraéderes geometria kialakitdsa mellett. Itt fontos megemliteni a cinkuj fehérjék
jelentéségét is, melyek olyan, 9-10 cinkiont tartalmaz6 fehérjék, amelyekben a
cinkionokhoz 4-4 aminosav oldallinc koordinalodik, tetraéderes elrendez6désben. Ez az

elrendez6dés stabilizalia az ujj-szerii konformaciot, melyben az ,ujjak” a DNS-hez tudnak
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kotddni, biztositva a sSzekvencia pontos felismerését [43]. A cinkionok képesek az
intracellularis informaci6 hirvivéjeként és az extracellularis kommunikacid bemeneteként
is viselkedni. Ezzel nem csak a sejten beliili informaci6é tovabbitdsaban jatszanak fontos

szerepet, de a sejtek kozotti kommunikacioban is.

Koordindciés kémiai tulajdonsagait tekintve a cink(Il)ion négy, o6t vagy hat
koordinalodé donoratommal alakit ki jellemzéen tetraéderes, négyzetes piramisos, illetve
oktaéderes geometriaju komplexeket. A réz(Il)ionokhoz hasonléan a nitrogén és oxigén
donoratomokat tartalmazd ligandumok felé mutat nagyobb affinitdst, mint példaul az

imidazolgytirtit tartalmaz6 aminosavak (hisztidin) vagy a karboxilatok [44,45].

2.2. A tioszemikarbazonok

2.2.1. Farmakologiai aktivitasuk és hatas me chanizmus uk

A tioszemikarbazonok nagyon valtozatos biologiai hatassal rendelkezé vegyiiletek,
ugyanis léteznek kozottiik virus-, baktérium-, tuberkulozis-, malaria-, és rakellenes
hatastak is [46,47]. Eloallitasuk egy keton vagy egy aldehid tioszemikarbaziddal valo
kondenzacios reakciojaval torténik, ahogyan azt lathatjuk a 4. abran, a legismertebb
képviselojilk, a 3-amino-piridin-2-karbaldehid-tioszemikarbazon, vagyis a triapin (3AP,

5. abra) esetén.

NO NO, NO.
7 2 Se0, 7 HOCH,CH,0H & 2
e —— | |
A Dioxan X p-toluolszulfonsav  x_ 0
N CH, N CHO N
(o]
H,, Pd/C

etanol

1. H,NNHCSNH
7 | NH, ZHCI 2
A O:I 2, NaHC03 N ~\ )k
N
(o
4. abra: A klinikai vizsgalatokba keriilt triapin szintézise [48].

Az els6 rakellenes TSK-ok egyike a 2-formilpiridin-tioszemikarbazon (FTSC) volt,
melyet mar az 1950-es években alkalmaztak allatkisérletekben a leukémia kezelésére [49].
Tovabbi fejlesztések vezettek a 3AP kifejlesztéséhez, mely vegyiilet a feltételezett

hatasmechanizmusa alapjan a DNS bioszintézisébe avatkozik be, a RR enzim gatlasan
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keresztiil. A rakos sejtek fokozott sejtosztoddsa miatt a RR enzim gatlasa egy lehetséges
célpont lehet a kezelések soran [50]. A feltételezett hatdsmechanizmus alapjan elsé
lépésként az R2 alegységben kialakul egy Fe(I)-3AP komplex, mely ezutan reakcioba Iép
az oxigénnel, igy reaktiv oxigénrészecskéket hoz létre, mely folyamat végiil a tirozilgyok
kioltasan keresztiil az enzim inaktivitasahoz vezethet [51]. A 3AP szamos Klinikai fazis I
és fazis II vizsgalatban vett részt, mono- és kombinalt (pl. ciszplatinnal) terapidkban
egyarant, jelenleg pedig fazis 111 vizsgalatai zajlanak vele [52]. Azonban alkalmazasa soran
olyan komoly mellékhatasok is felléphetnek, mint a methemoglobinémia, a hipoxia vagy a
hanyas [53,54]. Ezen problémak olyan tovabbi TSK-ok fejlesztését 0sztonozték, melyek
citotoxikus hatdsa erdsebb, vagy akar szelektivebbek, ezdltal a mellékhatdsok szdma,
illetve eréssége is csokkenhet. A CHEMSAS® egy in silico szamitogépes modszer, amely
a molekulaszerkezet ismeretében eldrejelzi a biologiai aktivitist. A CHEMSAS® platform
segitségével nagy hatékonysagra ¢és alacsony szisztematikus toxicitast vegyiileteket
terveztek, melyek kozil a  4-(2-piridinil)-2-(6,7-dihidro-8(5H)-kinolinilidén)hidrazid-1-
piperazin-karbonsavat (COTI-2, 5. abra) valasztottak ki, aminek antitumor hatasat

kiilonb6z6é human rakos sejtvonalak sokféle csoportjan vizsgaltak.

(] B
s s
/ /N\HJI\NHZ / /N\HJI\N/\
NH, N /N
3AP COTI-2 U
X
7z |N s zZ |N s
AN /N\HJ\T/ A /N\H)I\T
Z SN 7z |N
AN | AN
Dp44mT DpC

5. abra: A klinikai vizsgalatokba keriilt TSK-ok (3AP, COTI-2, DpC) és a Dp44mT szerkezeti
képlete.

A COTI-2 alkalmazasa eredményesnek mutatkozott tobbek kozott leukémids és
bérrakos sejtvonalak esetén, ahol az antiproliferativ hatds mar nanomolaris koncentracid
mellett is megfigyelheté volt [55]. Jelenleg Klinikai fazis 1 vizsgalatok (NCT02433626)
folynak a COTI-2 és annak ciszplatinnal valé kombinalt terapiajara vonatkozoan [56]. Az
elézetes farmakokinetikai vizsgalatok azt mutattdk, hogy a vegyiilet 15-90 perc utan éri el

a maximalis koncentraciot a vérben, Szajon at torténd adagolast kovetden, felezési ideje
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pedig 8-10¢6ra kozott van [55]. A klinikai vizsgalatok alapjan jol toleralhatd. A
leggyakoribb mellékhatdsok az émelygés, hanyas, faradtsag ¢és hasi fajdalom, azaz
Osszességében a nagy hatékonysag mellett a mellékhatdsok erdssége is csokkent a
triapinhoz  képest [57]. A COTI-2 javasolt hatdsmechanizmusa alapjan cink-
metallochaperon tulajdonsagokkal rendelkezik, ugyanis a p53 fehérje mikodését
befolyasolja. A fehérjehez kotddve konformacios valtozast indukal, és helyreallitia annak
tumorszupresszor aktivitasat [58]. Jelenleg a p53-rol ismeretes, hogy kulcsszerepet jatszik
gyakorlatilag minden raktipus esetén, és génjének mutacioja a rakos esetek tobb mint 50%-
anal azonosithatd [59]. A tioszemikarbazonok tovabbi fejlesztése eredményezte az
ugynevezett Dp-TSK-ok csoportjat, melyek koziil a di-2-piridil-keton-4,4-dimetil-3-
tioszemikarbazon (Dp44mT, 5. abra) kiemelked6 és szelektiv rakellenes hatast mutatott in
vitro és in vivo kisérletek soran is [60]. Az elsé feltételezések szerint a ligandum a
vasionokkal val6 komplexképzédésen, majd a redoxi folyamatok soran keletkezd reaktiv
oxigénrészecskéken keresztiil fejti ki hatasat [61,62]. A Dp44mT tovabbfejlesztésével
eléallitott  di-2-piridil-keton-4-ciklohexil-4-metil-3-tioszemikarbazon ~ (DpC, 5.  éabra)
szintén Kklinikkai vizsgalatokba keriilt, azonban a Dp44mT-vel szemben szajon at adva is
hatasos, az in vivo toleralhatésaga nagyobb, és szamos daganattipussal Sszemben
hatékonynak bizonyult [63,64]. Mig a 3AP a vasionokkal valo kolcsonhatasa révén fejti Ki
rakellenes hatasat, addig ezek a nanomolaris koncentracioban is hatasos TSK-ok (Dp44mT
¢s DpC) a P-glikoprotein (Pgp) altali rezisztenciat is képesek legy6zni, mely folyamat
soran pozitiv toltésiivé valnak, és felhalmozodnak a savas kémhatasu lizoszomakban. Az
ott taldlhatd wvas-, ¢és rézionokat képesek megkdtni, igy citotoxikus, redoxaktiv
komplexeket képeznek, amelyek membrankarosodast, végiil pedig sejthaldlt indukalnak
[9,65,66]. Osszességében elmondhatd, hogy az endogén fémionokkal vald kolcsonhatds a
fent felsorolt esetekben igen fontos szerepet tolt be a rékellenes hatas kifejtésekor.
Azonban nem csupan a réz(Il)-, vas(lll)-, és cink(IT)ionokkal vald kolcsonhatas
vizsgalatara korlatozodik a szakirodalom, ugyanis az elézéek mellett mas fémionokkal
kialakul6 komplexeknek is van biologiai aktivitasa. Példaul a 2-acetil-piridin-TSK-ok
Pt(I)-, és Ni(II)-komplexei antibakterialis hatast (is) mutattak [67,68]. A 2-formilpiridin-
TSK-oknak ¢és oxovanadium(IV)komplexeiknek szintén erdteljes in vitro antibakterialis

hatasa van [69].
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2.2.2. A tioszemikarbazonok koordinacios ké miai s ajats agai és komple xképzé siik

A TSK alapvazban két donoratom taldlhato (N,S), melyekkel semleges €s anionos
formaban is koordinalédhatnak. Az anionos koordinacid esetén a hidrazin-NH
deprotonalodasaval a tion-tiol tautomérianak koszonhetéen egy tiolato kotési mod jon létre
(6. abra) [70]. Altaldban a két koordinalodd donoratom mellett egy harmadik koordinaciora
alkalmas csoportot is tartalmaznak, amely a leggyakrabban fenolos-OH csoport: (O,N,S),

vagy piridin nitrogén: (N,N,S), ahogyan az 6. abran is lathato a 3AP esetén.

[CuLH]J** [CuL]

6. abra: Tion-tiol tautoméria kovetkeztében megvaldsuld koordinaciés modok a 3AP

réz(II)komplexei esetén.

Mig a réz(ll)ionokkal a tetragonalisan torzult oktaéderes geometriaji komplexek
képz6dése igen gyakori, és igy jellemzéen mono-ligandumi komplexek képzddnek a
haromfoga TSK-okkal, addig a vas-, és cinkionokkal kialakuld szabalyos oktaéderes
komplexeknél altalaban biszkomplexek képzodését is megfigyelhetjiik. A hard Lewis-sav
Fe(lll)-ion a hard oxigén donorral (is) rendelkezé (O,N,S) ligandumok felé mutat nagyobb
affinitast, mig a szoftabb (N,N,S) donorkészlet miatt az a-N-piridil-TSK-ok egyértelmiien
a Fe(ll)-ionok hatékonyabb komplexképz6i [71]. A TSK-ok réz(Il)-, vas(ll)-, vas(ll)-,
cink(l)-,  nikkel(ll)-,  platina(ll)-,  ruténum(Il)-,  gallium(lll)-,  vanadium(IV)-,
vanadium(V)ionokkal is képesek a komplexképzésre. A komplexképzodés jelentdsen
megvaltoztatja a fizikai-kémiai sajatsagokat, példaul a lipofilitast, a toltést (eziltal hatdssal
lehet a transzportfolyamatokra), de akar eltérd hatdsmechanizmust is eredményezhet.
Fontos kiemelni, hogy nem csupan maguk a TSK-ok, hanem azok fémkomplexei is
mutat(hat)nak biologiai aktivitast. A szilard formaban eldallitott réz(Il)komplexek
citotoxicitisa az N-terminalisan diszubsztitualt o-N-piridil-TSK-0k esetén példaul gyakran
nagyobb, mint a szabad ligandumé, mig a nem szubsztitualt TSK-nal legtobbszor a
ligandum bizonyul aktivabbnak [72,73]. A TSK-ok vas-, ¢és rézionokkal vald
komplexképzodése igen részletesen kutatott teriilet [62,74-78], hiszen a feltételezett

hatasmechanizmus alapjan ezen fémionokkal valdo komplexképzddés komoly szerepet
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jatszik a Dbiologiai aktivitas kialakulasaban. Ugyanakkor a komplexek képzodési
allandoinak  meghatarozasaval foglalkoz6 koézlemények leginkabb csak a  sajat
kutatocsoportunkbol szarmaznak [79]. Megallapitottak, hogy a 3AP és a kén mas
kalkogénatomra torténd cseréjével, ill. kiilonb6zd modon szubsztitudlt szarmazékai
tobbnyire mono-ligandumu komplexeket képeznek a réz(Il)ionokkal, mely komplexekben
(Npiridin,N,S )(H20),  (Npirigin,N,O )(H20) és  (Npirigin,N,Se )(H20) koordinacios modok
dominalnak fiziologias koriilmények kozott (pH = 7,40). A tiokarbonilcsoportban talalhato
kén szelénre torténd kicserélddése novelte a Cu(Il)-komplexek stabilitdsat, mig az O-3AP
kisebb stabilitast  Cu(Il)-komplexeket képez, mint a 3AP. A vizsgalt haromfogu
ligandumok Fe(Il1)- és Fe(IlI)-ionokkal oktaéderes mono-, és biszkomplexeket képeztek. A
ligandumok Fe(l1)-kotd képessége a kovetkezd sorrendet koveti: O-3AP<«K S-Me-3AP <
Se-3AP ~ 3AP; mig a Fe(Ill) komplexek stabilitdsa a kdvetkez6: Me-3AP <« Se-3AP < O-
3AP < 3AP. Az O-3AP ¢s a Me-3AP nem mutatott citotoxikus aktivitast (MES-SA és
MES-SA/Dx5) human méhszarkoma sejteken, feltehetéen azért, mert ezek a ligandumok
nem képesek mindkét oxidacios allapotban nagy stabilitast komplexeket képezni a
vasionokkal, ami sziikséges a rakellenes hatas kifejtése soran [80]. Doktori munkamban
elsésorban a Kkiilonb6z6 modon szubsztitualt TSK-ok réz(Il)-, vas(ll)-, vas(lll)-, és
cink(IT)ionokkal valé komplexképzddését vizsgaltam.

2.3. A 8-hidroxi-kinolinok

2.3.1. Szerkezetiik, koordinaciés kémiai tulajdons agaik és alkalmazasuk

A 8-hidroxi-kinolin (8HQ, oxin) egy biciklusos vegyiilet, melyet altaliban kinolin-
8-szulfonsavbol és 2-aminofenolbdl allitanak elé Skraup-szintézissel (7. abra) [81]. Egy
fenollal kondenzalt piridingytirtibdl 4ll, amelyben a hidroxilcsoport a 8-as pozicidhoz

kapcsolodik.

R4
R2 \ R2
+ / o} _ _
NH, N R3
R: Ry
OR OH

7. abra: A 8-hidroxi-kinolin el6allitasa Skraup-szintézissel [81].

A piridingytiri  egy  bazikus  nitrogénnel  rendelkez6  elektronhidnyos
molekularészként van jelen, mig a fenolcsoport miatt a vegyiilet szamos kémiai reakciora

és szerkezeti modosulasra érzékeny (aromas elektrofil szubsztiticid, molekularis
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atrendezddések) [82]. A hidroxilcsoportnak a heterociklusos nitrogénhez vald kozelsége
eredményeként a 8HQ ¢és szarmazékai kétfogi komplexképzOk, amelyek a fenolat-oxigén,
¢és piridin-nitrogén atomjan keresztiil képesek koordinacios kotéseket kialakitani. A 8HQ a
legtobb kétértékii atmenetifém-ionnal (Mn(lI1), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) és Zn(ll)) mono-, és
biszkomplexet képez. A kétértékli fémionok 8HQ felé mutatott affinitdsa illeszkedik a
Mn(I1) < Co(Il) < Ni(ll) < Cu(l) > Zn(1l) Irving-Williams-féle stabilitasi trendhez [83,84].
Ezért, ahogyan azt a donoratomok ismeretében feltételeznénk, a 8HQ vegyiiletei a réz(I1)-,
és cink(ll)ionok felé mutatnak kiemelked affinitast. Ezzel Osszefliggésben fontos
megemliteni azt is, hogy bizonyos 8HQ-okat széles korben hasznalnak klasszikus
analitikai  és  elvalasztastechnikai modszereknél fémkomplexképzésre [81]. Az
alapvegyiiletet ~ gombadld  szerként haszndlidk a  mezdgazdasagban, valamint
tartositoszerként a textil-, fa- és papiriparban [85]. Mindezek mellett a 8HQ szarmazékok
kozott talalhatunk neuroprotektiv, rakellenes, HIV-cllenes ¢s gombacellenes szereket is
[86-88]. A 8-hidroxi-kinolinok egy tovabbi felhasznalasi teriilete lehet komplexképzd
ligandumként valo alkalmazasa szenzorokban, diagnosztikai szerekben, lumineszcens

koordinacios vegyiiletek (példaul biokonjugatumok) képzése révén [89].

Az alapvegyiilet 8-hidroxi-kinolin (a, 8. 4abra) biologiai tulajdonsagainak
optimalizdlasa érdekében szdmos szarmazékat allitottak mar eld. Az alapvazban talalhato
hidroxilcsoport erdsen aktivald, orto-/parairanyitd szubsztituens, ezért az 5-0s és 7-es
pozici6 konnyen funkcionalizalhatdé aromas elektrofil szubsztiticioval (pl szulfonalas,
nitralas, nitrozalas), mig a 2-es vagy 4-es helyzetben nukleofilekkel tamadhaté [10]. A
halogénezett szdrmazékokat széles korben hasznaljdk helyi fertétlenitd szerekként,
valamint szisztémasan bél- vagy hugyuti fertézések kezelésére, de antibakterialis,
rakellenes és anti-neurodegenerativ szerekként is vizsgaljak oket [90,91]. Legismertebb
képviselgjik az 5-klor-7-jod-8-hidroxi-kinolin (b, kliokinol, 8. abra), mely jelenleg
borfertdzések kezelésére alkalmazott helyi (kiilsd) készitményként kaphatd. Vizsgalatok
folynak a kliokinollal az Alzheimer-kor, a Parkinson-kér és rosszindulati daganatok
kezelésére is, bar meg kell emliteni, hogy nagy dozis vagy hosszabb ideig tarté kezelés

esetén neurotoxikus hatasa van, a nagyon erds lipofil karaktere miatt [92—94].
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8. abra: A 8-hidroxi-kinolin alapvegyiilet, valamint szarmazékainkak szerkezeti képlete.

A piperazin-gy(riit tartalmazé szarmazékok koziil fontos megemliteni az 5-[[4-(2-
hidroxi-etil)-1-piperazinil]-metil]-8-kinolinolt  (c, 8. abra), mely hasonld vasmegkétd
képességgel rendelkezik, mint a vastllterheléses betegségek kezelésére hasznalt
deszferrioxamin B. A vegyiilet igéretesnek bizonyult szamos neurodegenerativ betegség
kezelése soran, ugyanis a piperazin-gytirinek koszonhetden képes atjutni a vér-agy gaton
[95]. A nitro-szarmazékok legismertebb képviseloje a széles spektrumi antibakterialis
szerként ismert 5-nitro-8-hidroxi-kinolin (d, nitroxolin, 4. abra), melyet hugyuti fertézések
kezelésére ¢és megelézésére hasznialnak. Kiemelkedd vizoldhatosaguk miatt meg kell
emliteniink a 8-hidroxi-5-kinolin-szulfonsavat (szulfoxin) és a 8-hidroxi-7-jod-5-kinolin-
szulfonsavat is, melyek képesek igen stabilis fémkomplexeket képezni, igy fontos helyet
foglalnak el az analitikai kémiaban, példaul a vas kolorimetridas meghatarozasaban. Az
amin szarmazékok jelentds képviselje a 2-amino-8-hidroxi-kinolin, mely antiproliferativ

aktivitassal rendelkezik, melyet a rézionok jelenléte akar tizszeresére képes novelni [96].

2.3.2. A 8-hidroxi-kinolinok biologiai aktivitasa és MDR-szelektivitasa

Ahogyan azt fentebb is targyaltam, a 8-hidroxi-kinolinok és szarmazékaik igen
sokféle farmakologiai hatassal bird vegyiiletek. Az alapvegyiilet oxinnak, illetve
szarmazékainak vasionokkal kialakitott komplexeinek rakellenes hatasa (is) van. A
citotoxikus hatds egyik oka lehet, hogy a vaskomplex bejut a sejtekbe és karosithatja a
DNS-t, ami az adenozin-trifoszfat (ATP) készletek kimeriiléshez, végiil pedig sejthalalhoz
is vezethet, ugyanis a DNS helyreallitdisdhoz nagy mennyiségli ATP-re van sziikség.
Mindezek mellett a vaskomplex mas modon is karosithatia a DNS-t [97]. Ahogyan azt a
TSK-0k bemutatasanal is emlitettem, a ligandumok rakellenes hatasa gyakran kapcsolatba
hozhat6 a kiilonboz6 endogén fémionokkal vald kolcsonhatasukkal. Nincs ez masként a
8HQ-oknal sem, ahol is a Cu(ll)- , Fe(lll)-, és Zn(ll)-ionokkal val6 komplexképzddés
jatszik fontos szerepet a citotoxicitas kialakulasaban [98]. Példaul a korabban emlitett
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kliokinol rézkelatorként, valamint réz-, vas-, és cink-ionoforként is kifejtheti hatasat [99].
Ezen tulajdonsagat felhasznalva az Alzheimer-kor kezelésével kapcsolatban is végeztek
vele vizsgalatokat, mivel képes lehet befolyasolni a cink(ll)-, és réz(Il)ionok, valamint az
AP fehérje kozti kolesonhatast az agyban [100]. A nitroxolin a katepszin B endopeptidaz
enzim reverzibilis inhibitoraként ismert, mely enzim részt vesz az extracellularis matrix
kliokinol és a nitroxolin citotoxicitasat, elmondhato, hogy az utobbi aktivabbnak bizonyul
(ICs0 = 5,09 és 0,44 pM, ahol ICsy az a koncentracio, ahol a kezelt sejtek fele elpusztul),
mely aktivitas a sejtekben novekvé ROS-szinthez is kothetd. A ligandum nitrocsoportja
nitrogén gyokforrasként miikddik, amely redoxi reakciokat indit el Ezen reakciok
kovetkeztében megvaltozik az intracellularis jelatvitel, ami a tumorsejtek ndvekedésének
gatlasahoz vezethet. A nitroxolin nem cink(ll)-ionofér, ugyanis a fent emlitett hatasokat a
réz(Il)ionok fokoztak, viszont a cinkionok jelenlétében nem tapasztaltak jelentds valtozast
[96]. Az eddig emlitett ionok mellett biologiai aktivitast figyeltek meg egyes
ritkafoldfémekkel, valamint platina(IT)-, és palladium(IT)ionok esetén is [102-104].
Emlitésre méltd6 a szajon at adhaté és klinikai vizsgalatok alatt allo [trisz(8-
kinolinolato)gallium(111)]-komplex is, melynek hatasmechanizmusa nem teljesen tisztazott,
de nem az RR enzim inhibitora, mint mas, kisebb stabilitaisui Ga(lll)-komplexnek. Ez a
komplex, adhézios (tapado) raksejtekben beinditja a kalpain nevii enzim aktivalasat, ami az

integrinek mennyiségének csokkenéséhez vezet, és kivaltja a sejthalalt [105,106].

A daganatos Dbetegségek kezelésének egykk legnagyobb kihivasat a
gyogyszerhatoanyagok ellen fellépd rezisztencia jelenti Az alkalmazott rakellenes
gyogyszerre rezisztens sejtek késébb mas, szerkezetileg eltéré hatéanyagokkal szemben is
képesek keresztrezisztenciat kialakitani. Ezt nevezziik multidrog rezisztencianak (MDR).
A rékos sejtek ellenalloképességének, és az MDR jelenségének hatdsmechanizmusaban
fontos szerepet jatszik a hatdanyag aktiv kipumpalasa a sejtekbél [107]. Az ABC-
transzporterek, vagy masnéven ATP-fiiggé transzporterek olyan nagy integralt
membranfehérjék, amelyek két transzmembrdn domént és két nukleotid-k6td domént
tartalmaznak. Szamos anyag (példaul metabolitok, szteroidok és gyogyszerek) membranon
valo atjuttatasaért feleldsek [108]. A transzport konformacios valtozasok kovetkeztében
mehet végbe, melynek energiaigényét az ATP hidrolizise biztositia. A 2.2.1. fejezetben
emlitett Pgp (melyet az ABCBI1 gén kodol) szamos vegyiilettel szemben biztosit

rezisztenciat a rakos sejteknek, ugyanis olyan, gyogyszerrezisztens rosszindulata
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daganatban mutat talzott expressziot, mint példaul a petefészekrak, az akut és kronikus
mieloid leukémia, és a kissejtes tiidérak [109-111]. Nem csupan a 8HQ szarmazékoknal,
de az ¢loz6 fejezetben bemutatott TSK vegyiiletcsalad esetén is nagy jelentdsége van az
efflux pumpaknak. Az ABCC1 pumpa, a Pgp-vel szemben nem a hidrofob molekulakat,
hanem a negativ toltésii szubsztratokat részesiti elényben (példaul szerves anionok),
valamint az olyan masodlagos metabolitokat, mint példaul a glutation. Ez a szubsztrat
specifikus ABCC1 pumpa képes lehet felismerni a GSH-t, és a sejten kiviilre pumpalni azt,
valamint a GSH-nal képz6dé adduktumokat is, ezzel csokkentve az adduktumokat képzd
ligandumok citotoxikus hatasat [112].

crer

kettds rétegben. A befelé nézd szerkezet (bal) eldsegiti a hatdéanyag megkdtodését, mig a
kifelé nézd szerkezet (jobb) a sejtbdl torténd kidramlast az extracellularis kornyezetbe,
melyet a szilk szerkezetli csatorna tovabb tamogat [113]. A citotoxikus hatids szamos
esetben elérhetd a sejtekben 1évé vas homeosztazisaba valdo beavatkozas révén (példaul az
RR enzim esetén). Bizonyos 8HQ szarmazékok esetén azonban megfigyelték, hogy az
intracellularis vaskészletek kimeritésével kozvetleniil képesek gatolni az RR enzim

miikodését, ami a sejtben képz6édé vaskomplexek Pgp altal kozvetitett kidramlasanak

eredménye [111].
L y hatéanyag
Kifelé néz6 szerkezet e/ Ry kidramlasa

befelé nézé szerkezet

foszfolipid
kettGsréteg

hatéanyag
megkotédése

9. abra: Pgp transzporter szerkezete a hatdanyag megkotddése és kiaramlasa kozben [113].

MDR-szelektivitasnak azt nevezziik, amikor a kemoterapias szer az MDR rakos
sejtekre kifejtett citotoxiikkus hatasa nagyobb, mint az érzékeny, parentdlis rakos sejtek

esetén. A 8-hidroxi-kinolin gytirti hetedik pozicidjaban 1évé CH,-N alegységet tartalmazo
vegyliletek MDR-szelektivitast mutatnak, mindemellett kutatocsoporti eredmények alapjan
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citotoxicitasuk korrelaciét mutat az -OH csoport pK, értékével, és Osszefligg az
esszencialis fémionokkal vald komplexképzésiikkel is [114]. Az eddigi eredmények azt
mutattadk, hogy a komplexképzés sziikséges, de nem elégséges az MDR-szelektiv
aktivitashoz. A MDR szelektivitis novekedését az R5-6s pozicioba torténd szubsztituensek
beépitésével érték el (példaul halogének esetén, amelyek ndvelték mind a toxikus hatast,
mind a szelektivitast, ezzel szemben az alkoximetil-csoportok novelték a szelektivitast, de
csokkentették a toxicitast). Megallapitottak azt iS, hogy az aromas gyiir(i beépitése a
metilén hidrogénezett szénatomjara csokkentette a toxikus hatast és a szelektivitast IS
egyarant [114]. A szerkezeti valtoztatasok soran a kiilonbozé atomok cseréje (példaul a
metiléncsoport cseréje oxigén atomra a piperidinil molekularészben) az MDR-szelektivitas
lecsokkenését eredményezi. A 8HQ szdrmazékok koziil azok, amelyek nagyobb affinitast
mutattak a réz(Il)ionokhoz, nagyobb MDR-szelektiv toxikus hatassal birtak. A piperidin-,
¢s morfolincsoportok komplexképz6 tulajdonsagai befolyasoljak a toxikus aktivitast, és a
komplexképzodés soran keletkez6 ROS-k képesek lehetnek hozzajarulni a citotoxikus
hatashoz [115]. A 8HQ ligandumok mellett torténé vas(IIl)ionok adagolasaval igazoltak
azt is, hogy a Pgp novelheti ezen vegyiiletek altal kivaltott vaskiiiriilésre vald
érzékenységet, ugyanis a vas hozzdaddsa megszintette a szelektiv toxicitast, az MDR-
sejtek védelmével [115]. A fent emlitett 8HQ szarmazékoknak azért van kimagaslo
jelentésége, mivel a Pgp direkt gatlasa inhibitorokkal eddig sikertelennek bizonyult az
MDR-rezisztens daganatok kezelésekor. Doktori munkdm soran kiilonb6z6 mddon
szubszitualt (2-es pozicidban torténd szubsztitucid; morfolin- €s piperidin szubsztituensek,
és 7-es pozicioban L-prolin-szubsztituens) 8-hidoxi-kinolinok oldategyensulyi vizsgalatat
végeztem (proton disszociacidés folyamatok, komplexképzésiikk réz- és vasionokkal és a

komplexek redoxi tulajdonsagai), Osszehasonlitva biologiai aktivitasukat is egymassal.

2.4. A vaskelatorok és a VLX600
2.4.1. Legfontosabb vaskelatorok

A vasionoknak jelentds szerepe van a gyorsan osztodd sejtek névekedésében, ami
megteremti az alapot a vaskelatorok rakterapiaban vald alkalmazasahoz. Azonban az els
vaskelatorokat még nem a rdk ellen probaltdk alkalmazni, hanem a szervezetben €vo
felesleges vas eltavolitasara, példaul a P-thalassaemia esetén. Ezért olyan kelatorokat
alkalmaznak a kezelés sordn, melyek a nem ferritinhez kotott vassal képesek komplexet
képezni, amely végiil vaskomplex formajaban kiiiriil a szervezetbdl. Az egyik legismertebb

vaskelator a deszferrioxamin B nevii trisz-hidroxamsav szarmazék (10. abra), mely hatfoga
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ligandumként hatékonyan képes megkétni a vasat 1:1 fémion:ligandum molaranyban. Az
oxigén donoratomoknak koszonhetden kivaldan alkalmas a vas(Ill)ionok szelektiv
megkotésére, oktaéderes komplexek képzddése kozben [116]. A kezelés soran naponta 20—
50 mg vas tavozik a szervezetbdl, azonban alkalmazasdnak hatranya, hogy rovid plazma
felezési ideje miatt folyamatos injekciok alkalmazasa sziikséges [117]. A napi adagolas
kellemetlensége mellett mellékhatasok (fajdalom, héanyds, hasmenés) is felléphetnek,
melyek olyan tovabbi vaskelatorok fejlesztéséhez vezettek, mint példaul a deferaszirox

vagy a deferipron (10. abra).

vt

deszferrioxamin B NH,
deferaszwox deferlpron

10. abra: A legismertebb vaskelatorok szerkezeti képlete.

A deferipron, a Ferriprox nevil, szijon at adagolhatd gyogyszer hatdanyaga (1,2-
dimetil-3-hidroxi-piridin-4-on)  egy olyan kétfogi  kelatképzd, mely vasionokkal
triszkomplexet képez [118]. A deferaszirox egy N-szubsztitualt bisz-hidroxi-fenil-triazol
szarmaz€k,  (4-[3,5-bisz(2-hidroxi-fenil)-1H-1,2 4-triazol-1-il[lbenzoesav)  és  haromfogu
kelatképzo, mely biszkomplexek képzddése mellett, a Fe(Ill)-ionok szelektiv megkotésével
képes a felesleges vas eltavolitasara [119]. A 10. abran bemutatott vaskelator
molekulaknak a Fe(IlI)-ionok felé mutatott szelektivitasa a Fe(II)-ionhoz képest igen nagy,
ami a rendkiviil alacsony redoxpotencial értékikkben is megmutatkozik (példaul a
deszferrioxamin B esetén —468 mV [120]). A redoxipar formal potencialjat (&) ugyanis a
kiilonbozé oxidacios allapota fémkomplexek stabilitasi allandoinak aranya hatarozza meg.
fgy akir a redoxpotencidlok ismeretében is kovetkeztethetiink, hogy a vizsgalt ligandum
melyik oxidacios allanpotu fémion felé mutat nagyobb affinitdst (minél negativabb, anndl

inkabb a +3 forma a preferalt).
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2.4.2. VLX600 koordinacios ké miai tulajdonsagai és biologiai aktivitasa

Az ¢clozé fejezetben bemutatott vegyiiletekkel ellentétben a 2-[1-(2-[6-metil-5H-
[1,2,4]-triazino-[5,6-b]-indol-3-il]-hidrazin-1-ilidén)-etil] -piridin (VLX600) nem egy
klasszikus értelemben vett vaskelator, amelyet a szervezetben feleslegben 1€vé vas
eltavolitasara fejlesztettek ki, hanem rakellenes tulajdonsaggt, ami Osszefliggésbe hozhatod
a vaskoto képességével. Szintézise egy haromlépéses folyamat (melyet bévebben targyalok
az eredmények fejezetben), mely soran a tioszemikarbazid és a 7-metil-indolin-2,3-dion
reakcidjaval képz6dd tion szarmazékot tovabb reagaltatnak hidrazin-monohidrattal, amit
pedig a 2-acetil-piridinnel. Az eléallitott VLX600 termék a triazino-indolil-hidrazonok
csoportjaba tartozik. Szerkezetét tekintve, melyet a 11. abran lathatunk, kézel planaris,

merev és Kiterjedt konjugalt m-elektronrendszerrel bir.

11. abra: A VLX600 szerkezeti képlete.

A koordinacios kotések kialakitasdban nitrogén donoratomok vesznek részt,
szemben a korabban bemutatott, oxigén atomokban gazdag vaskelatorokkal EXAFS
mérésekkel igazoltdk, hogy a ligandum a vas(II)ionokkal biszkomplexet képez, amelyben a

vas(Il)ion hat nitrogént kot meg pszeudo-oktaéderes konfiguracioban (12. abra).

o Fe

12. abra: A VLX600 vaskomplexének DFT és EXAFS eredmények altal generalt modellje [14].
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Hatasmechanizmusaban fontos szerepet jatszik, a kordbban mar emlitett
megfigyelés, hogy a rakos sejtek megnovekedett vasfelvételt, és vasfelhasznalast mutatnak.
A VLX600 wugyanis ugy fejti ki hatasat, hogy beavatkozik az intracellularis
vasanyagcserébe. Az el6z6 fejezetekben mar targyaltam az RR enzimet, ¢és annak
vastartalmu alegységét, mint potencidlis célpontot. Ahogyan az feltételezhetd egy
vaskelator esetén, szamos vastartalmu enzim miikodését befolyasolja. Gatolja a citokrom c
oxidaz enzim mikodését, tovabba elvonja a vasionokat a termindlis oxidaciéért felelds
mitokondrialis elektron transzport lanctol is [13]. A 1égzési lanc gatlasa olyan
bioenergetikai katasztrofahoz vezet, ami a tumorsejtek pusztulasat eredményezi. Azt a
tényt, hogy a vasionokkal valé kolcsonhatas képzi a hatasmechanizmus alapjat, azaltal
sikeriilt igazolni, hogy vas(Il)-, és vas(Ill)ionok hozzaaddsakor a vegyiilet citotoxikus
aktivitisa megsziint. Mindemellett a VLX600-zal kezelt sejtekben, FeCl; hozziaadasaval
sikerlit az oxidativ foszforilaciot is helyreallitani [14]. A VLX600 vaskomplexek
képzddése révén képes lehet HIF-la expressziot indukdlni, ugyanis bizonyos vasfiiggd
enzimek negativan szabalyozzak a HIF-la fehérje stabilitasat [121]. A VLX600 HIF-1a-
fiiggd glikolizist indukal a sejtekben, ami a gliikozraktar tovabbi kimeriiléséhez vezethet a
daganatokban [13]. Szemben a korabban bemutatott tioszemikarbazonokkal (3AP vagy
Dp44mT) a VLX600 nem general ROS-t.

Jelenleg Klinikai fazis | vizsgalatok folynak a VLX600 vaskelatorral, elérehaladott
szolid tumorok esetén [122]. A VLX600 aktivitisat elséként human vastagbél-
adenokarcinomaban szenvedd egercken mutattak ki [13]. Jelent6s tumorellenes aktivitast
figyeltek meg 05-16 mg/ttkg dozistartomanyban. Minimalis toxicitist tapasztaltak
45 mg/ttkg dozisig, tovabba a magasabb dozisoknal az injekcid6 beadasanak helyén
intolerancia-problémakat irtak le. A Kklinikai fazis | vizsgalatok alapjan nem észeltek
doziskorlatozo toxicitast, tehat a vaskelator alapjaban véve jol toleralhatonak bizonyult. A
VLX600-at intravénasan adagoltak a betegeknek, a 28 napos kezelési ciklus alatt heti egy
alkalommal. A VLX600 maximalis koncentracidja a vérplazmaban a kezelés soran
>25 mmol/dm® volt, mig atlagos tartozkodasi ideje 9 o6ra [15]. A hibas homolog
rekombindciés  DNS-javitdssal rendelkezd daganatok érzékenyebbek az  olyan
kemoterapiakra, amelyek a homoldég rekombinaciot gatoljak, valamint poli-ADP-riboz-
polimeraz (PARP)-gatlok. A PARP egy, a sejtekben taldlhatd olyan fehérje, mely segit a
sériit sejteknek Onmaguk helyreallitisaban. A VLX600 PARP-gatlo hatast fejt ki,

platinavegyiiletekkel kombinalt terapia esetén, petefészekrakos sejtekben, valamint
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fokozza a platinatartalmi szerek citotoxicitasat. A VLX600 gatolja a vasfiiggd hiszton-
lizin-demetilazokat, igy blokkolnak bizonyos javito fehérjéket, koztik a RADS51-et [123].
Ahogyan azt mar korabban is emlitettem, a VLX600 szdmos vastartalmi enzim mikodését
befolyasol(hat)ja, igy felmeriilhet a kérdés a specifikussagat illetden, a szervezetben
lejatszodd szamos vasfiiggd folyamat miatt. Mégis ugy tlinik, hogy a VLX600 rendelkezik

bizonyos specifikussaggal, ugyanis nem zavarta meg a sejtciklust az RR gatlasaval [124].

Legujabb szakirodalmi eredmények is azt igazoltak, hogy a vaskelacio kiemelkedd
szerepet jatszk a VLX600 hatdsmechanizmusaban, ugyanis az oxidativ foszforilacio
inhibitoraként, ~ autofagia-fiiggd  sejthalalt  indukalt,  kiilonb6z6  glioblasztomas
sejtvonalakon. Fontos megfigyelés tovabba az is, hogy mindkét folyamat visszafordithato
volt a vas extracellularis hozzaadasaval [125]. Doktori munkdm soran elallitottam a
VLX600 vaskelatort, és annak kiilonb6zd modon szubszitudlt szarmazékait, majd
oldategyenstlyi szempontbdl Gsszehasonlitottam Oket. Vizsgaltam a vaskomplexeik redoxi

tulajdonsagait, illetve a biologiai aktivitas valtozasat a szubsziticid hatasara.
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3. Célkitiizés

Doktori munkam soran harom kiilonbozd vegyiiletcsaladdal foglalkoztam
((tio)szemikarbazonok, 8-hidroxi-kinolinok és a VLX600 és szarmazékai, 13. abra),
melyek rakellenes hatasa endogén fémionokkal valo komplexképzédésiikkel fiigg(het)
Ossze. Mig ilyen tipusu vegyiiletekre szdmos -citotoxicitdsi adat all rendelkezésre a
szakirodalomban, addig az oldategyensulyi tulajdonsagaikrol annal kevesebb. Ezért
elsédleges célom atfogd oldategyensulyi vizsgalatok elvégzése volt, mely soran négyféle
fémionnal (réz(II)-, vas(ll)-, vas(lll)-, és cink(ll)ionok) vald komplexképzodést szerettem
volna vizsgalni, kiilonboz6 elektrokémiai és spektroszkopiai modszerek kombinalt
hasznélatdval. Kivancsi voltam, hogy az egyes vegyiiletcsaladokon belil a kiilonb6zo
szerkezeti valtoztatasok (pl. koordinacios mod valtoztatasa, metil- vagy egyéb
szubsztituensek beépitése) milyen hatdssal vannak a képzddd komplexek oOsszetételére,
stabilitasara, redoxi tulajdonsagaira és a citotoxikus hatasra. A szerkezet és a koordinacios
modok jobb megértéséhez a ligandumok (és azok fémkomplexeinek) egykristalyainak
eléallitasat is terveztem. Amellett, hogy a vegyiiletek milyen formaban lehetnek jelen a
biofluidumokban, fontos ismerniink azok oldhatosagat, lipofilitasat, illetve azt, hogy a
kiilonboz6  bioldgiai membranokon hogyan képesek athatolni, ugyanis ezek a
tulajdonsagok alapvetdéen megszabjak a farmakologiai viselkedést. Ennek érdekében a fenti
tulajdonsagok vizsgdlatat terveztem a ligandumok, és azok kiilonb6z6 fémionokkal képzett
komplexeik esetén is. A réz(Il)-, és vas(Ill)ionokkal kialakult komplexek redoxi
tulajdonsdganak vizsgalata pontosabb képet adhat a hatdsmechanizmusrdl is, igy a
komplexek redoxpotencial értékeinek meghatdrozasa mellett kiilonb6z0 természetes
redukaloszerekkel valo direkt redukcios vizsgélatokat is terveztem. A hatasmechanizmus
jobb megértése érdekében DNS-sel valdo kolcsonhatas vizsgalatat is terveztem bizonyos
vegyiiletek esetén. Célom volt a VLX600 vaskelator és annak négy kiilonbz6 modon
szubszitualt szarmazékanak eléallitisa. Ezekkel a vegyiiletekkel az el6zéekben felsorolt
vizsgalatokon kiviil biologiai vizsgalatokat is terveztem. Kivancsi voltam, hogy milyen
apoptotikus hatast valtanak ki, illetve, hogy képesek-e reaktiv oxigénrészecskék
termelésére, valamint a Citotoxikus hatasuk hogyan alakul a szerkezeti valtoztatasok

hatasara.
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Tioszemikarbazonok és szemikarbazonok

X
NN
F N )k i
= \N NN NJLN/H
w X i " QN N
z
W X COTI-2 <
o - N
3AP N NH, H S NH, N s
S-Me3AP N NH, H  S-Me NH, AN
O-3AP N NH, H o} NH, H ?
STSC C-OH H H S NH,
COTI-NH
ssC C-OH H H 0 NH, 2
FTSC N H H S  NH SN s
PTSC N H H S  N-Me, NN
Dp44mT N H piridil S N-Me, H |
DpC N H piridil S N-Me-ciklohexil
H,NNHMe N NH, H S NH-Me COTI-NMe;
H2NNHM92 N NH2 H S N-M62 XN s
MeHNNMe, N NHMe H S  N-Me, P JLO
MeZNNHz N N-M62 H S NH2 z H |
Me,NNHMe N N-Me, H S NH-Me
Me,NNMe, N N-Me, H S N-Me, COTI-NMeCy
8-hidroxi-kinolinok AN x
N | N |
> c T OH "SwH
LCc1
A Q o N
P L' ¢ H ’ W
O . N L2 ¢ o Q
OH E/O OH N\/\Q L ¢ F
N o _3(S) LC2 .
N HN L* Cc Me
P Q N L> C O-Me
o Y (0 L ¢ OH
2 o N N C NH,
HQNO,-L-Pro LC3 L® N -
VLX600 szarmazékok
N N N
a NZ NéIQ NZ
| | Q
XN l /N\H)\N | H /N\H)\N H /N\”)\N H
VLX600 VLX-STSC VLX-3AP

N |
/N\N)\N N
H H

VLX-DpC

N
NZ |
/N\N)\N N
H H

VLX-COTI-2

13. abra: Doktori munkdm soran vizsgalt ligandumok szerkezeti képlete és jelolése.
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4. Kisérleti rész
4.1. Felhasznalt vegyszerek

Az 5-nitro-8-hidroxi-kinolin, 3AP, O-3AP, szalicil-aldehid-szemikarbazon (SSC),
szalicil-aldehid-tioszemikarbazon (STSC), Dp44mT, DpC, GSH, 2-etanszulfonsav (MES),
borjii csecsemOmirigy DNS (ct-DNS), az aszkorbinsav (AA), a glutation, a minimalis
esszencidlis tapkozeg (MEM), a ’Hanks’ balanced salt solution” Hanks-féle sooldat
(HBSS), a 2',7'-diklor-fluoreszcein-diacetat (DCFH-DA), a terc-butil-hidroperoxid, és a
propidium-jodid a Sigma-Aldricht6l szarmaznak. A VLX600 a Synthon Lab-tol, a HCI,
KOH, KCI, KH-ftalat, dinatrium-ctilén-diamin-tetraacetat (EDTA), KHyPO,4 NayPOy,
Ks[Fe(CN)g], dimetil-szulfoxid (DMSO), deuteralt DMSO, dimetil-formamid (DMF),
tetrabutil-ammonium-nitrat  (TBAN), 4-hidroxietil-1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES) a
Reanal Laborvegyszergyar Kft.-t6l volt vasarolva. A 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolium-bromid (MTT) az Acros Organics, Geel terméke, mig a fenolvords-mentes
Opti-MEM Gibcotol szarmazik. Ezeket a vegyiileteket tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam
fel. Az oldatokat Milli-Q ultratiszta viz felhasznalasaval készitettem, a torzsoldatok tomeg
szerinti beméréssel késziiltek. Néhany esetben (pl. LC1, LC2 és LC3 ligandumok esetén),
kvantitativ NMR-t is alkalmaztam a szilird anyagok tisztasaganak ellenérzésére. Ezekben
az esetekben maltolt haszniltam referencia vegyiiletként. A maltolbdl és a ligandumbol
tomeg szerinti beméréssel készitettem el az NMR mintat. A spektrumok felvétele utan a
maltol csucsintegraljaihoz viszonyitottam a ligandumok csucsait, ezaltal hatdrozva meg az
kérdéses ligandum anyagmennyiségét. A kiilonboz6 COTI-2 szarmazékokat: COTI-NH,,
COTI-NMe,, COTI-NMeCy, illetve az FTSC, piridin-2-karboxaldehid-N* N*-dimetil-
tioszemikarbazon (PTSC), H,NNHMe, H,NNMe;, MeHNNMe,, Me,NNH,, Me;,NNHMe,
Me;NNMe;  ligandumokat  egylittmiikodd partneriink  kutatocsoportjaban  allitottak el
(Prof. Bernhard K. Keppler, Dr. Christian R. Kowol, University of Vienna). Az altalam
vizsgalt tovabbi 8-hidroxi-kinolinokat partnereink allitottak el6 (Schiff-bazis szarmazékok:
Dr. lIsabel Correia, University of Lisbon, 5-nitro-8-hidroxi-kinolin: Szatmari Istvan, SZTE,
Gyogyszerkémiai Intézet). A VLX600 analogokat (VLX-3AP, VLX-STSC, VLX-DpC,
VLX-COTI-2) egyiittmiikod6é partneriink kutatocsoportjgban magam allitottam el (Dr.
Christian R. Kowol, University of Vienna). A fémion torzsoldatok (CuCly, FeCls, ZnCl)

crer

crer
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mérések soran az oldatok pH-janak beallitaisahoz HEPES (10 vagy 20 mM), MES (10 vagy
20 mM), illetve PBS* (12 mM Na,HPO,4, 3 mM KH,PO4, 1,5 mM KCI, 100,5 mM NacCl,
melynek pH-ja, kloridion-tartalma és a Na® és K' ionok molaranya a vérszérumnak felel
meg) puffereket alkalmaztam. A ligandumok esetén minden méréskor friss torzsoldatot
készitettem. A Ct-DNS torzsoldatnal azonban legalabb harom napot vartam, hogy
feloldodjon, ezutan leszirtem. Az elkészilt ct-DNS torzsoldat koncentracijanak
meghatarozasat spektrofotometriasan végeztem, ugyanis a Ct-DNS esetén a 260 nm-nél
mért abszorbancia megadja a bazisok szamat, mely alapjan a koncentracid meghatarozhatod
[126]. Az alabbi komplexek szilard formaban rendelkezésiinkre alltak: S-Me-3AP-Cu(ll),
LC1-Cu(ll), LC1-Zn(ll), LC2-Cu(ll), LC2-Zn(l1), LC3-Cu(ll), LC3-Zn(ll), VLX600-
Cu(ll), VLX600-Fe(ll), VLX600-Zn(ll). Az ezekbdl késziilt torzsoldatokat a szilard
vegyiilet DMSO-ban vagy tiszta vizben valo oldasaval allitottam el (attol fliggden, hogy a
mérések vizben vagy 30% (v/v) DMSO/H,0 eclegyben torténtek). A tobbi komplex in situ
oldatban vald elballitaisakor a ligandumhoz adtam a megfelelé fémsot (CuCly, ZnCl,, FeCl,
vagy FeCls), a kivant aranyban enyhén savas pH-n a fémionok hidrolizisének elkeriilése
miatt, majd par perces varakozast kovet6en allitottam a pH-t tobbnyire 7.4-es értékre. A

komplexek kialakulasat UV-lathato spektrofotometrias modszerrel ellendriztem.

4.2. VLX600 és szarmazékainak eloallitasa

3-Hidrazinil-6-metil-5H-[1,2 41triazino[5,6-b/indol szintézise:

A  kereskedelmi forgalomban kaphato 6-metil-4,5-dihidro-3H-[1,2,4]-triazino[5,6-
blindol-3-tiont (1,00 g, 462 mmol, 1 ekvivalens) szuszpendaltattam hidrazin-
monohidratban (12,5 ml, 99,88 mmol, 54 ekvivalens). Az elegyet 20 6ras reflux mellett
kevertettem. Halvanysarga, szilard anyag képzodott, amelyet sziirtem, vizzel és etanollal

mostam, és vakuumban 40 °C-on egy éjszakan at szaritottam. Hozam: 947,6 mg (96%).

A VLX600 szintézise:
3-hidrazinil-6-metil-5H-[1,2,4]triazino-[5,6-b]indolt (300 mg, 1,40 mmol,
1 ekvivalens) vizben (3,0 ml) és etanolban (4,5 ml) szuszpendaltattam, és 2-acetil-piridint

(0,785 ml, 7,00 mmol, 5 ekvivalens) adtam hozza. Az elegyet 5 ora reflux mellett
kevertettem. Halvanysarga, szilard anyag képzodott, amelyet Kiszirtem, majd 40%-0s
etanol/viz elegyével mostam, ¢s vakuumban 40 °C-on egy ¢jszakan at szaritottam. Hozam:

437,1 mg (98 %).
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A VLX-3AP szintézise:

3-hidrazinil-6-metil-5H-[ 1,2,4]triazino-[5,6-b]indolt (138 mg, 0,64 mmol,
1 ekvivalens) vizben (1,0 ml) és etanolban (3,0 ml) szuszpendaltattam, és terta-butil(2-
formilpiridin-3-il)karbamatot (147 mg, 0,64 mmol, 1 ekvivalens), és 0,3 ml cc. HCI-t

adtam hozza. Az clegyet 5 ora reflux mellett kevertettem. Narancssarga, szilaird anyag
képzodott, amelyet sziirtem, etanollal mostam, és vakuumban 40 °C-on egy éjszakan at

szaritottam. Hozam: 194,3 mg (95%).

A VLX-STSC szintézise:
3-hidrazinil-6-metil-5H-[ 1,2 4]triazino-[5,6-b]indolt (1200 mg, 0,47 mmol,
1 ekvivalens) vizben (2,6 ml) és etanolban (3,9 ml) szuszpendaltattam, és 2-hidroxi-

benzaldehidet (248 ul, 2,34 mmol, 5 ekvivalens) adtam hozza. Az elegyet 5 ora reflux
mellett kevertettem. Halvanysarga, szilard anyag képzodott, amelyet szirtem, 40%-os

etanol/viz elegyével mostam, és vakuumban 40 °C-on egy ¢éjszakan at szaritottam. Hozam:

148,7 mg (84%).

A VLX-DpC szintézise:
3-hidrazinil-6-metil-5H-[1,2,4]triazino-[5,6-b]indolt (200 mg, 0,47 mmol,
1 ekvivalens) vizben (1,0 ml) és etanolban (1,5 ml) szuszpendaltattam, és di-2-

piridilketont (430 mg, 2,34 mmol, 5 ekvivalens), és egy csepp cc. H,SO4-t adtam hozza.
Az elegyet 5 ora reflux mellett kevertettem. Narancssarga, szilard anyag képzodott,
amelyet sziirtem, vizzel mostam, és vakuumban 40 °C-on egy éjszakan at szaritottam.

Hozam: 177,7 mg (84%).

A VLX-COTI-2 szintézise:
3-hidrazinil-6-metil-5H-[1,2 4]triazino-[5,6-b]indolt (100 mg, 047 mmol, 1
ckvivalens) vizben (1,0 ml) és etanolban (1,5 ml) szuszpendaltattam, és 6,7-dihidrokinolin-

8(5H)-ont (343,7 mg, 2,34 mmol, 5 ekvivalens) adtam hozza. Az clegyet 5 ora reflux
mellett kevertettem. Sarga, szilard anyag képzodott, amelyet sziirtem, vizzel mostam, és

vakuumban 40 °C-on egy €jszakan at szaritottam. Hozam: 1604 mg (97%).

4.3. UV-lathato spektrofotometria

Az UV-lathat6 spektrofotometria olyan anyagok vizsgalatara alkalmas, melyek
200-800 nm-es  hullimhossz kozotti fotonok elyelésére képes kromofér csoportot
tartalmaznak. Fémkomplexek esetében elnyelést okozhatnak a ligandum molekulan beliili
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elektronatmenetei, a fémion d-d atmenetei, illetve a fémion és a ligandum kozotti
toltésatviteli (CT) sav is. Dolgozatomban szamos feladat megvaldsitasakor hasznaltam
UV-lathato spektrofotometrias modszert, mint példaul EDTA-val torténd ligandum-
kiszoritasi reakciok kovetésekor, kiilonb6zo természetes eredetli redukaloszerekkel torténd
reakciok  kinetikai  vizsgalatakor, lipofilitisi és oldhatésagi mérések soran, de
mindenekel6tt a ligandumok proton disszociacios allandoinak (K,) meghatarozasara, és
azok endogén fémionokkal vald kolcsonhatasanak feltérképezésére. A ligandumok vizben
valo rossz oldhatésdga miatt a pH-potenciometridas mérések megvalositasaira nem volt
lehetségiink, igy az UV-lathaté spektrofotometria, mint elsédleges modszer, hasznalata
mellett dontéttiink, mely soran joval kisebb koncentracidé mellett tudtunk proton

disszociacios allandokat és stabilitasi szorzatokat () meghatarozni.

A mérésekhez tobbnyire Agilent Cary 8454, és Hewlett-Packard 8452A tipusu
diodasoros spektrofotométereket hasznaltam. A mérések soran a hémérséklet 25,0 + 0,1 °C
volt. A pH-titralasokhoz Metrohm Dosimat 665 tipust automata biirettat, Orion 710A pH-
mérét, illetve Metrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektrodot haszndltam. Az tivegelektrod
kalibralasat  kalum-hidrogén-ftalat oldataval végeztem (¢ = 005M). A pH-
potenciometrias mérérendszer kalibralasa az Irving-féle modszerrel tortént [127], mely
soran erds savat titraltam erds bazissal, és ennek segitségével meghataroztam az lrving-féle
korrekcios faktort, valamint a vizionszorzatot (pK, = 13,76 + 0,01 tiszta viz esetén és pKy,
= 14,52 + 0,05 30% (v/v) DMSO/H,0 oldoszerelegyre) a Gran-médszert hasznald Abu9x

nevii programmal [128].

A vas(Il)ionokat tartalmazo rendszerek vizsgalatakor egy JacomeX laboratdriumi
gloveboxban végeztem a méréseket, ahol az oxigéntartalom végig 1 ppm alatt volt. A
vas(ll)-torzsoldatot vaspor és HCI reakcidja révén allitottam ¢l6, szigoruan oxigénmentes
argonatmoszféraban. Az oldat koncentracidjat pedig permanganometrias titralassal

hataroztam meg.

4.3.1. Egyensulyiallandok meghatarozasa

A kiilonb6z6 pH-n rogzitett spektrumok segits€gével meghataroztuk a ligandumok
proton disszociacidés allandoit, a képz6dé komplexek Osszetételét és stabilitasi Szorzatait,
valamint a molaris abszorbancia spektrumaikat. A ligandum protonalodasat, és a
komplexképzddést a kovetkezd egyenlet (4) irja le, ahol M a fémion, L a ligandum, H a
proton; p, q, r pedig a sztochiometriai egyiitthatok:
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pM + gL + rH = MyL4H, (4)
Felirhatjuk az MpLqH; komplex stabilitasi szorzatat is (5):

[MpLgHy]
qur = — (5)

[M]P[L]9[H]"
A kiértékelés soran a PSEQUAD programot hasznaltuk [129], mely a koévetkezd
anyagmérleg, valamint abszorbancia értékekre felithato egyenleteket hasznalia fel a
szamolashoz (6-9), ahol n a képz6dé asszociatumok szamat, | az uthosszt, ¢ pedig a

kiilonbozé hullimhosszakhoz (1) tartozo molaris abszorbanciaértékeket jeloli.
cm = [M] + X7y piBpigir; IMIPH[L]9[H] ™ (6)
e = [L] + XLt €iBpiqar [MIPLLIW[H]E (7)

ey = [H]+ Xi17iBpiqur IMIPUL] T [H]E (8)

n

A=) eyt MpLgHy] (9)

i=1

Az EDTA-kiszoritasi mérések allando pH-n torténtek (pH ~6), mely biztositasara
MES puffert hasznaltam. Egyedi mintakat készitettem, melyekben a fémion-ligandum
molarany allandd volt, tovabba az ionerésség a tobbi méréshez hasonléoan | = 0,1 M (KCI),
mig az EDTA mennyiségét valtoztattam. A megfeleld varakozasi idot kovetden, a reakcid
elézetes idofiiggésének mérése alapjan két ora elteltével felvettem az UV-lathato
spektrumokat. A rogzitett spektrumokbol kiszamitottuk a latszolagos stabilitasi allandokat
a PSEQUAD program segitségével. Ennek, valamint a ligandum proton disszocidcios
allandoinak ismeretében szamitottuk a [CuL]" komplex stabilitisi szorzatat (f), a 10-11
egyenletek alapjan:

BlCuL]t = B'[CuL]* X ay (10)

[HY] [H*]?
Ka(HL) = Kq(HL)XKg(HpL+)) (11)

(XH:1+

Ezen alland6 felhasznalasaval a tovabbi komplexek stabilitisi Szorzatai is
kiszamithatok, ha ismertek [CuLH]** és [CuL]" pK, értékeiis (12-13):

lgB[CuLH)?** = lgB[CuL]* + pK,[CuLH]?** (12)
lgBICuL(OH)] = lgBICuL]* — pK,[CuL]* (13)
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4.3.2. Rézkomplexek reakcioja redukaloszerekkel

Szintén UV-lathatdo spektrofotometria segitségével vizsgaltam a réz(ll)-, és
vas(l1l)komplexek aszkorbinsavval és glutationnal torténé redukcidjanak idébeli lefutasat
szigoran oxigénmentes korlilmények kozott, pH = 74-en, HEPES pufferben.
Oxigénmentesités céljabol minden oldaton 10-15 percig argont buborékoltattam at, majd
az elkésziilt mintdkat argon atmoszféra alatt taroltam a mérés elvégzéséig. A redukcios
vizsgalatokhoz tandemkiivettat hasznaltam. Az elsé spektrum felvételéhez a kiivetta egyik
felébe keriilt a vizsgalni kivant fémkomplex, mig a masik felébe a redukaloszer. Ezutan
Osszeraztam a tandemkiivetta tartalmat, elinditottam az idOmérést, és biztositottam az
oxigénmentes koriilményeket azaltal, hogy argont vezettem az oldat folé: a gumidugokat
fecskendétiikkel atszartam. A szamitdsok sordn a kezdeti sebességek modszerét
alkalmaztuk a redukaloszer nagy feleslege mellett, és abrazoltunk az In(A/Ag) értékeket az
id6 fiiggvényében, majd a kezdeti szakasz egyenesének meredeksége megadta a pszeudo-

elsérendii sebességi allandot.

4.3.3. Lipofilitas, oldhatosag és permeabilitas jellemzése

A lpofilitas meghatarozasat a klasszikus n-oktanol'viz kozti megoszlas alapjan
végeztem UV-lathatdo spektrofotometrids detektalas mellett, pH = 7.4-en, foszfat puffer
alkalmazasa mellett. A két fazis elvalasztasa utan felvettem a vizes és az oktanolos fazis,
valamint az eredeti torzsoldat spektrumat is. A spektrumok alapjan kiszamitottuk a
megoszlasi hanyadost (D74), az alabbi képletek szerint, attol fiiggden, hogy n-oktanolban
(14) vagy a vizes foszfat pufferben (15) késziilt a kiindulasi torzsoldatunk:

AbSZ okt fazis megoszlas utin /ADSZokt.torzsoldat Wizes fazis
D74= ) (14)

1- AbsZokt fazis megoszlas utin /AbSZokt torzsoldat  Voktano los fazis

_ AbSZyizes torzsoldat Wizes fazis

AbSZyizes fazis a megoszlas utin Voktanolos fazis

A ligandumok ¢és a komplexek termodinamikai oldhatosagat (S) telitett vizes
oldatokra mértem pH = 7,0-en, 10 mM HEPES pufferben. A vegyiiletek koncentracidjat

UV-lathatd spektrofotometrids modszerrel hatdroztam meg, a kalibralashoz pedig ismert

crer

oldészerelegyben.
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A ligandumok ¢és komplexek membrdn permeabilitisanak feltérképezéséhez
ugynevezett PAMPA vizsgalatokat végeztem ("Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay’, azaz parhuzamos mesterséges membran ateresztoképességi teszt) egy elore bevont
Corning Gentest lemezrendszerrel [130]. Ebben a vizsgalatban 15 mM HEPES-t (0,1 M
KCl) hasznaltam donor és akceptor puffer oldatként. A kezdeti ligandum torzsoldatokat
tiszta vizben (250 pM) készitettem el. A donor fazist a ligandum/komplex, a puffer és a
KCl osszekeverésével kaptam. A komplexek esetében elsé Epésként Osszekevertem a
ligandumot és a fémso oldatot 1:1 molaranyban, majd ezt kovette a puffer és a KCI oldat
hozzaadasa a kovetkezd Iépésben. A donor lemezt megtoltottem 300 pl donor oldattal, mig
az akceptor lemez 200 pl puffert tartalmazott. A mintikat 25 °C-on 5 dran at inkubaltam.
Végil rogzitettem az UV-lathaté spektrumokat mind a donor, mind az akceptor fazist
esetén. Az effektiv permeabilitas (Pe) értékeket Yu és munkatarsai [131] altal kozolt

egyenlet alapjan szamitottuk ki.

4.4.  Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia

A fényre jellemz6 az a tulajdonsag, miszerint a haladdsi iranyara merdleges
térerdsség vektorainak intenzitdsa periodikus véltozdst mutat. Linearisan polarizalt fényrol
akkor beszélhetlink, ha a térerdsség vektorok egy azonos sik mentén mozognak. Ez a
polarizalt fény pedig felbonthatdé két azonos intenzitdsu, de ellentétesen polarizalt
fénysugarra. A moédszer alapjat az a jelenség adja, hogy a linedrisan polarizalt fény egy
optikailag aktiv (az egyik cirkuldrisan polarizalt alkotét nagyobb mértékben enyeld)
anyagon vald 4thaladas utdn fazisdban ¢és amplitidojaban is kiilonbozni fog a beesd
sugartol. Az amplittidd megvaltozasa elliptikusan polarizalt fényt eredményez, melynek
mértékét az ellipticitassal () tudjuk leirni (16), ahol b és a az ellipszis kis- és
nagytengelyének hossza:

tan © = Z (16)

A mérések soran alkalmazott spektrométerekben a mért érték a balra és jobbra
cirkularisan polarizalt fénysugarak abszorbancidjanak kiilonbsége (AA), am a két

mértékegység kozti atvaltas eredményeként az alabbi 6sszefiiggés irhato fel (17):
0 = 32,98 x AA (17) [132]

Cirkularis dikroizmus akkor jelentkezik, ha a vegyiilet kiralis kromofor csoportokat
tartalmaz, vagy, ha a kiralitdscentrum az UV-lathaté tartomdnyban elnyeld csoportok
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egymas kozelében vannak. Fémkomplexek vizsgalatakor az optikai aktivitds felléphet a
koordinalodé ligandum szerkezetének kovetkeztében, a kozponti fémion aszimmetriaja
miatt, illetve akirdlis ligandum koordindcija esetén is, ha a képz6dd fémkomplex
optikailag aktiv. A CD savok az UV-lathatdé abszorpciés sdvokhoz hasonloan
karakterisztikusak a koordinacios modra, igy informaciot nyerhetink a koordinalodo
donoratomok tipusardl, szamardl, illetve a geometriardl is. A CD-spektroszkopids
kisérleteket egy JASCO-J-1500 spektrométerrel, 1 cm-es uthossz alkalmazasaval végeztiik.
A réz(Il)ionok koncentracidja 500 uM volt, 1:1 és 12 fémion/ligandum molarany mellett,
30% (v/v) DMSO/viz olddészer elegyben.

4.5.  Spektrofluorimetria

A mérés alapjat a fotolumineszcencia jelensége képezi, mely soran bizonyos
vegyliletek az UV-lathaté sugarzas hatdsara gerjesztdédnek, az elnyelt energiat pedig fény
mintdkat igényel, de nagy szelektivitissal is bir. A méréseket igen hig oldatban kell
végezni az esetlegesen fellépd Onabszorpcio és belsd filter hatas elkertilése érdekében,
azonban, ha ez mégis jelentds, akkor korrigalni kell a mért intenzitasokat a kovetkezo
képlet (18) segitségével, ahol az Intyor és az Intye a korrigalt és a mért intenzitas értékek,

Agx €és Agm pedig az abszorbancia a besugarzds és a detektalas hullimhosszan:
Apx+tAEM

Intyprr = INtpers X 100 2 (18) [133]

A modszer alkalmas lehet olyan molekuldk vizsgalatara, melyek merev, planaris
szerkezetiiek, és tartalmaznak tobbszorosen konjugalt kettés kotést, aromas jellegiiek. Igy a
modszer akar az UV-lathatdo spektrofotometrias titralasok analogiajara alkalmas lehet
proton disszociacios allandok meghatarozasara is, tovabba ligandumok fehérjékkel [134],

DNS-sel vald kolcsonhatasanak vizsgalatara.

Az etidium-bromid (EB) egy fluoreszcens molekula, amely a DNS nukleotidbazisai
koz¢é képes interkalalodni, mely sordn az emisszidés intenzitds jelentdsen novekszik. A
mérések soran a DNS-t és etidium-bromidot 4:1 molaranyban tartalmazé mintakban
hogy a kotott EB koncentracidja is lecsokkent. Erre a legegyszeriibb magyarazat a
fémkomplex interkalalodasa, és a szabad EB megjelenése, de Iehetséges a DNS

szerkezetének valtozasa a kolcsonhatas miatt, ami az EB kotodését gatolja a bekdvetkezo
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szerkezeti torzulas altal. Szerkezeti atrendezddés is torténhet a megkotddés hatdsara, ami
miatt a kotétt EB fluoreszcencidja kioltodik, de ekkor nem szabadul fel EB. Mindharom
folyamat a fémkomplex megko6tddését jelzi az intenzitds csOkkenésén keresztiil. A mért
spektrumokat SOLVER (Excel) segitségével bontottuk fel, hogy megkapjuk a szabad és
kotott EB moltortjét. Méréseinkhez egy Fluoromax (Horiba Jobin Yvon) tipusu

fluorimétert hasznaltam, 1 cm uthossz alkalmazasaval.

4.6. Elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdpia

Az elektronspin-rezonancia  spektroszképia paramagneses anyagok esetén
alkalmazhat6 szerkezetvizsgalo modszer. Az alapéllapot energiaszintjei a kiilsé magneses
tér nélkiil, spin szerint degeneraltak, mely azutdn a kiilsé magneses térben megsziinik. Ha
az anyagot egy a magneses térre merdlegesen polarizalt mikrohullimu térbe helyezziik, €s
a sugarzas frekvencidja, valamint a magneses indukcié értéke egy jol meghatarozott aranyt
vesz fel, abszorpci®6 mérhetd. A molekuldkban azonban a parositatlan elektron
kolcsonhatasba keriilhet a molekula magneses magjaival is, mivel nem csupan a kiilsd
magneses teret érzékeli, igy az energiaszintek tovabb hasadnak (hiperfinom kdolcsonhatas).
Szuperhiperfinom kolcsonhatasnak nevezziik azt a kolcsonhatast, amely a nullatdl eltérd
magspinnel rendelkezé ligandum magok altal 1étrehozott belsd magneses tér, valamint a
parositatlan elektron kozott lép fel. Ha a parositatlan elektron nem gombszimmetrikus
palyan helyezkedik el, akkor a kolcsonhatdsok iranyfiiggdek lesznek, igy azokat
tenzorokkal tudjuk leirni, azonban folyadékban a molekulak gyors forgasa miatt a tenzorok
ranyfliggése megsziinik, és csak a féértékeiknek atlaga mérheto.

crer

rendelkezik. A Jahn-Teller-effektus értelmében degeneralt alapallapotot eredményezd
molekulaszerkezet nem lehet stabilis, ezért a szimmetria torzul: a z-tengely mentén 1évo
ligandumok tavolabb vagy kozelebb keriilnek a kozponti fémiontol, ami a d-szintek
tovabbi felhasaddsahoz vezet. A réz(Il)komplexek tobbségében a legstabilisabb allapot a
megnyult oktaéderes szerkezet, amikor alapallapotban a parositatlan elektron a dxz-y2
palyan helyezkedik el. Mivel a réz(Il) magspinje 3/2, az atmenethez tartozd egyetlen
rezonancia jel négy vonalra hasad (hiperfinom felhasadas). A spektrumban tovabbi
(szuperhiperfinom) felhasadast okozhatnak az ekvatorialisan koordinalodd, és nem nulla

magspinli donoratomok, mint példaul a nitrogén.
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A spektrumokat kiilonb6z0 pH-értékeken vettik fel egy CW-EPR BRUKER
EleXsys E500 spektrométerrel (9,45 GHz, 13 mW, 5 G, 100 kHz), Dr. May Nora V.
(HUN-REN TTK, Budapest) segitségével. A ligandumot és réz(Il)ionokat 1:1 és 1:0,5
molaranyban tartalmaz6 mintakat (¢, = 05mM) 30% (v/v) DMSO/viz elegyben
készitettem el. A fagyasztott ESR-spektrumokat 0,2 ml-es mintakra vettiik fel, kvarc ESR-
csoveket hasznalva (minden mintdhoz 0,05 ml metanolt adtunk, hogy elkeriiljik a viz
fagyasztaskor torténd kristalyosodasat), 77 K homérsékleten. A megfagyasztott mintdk
spektrumainak kiértékeléséhez az EPR programot [135] hasznaltuk, amely pontonkénti
értékelést végez, azaz minden spektrumot kiilon-kiilon illesztettink. Mivel a fagyasztott
oldatokban a molekuldk orientdcidja a térhez képest rendezetlen, de a helyzetik a mérés
lesz, az ESR-paraméterck szogfiiggése pedig megjelenik a spektrumban (pl. rombos
szimmetria esetén az X, y és z irdnyokban harom kiilonb6zo g- és A-érték mérhetd). A
vonalszélességet leird paramétereket a harom iranyban kiilon a, f, y paraméterekkel
illesztettiik. A program a jelintenzitds térfliggését az egyes komplexek egyedi
spektrumainak illesztésével veszi figyelembe, majd a komponens gorbéket Osszegzi az

adott spektrumra szamolt koncentraciojuk aranyaban.

4.7. Magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia

Magneses magrezonancia spektroszkopia a diamagneses anyagok esetén
alkalmazhatd6 modszer, mely a magneses mag ¢és a kiilsé magneses tér kolcsonhatasanak
vizsgalatan alapul. Ahogyan az ESR spektroszkopia esetén, itt is nagyban befolyasolja a
mag koriili lokalis magneses tér a mért jelet, mely az informaciot szolgaltatja, azonban
ebben az esetben a mag koriili elektroneloszlast egy arnyékolasi tényezovel jellemezziik.
Ez az arnyékolasi tényez0 mas és mas kiilonboz6 kémiai kdrnyezetben 1évé magok esetén,
igy azok rezonanciafrekvencidja is eltér6 lesz, amely Hz-ben mérhet6 cltéréseket jelent a
spektrumban, Iétrehozva a  fnomszerkezetet, amit felhaszndlhatunk  kvalitativ
vizsgalatokra, valamint a jelek multiplicitdsa informéaciot ad a szomszédos magok szamarol
is, intenzitdsuk pedig aranyos a jelet add magok szamaval, igy a jeleket integralva
informaciét kaphatunk a szerkezetrol 'H NMR spektroszkopiaval kovetni tudtuk a
ligandumok deprotonalédasi folyamatait is, ugyanis a nem labilis CH protonok jelei
fiiggenek a szomszédos csoportok protonaltsagi allapotatol. A 'H NMR titralasok soran a
pH valtoztatdsa mellett rogzitjik a spektrumokat, igy a deprotonalodast érzékeld csticsok

pozicioja  szigmoidalis gorbe szerint valtoznak a pH-fliggvényében (a  gyors
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cserefolyamatnak koszonhetéen), melybdl a pK,; szamolhaté. Mindezek mellett nem
csupan ligandumok proton disszociacios allandomak meghatarozasara alkalmas a modszer,
hanem a fémkomplex stabilitasi allandoja is meghatarozhatd a jelek integraljaibodl szamolt
jelaranyok felhasznalasaval a lassti  ligandumcsere folyamatoknal, amikor is a
komplexekben kotott és szabadon 1év6 ligandumformakhoz tartozd jelek elkiiloniinek a

spektrumban.

A méréseket Bruker Ultrashield 500 Plus (500 MHz) tipusi miiszeren végeztem.
Az NMR titralasok soran 0,2-1,0 mM-0s Kkoncentracidtartomanyban dolgoztam, 0,1 M
KCI ionerdsség mellett, tovabba a mintak 10% (v/v) D,O-t tartalmaztak a tiszta vizes
mérések esetén, és 30% (v/v) DMSO-ds-t a 30% (v/v) DMSO-s rendszerek esetén. A
ligandum titralasok mellett 1:1 és 12 mdlaranyu Zn(Il)ligandum mintdk is késziiltek.
Referenciaként minden mérés soran 44-dimetil-4-szilapentan-l-szulfonsavat (DSS)
alkalmaztam. Az NMR spektrumok megjelenitéséhez a MestReNova [136], mig az
egyensulyi allandok szamitasahoz a PSEQUAD [129] nevii programot hasznaltuk.

4.8. Ciklikus voltammetria

A mérés sordn a potencidlt folyamatosan valtoztatjuk egy adott pasztazasi
sebességgel, mikozben mérjik az aramot a munkaelektrod és a segédelektrod kozott, a
potencidlt pedig a munka és a referenciaelektrod kozott. Ha csokken a potencial, az oxidalt
forma redukaldodik, ami miatt aram indul. Ez az aram akkor éri el a maximumot, amikor a
fesziiltség eléri a redukcidos potencialt. Ahogy csokken a komplex koncentracidja az
elektrod feliletének kozelében, ugy csokken az dram is. Ha a potencidlt novelni kezdjiik,
akkor az elézOekhez képest forditott folyamat jatszodik le, tehat az eldzdleg képzddott
forma oxidalédik, ami az anddos dram megjelenését eredményezi a voltammogamon, ami
ismét lecsokken, ahogy a koncentracid is csokkenni kezd az elektrod kozelében. A
voltammogramon igy alapesetben két cstics megjelenését varhatjuk, egy katddos (Epk) és
egy anodos (Ep’) csucsét, ahol a potencialkiilonbség felirhatd a kettd kiilonbségeként (19),
ahol n az elektronok szamat jeloli. Reverzibilis redoxi parokrol beszélhetiink, ha egy

elektron atmenetekor a potencialkiilonbség 59 mV.

59

— k —
AE = Ejy — E; =—(19)

A méréseket egy szamitogép vezérelt Autolab-PGSTAT 204 tipusu elektrokémiai

mérémiszerrel végeztem. Az elektrokémiai rendszer felépitéséhez platina munka-, és
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segéd-, valamint Ag/AgCl/ 3 M KCI referencia elektrédot hasznaltam. Oxigénmentesités
céliabol a mérések el6tt minden mintan ligos pirogallolos moson atvezetett argont
aramoltattam at, 10 percen keresztil. A pasztazasi sebességet 5-25 mV/s tartomanyon
beliil valtoztattam. A rendszer allapotat [Fe(CN)5]3+ 0,01 M koncentracioji kalibrald
oldataval ellendriztem, minden mérés elétt a —2,0 €s +55 mV-0s potencial tartomanyban
(K3[Fe(CN)e] (Eyp = +0,458 V vs. NHE) [137]). A mérend6 oldatokat kiilonb6z6 DMF
vagy DMSO/viz elegyben készitettem el, 0,1 M-os ioner6sség mellett (TBAN vagy KClI)
pH = 6-8 tartomanyban. Altalinossdgban elmondhato, hogy a fémion és a ligandum
molarany a rézkomplexnél 1:1, a vaskomplex esetén 1:2 volt, de egyes rendszereknél ett6l
eltértem. A mért potencidlokat atszamitottam normal hidrogén elektrodra (NHE) +210 mV

hozzaadasaval

4.9. Spektroelektrokémiai mérések

Az in situ UV-lathaté spektroelektrokémiai méréseket egy Avantes spektrométeren,
AvaSpec-UL2048XL-EVO fényforrassal felszerelt AvaLight-DHc a spektroelektrokémiai
cellakészletben (AKSTCKIT3) végeztem, Pt-mikrostrukturalt ,honeycomb”
munkaelektrodal, amelyet a Pine Researchtdl vasaroltunk (Id. ciklikus voltammetrids
mérések). A cella optikai szalakkal volt sszekdtve a didodasoros spektrofotométerrel egy
CUV-UV Kkiivettatartoban. A spektrumok feldolgozasdra pedig az AvaSoft 8.1.1
szoftvercsomagot hasznaltuk [138].

4.10. Ultrasziires

Az ultraszirés  segitségével vizsgalhatjuk a  kismolekuldk DNS-sel  valo
kolcsonhatasat. A moédszer ényege, hogy a makromolekulakhoz kotott, valamint a szabad
kismolekuldkat elvalasszuk egymastol egy membranszird segitségével, centrifugilis erd
hatdsara. A centrifugilast kovetben megkapjuk a sziirén atutdé részt (LMM-,low
molecular mass”, amely a kismolekulaji, szabad frakcid), és a sz{irén fennmaradd részt
(HMM-,, high molecular mass”, amely a makromolekuldhoz kotott frakcio). Az
elvilasztast  kovetéen  mindkét  frakcidé  Osszetétele  vizsgalhaté ~— UV-lathatod
spektrofotometridval. Az ultrasziiréshez egyszer hasznalatos Millipore Amicon Ultra-0.5
(10 kDa) membransziir6t hasznaltam, a mintadkat Eppendorf MiniSpin Plus vagy Sanyo
Harrier 18/80 termosztalhaté centrifugdval centrifugaltam 10000 rpm fordulatszdmon
10 percig. A mintakat 800 ul térfogatban készitettem el, melyekben a réz(Il)komplex
koncentracioja 200 pM, a ct-DNS-¢ 170 uM, az etidium-bromidé 50 pM volt. A mintak
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pH-jat 7,40-re allitottam be 10 mM HEPES puffer segitségével, 4 mM KCI mellett. A
szétvalasztott mintak LMM frakcidjat egy Agilent Cary 8454 spektrofotométerrel

vizsgaltam.

4.11. In vVitro citotoxicitdsi vizsgalatok

A dolgozatomban targyalt ligandumok és fémkomplexeik sejtosztodas gatld hatasat
felezd higitdssal hataroztuk meg. MTT mddszert alkalmaztunk, mely sordn azt a
tulajdonsagat hasznaltuk ki a tetrazoliumsonak, hogy a metabolikusan aktiv sejtekben a
mitokondrialis dehidrogenaz enzim hatdsara kék szinii formazan Kristalyokka alakul. Az
¢lé sejtek kék szintiek lesznek, sargdk pedig a mar nem ¢16k, igy tehat konnyedén
megkiilonboztethetok a mikrotiter lemezen. A 96 lyuka lemezeken (Starlab, Hamburg) a
masodik oszlop sejtkontrollként szolgalt (100 pl térfogatban sejtek €s 100 ul RPMI-1640
tapfolyadék), ami a kezeletlen sejteket jelenti. A lemez elsé, vagy utolsdé oszlopa a
tapfolyadék kontrollt jelentette, ahova csak a sejt nélkiili tapfolyadékot mértiik (100 pl
RPMI-1640 tapfolyadék). A harmadik oszloptol kezdve pedig a vizsgalt vegyiiletekb6l
felez0 higitasi sort készitettink RPMI-1640 tapfolyadékban, melybdl szintén 100 pl-t
adtunk a sejtekhez. A citotoxicitasi vizsgalatokat kétféle inkubacios id6 esetén végeztik el:
72 ¢6ras (Colo205, Colo320, MCF-7 és MRC-5 sejtvonalak) és 96 oras (CHI1/PA-1,
SW480, A549 sejtvonalak) méréseket végeztiink. A 72 6rds inkubdcids idejii méréseket Dr.
Spengler Gabriella és munkatarsai (SZTE, Orvosi Mikrobiologai Intézet) végezték, ezért
ezeket a tovabbiakban nem részletezném (azonban eredményeik értelmezése a dolgozatom
részét képezi), mig a kovetkezokben a 96 ords inkubdcids id6t alkalmazd mérést mutatndm
be, mivel ezen méréseket én végeztem a VLX600 és szarmazékai esetén, Dr. Michael
Jakupec laboratéoriumaban a Bécsi Egyetem, Szervetlen Kémia Intézetében. A sejtszamot
itt ugy allitottuk be, hogy egy lyuk az A549 sejtvonal esetén 3000, az SW480 esetén 2000,
mig a CH1/PA-1 esetén 1000 sejtet tartalmazzon. A lemezeket 37°C homérsékleten 5%
CO; tenzido mellett 96 oraig inkubdltam termosztatban. Az inkubacid utin eltavolitottam a
tapoldatot, és azt 100 ul MTT-oldattal (5 mg/ml) helyettesitettem, melyet el6zdleg 1.7
térfogataranyban higitottam RPMI 1640 tapkozegben (4 mM L-glutaminnal kiegészitve). 4
ora mkubaciot kovetden 150 pul DMSO-val helyettesitettem a tapkozeget, hogy feloldjam
az ¢életképes sejtek altal képzodott formazanterméket. Az 550 nm-en (és referenciaként 690
nm-en) mért optikai denzitasat (OD) mikrolemez-leolvaséval (ELx808, BioTek,
Winoosky, VT, USA) Gen5TM 3.08 szoftverrel (BioTek) végeztem. Meghataroztuk a
lemezek optikai denzitdsat és kiszamitottuk az ICsy értéket GraphPad Prism szoftverrel
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[139]. Az ICs érték azt a koncentraciot jeloli, ahol a sejtek 50%-a elpusztul a kontrollhoz
viszonyitva. A szdmolasok soran a viabilitdsi %-ot (20) abrazoljuk a koncentracid
logaritmusanak fliggvényében, majd a kapott pontsort a GraphPad Prism segitségével

illesztve megkapjuk az ICs értéket.

s ODminta—0Dtspfolyadék kontroll
viabilitas % = 100 — minta” ” tap/olyadtk kontro x 100 (20)
ODsejt kontro ll_ODtépfolyadék kontroll

A dolgozatban targyalt, de fentickben nem felsorolt vegyiileteknél a citotoxicitast,
¢s egyéb biologiai méréseket egylittmiikddd partnereink végezték: 3AP, DpddmT, O-3AP,
HQNO,-L-Pro (Dr. Spengler Gabriella és kutatdcsoportja, SZTE, Orvosi Mikrobiologiai
Intézet), STSC, SSC FTSC, PTSC, H,NNHMe, H,NNMe;, MeHNNMe;, Me;NNH,,
Me;NNHMe, Me;NNMe,, DpC, COTI-2, COTI-NMe,, COTI-NMeCy, COTI-NH, (Dr.
Petra Heffeter és kutatocsoportia, Medical University of Vienna), L*® ligandumok, LC1,
LC2 és LC3 (Dr. Isabel Correia, University of Lisbon).

4.12. Apoptozis indukcio vizsgalata

A programozott sejthalal, mas néven apoptozis kulcsszerepet tolt be a homeosztazis
meglrzésében sejt-, €s szovetszinten is. A folyamat soran altaldban diszkriminativ,
kaszkadszeri valtozasok kovetkeznek be, melyek kozil kiemelném a foszfatidil-szerin
(PS) membran kiilsé felszinre keriilését, amely a membran foszfolipidekben torténd
valtozasok soran kovetkezik be. Apoptozis indukcidt a VLX600 €és szarmazékai, illetve a
VLX600 kiilonbozé fémkomplexei esetében vizsgaltam. A mérések soran fluoreszcein-
izotiocianat-konjugalt (FITC) annexin V foszfolipidkotd fehérjét hasznaltam a PS
megkotésére (Aexyem = 495/519 nm), a fluoreszcens jelet pedig aramlasi citometriaval
detektaltam, koszonhetéen a fluoreszcens szubsztratnak. Propidium-jodidos (P1) kettds
festést (Aexem = 535/617 nm) alkalmaztam, mivel azoknal a sejteknél is megfigyelheté a PS
athelyezddés, amelyek nekrotikusak vagy mar elpusztultak. A CHI1/PA-1 sejteket 24 lyuka
lemezekre vittem fel (7 x 10* sejt/lyuk), 600 ul MEM-ben, és 24 6ran 4t inkubaltam Sket.
¢s 25 uM koncentraciokban 24 oran at. A kezelés utan a tapkozeget 0sszegyljtéttem, és a
sejteket mostam 37 °C-o0s ’phosphate buffered saline’ (PBS) foszfat pufferes sooldattal,
majd a sejtszuszpenzidt is hozzaadtam az elozéleg Osszegyjtott tapkozeghez, és a sejteket
centrifugalassal iilepitettem (300 g, 3 perc). A feliiliszot eltavolitottam, és a sejtiiledéket
15ul FITC-konjugalt annexin V-vel ujraszuszpendaltam 150 ul ugynevezett ,binding
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buffer”’-ben (10 mM HEPES/NaOH pH 74; 140 mM NaCl és 2,5 mM CaCly), fénytdl
védve, majd 37 °C-on inkubaltam, 15 percig. A sejteket ezt kovetéen PI-vel festettem
(10w 150 W ,binding buffer’-ben), és a guava easyCyte 8 HT aramlasi citométer
(Millipore) és az InCyte szoftver [140] segitségével gytijtottik és elemeztiik az adatokat.
Az eredményeket a FlowJo 10.6.1 szoftver [141] hasznalataval szamszerisitettik.
Legalabb harom fliggetlen kisérletet végeztiink minden esetben. A méréseket Dr. Michael
Jakupec (Bécsi Egyetem, Szerveten Kémia Intézet) iranyitasaval tanulmanyutam soran

végeztem.

4.13. Reaktiv oxigénrészecskék termelodésenek merése

A reaktiv oxigénrészecskék sejtbeli szintjének nyomon kdvetésének elsé 1épéseként
az SW480 és CHI/PA-1 sejteket vittem fel 96 lyukG lemezekre (2,5x10% sejt/lyuk)
100 wlyuk térfogatban. 24 oras eldinkubalast kovetéen a sejteket 200 pul HBSS soéoldattal
(1% FBS-t tartalmazo) mostam, és 100 ul 25 uM DCFH-DA oldattal inkubaltam 45 percig
37 °C-on. Az inkubaci6 utin a DCFH-DA oldatot eltavolitottam, és a sejteket 200 puL
HBSS-el mostam. A sejteket kezeltem ligandummal (VLX600), illetve 1 ekv. CuCl,, 0,5
ekv. ZnCl, és 0,5 ekv. FeCly hozzdadasa mellett is, vizsgalva a kialakuld komplexek ROS
termeld képességét. Négy kiilonboz0 koncentraciot alkalmaztam a 0,2-25 pM
tartomanyban, a mintakat 200 pl fenolvoros-mentes Opti-MEM-ben (1% FBS-sel) higitva,
harom parhuzamos mintat készitve. Vakmintaként 1% FBS-t tartalmazo fenolvoros-mentes
Opti-MEM taptalajt hasznaltam, mig a negativ kontroll a nem kezelt sejteket és
fenolvords-mentes tdpkozeget tartalmazta, a pozitiv kontrollok pedig a 200 uM ¢és 400 uM
terc-butil-hidroperoxiddal kezelt sejteket tartalmazd mintak voltak. A fluoreszcencia
emissziot 2 6rdn keresztil mértem 10 perces idokozonként BioTek Synergy HT
késziilekkel (gerjesztés: 485/20 nm, emisszid: 516/20 nm). Ezeket a méréseket is Dr.

Michael Jakupec segitségével végeztem.

4.14. Tovabbi kiegészito mérések

A tioszemikarbazonok rézkomplexeinek DNS hasitdsi és Topollo. enziminhibicio
meréseit Gyurcsik Béla munkacsoportja (SZTE, Molekularis ¢és Analitikai Kémiai

Tanszek) végezte.
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Egvkristaly rontgendiffrakcios szerkezet-meghatarozas: Az altalam elballitott VLX600

kiilonbozé fémionokkal képzett komplexeinek egykristalyaibol egylittmiik6do partnereink
rontgenkrisztallografia segitségével pontos szerkezetmeghatarozast végeztek egy Stadivari
diffraktométer segitségével (University of Vienna). A COTI-2 fémkomplexei esetén az
egykristalyokat ¢én allitotam eld, a rontgenkrisztallografiai méréseket egyiittmiikodo
partneriink végezte egy Bruker D8 Venture diffraktométer segitségével (University of
Vienna). Az LC1-3 fémkomplexeihez tartozd rontgenszerkezeteket szintén egylittmikodd
partnereink hataroztdk meg egy Bruker D8 Quest Eco haromkords diffraktométer

segitségével (University of Lisbon).

Az dltalam végzett egykristalyok novesztése az alabbi modon tortent:

e A Cu(ll)-COTI-2 komplex esetén metanol lassu parologtatasaval allitottam el6 a

kivant egykristalyokat.

Kivalasztott kotéshosszak (A) és kotési szogek (°) a Cu-COTI-2 (CCDC: 2015907) esetén:
(a C-C egyszeres kotés kotési pontossaga 0,0030 A), két kiilonbozd tipusi Cu—Cl kotés
fordul elé: Cul-Cll 2255(8) A, Cul— CIl' (1-X,-Y,~Z) 2,748(6) A. Tovabbi kivalasztott
kotéshosszak (A) és kotési szogek (°): N1-Cu 2,029(9) A, N2-Cu 1,961(3), S1-Cu 2,268(2)
A, Cu--Cu 3,52; CFCul—CI' 912, C-Cu-S 97,8, NI1— Cu-N2 80,9, N2-Cu-S 842,
N1-Cul—Cl 96,3.

e A VLX600 ligandum esetén a rontgendiffrakcios mindségli egykristalyokat etil-

acetat metanolba torténd goézdiffuziojaval allitottam elo.

Kivalasztott kotéshosszak (A), kotési és torzids szogek (fok) a VLX600 licandum (CCDC:
2245577) esetén: C6-N2 1,311(3), N2-N3 1,374(3), N3-C8 1,380(3), C8-N4 1,335(3), C8-N7

1,353(3), N7-N6 1,363(3) A; £C5-C6-N2 127,2(2), C6-N2-N3 119,1(2), N2-N3-C8 118,0(2),
N3-C8-N7 113,1(2), N3-C8-N4 118,4(2)°; ~C5-C6-N2-N3 0,91, N2-N3-C8-N7 -177,76, N2—
N3-C8-N4 1,45°.
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e A VLX600 komplexei esetén a szilard formaban eldallitott komplexbol

novesztettem metanolos oldatabol lassu etil-acetat diffuzioval.

Kivalasztott kotéshosszak (A), kotési és torzids szogek (fok) a VLX600 licandum
vas(Il)komplexének (CCDC: 2245566) esetén ([Fe(l1)(LH),;](NO3),): Fe—N1 1,9614(18),
Fe—N2 1,8814(19), Fe—N7 1,9288(18), C6-N2 1309(3), N2-N3 1,366(2), N3-C8
1,366(3), C8-N4 1,341(3), C8-N7 1,357(3), N7-N6 1,359(2) A; ~N1-Fe-N2 80,51(8),
N2-Fe—N7 81,33(8), N1-Fe-N7 161,82(8), C5-C6-N2 110,2(2), C6-N2-N3 122,9(2),
Z/N2-N3-C8 113,78(19), N3—-C8-N7 114,6(2), N3-C8-N4 1182(2) °; ~C5-C6-N2-N3
179,76(17), N2-N3-C8-N7 -2,7(3), N2-N3-C8-N4 176,17(18) °.

Kivalasztott kotéshosszak (A), kotési és torzids szogek (fok) a VLX600 ligandum
réz(IDkomplexeinek  (CCDC: 2261411 és  2245574) esetén ([Cu(LH)CL] és
[Cu(L)CIMeOH]): [Cu(LH)CL]: Cu-N1 1,995(3), Cu—N2 1,961(3), Cu—N4 1,997(3), Cu—
Cl1 2,2633(11), Cu—CI2 2,5141(12), C6-N2 1,287(5), N2-N3 1,376(4), N3-C8 1,320(5),
C8-N4 1,389(5), C8-N7 1,357(5), N7-N6 1,352(4) A; #N1-Cu-N2 80,38(13), N2-Cu-—
N4 77,73(13), N1-Cu—N4 155,04(14), C5-C6-N2 113,5(3), C6-N2—-N3 121,1(3), N2-N3-
C8 108,2(3), N3-C8-N7 118,9(4), N3—-C8-N4 121,8(4) °; ~C5-C6-N2-N3 175,7(3), N2—
N3-C8-N7 178,3(4), N2-N3-C8-N4 -0,6(6)°.

[Cu(L)CIMeOH]: Cu-N1 2,0041(17), Cu-N2 1,9588(16), Cu-N7 1,9654(17), Cu-CI1
2,2458(6), Cu—02 2,2677(15), C6-N2 1,286(3), N2—N3 1,361(2), N3—C8 1,345(3), C8-N4
1,358(2), C8-N7 1,379(2), N7-N6 1,340(2) A; «N1-Cu-N2 80,12(7), N2-Cu-N7
7845(7), N1-Cu-N7 157,72(7), C5-C6-N2 113,45(18), #C6-N2-N3 122,66(17), «N2-
N3-C8 110,29(16), N3-C8-N7 118,77(18), N3—-C8-N4 116,73(17)°; £ZC5-C6-N2-N3 -
179,32, N2-N3-C8-N7 -1,27, N2-N3-C8-N4 178,63 °.

Kivalasztott kotéshosszak (A), kotési és torzids szogek (fok) a VLX600 licandum
cink(IT)komplexének (CCDC: 2245575) esetén ([Zn(LH)CL]): Zn—-N1 2200(2), Zn—N2
2,133(2), Zn—N7 2,192(2), Zn-CI1 2,2434(9), Zn—CI2 2,2651(9), C6-N2 1,280(3), N2-N3
1,370(3), N3-C8 1,382(3), C8-N4 1,355(3), C8-N7 1,331(3), N7-N6 1,364(3) A; «N1-
Zn—N2 73,06(9), N2-Zn—-N7 7256(9), N1-Zn—N7 143,32(9), C5-C6-N2 113,6(3), C6—
N2-N3 119,9(2), N2-N3-C8 114,7(2), N3-C8-N7 117,0(2), N3-C8-N4 114,2(3) °; «C5-
C6-N2-N3-178,41, N2-N3-C8-N7 -1,19, N2-N3-C8-N4 -179,26°.
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Elemanalizis: Az elemanalizis méréseket a VLX600 és szarmazékai esetén egy Eurovector
EA 3000 CHNS-O elemanalizatorral végezték (University of Vienna).

Tomegspektrometria: A nagy felbontasu tomegspektrumokat a VLX600 és szarmazékai

esetén egy Bruker maXis™ UHR ESI repiilési id6 tomegspektrométerrel mérték

(University of Vienna).

Rontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS): Az XPS-vizsgalathoz a szilard mintat a
VLX600 ligandum ¢és a Fe(NO3)3-9H,0 2:1 aranya EtOH-ban 3 6ran at 50 °C-on torténd

keverésével allitottam eld. Az XPS méréseket SPECS miszerrel végezték (Szegedi

Tudomanyegyetem, Dr. Samu Gergely F.). A miiszer egy PHOIBOS 150 MCD 9 tipusu

analizatorral volt felszerelve, amely FAT lizemmodban miikodott.
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5. Eredmények

5.1. (Tio)szemikarbazonok vizsgalata

5.1.1. (Tio)szemikarbazon rézkomplex koordinaciéos médjanak hatasa az

oldatkémiai tulajdonsagokra

A (tio)szemikarbazonok legismertebb képviseldje a 3AP (13. abra), amely mar
klinikai vizsgalat (fazis I-1l1l) alatt allo rakellenes gyogyszerjelolt. Ebben a fejezetben a
3AP mellett tovabbi (tio)szemikarbazonokat (Dp44mT, O-3AP, STSC, SSC, 13. abra)
vizsgaltunk, amelyek eltéré koordindcids modddal rendelkeznek (13. abra). Kivancsiak
voltunk, hogy a koordindciés mod valtoztatisa milyen hatdssal van a (de)protondlodasi és
réz(Il)ionokkal valo komplexképzodési egyensulyi folyamatokra, a citotoxicitasra, a DNS-
kot6 és hasitd képességre, valamint a Topolla. enzim gatlasra. Az (N,N,S), (N,N,0),
(ON,S) ¢és (O)N,0) koordinaciés modok hatasat vizsgaltuk a fent emlitett tulajdonsédgokra
Osszehasonlithatd adatok alapjan.

A ligandumok termodinamikai oldhatosagat pH=7,40-en és 25 °C-on hataroztam
meg, és az oldhatosagok (1. tablazat) az alabbi sorrendet mutattak: O-3AP > 3AP > SSC >
STSC > Dp44mT. A ligandumok megoszlasi hanyadosait n-oktanol/viz kozti megoszlasbol
szamitottuk ki pH=740-en (1. tablazat). A lgD74 értékeket Gsszevetve elmondhatd, hogy
az O-3AP a leghidrofilebb karakterti, mig a Dp44mT és az SSC a leglipofilebbek. A
szerkezeti valtoztatasok hatasat vizsgalva megfigyelhetjik, hogy a kén cseréje oxigénre
csokkentette, mig a piridin-nitrogén fenolos-OH-ra vald cseréje novelte a lipofilitdst. A
biologiai membranokon torténd, passziv transzport révén vald athaladds modellezésére
PAMPA vizsgalatokat végeztem. A donor ¢és akceptor fazis elvalasztasat kovetden,
felvettem azok UV-lathato spektrumait (14. abra), hogy ezekbdl meghatarozzuk az effektiv
passziv permeabilitasi (Per) értékeket. Sajnos a modszer egyik korlatja, hogy csak a
lipofilebb ligandumoknal volt alkalmazhato, mint az STSC, 3AP vagy a Dp44mT, ugyanis
a kevésbé lipofil vegyiiletek csak olyan kismértékben jutottak 4t a membranon, hogy UV-
lathatd  spektrofotometriaval nem  voltak detektalhatoak. A  szamolt effektiv
permeabilitasokat az 1. tdblazat tartalmazza, melyek Osszhangban vannak a korabban
bemutatott oldhatosagi €s lipofilitdsi mérések eredményeivel A legnagyobb allando a
Dp4dmT-t jellemzi, ami alapjan ez a ligandum lehet képes leginkabb athatolni passziv

transzport segitségével a biologiai membranokon.
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14. abra: a) A Dp44mT és b) 3AP kiilonbozo fazisaira rogzitett UV-lathato spektrumok a PAMPA
kisérlet soran: donor fazis (folytonos vonal), akceptor fazis (szaggatott vonal).

{cL=50 uM; pH = 7,40 (Chepes= 15 mM); T =25 °C; 1 = 0,10 M (KCI); £ =1,0 cm}

Ahhoz, hogy meg tudjuk mondani, hogy egy hatdéanyag milyen forméaban lehet
jelen az ¢l szervezetben, fiziologids koriilmények kozott, ismerniink kell az aktudlis
protonaltsagi allapotat és toltését, melyeket adott pH-n meg tudunk adni a pK; értékek
ismeretében. A proton  disszociacids  allandok = meghatarozdsat =~ UV-lathatd
spektrofotometrias  titralasokkal — végeztem. Bizonyos egyensulyi allandok  mar
rendelkezésiinkre alltak a szakirodalombodl, azonban ezek nem tiszta vizes kozegre
vonatkoztak (a ligandumok korlatozott oldhatésaga miatt), hanem 30% (v/v) DMSO/viz
oldészerelegyre [80,142,143]. A vegyiiletek protonalt formajukban két disszociabilis
protont tartalmaznak, nevezetesen egy hidrazonos-NH- és egy piridinium-NH"-csoportot
(3AP, O-3AP), vagy egy fenolos-OH-t (STSC, SSC), kivéve a Dp44mT-t, amely egy
tovabbi piridinium-NH"-csoportot tartalmaz. A felvett UV-lathato spektrumok jelentds
valtozasokat mutattak a pH novelésének hatasara (pl. O-3AP spektrumai az 15a. abran),
ami lehetévé tette a pK, értékek (1. tablazat) és a molaris abszorbancia spektrumok
szamitasat a PSEQUAD szoftverrel [129]. Az O-3AP esetén nem csupan az abszorbancia
csokkenését figyelhetjik meg 370 nm kornyékén a pH emelésével, de a csticsmaximum
eltolodasat is. Ez a jelentds valtozas tette lehetové, hogy ilyen kis koncentraciok mellett is
meg tudjuk hatarozni a kivant egyensulyi allandokat, hiszen az emlitett oldhatosagbeli

problémak miatt a pH-potenciometrias modszert nem tudtuk erre a feladatra hasznalni.
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15. abra: a) Az O-3AP ligandum kiilonbozé pH-értékeken felvett UV-lathato spektrumai, és b) a
kiilonb6z6 protonaltsagh ligandumrészecskék szamolt molaris abszorbancia spektrumai.

{c.=25uM; pH=1,5-11,5; T=25°C; 1 =0,10 M (KCI); £ = 1,0 cm}

A meghatarozott pK, értékek alapjan elmondhatd, hogy az 4altalam vizsgalt
vegyiiletek semleges formaban vannak jelen fiziologias pH-n (pH = 7,40). Ha Osszevetjiik
a 3AP és O-3AP ligandumokat, elmondhatd, hogy a kén oxigénre torténé cseréje nem
befolyasolja az els6 deprotonaldédasi allandot, ami a kalkogénatomhoz képest tavolabbi
piridinium-NH™ csoporthoz tartozik, de jelentésen noveli a pK, értékét (hidrazon-NH). A
3AP ¢és STSC osszehasonlitasa azt mutatta, hogy a hidrazon-NH pK; értéke az STSC

esetén nagyobb a negativan toltott fenolatocsoport miatt.

1. tablazat: A vizsgalt TSK-ok UV-lathaté spektrofotometrias titralassal meghatarozott pK,
értékei vizes kozegben (6sszehasonlitasképpen 30% (v/v) DMSO/H,0-ban); IgD- 4 értékei (n-
oktanol/viz), termodinamikai oldhatosagai (S) és effektiv permeabilitas (Pes) értékei pH 7,40-en.

kozeg 3AP Dp44mT  O-3AP STSC SSC
IgD; 4 n-oktanol/H,0 +0,85° +2,19° +0,22° +1,59° +0,94°
pK H,0 425+001  344+0,01  426+0,01  853+0,01  840+0,01
pK. H,0 10,58+0,01  10,44+0,01 >11,5 >11,5 >11,5
pK 1 DMSO/H,0 3,92° 2,89+0,01 4,23 8,84' 9,329
pK. DMSO/H,0 10,78 10,80+0,01 >12° 12,57 >129
Pt (10°cms™) H,0 1,2140,53 11,6£1,5 <1 5,36° <1
S H,0 780 uM 29 uM >27 mM 230 uM 286 uM

* Ref. [144]. °® Ref. [143]. © Az értéket a MarvinSketch s zoftver segitségével becsiiltiik meg [145]. ® Ref. [80],
A 2-piridinium-NH" molekularész pK, értéke til alacsony volt. © Ref. [142]. " Ref. [146]. ¢ Ref [147].
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Ahogyan azt korabban ismertettem, a szakirodalomban ismert, hogy a rézionok
fontos szerepet jatszanak a tumorok kialakulasaban, illetve az attétek képzOdésében is, sot
a daganatos betegségben szenveddk vérszérumaban megemelkedett rézszint figyelhetd
meg [148,149]. Szamos hatasmechanizmust feltételeztek mar a (tio)szemikarbazonok
esetén, melyek tobbségében a ribonukleotid-reduktaz enzim inhibicijat emelik ki. Bar ez
egy vastartalmi enzim (ahogyan azt részletesen bemutattam az irodalmi Gsszefoglaloban),
azonban a réz(Il)ionokkal valdo komplexképzddés soran képzddd reaktiv oxigénrészecskék
is fontos szerepet jatszhatnak a rakellenes hatas kifejtésében [150]. A fenticken tul az is
ismert, hogy a (tio)szemikarbazonok a réz(Il)ionokkal kiemelkedé stabilitasu komplexeket
képeznek [151]. A képz6dé komplexekben az a-N-piridil-tioszemikarbazonok haromfoga
koordinaciés moddal alakitanak ki stabilis komplexeket [143]. A képz6d6 rézkomplexek
olyannyira stabilisak, hogy gyakorlatilag a teljes vizsgalt pH tartomanyban (2 — 11,5)
viszont pH-tol fiiggben [CuLH]**, [CuL]® il. [CuL(OH)] formaban vannak jelen az
oldatban, ha a Cu(ll)-ligandum molarany 1:1. A korabban meghatarozott stabilitasi
szorzatok alapjan a réz(Il)ion 100%-ban ligandumhoz kotott allapotban van jelen az
oldatban, 1:1 fémion-ligandum molarany mellett széles pH-tartomanyban 25 uM
koncentraciéban. Az STSC szintén nagy stabilitasu rézkomplexet képez [142,144], de csak

mono-ligandumi komplexek jonnek létre ligandum feleslegnél is.

A ligandumokhoz hasonldan, els6é 1épésként meghatiroztuk a réz(Il)komplexek
lipofilitasat, azonban itt mar harom kiilonb6z6 kloridionkoncentracio mellett (16. abra). A
korabbi szakirodalmi adatok alapjan [144] feltételezhetd, hogy fiziologias pH-n a mono-
liganduma [CuL]® komplex a dominans, 1:1 fémion-ligandum molaranyGi mintakban, mely
a 3AP, Dp44mT ¢és O-3AP esetén egyszeresen pozitiv toltésli, emiatt a (gyengén)
értekekre. Minél nagyobb CI koncentraciot alkalmaztunk, a lipofil jelleg annal inkabb
megnovekedett. Ezzel szemben a semleges toltésti [Cul] komplexeknél (STSC ¢és SSC)
nem tapasztaltunk jelentés valtozast. Kloridionok tavollétében azt talaltuk, hogy a
semleges komplexek lipofilebbek, mint a pozitiv toltéstiek, a vartnak megfelelen.
Mindezek mellett elmondhatd, hogy az STSC komplexe bizonyult a leglipofilebbnek, mig
a 3AP komplexe a leghidrofilebb tulajdonsagu.
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16. abra: A Cu(ll) — ligandum (1:1) rendszerek IgD; 4 értékei kiilonboz6 Kloridion-koncentraciok
(0; 0,1 és 0,2 M KCI) mellett. {c, = ccyqy= 50 uM; pH=7,40; T = 25 °C}

A komplexek PAMPA vizsgalatakor kapott P étékek az 1. tablazatban lathatok. A
3AP, O-3AP ¢és SSC réz(Il)komplexei til hidrofinek bizonyultak a mérés kivitelezéséhez,
igy ezekben az esetekben csak egy hatarértéket tudtunk megadni, mely
Pet <1 % 10°cmxs?t A Dp44mT esetén, ugyanezen allando 6,4 + 0,2 x 10°% cm x s
nek, mig az STSC esetén 1,5 x 10° cm x s *-nek adodott. A legnagyobb permeabilitas a
Dp44mT-nél pedig ugyancsak 0Osszefiiggésben van, a mar eléz6leg bemutatott lipofilitas
értekekkel.

A vizsgalt komplexek nagy stabilitisa miatt, vizes kozegben nem torekedtiink a
képzédési  allandok kozvetlen meghatarozasara. Elészor a  stabilis  réz(I)komplexek
deprotondlodasi folyamatait tanulmdnyoztuk vizes kozegben, és a proton disszocidcios
allandoik meghatarozasa UV-lathatd spektrofotometrias titralasok segitségével tortént. A
fémiont ¢s a ligandumot 1:1 molaranyban tartalmazd mintakat titraltam, igy hataroztuk
meg a savas pH-n képz6ds [CuLH]** és a bazikus pH-tartomanyban deprotonalodd [CuL]*
komplexek pKj-jat (2. tablazat).

Példaként a Cu(Il) — STSC 1:1 molaranyt rendszer spektrumait abrazoltam a 17a.
abran, ami egyértelmiien két folyamatot mutat. A spektrumok alapjan meghataroztuk a
komplexek proton disszociacios allandoit, illetve a 17b. abran lathaté szamolt egyedi
molaris abszorbancia spektrumokat. A pH=2-n felvett spektrum egyértelmiien jelentds

komplexképzédést mutat ((CuLH]").
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2. tablazat: UV-lathato spektrofotometrias titralassal, illetve EDTA kiszoritdsos mérésekkel
meghatarozott egyensulyi allandok (IgK’, IgK és pK,) a vizsgalt ligandumok Cu(II)-ionokkal
valé komplexképzédési és deprotonalodasi folyamataihoz. { T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI)}

3AP Dp44mT 0O-3AP STSC SSC
9K’ (pH=5,9) 12,88+0,06 14,89+0,01 - 11,94+0,08 -
Ig K 6,99+0,08 8,99+0,02 0,30+0,02 8,67+£0,07  2,59+0,04
Cu**+HL 2 [CuL] + H"
pKa 2,51+0,08 234+0,02 4244007  427+0,07  7,65+0,04
[CuLH] = [CuL] + H*
pKa 8,64+0,08 8,79+0,03 10,84+0,03  10,97+0,02 >11,5
[CuL] 2 [CuLH, ] +H'
a) b)
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17. abra: a) A Cu(ll) — STSC (1:1) rendszer kiilonb6z6 pH-értékeken felvett UV-lathatd
spektrumai és b) a kompexek szamolt molaris abszorbancia  spektrumai.
{cL = couany =25 uM; pH=1,7-11,6; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI); £ =1,0 cm}

Az izobesztikus pontok megjelenése a pH=2-6 pH tartomanyban egyetlen
egyensulyi folyamatra utalnak, ami a [CuLH] deprotonalédasahoz kothetd (18. abra), mely
soran a koordinalt ligandum hidrazonos-NH csoporton torténik a proton disszociacio. A
[CuLH] komplexek pK, értékei (2. tablazat) azt mutatjak, hogy az a-N-piridil TSK-ok
(3AP, Dp44mT) hidrazonos-NH csoportjainak deprotonalodasa kisebb pH-n, mig az STSC
komplex esetén nagyobb pH-n megy végbe. A tiokarbonil részben a S — O csere noveli a
[CuLH] komplex pK, értékét. Széles pH-tartomanyban (5-9) a spektrumok nem valtoznak,
majd a bazikus pH-tartomanyban a kovetkez6 az egyensulyi folyamat soran a [CuL(H,0)]
forma alakul at [CuL(OH)] formava (18. abra), és a meghatarozott allandok az elsé

folyamathoz hasonld trendet mutatnak.
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OH2 OH;

| 7 /N\H | NH, | Z /N\N/)\NHZ | 2 /)\NHZ
Ry R, Ry R, Ry R,

Y X R R (Y,N,X)(H,0) (Y,N,X)(H,0) (Y,N,X)(OH)
3AP N S NHyH [CuLH]?* [CuL]? [CuL(OH)]
Dp44mT N S H piridil  [CuLH]?* [CuL]? [CuL(OH)]
0-3AP N O NH,H [CuLH]? [CuL]? [CuL (OH)]
STSC COSHH [CuLH]* [CuL] [CuL(OH)I
ssc COOH H [CuLH]* [Cul] [CuL(OH)"

18. abra: Javasolt koordindciés moédok a vizsgalt ligandumok réz(II)komplexeiben.

Mivel a [CuL]”™ komplex nagy stabilitisa miatt kialakulasa kvantitativnak
tekinthetd, ¢és széles pH-tartomdnyban (4,5-9) domindns, igy erre a komplexre hatdroztuk
meg latszolagos stabilitasi allandokat (K’) EDTA-val torténé kiszoritasi reakciok soran
vizes kozegben. A reakcid kovetéséhez UV-lathatd spektrofotometriat alkalmaztunk. A
pH-t 59-nek valasztottuk, mert ezen a pH-n biztosan a [CuL] komplex a dominans
részecske. A mérések elvégzése elott a kompeticios folyamat kinetikajara vonatkozolag
megallapitottuk, hogy két orara van sziikség az egyensuly beallasahoz. A réz(I1)-EDTA
komplex (latszolagos) stabilitasi allandoja ismert a szakirodalomban [152]. A 19a. abran
jol latszik, hogy névekvé EDTA koncentracio hatasara a Cu(ll) — STSC rendszer esetén az
abszorbancia jelent6sen lecsokken 374 nm kornyékén (ahol az atmenet a S — Cu(ll)
toltésatviteli savhoz tartozik). Fontos kiemelni, hogy az Cu(ll)-EDTA komplex elnyelése a
vizsgalt hullimhossztartomanyban (300 — 500 nm) elhanyagolhatd, csak a HL és [CuL]J'/O
formaknak van szamottevé molaris abszorbanciaja. A csokkenést tovabba jol szemlélteti a
19b. abra is, ahol az aktualis abszorbancia/kezdeti abszorbancia szazalékos értékét
abrazoltam az EDTA/komplex molaranyanak fiiggvényében. A rogzitett spektrumok
segitségével szamitottuk Ki a latszolagos stabilitasi allandokat a PSEQUAD program
segitségével. Ennek, valamint a ligandum proton disszociacios allanddinak ismeretében
szamitottuk ki a [CuL]™ komplex stabilitisi szorzatat. A meghatarozott latszolagos
stabilitasi allandok a 2.tablazatban taldlhatok. A szamolt koncentracio eloszlasi gorbék
alapjan elmondhato, hogy fiziologids koriilmények kozott a [CuL]™ komplex dominéns,
kivéve az SSC réz(I)komplexénél, ahol a [CuL] mellett [CuLH]" is jelen van.

Az SSC és 0O-3AP ligandumok réz(IT)komplexeinek stabilitisa azonban jelentdsen
eltért az eddig targyaltaktol, ugyanis a titralasok soran, az induld pH-n felvett spektrum

megegyezett a szabad ligandum spektrumdval, azaz nem a mar kezdetben kialakult

54



komplex deprotonalodasat kovethettik nyomon a pH valtoztatdsdval, hanem magat a
komplexképzddést. Ebbdl kifolyolag a kapott allandok kozvetleniil titralasbol szarmaznak,
nem EDTA-kiszoritasos mérésekbdl (2. tablazat). (Ezen ligandumok esetén egyébként
kvantitativ kiszoritast tapasztaltunk az EDTA adagolasanak hatasara a komplexek sokkal
kisebb stabilitisa miatt, 19c-19d. abra).
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19. abra: a) UV-lathaté spektrumok kiilonb6z6 komplex:EDTA molaranyok mellett, b) az
abszorbancia valtozasa az EDTAkomplex koncentracidaranyanak fliggvényében a Cu(ll) —
STSC rendszer esetén, és c—d) az O-3AP rendszer esetén. {C_ = Ceyqy=25 UM; Cepra = 0 — 150
uM; pH=5,9 (5 mM MES); T =25 °C; 1 = 0,10 M (KCI); £=1,0 cm}

A pH = 59-n kapott IgK’ latszolagos stabilitasi allandokat osszevetve (2. tablazat)
elmondhatd, hogy a tioszemikarbazonok komplexei szignifikinsan nagyobb stabilitast
mutatnak a szemikarbazonok (SK) komplexeihez képest. Ahhoz, hogy 0Ossze tudjuk
hasonlitani a vegyiiletek réz(I1)-koté képességét pH = 74-en, pCu értékeket szamoltunk
10 uM  fémion- és ligandum koncentraciot valasztva (20. abra). A késdébbiekben is pCu
értékeket fogok hasznalni a komplexek stabilitisanak Osszehasonlitasahoz, ugyanis
ligandumok kiilonb6z6 bazicitasa és a képz6dé komplexek eltéré sztéchiometridja miatt a

képzodési allandok nem hasonlithatéak Ossze kozvetleniil.
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20. abra: pCu (—Ig[Cu(II)]) értékek Cu(IT)-ligandum (1:1) rendszerek esetén szamitva, fiziologias
pH-n, vizben. {c_ = Ccoygn= 10 uM; pH= 7,40; T =25 °C; | = 0,10 M (KCI)}

A pCu az oldatban [év0 szabad fémion (ezesetben réz(Il)) egyensulyi
szamitdsok sordn felhasznaltuk az el6zdleg meghatarozott egyensulyi allandokat, melyek
segitségével koncentracid eloszlasi gorbéket szamoltunk. A nagyobb pCu érték a ligandum
erésebb réz-megkotd képességét jelzi az adott pH-n. A meghatarozott adatok alapjan a
Dp44mT rendelkezik a legerdsebb, mig az O-3AP a leggyengébb réz(Il)-koté képességgel.
A koordindciés moddokat Osszevetve pedig az alabbi sorrendet kaptuk a réz(Il)-affinitast

tekintve: (N,N,S) > (N,N,O) > (O )N,S) > (O ,N,O).

A TSK-ok réz(Il)komplexeinek biologiai aktivitdisa Osszefiiggésben van a sejten
beliili redukaloszerekkel valo redoxi reakcioval. A glutation példaul képes redukdlni a
réz(I)-TSK  komplexeket réz(I)komplexekké, amelyek tjraoxidacidja soran ROS
termelddik [153]. Doktori munkam soran a réz(II)-TSK-ok GSH-nal vald reakciojat
kovettem nyomon UV-lathatdé spektrofotometriass mérések soran, pH= 7,4-n (50 mM
HEPES), anaerob koriilmények kozott. A vizsgalatok soran a redukaloszert nagy
feleslegben alkalmaztuk, hogy spektralisan mérhetd valtozast érjiink el, és igy meg tudjuk
hatarozni a tapasztalati sebességi allandokat a kezdeti sebességek modszerével gy, hogy
abrazoltuk az In(A/Ag) értékeket az id6 fiiggvényében, majd a kezdeti szakaszra egyenest
illesztettiink, melynek meredeksége adta a tapasztalati sebességi allandot. A GSH a
varakozasoknak megfelelden valoban képes redukalni a 3AP (21. abra), Dp44mT, O-3AP,
SSC és STSC komplexekit, azonban a reakciosebesség tekintetében jelentds kiilonbségeket
figyeltink meg. Ahogyan a 21. abran is lathatdo a 3AP réz(Il)komplexe esetén is, a GSH
hatasara a spektrum a szabad ligandum spektrumanak iranyaba valtozik, ahogyan az id6vel

felszabadul a képzodé réz(I)komplexbdl. Oxigén hatasara pedig visszakaptuk a kezdeti
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réz(Il)komplexre jellemz6 spektrumot, ami reverzibilis folyamatra utal. A tapasztalati
sebességi allandok (Kops) 0,11 perc™ (3AP) és 2,12 x 10 2 perc (Dp44mT) adodtak tiszta
vizes oldatban, 50 ekvivalens GSH mellett, mig kobs = 0,11 perc ™ volt az STSC esetén 30%
(viv) DMSO/H,0 oldoszerelegyben, hasonld korilmények mellett. A fent felsorolt,
viszonylag lassti reakciokkal szemben az O-3AP réz(Il)komplexénél sokkal gyorsabb
redoxi reakciot figyeltink meg, hasonléan az SSC-hez. Osszességében tehat a TSK-ok
réz(I1)-komplexei lassabban reagalnak a GSH-nal, mint az SK-ok komplexei, és a reakcid
sebessége a kovetkezd: O-3AP ~ SSC > STSC, 3AP > Dp44mT.

Abszorbancia
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21. abra: A Cu(ll) — 3AP (1:1) rendszer UV-lathato spektrumainak id6fiiggése 50 ekvivalens GSH
hatasara anaerob koriilmények kozott, valamint a szabad ligandum spektruma (szaggatott vonal)
és az oxigén buborékoltatdsanak hatdsa (pontozott vonal).{c, = 25 pM; Ccyay = 25 uM;

Cesn= 1,25 mM; pH=7,4; T=25°C; 1 = 0,10 M (KCI); £=1,0 cm}

Feltételezik, hogy az a-N-piridil TSK-ok réz(Il)komplexeinek nem a DNS az
elsédleges célpontja, am a SK-ok és szalicilaldehid szdrmazékok, valamit azok komplexei
esetében még nyitott kérdés a hatdsmechanizmusukat illetéen. Ezért mindenképpen
fontosnak tartottuk a DNS-sel vald kolcsonhatasuk vizsgalatat is. A valasztott (T)SK-ok
rézkomplexei legalabb egy szabad koordiniciés hellyel rendelkeznek, ami lehetdséget
biztosit a DNS donor atomjainak a megkotddésére. A réz(Il)komplexek tobb modon is
kotédhetnek a DNS-hez: koordindciés kotés révén haromkomponensii  adduktumot
hozhatnak létre (vagy az eredeti ligandum a makromolekulara cseré¢lédik), vagy nem

kovalens kolcsonhatassal interkalalédhatnak is.

UV-lathatdo spektrofotometriaval kovettik a réz(Il)komplexek ¢és a ct-DNS
kolcsonhatasat 74 pH-n (10 mM HEPES pufferben), 4 mM CI" koncentraci6 mellett,

hiszen a sejtmagban is ennyi a kloridionok koncentracioja [154]. A mérések soran egyedi
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mintakat készitettem, ahol a komplex koncentracidja allandod volt, az egyre névekvod ct-
DNS mennyisége mellett. A kolcsonhatast igen gyors kinetika jellemezte, igy nem volt
szikség hosszabb varakozasi idére a mintdk Osszeallitisat kovetden. A vizsgalt
réz(Il)komplexek eltéré modon viselkedtek. A 22a. abran lathatdé Cu(Il)-O-3AP (1:1)
rendszer UV-lathato abszorpciés spektruma 0-40 ekvivalens ct-DNS adagolasanak
hatasara, illetve a szabad ligandum spektruma is 0Osszehasonlitishoz. (Ebben a
hullimhossz-tartomanyban a ct-DNS-nek nincs elnyelése.) Megfigyelhetd, hogy a
spektrum jelentdsen megvaltozott a makromolekula adagoldsanak hatdsara, és ezzel
parhuzamosan a szabad ligandumra jellemz6 sav novekedését tapasztaltuk, ami a ligandum
kiszoritasara enged kovetkeztetni. A jelentds mértékii valtozast jol szemlélteti a 22b. abra,
ahol az abszorbancia kiilonbségeket dbrazoltam az adagolds hatdsara. A 3AP és Dp44mT
ligandumok komplexeinél a CT savok batokrom eltolodasa kovetkezett be, ami a
koordinaciés mod megvaltozasara utalhat, mig az STSC és SSC komplexeknél csupan
kisebb mértékli valtozast tapasztaltunk, miszerint ezeknél a komplexeknél, ha van is

kolcsonhatas a ct-DNS-sel, az a koordinacios szférat nem befolyasolja.

a) b)
0,7 0,3 -
0,6 0,2 4
@ 0,5 S 0,1 +
'S 2
S04 800 -
= ]
ﬁ 0,3 éfcl,l 4
2 0,2 <-0,2 4
0,1 -0,3 -
0,0 T T - '0,4 T T 1
310 360 410 460 310 360 410 460
Al nm A/ nm

22. abra: a) Cu(ll) — O-3AP (1:1) rendszer UV-lathat6 abszorpcids spektruma 0-40 ekv. ct-DNS
adagolasanak hatasara, illetve a szabad ligandum spektruma (pontozott vonal).
b) Kiilonbség abszorbancia spektrumok ugyanazon rendszer esetén (a Cu(Il)-O3AP, és a
ct-DNS korabban rogzitett megfeleld spektrumanak kivonasaval szamithat6 ki a komplexet és a
ct-DNS-t is tartalmaz6 minta spektrumabol). {Ciomplex = Ciigandum = 50 uM; Ce.pns = 0-2000 uM
(nukleotidokban); pH = 7,40 (10 mM HEPES); T =25°C; | =4 mM (KCI); £=1,0 cm}

A kolcsonhatas  pontosabb  feltérképezése  érdekében  etidium-bromiddal
kompeticios vizsgalatokat is végeztink. Az etidium-kation (E*) a ct-DNS-hez kotédve
jelentds fluoreszcens intenzitds ndvekedést mutat, majd legegyszeriibb esetben a komplex
adagolasanak hatasdra azt varjuk, hogy ez az intenzitds lecsokken, ahogy az altalunk

vizsgalt vegyiilet kiszoritja az etidiumiont a ct-DNS-bSl, mely szabad formaban jelenik
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meg. Eloszor UV-lathaté spektrofotometria segitségével vizsgaltuk a kolcsonhatast, mely
soran az EB spektrumat kovettik 3,4 ekvivalens ct-DNS ¢és 0-4 ekvivalens
réz(Il)komplexek (vagy CuCly) jelenlétében. Jelentds spektralis valtozast tapasztaltunk a
3AP, Dp44mT és O-3AP esetén, igy a spektrumok felbontasaval megbecsiiltik a ct-DNS-
hez kotott €s szabad EB mennyiségét (23. abra).
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1
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23. abra: Szabad EB mennyiségek a ct-DNS-EB-réz(II) komplex rendszerekben, kiilonbozo
modszerekkel meghatarozva: UV-lathatd spektrofotometriaval (rozsaszin) és ultrasziiréssel
(zold). A CuCl, hatasa és a kompetitor nélkiili oszlop (@). {CL = Ccyay = 200 pM;
Cetons = 170 uM; ceg = 50 puM; Crepes = 10 mMM; cke) = 4 mM; pH =7,40; T = 25 °C}

Ezt kovetden a mintdkat ultrasziirés segitségével kis és nagy molekulatomegii
frakciokra osztottam, majd felvettem az UV-lathaté spektrumaikat, ebbdl pedig a szabad
EB mennyiségeket kiszamitottuk (23. abra). Lathatd, hogy a kétféle modszerrel kapott
adatok nem mutatnak telies kvantitativ egyezést, koszonhetéen annak, hogy mindkét
kisérleti moédszernek megvannak a korlatai. Mig az ultrasziirés sordan az LMM frakcid
képes adszorbealodni a sziirére, addig az UV-lathatd spektrofotometria modszere csak
kozvetett adatokat szolgaltat a kolcsonhatasrol. Igy csupan sorrendet tudtunk felallitani a
vizsgalt vegyliletek réz(Il)komplexekei kozott a Ct-DNS-hez vald kotdédés erdsségére
vonatkozoan, mely a kovetkezd: (O-3AP) > 3AP, Dp4dmT > SSC > STSC. Az STSC
gyakorlatilag nem volt képes kiszoritani az interkalalodott EB-ot, mig tovabbi érdekesség,
hogy a CuCl, énmagaban is az E* teljes kiszoritasat okozta a Ct-DNS-rél, ahogy azt mar
kordbban is leirtak [155]. gy azt is feltételezhetjik, hogy az O-3AP esetén tapasztalt
valtozas valojaban a szabad réz(Il)ionokhoz kothetd, a kialakuld komplex kis stabilitdsa és

az igy bekovetkezo akar teljes disszociacioja miatt.

59



In vitro DNS hasitasi vizsgalatok is torténtek (Dr. Gyurcsik Béla
kutatocsoportjanak  (SZTE, MAKT) segitségével), melyek soran plazmid DNS-t
alkalmaztak szubsztratként, és képesek voltak elkiiloniteni a nyilt cirkularis, linearis, és
szuperhelikdlis fragmenseket agar6z gélelektrofotézis segitségével. A kisérletek soran
megallapitottak, hogy a szabad ligandumok nem mutattak DNS hasitast (kivéve az SSC,
mely esetén kis aktivitdst tapasztaltak). Megismételték a vizsgalatokat réz(I1)komplexek
esetén is, ahol az O-3AP és SSC ligandumok réz(IT)komplexe esetén mar DNS karosodast
figyeltek meg. Ezekben az esetekben a szuperhelikdlis DNS atalakult nyilt cirkularis
formaba, sét egy napos inkubdci®6 utdn a linearis forma is megjelent, tovabba a DNS
hasitast. Ebben az esetben is felvetédik az O-3AP és SSC ligandumok réz(IT)komplexeinek
kis stabilitisanak kérdése, igy feltételezhetjik, hogy a DNS-hasitas a szabad réz(Il)
jelenlétéhez kothetd. A DNS hasitasi vizsgalatokat elvégezték GSH jelenlétében is. Mig a
3AP ¢és STSC esetén er6s DNS fragmentaciot figyeltek meg a GSH jelenlétében, addig az
O-3AP, SSC és Dp44mT komplexek kisebb DNS karositd képességet mutatott, ami
feltehetden a GSH-nal valo reakciojuk eltérd sebességével €s reverzibilitasaval fiigg Ossze.
Emellett Topollo. enziminhibiciés vizsgalatok is torténtek, melyekbdl kideriilt, hogy a
szabad ligandumok nem mutatnak enzimgatlo hatast, mig a réz(Il)komplexeik teljes
inhibiciés hatast mutattak (f2. abra). Ahogyan a korabbiakban is, itt is fontos kiemelni a

CuCl, sajat hatasat, mely felelés lehet a kis stabilitasu komplexek aktivitasaért.

Tovabbi egyiittmiikodés keretein beliil, Dr. Spengler Gabriella €és munkatarsai
(SZTE) vizsgaltak a ligandumok, illetve azok réz(Il)komplexeinek in vitro citotoxicitasat
is, harom kiilonb6zé sejtvonalon (Colo-205-human vastagbélrak, Colo-320-multidrug
rezisztens human vastagbélrak, és MRC-5-normal huméan embriondlis tiidéfibroblaszt),
kolorimetridas MTT mérések segitségével. Az altaluk meghatarozott ICsp és szelektivitasi
index (S.I.) értékeket az fl. tablazat tartalmazza. Néhany vizsgalt ligandum citotoxicitasat
mar korabban kozolték szamos sejtvonal esetén [146,156], azonban szerettiink volna
pontosabb Osszehasonlitdsra lehetdséget teremteni azonos koriilmények hasznalataval. A
korabbi eredményekkel jo egyezést mutatva megallapitottuk, hogy a Dp44mT ¢és a 3AP
rendelkezik a legnagyobb aktivitdssal, mig az O-3AP, STSC és SSC kevésbé voltak
citotoxikusak. A csokkent citotoxicitds feltehetéen annak a kovetkezménye, hogy
O-donorok révén nagyobb a vas(Ill)ionoka felé mutatott affinitasuk, igy nem képesek a

vas(ll)-, és vas(Ill)ionokat is egyforman megkétni, mely a feltételezett hatasmechanizmus
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szerint sziikséges az RR enzim gatlasdhoz. A ligandumok hatisa szelektivnek bizonyult a
Colo-205 ¢és Colo-320 rakos sejteken, a normal, nem rakos sejtekhez képest. A
réz(Il)ionokkal valé komplexképzddés minden esetben novelte a rakellenes hatast, kivéve
a 3AP esetén. Kiemelném az STSC komplex esetén a lecsokkent ICsy értékét, mely
feltehetden a képzddd semleges komplex kiemelkedden nagy lipofilitasdhoz és membran
permeabilitisahoz kothetd. Fontos megfigyelés még, hogy az O-3AP komplex és a szabad
CuCl, citotoxicitasa nagyjabol azonos, ami a képz6dd komplex kis stabilitasaval fligghet

0ssze.

5.1.2. Metil-szubsztituens hatasa tiosze mikarbazonok oldatké miai tulajdons agaira

Az 511 fejezetben targyalt kiilonboz6 koordinacios modok mellett tovabbi
szerkezeti valtoztatasok is befolydsoljdk az oldatkémiai tulajdonsdgokat, és viszonylag
kisebb szerkezeti moédositasoknak is jelentés lehet a hatasa. Ebben a fejezetben a
kiilonbozé pozicioban metilezett szarmazékokat hasonlitom Ossze proton disszociacios
allandoikon, réz(Il)ionokkal wvald6 komplexképzésiikkon, GSH-nal vald reakcidjukon,
valamint biologiai aktivitisukon keresztiil. Elsoként a ligandumok (FTSC, PTSC,
H,NNHMe, H,NNMe;, MeHNNMe;, Me;NNH,, Me;,NNHMe, Me;NNMe,, DpC és S-
Me-3AP, 13. abra) pK, értékeit hataroztuk meg UV-lathatd spektrofotometrias titralasok
segitségével, melyeket vizes kozegben végeztem. A titrdlasok sordn kapott reprezentativ
spektrumsorozatot, illetve az abbol szamolt egyedi molaris abszorbancia értékeket a
négyszeresen, azaz mind a terminalis mind a piridin-gytlriin 1évé amincsoporton, metilezett

(Me;NNMe,) ligandum esetén a 24. abran lathatjuk.
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24. abra: a) Kiilonbozé pH-értékeken felvett UV-lathato spektrumok és b) a szamolt koncentracio

eloszlasi gorbék, valamint a mért pH-fiiggd abszorbancia értékek ¢és illesztésiik a Me,NNMe,
ligandum esetén. {c,. = 40 uM; pH=2,4 - 11,9; T=25°C; | = 0,10 M (KCI); £=1,0 cm}
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A vizes kozegben végzett titralasok alol kivételt jelent a DpC, ahol a korlatozott
vizoldhatosag miatt DMSO-t adtam a rendszerhez (5% és 30% (v/v)), majd az igy
meghatarozott allandok segitségével extrapolaltunk, hogy megkapjuk a vizre vonatkozd
allandokat. Osszehasonlitasképp tovabbi ligandumok (3AP és H,NNMe,) esetén is
feltiintettem a 30% (v/v) DMSO/viz elegyre vonatkozo adatokat (3. tdblazat).

3. tablazat: A vizsgalt ligandumok és réz(Il)komplexeik UV-lathato spektrofotometrias titralassal
meghatarozott pK, értékei, valamint az EDTA kiszoritasi reakciéval meghatarozott latszolagos
(IgB") stabilitasi szorzatok a [CuL]" komplexekre pH = 5,90-n {T = 25 °C, | = 0,10 M (KCI)},
tiszta vizes kozegben (kivétel: "5% (v/v) DMSO/H,0, “~“30% (v/v) DMSO/H,0)

ligandum PKa (L) pKa(HL)  pKa [CULH]"  pK,[Cul]”  1gf’ss[Cul]
H,NNMeH 4,40+0,01 11,03£0,01  2,54+0,01 8,62+0,01 12,58+0,02
H,NNMe, 4,64+0,01 10,09+0,01  2,510,02 8,65+0,07 14,12+0,01
MeHNNMe, 4,87+0,01 9,87+0,01  2,64+0,02 8,19+0,02 14,15+0,03
Me,NNH, 4,43+0,01 10,87+0,01  2,31+0,02 8,53+0,01 13,27+0,03
Me,NNMeH 4,53+0,02 10,98+0,07  2,57+0,02 8,11+0,02 13,35+0,02
Me;NNMe, 4,93+0,01 10,69+0,01  2,51+0,01 8,78+0,01 14,72+0,07
FTSC 3,48+0,01 10,72£0,01  2,08+0,02 8,70£0,04 <11.2
PTSC 3,61+0,01 10,22+0,01  2,09+0,01 8,56+0,01 14,64+0,01
S-Me-3AP 4,96+0,05 - - - 7,38+0,02
DpC” 3,47+0,01 10,710,01 - - -
DpC™ 3,03+0,06 11,38+0,06  2,13+0,03 9,46+0,02 11,67+0,02
DpC 3,50 10,67 245 8,36 -
3AP 2 3,92 10,78 2,34 9,67 -
H,NNMe, 2™ 431 10,29 1,93 9,49 -
*Ref. [149].

Megfigyelhetd, hogy két, jol elkiilonithetd deprotonalodasi folyamat jatszodik le,
mely jellemzd volt az Osszes vizsgdlt ligandum esetén. A DpC masodik
piridiniumcsoportjanak pK, értéke nem hatarozhatdé meg az alkalmazott korilmények
kozott, ugyanis az csak meglehetdsen savas koriilmények mellett deprotonalodik. A

meghatdrozott allandokat a 3. tdblazat tartalmazza. A 3-AP és Dp44mT vonatkoz6 adatait
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az 1. és 2. tablazatok tartalmazzak. Osszevetve a kapott egyensilyi allandokat,
elmondhatd, hogy mig a monometilezésnek csupan kis hatasa van a meghatarozott
deprotonalodasi  allandokra, addig az N-termindlis dimetilezés eredményeként
megfigyelhetjiik, hogy az elsé pK, nagyobbnak, mig a masodik kisebbnek mutatkozott. Ezt
jol szemlélteti a FTSC ¢és PTSC, vagy akar a 3AP ¢és Hy;NNMe; ligandumparok
Osszehasonlitisa. A piridin-gyliri amincsoportjdnak dimetilezése mindkét allandét kissé
megnovelte, ahogyan azt a 3AP és Me,NNH; Gsszevetésével lathatjuk. Elmondhato, az is,

hogy mindegyik vizsgalt ligandum semleges formaban van jelen fiziologids pH-n.

Fontos megfigyelés, hogy az S-Me-3AP oldatanak tarolasa soran (tiszta DMSO
torzsoldat) id6vel merkaptan szagot tapasztaltam, ami feltehetben a CH3SH
eliminaciojahoz  kothetd. Rogzitettem a  ligandum  UV-lathaté spektrumait az id6
fiiggvényében, kiilonboz6 pH-kon (pH = 2,2 és 9.8; 1% (v/v) DMSO/viz elegy), melyek
alapjan megfigyelhetd, hogy a folyamat felgyorsul a pH ndvelésével (25a-b. abra), mig
vizben (pH = 6,3) a bomlas jelentdsen lassabb volt (25d. abra), ami lehetové tette az

egyensulyi allandd meghatarozasat.
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25. abra: a) Az S-Me-3AP id6fiiggé UV-lathatod spektrumai kiilonb6z6 pH-értékeknél: pH = 2,2;
b) pH = 9,8, valamint ¢) az S-Me-3AP-Cu(Il) komplex spektrumanak id6fiiggése, és d) a
ligandum abszorbancia értékeinek valtozasa (A/Ag-ként) a kiilonbozé pH-értékeknél valamint
vizben (puffer és KCI nélkiil, pH = 6,3). {CL = Ckomplex= 100 uM; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI);
¢=1,0 cm; 1% (v/v) DMSO}
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A meghatarozott egyensulyi allandot Osszevetve a 3AP adataival, lathatd, hogy a
kénatomon torténd metilezés kiss€é megnovelte a piridinum-NH pK, értékét. Ezen
ligandum esetén a hidrolizise miatt nem volt lehet6séglink teljeskorti vizsgalatot végezni a
réz(Il)ionokkal vald komplexképzddésre vonatkozoan. Azonban rendelkezésiinkre allt a
szilard formaban eléallitott réz(Il)komplex (mely oldatdnak UV-lathato spektruma idoben
is allandonak bizonyult, 25c. abra), igy csupan EDTA-kiszoritasi vizsgalatot végeztiink.

A ligandumokat (az S-Me-3AP kivételevel) és CuCl-t 1:1 molaranyban tartalmazo
mintat titraltam, hogy meghatarozzam a képz6ddé komplexek proton disszocidcios
allandoit. Ezen spektrofotometrias titralas soran kapott spektrumokat €s a szamolt molaris
abszorbancia spektrumokat lathatjuk a 26. abran a Me,NNH; — Cu(Il) rendszer esetén.
Minden réz(Il)komplexre két egyensulyi allandét hataroztunk meg (3. tablazat), a pH =
2,1-2,6 tartomanyban torténé deprotonalodasi folyamatra, azaz a [CULH]**-hoz tartozot,
valamint a [CuL]" esetén a pH = 8,1 — 8,8 kozotti adatokat hasznalva. Megfigyelhetd, hogy
a [CuL]® komplexre kapott allando koriilbelil 8 nagysagrenddel alacsonyabb, mint a
megfeleld szabad HL ligandum proton disszocidcids allandoja, ami a Cu(Il)-ionhoz vald

koordinacidhoz kotheto.

a) b)
18 000
0.4 - 16 000 -
14 000
0.3 1 _ 12000 -

pH=11,39 510000

Abszorbancia
o
N

= 8000 -
® 6000 -
0,1 4000 -
2000 -
0,0 - ; ; ; ; : 0 . ; ‘ | .
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Alnm Al nm

26. abra: a) Kiilonbozo pH-értékeken felvett UV-lathatd spektrumok, és b) a szamolt molaris

abszorbancia spektrumok a Me;NNH; — Cu(Il) rendszer esetén. {C. = Coyuy = 25 uM;
pH=2,0-11,4, T=25°C;1=0,10 M (KCI); £=1,0 cm}

A nagy stabilitasi [CuL]” komplex kialakulisa miatt, ahogy korabbiakban is,
EDTA-kiszoritasi vizsgalatokat végeztiink, hogy meghatarozzuk a latszolagos stabilitdsi
allandokat, majd ezek segitségével kiszamitsuk a stabilitdsi szorzatokat (3. tablazat) a
proton disszociaciés allandok ismeretében. A ndvekvd EDTA mennyiség hatasara

csokkenést figyelhetiink meg 422 nm-en (27. abra), ami a S—Cu toltésatviteli savhoz
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rendelhetd, valamint a ligandumra jellemzd spektrumot kapjuk vissza. A komplexek pKj
értékel, és a latszolagos allandok segitségével kiszamolt stabilitasi szorzatok segitségével
kapott koncentracid eloszlasi gorbék alapjan fiziologias pH-n a [CuL]® komplex a

domindns részecske.
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27. abra: UV-lathato spektrumok az Cu(Il) — Me,NNMeH rendszer esetén kiilonb6zé komplex

EDTA molaranyok mellett, és szabad ligandum spektruma (szaggatott). {c, = Ccuqiy= 26 uM;
pH=5,9 (5 mM MES); cepta =0 374 uM; T =25°C; | = 0,10 M (KCI); £ =1,0 cm}

A ligandumok réz(INkoté képességének 0Osszehasonlitisa pCu értékek alapjan
tortént (28. abra). A metilezés (barmely részén is tortént a molekulanak) kis mértékben,

mig a dimetilezés nagyobb mértékben novelte a stabilitast.
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28. abra: pCu (—Ig[Cu(II)]) értékek Cu(II)-ligandum (1:1) rendszerek esetén szamitva, fiziologias
pH-n. {c. = ccyay=1 uM; pH=7,40; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI)}

Erdekesség, hogy a legerdsebb rézkotd képességgel azok a vegyiiletek
rendelkeztek, melyek 1Csp értéke a nM-os koncentracio tartomanyba esett (f2. tablazat),
nevezetesen a DpC, Dp44mT, Me,NNMe; és a PTSC. Ezeknek a ligandumoknak a Cu(ll)-
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komplexei is jelentds aktivitast mutattak a vizsgalat sejtvonalakon, és jellemzden

citotoxikusabbak voltak a komplexek, mint a ligandumaik onalléan.

A képz6dé Cu(Il)-komplexek redoxi reaktivitaisat GSH mellett aszkorbinsavval
vizsgaltuk spektrofotometridasan. Az AA-val vald vizsgalatok sordn nem tapasztaltunk
idoben spektralis valtozast, ami arra utal, hogy az alkalmazott koriilmények kozott az AA
nem képes redukalni ezeket a komplexeket. Ez nem is meglepd, hiszen a pH = 7,0-n
+0,06 V a dehidro-L-aszkorbat/AA rendszer formal potencial értéke [157]. Ezzel szemben
a GSSG/GSH rendszer esetén joval negativabb értéket mértek: —0,26 V. A GSH, erdsebb
redukaloszerként képes volt redukalni az altalunk vizsgalt Cu(Il)-komplexeket, azonban a
reakciosebességek tekintetében jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk (29b. abra). Ahogyan
azt 29a. abran is lathatjuk a Cu(ll) — MeHNNMe; (1:1) rendszer esetén, a csticsmaximum
kissé eltolodik az Osszekeverés utdni elsé spektrum esetén, ami feltehetéen GSH-t

tartalmazo vegyes ligandumt komplex képzodéséhez kothetd [153].
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29. abra: a) A Cu(ll) — MeHNNMe, (1:1) rendszer UV-lathato spektrumainak idéfiiggése 50
ekvivalens GSH hatasara anaerob koriilmények ko6zott, valamint a szabad ligandum spektruma
(szaggatott vonal), és b) a cstiicsmaximumon mért abszorbancia csékkenés a kiilonb6z6 Cu(II)-
komplexek esetén az id6 fiiggvényében. {c. = 25 uM; Ceyay= 25 pM; Cesy= 1,25 mM; pH =
7,4;T=25°C; 1 =0,10 M (KCI); £=1,0 cm } Jelslések: 3AP (m), H,NNHMe (¢), FTSC (A),
Me,NNHMe (e), Me;NNH, (A),H,NNMe; (0), MeHNNMe, (©),Dp44mT (-), DpC (e),
Me,NNMe, (x), PTSC (A)

Ezutan az abszorbancia jelent6s csokkenését figyelhetjik meg az 1d6
elorehaladtdval, mely valtozds iranya a szabad ligandum spektruménak irdnyaba tart. Ez
feltehetéen a kialakult Cu(l)-komplex kis stabilitasahoz kothetd, mely soran felszabadul a
ligandum a komplexbdl a nagy feleslegben jelenlévé GSH miatt, ami viszont stabilis

komplexet képez a Cu(l)-ionnal. A reakcid nem vezetett a Cu(ll)-komplexek teljes
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redukcidjahoz, ugyanis nem kaptuk vissza teliesen a ligandum spektrumat, 4&m minden
esetben a spektrum allandosulasaig, azaz a redoxi egyensulyi helyzet beallasaig vizsgaltuk

a folyamatot.

Hasonld  valtozast tapasztaltunk a  tobbi vizsgalt komplexnél is. A
reakciosebességek valtozatossaganak szemléltetésére kiszamitottuk a tapasztalati sebességi
allandokat (Kops, 4. tablazat). Megfigyelhetd, hogy minél nagyobb a sebességi allando, tehat
minél gyorsabb a redukcio, anndl kisebb pCu érték tartozik a ligandumhoz. Azaz minél
stabilisabb a kialakul6 Cu(Il)-komplex, annal lassabban redukalédik a GSH altal. Tovabbi
Osszefliggés figyelhetd meg a citotoxicitas értékeket vizsgalva (f2. tablazat), ugyanis az is

elmondhato, hogy minél lassabb a reakcié a GSH-nal, annal nagyobb a rakellenes hatas.

4. tablazat: Tapasztalati sebességi allandok (Kops) @ vizsgalt Cu(Il)-komplexek GSH-nal vald
reakcidja esetén, UV-lathatdo spektrofotometrias detektalds mellett vizes kdzegben

{cL = Couy =25 UM Cosy = 1,25 mM; T = 25 °C, | = 0,10 M (KCh}.

ligandum Kobs/ perc™  ligandum Kobs/ perc™
FTSC 4,13 x 107 Me,NNH, 4,47 <107
PTSC 4,30 x10*  Me,NNMeH 3,90 x 10
3AP 1,10x10" Me,NNMe, 6,97 x 10™
H,NNMeH 7,70 x 102 Dp4dmT 2,12x10%
H,NNMe, 1,60 x 102 DpC 2,30 x 107

MeHNNMe, 1,12 x 10

5.1.3. N-terminalis diszubsziticio hatasa COTI-2 tipusu tiosze mikarbazonok

oldatkémiai sajats agaira

A koordindcios mod varialodasdn, és a metil-szubsztituens beépitésén tul
kivancsiak voltunk, hogy a kiilonboz6é tipustit N-termindlis diszubsziticidé milyen hatdssal
van az a-N-tioszemikarbazonok oldatkémiai tulajdonsagaira. Ennek vizsgalatdhoz a COTI-
2-t ¢és annak kiilonbozd szarmazékait (13. abra) valasztottuk, ugyanis ez a vegylilet mar
Klinikai fazis 1 vizsgalatokban vesz részt, és igen hatasosnak bizonyult egyes szolid
tumorok (ndgyodgyaszati rosszindulati daganatok, epitelidlis tiidorak) kezelésére. Harom
kilonboz6 ~ COTI-2-vel rokon  vegyiiletet vizsgaltunk: COTI-NH,, ami egy
szubsztitualatlhn modell vegyiilet, és annak N-terminalisan dimetilezett szarmazéka, a
COTI-NMe,, ¢és a ciklohexil- és metil szubszituensek tartalmazé COTI-NMeCy, a
Dp44mT ill. a DpC ligandumokhoz hasonléan. Nem csupan ezen vegyiiletek
oldategyenstlyi vizsgalatat végeztik el, hanem feltérképeztik a kiilonbozd endogén
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fémionokkal (Cu®*, Fe?, Fe** ¢s zn®") valo komplexképzésiiket is, valamint a képz6dd
vas- ¢és rézkomplexek redoxi tulajdonsagait is jellemeztikk. Ezen tilmenden biologus
egylittmiikodé partnerekkel vizsgaltuk a vegyiiletek in vitro rakellenes hatasat, és az
oldategyensulyi eredmények erds tamogatasaval javaslatot tettiink a rezisztencia

folyamatok lehetséges hatasmechanizmusara.

A ligandumok vizsgalatait az el6z0 vegyiiletcsaladokhoz hasonldéan végeztiik,
azonban itt 30% (v/v) DMSO/H,0 elegyben dolgoztam a titralasok soran, a ligandumok
korlatozott vizoldhatosaga miatt. Az elozetesen a SwisSADME program [158] segitségével
szamolt, illetve a kisérleti tton meghatarozott termodinamikai oldhatésagi adatokat, és
lipofilitas értékeket az 5. tablazat tartalmazza. Ezen értékek alapjan a kovetkezd sorrend
allithato fel a vegyliletek oldhatésagat tekintve: COTI-2 < COTI-NMeCy << COTI-NMe;,
< COTI-NH;. Az erételjes lipofil sajatsag miatt csupan a COTI-NH; ligandumnal tudtunk
megoszlasi allandét meghatarozni, a tobbi esetben a programmal becsiilt értéket adtam
meg. Hasonléan, a membran permeabilitasi vizsgalatok sordn sem kaptunk kvantitativ
adatokat minden vegyiiletre, csak a COTI-NMe, és COTI-NH, ligandumokra, azonban a
két értéket Osszevetve jol latszik a nagyobb lipofilitdsi szdrmazék nagyobb membran

permedbilitasa.

A ligandumok protonalt formai két disszociabilis protont tartalmaznak, nevezetesen
a dihidrokinolinium-NH*-t és a hidrazon-NH-t, valamint a COTI-2 ezen kivill még egy
piridinium-NH"*-t is tartalmaz. Reprezentativ példaként a COTI-NMeCy UV-lathatd

spektrofotometrias titralasdnak eredményei lathatok a 30. abran.

a) b)
0.7 1
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0.5
0.4 1
0.3 1
0.2
0,1 1
0,0

100 - 95,9 97.3

Abszorbancia
%

250 300 350 400 450 500 0
Alnm COTI-2  COTI-NH, COTI-NMe, COTI-NMeCy

30. abra: a) Kiilonbozé pH-értékeken felvett UV-lathato spektrumok, és b) az egyes ligandum
formakra szamolt szazalékos eloszlas pH = 5,0-n a kiilonbozé ligandumokra.
{cL=20uM; pH=1,5-12,5; T=25°C; 1 =0,10 M (KCI); £ = 1,0 cm; 30% (v/v) DMSO/H,0O}
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A titraldsok sordn meghatarozott proton disszocidciés allandokat az 5. tablazat
tartalmazza. Ossszevetve a 3AP a korabban meghatirozott proton disszociicios
allandoival, elmondhato, hogy az elsé deprotonalodasi folyamat a dihidrokinolinium-NH"-
hez, mig a masodik a hidrazon-NH-csoportokhoz rendelhet6. A COTI-2 piridinium-NH"-
hez tartozd pK, sorrendben a masodik deprotonalodasi folyamathoz kothetd. A
meghatdrozott allandok segitségével szamolt koncentracido eloszlasi gorbék alapjan
elmondhatd, hogy a vizsgalt ligandumok pH = 74-en semleges formaban vannak, illetve,
hogy ezen a pH-n 100%-ban [HL] formaban vannak jelen. Ezzel szemben, kisebb pH-n
(30b. abra) jol lathatok a kiilonbségek az egyes ligandumok kozt, azok kiilonb6z6

protonaltsagi formaik szazalékos eloszlasat tekintve.

5. tablazat: A vizsgalt ligandumok UV-lathaté spektrofotometrias titralassal meghatarozott pK,
értékei 30% (v/v)-0s DMSO/H,0 elegyben; becsiilt és mért termodinamikai oldhatosagai (S);
lgD- 4 értékei (n-oktanol/viz) és effektiv permeabilitas (Pesr) értékei pH 7,40-n.

COTI-2 COTI-NH, COTI-NMe, COTI-NMeCy
PKa (HsL %) 3,23 + 0,01 — — -
pKa (HoL %) 5,08 + 0,01 4,39 £ 0,01 3,65 + 0,01 3,47 + 0,01
pK, (HL 3) 10,97 £0,01  12,22+0,01 12,09+ 0,01 12,40 + 0,01
S (szam., pM) ° 5,6 954 324 31
S (mért., uM) 0,41 737 417 3,9
lg D74 (szam.) © +2,99 +1,43 +1,88 +3,68
Ig D74 (mért) - +1,64 + 0,01 — _
Pert (x10°cm ™) - 6,7+0,7 16,0 = 0,1 -

8 Mivel az L, teliesen deprotonalt forma toltése valtozd az egyes ligandumoknal, a
toltéseket az egyszeriiség kedvéért nem tiintettem fel. A SwissADME [158] program
segitségével becsiilt allandok. “A MarvinSketch programmal meghatéarozott allandok
[159].

A ligandumokhoz hasonléan, a kiilonb6z6 endogén fémionokkal végzett
vizsgalatok is 30% (v/v) DMSO/H,0 oldészerelegyben torténtek. A 31. abran lathatjuk a
Fe(lll) — COTI-2 (1:2) és Fe(Il) — COTI-NMe; (12) egyensulyi rendszerek pH-fliiggd
abszorpcids spektrumait, illetve az abbol szamolt molaris abszorbancia spektrumokat. A
Fe(ll)-ionokat tartalmazd rendszereket oxigénmentes koriilmények kozott vizsgaltam. A
vizsgalt ligandumok mono-, és biszkomplexeket képeznek a vasionokkal, hasonléan a mar
bemutatott a-N-piridil tioszemikarbazonokhoz. A 3lc. és 31d. abrak jol szemléltetk a
615 nm kornyékén kialakuld, Fe(Il)-komplexekre jellemzd savot.
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31. abra: a) Kiilonbz6 pH-értékeken felvett UV-lathatd spektrumok az Fe(l11) — COTI-2 (1:2), és
b) Fe(ll) — COTI-NMe; (1:2) rendszer esetén.{C_. = 30 uM; Creqy= 15 pM; pH= 1,5 - 12,7;
T=25°C; 1=0,10 M (KCI); £=2,0 cm; 30% (v/v) DMSO/H,0}

A COTI-2 esetén protonalt mono-, és biszkomplexek képzédését is le tudtuk frni
([Fe(LHT** [Fe(1NLH]*, [Fe(Il)LH,]* és [Fe(I)L,H]"), ahol a proton a piridinium-
NH*-csoporthoz tartozik, ami nem vesz részt a koordinacioban (6. tablazat). Ahhoz, hogy
Osszehasonlitsuk a ligandumok kiilonb6z6 vasionok felé mutatott affinitidsat, pFe értékeket
szamitottunk (6. tablazat), tovabba a pFe(IIl)* szamitasakor a kiilonb6zé Fe(I1I)-hidroxido-

komplexek képzddését is figyelembe vettiik (mint ligandumhoz nem kotott részecskéket).

6. tablazat: A Fe(Il) és Fe(IIl) komplexek Stabilitasi szorzatai (Igf), valamint formal potencial
értékek (E’) a vas(I11/11)ion-ligandum (1:2) rendszerek esetén °.

COTI-2 COTI-NH,  COTI-NMe;  COTI-NMeCy
IgB [Fe(11)LH]*" 21,16 £0,03 - - -
Igp [Fe(111)L]* 18,02 £0,03 20,00 £ 0,09 17,25 + 0,02 17,06 + 0,02
Igp [Fe(111)L,]* 29,98 £0,06 32,29 0,08 32,77 £ 0,03 32,20 = 0,03
IgB [Fe(11)LH]** 21,00 +0,03 - - -
Igp [Fe(11)L]* 1828 £0,06 17,36 % 0,06 17,62 + 0,03 18,66 + 0,03
Igp [Fe(11)L,H,)%" 41,18 0,06 - - -
lgp [Fe(11)L,H]" 36,74 £ 0,09 - - -
Igp [Fe(11)L;] 30,63 0,09 31,21 £0,09 31,33 £0,09 31,04 +0,03
pFe(ll) 18,6 185 19,2 18,0
pFe(llN)* 10,6 10,4 11,1 99
pFe(ll) 19,3 174 17,8 16,9
E’ vs. NHE (V) +0,11 +0,06 +0,06 +0,05

8 Az UV-lathato spektrofotometrids titralas sordn alkalmazott mérési koriilmények: T = 25 °C,
I = 0,10 M (KCI), 30% (v/v) DMSO/H,0. A pM (= —lg [szabad fémion]) értékeket Cre = 1 UM,
c. = 10 uM ¢és pH = 7,40 esetén szamoltuk. A ciklikus voltammetrids mérések koriilményei:
cL=1mM, cee = 0.5 mM pH=7,40 (10 mM HEPES), T =25 °C, 1 = 0,1 M (TBAN), 90% (v/v)
DMSO/H;0, 0,01 V/s pasztazasi sebesség.
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A pFe értékek alapjan a COTI-2 mutatta a legnagyobb, mig a COTI-NMeCy
szarmazék a legkisebb affinitast a Fe(ll)-ionok felé. A Fe(IIl)-ionoknal szintén a COTI-
NMeCy ligandum rendelkezett a legalacsonyabb értékkel, am ebben az esetben a
legmagasabbal a COTI-NMe,. Ahhoz, hogy feltérképezziik ezen tioszemikarbazonok
vaskomplexeinek redoxi tulajdonsagait, ciklikus voltammetrids méréseket végeztem. A
voltamogrammok alapjan reverzibilis redoxi folyamatok jatszodnak le, melyek soran
kapott formal potencial értékeket a 6. tablazat tartalmazza. A COTI-NMeCy, COTI-NMe,
¢s COTI-NH; szdrmazékokra nagyon hasonlo értékeket kapunk, mig a COTI-2 esetén ez
valamivel magasabbnak bizonyult. Ez 0Osszhangban van a mar kordbban lefrtakkal,
miszerint a COTI-2, szemben a tobbi szarmazékkal, a Fe(ll)-ionok fel¢é mutat valamivel

nagyobb affinitast.

Ezutan vizsgaltam a Fe(lll)-komplexek kozvetlen redukciojat két természetes
redukaloszerrel, a GSH-nal és AA-val. A redukaloszer hozzaadasa utan abszorbancia
novekedés figyelheté meg 610 nm kornyékén, mely a Fe(ll)-komplexre jellemzé elnyelési
sav (32. abra). Ezutan oxigént buborékoltattam az oldatba, mely eredményeképp az
abszorbancia lecsokkent, am nem kaptam vissza teliesen a kiindulasi spektrumot. A
reakcid minden esetben lassu volt, és nem tapasztaltunk jelentds eltéréseket a kiilonb6zo
komplexeknél a reakciosebességekben sem. Az AA-val lejatszodd reakcié még lassabbnak

bizonyult, mint a GSH-nal, a reakcioidé nagyjabol a kétszeresének adodott.
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32. abra: a) Normalt ciklikus voltamogrammok a vas-tioszemikarbazon (1:2) rendszerek esetén
10 mV/s pasztazasi sebesség mellett {C_. = 1 MM; Crequy= 0,5 mM; pH = 7,4 (10 mM HEPES));,
T=25°C;1=0,10 M (TBAN); 90%(v/v) DMSO/H,0}, valamint b) Fe(l11) — COTI-NMe; (1:2)
rendszer UV-lathatd spektrumainak idofiiggése 300 ekvivalens GSH hatasara anaerob
korilmények kozott. {c. = 60 pM; Creqny = 30 uM; Cgsw= 9 mM; pH = 7,4,
T=25°C;1=0,10 M (KCI); 5%(v/v) DMSO/H,0; £ = 1,0 cm}
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A tovabbi UV-lathaté spektrofotometrias titrdlasok sordn megéllapitottuk, hogy a
Cu(Il-ionokkal — a wvasionokkal ellentétben — csak monokomplexek képzodtek, még
ligandum felesleg mellett is. A képzddo, igen nagy stabilitdsi komplexek mar savas pH-
tartomanyban kialakulnak, képzddési allandoikat kozvetlenil nem tudtunk meghatarozni,
csak a komplexek pK, értékeit. Két folyamatot figyelhettink meg a pH novelésének
hatasara (33. abra), mely soran a masodik (ami csak a vegyes hidroxido-komplex

képzddéséhez tartozik) joval kisebb mértékii spektralis valtozassal jar.
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33. abra: a) Kiilonbozé pH-értékeken felvett UV-lathatdo spektrumok, és b) a szamolt molaris
abszorbancia spektrumok a COTI-NH, — Cu(Il) rendszer esetén. {C_ = Ccyy = 80 uM;
pH=1,0-12,5; T=25°C;1=0,10 M (KCI); £ = 1,0 cm; 30%(v/v) DMSO/H,0}

Hasonlo valtozasokat mutattak a tobbi rendszer pH-fiiggd spektrumai is, kivéve a
COTI-2-t, ahol csak egy egyensulyi allandot tudtunk meghatarozni (7. tablazat), ami a nem
koordindlodd piridinium-NH"-hez tartozik. A szamolt koncentracid eloszldsi gorbék
szerint széles pH-tartomanyban a [CuL]® komplex a dominans, igy erre hatiroztuk meg a
latszolagos stabilitasi 4llandokat az EDTA-kiszoritasi mérések sordn. Az igy kapott
latszolagos stabilitasi allandokat felhasznalva kaptuk a 7. tdblazatban szerepld stabilitasi
szorzatokat, melyekbdl szdmolt pCu értékek alapjan az alabbi stabilitdsi sorrendet
allithatjuk fel a Cu(Il)-komplexekre pH = 74-n: COTI-NH, < COTI-NMe, < COTI-
NMeCy < COTI-2. Osszegezve elmondhato, hogy az N-termindlis diszubsztitiicid névekvé
stabilitast eredményezett ezen COTI-2 szarmazékokkal.
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7. tablazat: A Cu(Il) és Zn(IT)-komplexek pK, értékei és latszolagos stabilitasi allandoi (Igfsg és

lgB), formal potencial értékek (E’) a rézion-ligandum (1:1) rendszerre.?

COTI-2 COTI-NH, COTI-NMe, COTI-NMeCy
pKa[CuLH]?* 4,66 + 0,01 2,24 + 0,03 1,40 + 0,02 1,26 +0,01
pKa[CuL]" - 8,84 + 0,04 >8 >8
lgfse [CuL]"® 13,06 + 0,02 10,59 + 0,08 12,23 + 0,05 12,56 + 0,09
Igg [CuL]" ¢ 18,19 16,92 18,42 19,08
pCu 15,6 131 14,7 15,0
E’ vs. NHE (V) —0,19 —0,17 —0,24 -0,22
lgp [ZnLH]** 18,54 + 0,02 - - -
lgp [ZnL]" 12,85 + 0,02 14,07 + 0,04 13,02 + 0,04 12,94 + 0,04
Igp [ZnL,] 23,23 0,08 2542 + 0,04 25,24 + 0,08 26,32 + 0,09
pZn 11,9 116 11,7 12,1

8Az UV-lathaté spektrofotometrids titralds soran alkalmazott mérési koriilmények: T = 25,0 °C,
I = 0,10 M (KCI), 30% (v/v) DMSO/H,0. A pM (= —lg [szabad fémion]) értékeket Cyy = 1 uM,
c. = 10 uM és pH = 7,40 esetén szamoltuk. A ciklikus voltammetrias mérések koriilményei:
CcL = Cw = 1 mM, pH = 7,40 (10 mM HEPES), T = 25 °C, | = 0,1 M (TBAN), 90% (v/v)
DMSO/H,0, 0,01 V/s pasztazasi sebesség. PUV-lathato spektrofotometrias EDTA-kiszoritasi
vizsgalatok soran kapott allandok (pH = 5,90), lg8’ = 9,47 a 3AP [CuL]® komplexére [143].
BICuL]" =B [CUL]" X o, an = 1 + [HV/K, (HL) + [H'T?/(Ko(HL) x Ko(H,L")); [H] = 10°°° M.

A koordinaciés méd vizsgalatara ESR spektrumokat rogzitettiink kiilonb6zé pH -
kon, két valasztott ligandum esetén (COTI-2 és COTI-NH,), amelyeket a 34. abran
lathatunk. A mérések soran fagyasztott mintdkkal dolgoztunk 77 K-en. A két vizsgalt
ligandum réz(Il)komplexeit harom komponens spektrum segitségével tudtuk leirni:
[CULH]?*, [CuL]" és [CuL(OH)], a kapott ESR paramétereket a 8. tablazat tartalmazza.

Hasonlésag figyelhet6 meg, ha a COTI-NH, adatait 0Osszevetjik a 3AP
komplexeinek paramétereivel (f3. tabldzat), ami alapjan [CuLH]**  komplexre
(NNN,S)(H20), [CuL]® esetétn (NN,S)(H.0) és a [CuL(OH)]-ra (N,N,S)(OHY)
koordinaciés modot javasoltunk. Ezt megerésitették az altalam eldallitott egykristaly
rontgenkrisztallografiai adatai a COTI-NH, komplexére (35. dbra), melyben a semleges
ligandum koordindlodik a [CuLH]* komplexben. Ugyanezen koordindciés modokat

feltételeztiik a tobbi réz(Il)komplexnél is.
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34. abra: a-b) Kisérleti (fekete) és szimulalt (piros) fagyasztott ESR spektrumok, valamint a

kiilonb6z6 komplexeire kapott szamitott spektrumok a Cu(I)-COT]I-2, és c—d) Cu(Il1)-COTI-
NH, rendszerekben. A spektrumokat a maximalis intenzitdsra normaltuk. {Ccy(y= ¢ = 20 pM
(COTI-2); ccuqny= €L = 80 uM (COTI-NH,); T = 77 K; 30% (v/v) DMSO/H,0}

H4B |

35. abra: [Cu(COTI-NH,)Cl]-CH;OH ORTEP-nézete 50%-o0s valoszinliségi szinten. A
szénatomokhoz kotott hidrogénatomokat €s a metanol oldoszert az attekinthetoség kedvéért nem

mutatom.
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8. tablazat: A vizsgalt COTI-NH, és COTI-2 réz(Il)komplexeire kapott anizotrép ESR
paraméterek 30% (v/v) DMSO/H,0 elegyben 77 K-en 2.

gx gy gz Ax (G) Ay (G) Az (G) Anx (G) aNy (G) an; (G)

cu” 2080 2080 2412 80 80 1132 - - -

HL=COTI-NH,

[CuLH* 2051 2025 2199 189 241 1686 164 98 100
115 165 104

[CuL] 2051 2020 2180 208 292 1740 142 79 119
86 168 116

[CuL(OH)] 2040 2025 2147 247 132 1816 162 107 77
145 168 108

HL=COTI-2

[CuLHJ* 2050 2029 2188 178 388 1706 156 121 120
99 162 141

[CuL] 2053 2022 2171 186 248 1747 132 77 120
72 185 129

[CuL(OH)] 2040 2025 2145 269 167 1792 162 107 77

14,5 16,8 10,8

# A kisérleti hiba g esetén £0,001, A és ay esetében =1 Gvolt.

Hasonlban a  vaskomplexek redoxi tulajdonsdgainak  vizsgdlatdhoz, a
rézkomplexekkel is végeztiink ciklikus voltammetrias méréseket, illetve direkt redukcios
méréseket, a korabban leirt koriilmények kozott. A mért ciklikus voltammogrammok (36a.
abra) reverzibilis redox folyamatokra utalnak, melyekhez tartoz6 formal potencial
értékeket a 7. tablazat tartalmazza. Ezek az értékek a fiziologias koriilményekre vonatkozd

oxidalt/redukalt GSSG/GSH rendszer potencialtartomanyaba esnek (—0,26 V) [160].

Egymassal Osszevetve a meghatarozott potencial értékeket az alabbi sorrend
allithato fel: COTI-NMe; < COTI-NMeCy < COTI-2 < COTI-NH;. A GSH-nal valo
kozvetlen redoxi reakcid vizsgalata soran elséként egy vegyes ligandumii komplex
képzodését figyeltik meg, melyet lassu reakcid kovetett a COTI-NH, esetén (36b. abra).
Mig a tobbi ligandum esetén, a vegyes ligandumu komplex kialakuldsa utdn mar nem
tapasztaltunk jelentds valtozast az alkalmazott kortilmények kozott (36c. 4bra), ami arra
utal, hogy a GSH nem volt képes redukalni a komplexeket (ami a redox potencial értékek
alapjan nem meglepd). Ha a redukcié végbement, az a szabad ligandum megjelenését és a
Cu(l)-GSH komplex kialakulasat eredményezte, hasonléan, mint a korabban bemutatott

ligandumcsalddok esetén.
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36. abra: a) Normalt ciklikus voltamogrammok a rézion-tioszemikarbazon (1:1) rendszerek esetén
10 mV/s pasztazasi sebesség mellett {c,. = 1 mM; Ceyqy= 1 mM; pH = 7,4 (10 mM HEPES);,
T=25°C; 1 =0,10 M (TBAN); 90% (v/v) DMSO/H,0}, b) Cu(ll) — COTI-NH, (1:1) és ¢)
Cu(ll) — COTI-NMe, (1:1) rendszerek UV-lathatoé spektrumainak idéfiiggése 300 ekvivalens
GSH hatasara anaerob koriilmények kdzott, valamint a szabad ligandum spektruma (pontozott
vonal). {c. = ccyay = 30 uM; Cosy = 9 MM; pH=7,4; T =25 °C; | = 0,10 M (KCI); 5%(V/v)
DMSO/H,0; ¢ =1,0 cm}

A vas(Ill)komplexekkel ellentétben az AA, mely gyengébb redukaloszer, egyik
réz(Il)komplexet sem tudta redukdlni A képz6dd GSH-tartalmu vegyes ligandumu
komplexeknek igen fontos jelentdsége van a hatdsmechanizmus, illetve a fellépd
rezisztencia szempontjabol, hiszen, ahogyan azt mar korabban targyaltam az ABCC1
pumpa képes lehet felismerni és a sejten kiviilre pumpalni a képzddd adduktumokat.
Egyiittmiikodé Dbiologus partnereink és a sajat oldatkémiai eredményeink alapjan
elmondhato, hogy mig a COTI-2 (valamint a masik kettd N-termindlisan diszubsztitualt
szarmaz¢k) stabilis vegyes ligandumti komplexet képez a GSH-nal, ezaltal a pumpa képes
felismerni, ami rezisztenciat eredményez, addig a COTI-NH; esetén a ligandum a redukcié
soran felszabadul a komplexbdl, igy az ABCCI1 transzporter mar nem juttatja ki a sejtbol,

ezaltal nem alakul ki rezisztencia.
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Mivel a Zn(ll)-ion fiziologias koriilmények kozott nem valt oxidacios allapotot,
redoxi folyamatokra vonatkozd vizsgalatokat nem végeztiink. Spektrofotometrids titralasok
segitségével feltérképeztiik a ligandumok cink(IT)-kotd képességét, ahogyan azt a tobbi
fémion esetén is tettiik. A spektrumok elemzésével meghatiroztuk a képz6dd [ZnLH]*,
[ZnL]" és [ZnL,] komplexek stabilitasi allandéit, melyet az 7. tablazat tartalmaz. Szemben
a réz(Il)komplexekkel, ebben az esetben biszkomplex képzddését is leirtuk.

Ahhoz, hogy jobban 0ssze tudjuk hasonlitani a ligandumok kiilonb6z6 fémionok
felé mutatott affinitdsat, koncentracio eloszlasi gorbéket (37. abra), illetve azokbdl pM
értékeket is szamitottunk (38. abra). Megfigyelhetjikk, hogy fiziologias pH-n a hidrazinos-
NH deprotonalodasaval kialakulé mono- ([CuL]") és biszkomplexek ([ML2]"®) a

dominansak.
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37. abra: Szamitott koncentraci6 eloszlasi gorbék a) Cu(11):COTI-2 = 1:1, b) Fe(11):COTI-2 = 1:2,
c) Fe(111):COTI-2 =1:2, és d) Zn(11):COTI-2 = 1:2 rendszer esetén. {C. = Ccygy= 1 UM; Creqry =
Cre(iny = Cznqny = 0,5 ].J_M, T=25 OC; 1=0,10 M (KC'), 30% (V/V) DMSO/Hzo}

Két kiilonboz6é mintazatot figyelhetiink meg: elsoként a COTI-2 esetét, ahol a
vas(IDkomplex volt a legnagyobb stabilitasu, ezt kovették a wvas(Ill)-, réz(Il)-, és
cink(Il)komplexek. A masik csoportot a COTI-NMe,;, COTI-NH; ¢s COTI-NMeCy
alkottak, amelyek a legnagyobb affinitist a vas(Ill)ionhoz, majd a vas(Il)ionhoz, ezutan a
réz(I)-, végil pedig a cink(Il)ionok felé mutattdk. A +2 vagy +3 oxidacios allapota
ligandumok vassal szembeni preferenciaja a redoxi potencial értékekben is tiikrozédik (6.

tablazat).
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38. abra: pM (—Ig[M]) értékek Cu(1I)-ligandum (1:1), Zn(11)-ligandum (1:1), Fe(11)-ligandum (12)
¢és Fe(I11)-ligandum (1:2) rendszerek esetén szamitva, fiziologias pH-n, 30% (v/v) DMSO/H,0
elegyben. Fe(III): vilagoszold oszlop jelenti a Fe(IIl)ionok hidrolizisének figyelembevételével,
mig a sotétzold jelenti a hidroxido-komplexek figyelembevétele nélkiil szamolt pM értékeket.
{cL= ccuan = Cznany= 1 UM Creqiy = Creun= 0,5 uM; pH= 7,40; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI)}

A ligandumok ¢és réz(Il)komplexeik citotoxicitdsanak feltérképezése érdekében,
egylittmiikodé partnereink meghataroztadk azok ICsy értékeit (f4. tablazat) SW480
vastagbél-adenokarcindma  sejteken, valamint a TSK-rezisztens SW480/Coti ¢és
SW480/Tria sejteken egyarant. Az SW480/Coti sejteknél a rezisztencia az ABCC1, mig az
SW480/Tria sejteknél az ABCB1 pumpak tulzott expresszijan alapul [161]. A COTI-2
valamivel aktivabbnak bizonyult, mint a 3AP a SW480 scjteken, ezzel szemben a COTI-
NH, citotoxicitasa jelentésen csokkent a 3AP-hez képest. A termindlis diszubsztiticio
hatasat vizsgalva megallapithatd, hogy a COTI-NMe, volt a legaktivabb (11-szer kisebb
ICs értékkel). Azonban a COTI-NMeCy szarmazék esetén a diszubsztitiicié az aktivitast a
COTI-2  kiinduldsi  vegyiilet szintjére  csokkentette. A réz(Il)ionokkal valo
komplexképzddés fokozta a TSK-ok citotoxicitasat, kiilonosen a COTI-2 és a COTI-
NMeCy esetében (7-8-szoros aktivitasnovekedés). Ahogyan mar korabban is emlitettem a
COTI-2 egy ABCCI1 szubsztrat (mig a COTI-NH,; nem az), tovabba a réz(Il)komplexe
GSH-nal stabilis adduktumot képez. Ezek alapjan azt vartuk, hogy a diszubsztitualt
szarmaz€kok is réz(I[)-GSH adduktumokat képeznek a sejtben, igy az ABCC1 is felismeri
Oket. Ez teljesiilt is a COTI-NMeCy szarmazék esetén, azonban meglepd moédon a COTI-
NMe;, nagyon aktiv volt az SW480/Coti sejtekkel szemben. Egyiittmiikdd partnereink
altal, egy ismert ABCCI-tulexpresszaldo sejtmodellben (GLC-4/adr) végzett tovabbi
kisérletek alatamasztottak, hogy a COTI-2-vel és a COTI-NMeCy ligandummal ellentétben
az ABCCI expresszioja csak kis mértékben befolyasolja a COTI-NMe; hatékonysagat.
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5.2. 8-hidroxi-kinolinok vizsgalata

5.2.1. 8-hidroxi-kinolinok oldatkémiai tulajdons againak valtozasa a 2-es pozicioban

valo szubsztitucio hatasara

A szakirodalomban jol ismert, hogy a 8-hidroxi-kinolin kiilonboz6 szarmazékainak
antiproliferativ hatdsa kapcsolatban 4ll endogén fémionokkal valdé komplexképzodéssel is.
Doktori munkdm soran arra voltam kivancsi, hogy a 2-es pozicidban vald szubsztitiicionak
(H, CI, F, Me, O-Me, OH, NH; csoportok) milyen hatasa van az oldategyenstlyi
tulajdonsagokra, illetve a biologiai aktivitisra az L*~L® ligandumok esetén (13. 4bra).

A ligandumok oldhatosagat a 9. tablazatban foglaltam Gssze, a lipofilitast jellemz6
megoszlasi hanyadosaikkal egyiitt. Jol lathatd, hogy a vizsgalt ligandumok erds lipofil
karakterrel és igen kis vizoldhatosaggal rendelkeznek, az adatok kozott azonban nincs
érdemi kiilonbség. A proton disszociacios allandok meghatdrozasdhoz UV-lathatd
spektrofotometrias titralasokat végeztem, viszonylag kisebb koncentraciok mellett, 30%
(viv) DMSO/H,O oldoszerelegyben, a vegyiiletek korlatozott oldhatosaga miatt.
Reprezentativ spektrumsorozatot mutat az 39a. 4bra az L' ligandumra, melyekbél szamolt

proton disszociacios allandokat a 9. tablazat tartalmazza.

a) b)
14 100 - W 14
J oy 1,2
v 80 °
1 6 1,0.8
- 1,0 E . @ ,0 g
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< (=]
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250 300 350 400 450 500 550 1.5 4,0 6,5
A/ nm pH

39. abra: a) Kiilonbozé pH-értékeken felvett UV-lathatd spektrumok, b) és a szamolt koncentracio
eloszlasi gorbék, valamint a mért pH-fiiggd abszorbancia értékek és illesztésiik 325 és 426 nm-
en az L’ ligandum esetén. {c, = 50 uM; pH = 1,5 - 11,5; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI);
¢=1,0 cm; 30% (v/v) DMSO/H,O}

Elmondhat6, hogy az L® ligandum kivételével minden esetben harom proton
disszociacios allandot tudtunk meghatarozni (hidroxil-, kinolinium NH® és benzohidrazid-
NH-csoportokra vonatkozdéan), mig az L egy tovabbi disszocidlni képes, fenolos OH

csoportot is tartalmaz. A legkisebb pK, a kinolinium NH'-hez tartozik, ezt koveti a
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hidroxil-, és vegill a benzohidrazid-NH deprotonalodasa a pH novekedésével.
Osszességében elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt szubsztituensek csak minimalis
hatast gyakorolnak a hidroxil-, és kinolinum-NH™ csoportokhoz tartozé proton
disszociacios allandokra. Ezzel szemben az elektronszivd klor és fluor szubsztituensek
csokkentik a benzohidrazid-NH pK, értékét, az elektrondonor metil- és metoxilcsoportok
novelik azt. Az L° eltéréen viselkedett a bazikus pH-tartomanyban, mivel egy atfedd
folyamatban valdszintileg a fenolos OH is deprotonalodott, igy a benzohidrazid-NH pK,
tartomanyban megy végbe (pH > 12). Hasonléan az L°-hoz, mind az L’, mind az L®
tartalmaznak egy tovabbi, savas pH-tartomanyban disszocidlni képes protont. Mivel az
amménium- (L") és a piridinium-nitrogén (L% deprotonalasa feltételezhetéen ugyanabban
a pH-tartomanyban megy végbe, mint a kinolinium-NH"-¢, az elsé egyensulyi allandét
nem lehet egyértelmtien a kiilonb6zé csoportokhoz rendelni. Megallapitottuk a kapott pK,
értékek alapjan, hogy fiziologias koriimények kozott (pH = 74) az L' — L° L"®
ligandumok semleges H,L formajukban vannak jelen az oldatban (ahogyan azt a 39b. abra
is jol szemlélteti), mig az L° esetén a H,L dominans forma mellett megjelenik az anionos

HL is (12%-ban, a fenolos OH deprotonalodasa miatt).

9. tablazat: A vizsgalt ligandumok UV-lathato spektrofotometrids titralassal meghatarozott pK,
értékei 30% (v/v)-o0s DMSO/H,0 elegyben; termodinamikai oldhatosagai (S); IgD7 4 értékei
(n-oktanol/viz) pH 7,40-n.

ligandum _ pKa (HsL ) PKa (HoL °) PKa (HL®)  pKa(L%) S (uM) g D74

LT 224+ 0,03 9,51 + 0,03 11,45 0,03 - 3,7 +1,49 = 0,01
L? 2,11 £0,03 9,39 + 0,03 11,01 0,03 - <1 +1,77 0,02
L3 2,10 £0,03 9.45 + 0,03 11,18 0,03 - <1 +1,70 + 0,09
L 2,18 0,03 9,61 + 0,03 11,67 0,03 - 17 +1,9+0,1
L® 2,34 0,03 9,61 0,03 11,71 £0,03 - 2,0 >2

LS 2,33 +£0,03 8,29 + 0,03 9,65+ 0,03 >12 2.1 +1,85 + 0,09
L’ 2,37 +0,03 9.41 + 0,03 12,25+ 0,03 - 1,4+0,1 -

L8 2,61 0,03 8,95 + 0,03 11,14 0,03 - 21402 -

%A toltéseket az egyszeriiség kedvéért nem tiintettem fel.

UV-lathatd spektrofotometrias titralasok segitségével vizsgaltuk a réz(Il)ionokkal
vald komplexképzddési egyensulyi folyamatokat hadrom kivalasztott ligandum esetén (L,
L> ¢és L%, 30% (viv) DMSO/H,O oldészerelegyben. A kiilonbozd pH-kon rogzitett
spektrumokat, illetve az abbol szdmolt molaris abszorbancia spektrumokat a képzddd
komplexekre az L' — Cu(ll) rendszerre a 40. abran lathatjuk. A meghatarozott stabilitasi

szorzatokat ¢és a beldliik szamolt proton disszociacids allandokat a 10. tablazat tartalmazza.
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40. abra: a) Kiilonb6z6 pH-értékeken felvett UV-lathatdé spektrumok, c¢) valamint a szamitott
koncentraci6 eloszlasi gorbék az L:Cu(ll) = 1:1 rendszer esetén. {c,. = Ccugny = 50 puM;
pH=3,7-11,5; T=25°C; 1 =0,10 M (KCI); £= 1,0 cm; 30% (v/v) DMSO/H,0}

Megfigyelhetd, hogy az L' ligandummal [CuLH]*, [CuL], és [CuLH.i] tipusa
komplexek képz6dnek, hasonléan az L’-hdz, mig [CuLH ,]* képzddését is leirtuk az L°
ligandummal. A [CuLH]" komplexben feltehetéen (O ,N) koordinacié jon létre, mig a
benzohidrazid NH protonalt allapotban van. Megfigyelhetjiik, hogy a [CuLH]" komplexre
joval kisebb pK, értéket hataroztunk meg, mint a ligandum benzohidrazid NH csoportja
esetén (pKss az L' és L° esetén, pKa pedig az L® esetén). A [CuLH]" deprotonalodasaval
letrejové [Cul] komplexben nagy valoszinliséggel a benzohidrazid imidazol N-je szintén
részt vesz a koordinacioban az (O ,N) donoratomok mellett. A [CuLH ;]" nagy
valosziniiséggel  egy  vegyes  hidroxido-komplex ~ (J[CuLOH], melyben az
[(O",N,N%);OH] koordindciés modot javasoltunk az L' és L° ligandumoknal, mig az L°-
tal tovabbi OH-csoport deprotonalodasaval jon létre a [CuL]. [CuLH_,]* vegyes

hidroxido-komplex csak az L® esetén képzodtt.

A szamitott koncentracio eloszlasi gorbék (40b. abra) alapjan elmondhatd, hogy
fiziologias pH-n a [CuL] komplex a dominans. A pCu értékek (10. tablazat) alapjan, az L'
¢s L° ligandumoknak hasonld rézksts képessége van, mig az L° valamivel kisebb
stabilitasa komplexeket képez a masik két ligandumhoz hasonlitva. Ez arra utal, hogy a

benzohidrazid N, nem vesz részt a koordindcidban.
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potencial (E”), valamint pCu értékek a réz:ligandum (1:1) rendszer esetén.

10. tablazat: A réz(II)komplexekre meghatarozott Stabilitasi szorzatok (Igf), pK, értékek, formal

Lt L® L®
lgp [CuLHJ" 23,41+0,02 22,75+0,05 16,91+0,03
lgB [CuL] 17,79+0,02 18,26+0,04 11,67+0,03
lgB [CuLH_,] 7,39+0,03 7,18+0,04 2,50+0,03
lgf [CuLH_,]* - - —7,40+0,04
pKa [CuLH]"* 5,62 4,49 5,24
pKa [CuL] 10,40 11,08 9,17
pCu? 8,96 9,03 7,26

aCL = Ccu(y = 1 MM, pH:7,4O

A kivalasztott vegyiiletek (LY L® és LY rézkomplexeinek redoxi tulajdonsagait
ciklikus voltammetriaval vizsgaltuk 9:1 (v/v) DMSO:HEPES (pH=74; 0,1 M TBAN)
oldészerelegyben. A komplexekre kapott formal potencial értékek a +377 és —395 mV vs.
NHE potencialtartomanyba estek, ami magasabb, mint a GSSG/GSH (-260 mV [160]) és a
dehidro-L-aszkorbinsav/AA  (+50 mV  [157]) redoxi parok redoxi potencidljai A
rézkomplexek ¢és a GSH il AA kozott lejatszodo redoxi reakciot spektrofotometridsan
kovettem nyomon, anaerob korilmények kozott (pH=7.4, 5% (v/v) DMSO/H,0). A
redukaloszerek hozzaadasat kovetden jelentds spektralis valtozdsokat figyeltem meg,
abban a hullimhossztartomanyban, ahol a redukéaloszer és annak komplexei nem nyelnek
el fényt. A redoxi reakciok koriilbeliil 20-60 percen beliil elérték az egyenstlyi allapotot
(41. abra). Ahogyan korabbi vegyiiletcsaladoknal mar kiemeltem, ebben az esetben is a
szabad ligandum felszabaduldsat figyeltik meg, ami a keletkezett réz(I)komplex
AA-val), a szabad ligandum megjelenése mellett [153]. A lejatszodd reakciok sebességét
tekintve megallapitottuk, hogy a redoxi reakci6 a GSH-nal minden esetben gyorsabb az
aszkorbinsavhoz képest, ¢s a komplexek reakciosebessége a kovetkezd tendenciat

mutattak: L1 ~L% > L°.
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41. abra: A Cu(ll) — L® (1:1) rendszer UV-lithato spektrumainak idéfiiggése 100 ekvivalens GSH
hatasara anaerob koriilmények kozott, valamint a beszart abran 400 nm-en mért abszorbancia
értékek az id6 fliggvényében abrazolva. {C. = Ccygy = 40 uM; Cosy = 4 mM; pH = 7,4;
T=25°; 1=0,10 M (KCl); 5% (v/v) DMSO/H,0; ¢ =1,0 cm}

Egyiittmiikodé partnereink vizsgaltak a szabad ligandumok és réz(Il)komplexek
citotoxicitdsat melanoma (A-375), illetve a tiidé adenokarcindbma (A-549) sejtvonalakon és
az igy kapott 1Csq értékek 0,78-50 uM koncentracidtartomanyban vannak. Mérték a sejtek
¢letképességét, 72 oOras inkubacidt kovetden. A szabad ligandumokhoz képest (ICso =
12,3-50 uM felett) minden réz(Il)komplex nagyobb citotoxicitasu (ICsp = 2,0-16,0 uM).
Egyetlen kivétel az L° réz(Ilkomplexe, melynek citotoxicitisa mindkét sejtvonalon
alulmaradt a tobbi komplexhez képest (azonban még mindig aktivabbnak bizonyult, mint
maga a ligandum) (f5. tablazat). Tovabba elmondhatd, hogy a vizsgalt réz(Il)komplexek
(L® kivételével) magasabb citotoxicitast mutattak, mint a pozitiv kontrollként valasztott

ciszplatin.

5.2.2. 8-hidroxi-kinolinok oldatkémiai tulajdons againak valtozasa morfolin- és

piperidin szubsztituensek hatasara

A nitrogén tartalmi heterociklusok fontos részei lehetnek a  kiilonb6z6
gyogyszermolekulaknak, melyek kozil a legelterjedtebbek a piperidn, a piridn és a
morfolin szdrmazékok. Antioxidans, gyulladascsokkentd, antimikrobidlis, rakellenes,
antidiabetikus, tuberkulozis-cllenes ¢és antidepresszans hatassal is rendelkezhetnek, mig a
korabban is targyalt 8-hidroxi-kinolinok szintén rakellenes hatassal birnak [86]. Az altalam
vizsgalt ligandumok piperidin (LC1) vagy morfolin (LC2 és LC3) molekularészeket

tartalmaztak, melyeket kiilonb6z6 hosszisaghh szénlanc kapcsolt a  8-hidroxi-kinolin
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részhez. Egyiittmiikodd partnereink allitottdk el a ligandumokat, illetve azok cink(Il)-, és

réz(Il)komplexeit (f3.,f4. abra). Az altalam vizsgalt vegyiiletek Schiff-bazisok, ami miatt

vizben oldva hidrolizalédhatnak a pH-tdl fliggéen.

Mielott

ratérnék az oldategyensulyi

sajatsagok vizsgalatara,

elsé 1épésként

kivancsiak voltunk a stabilitisukra, ezért DMSO-ds-ban és 30% (v/v) DMSO-ds/H,O
elegyben (pH = 4-en, 8 napon keresztiil) kovettem a ligandumok *H NMR spektrumainak

valtozasat az id6 fiiggvényében (42. abra). Azt tapasztaltuk, hogy 10 oran keresztil a

spektrumok szinte valtozatlanok maradtak mindkét kozegben, de ezt kdvetéen 0j csucsok

jelentek meg, valamint az azometin csoporthoz tartozo sav jelintenzitasa lecsokkent. Ezen

megfigyelések hatdsdra a ligandumokbdl minden mérés eldtt Uj torzsoldatot készitettem,

hogy elkeriiliem a bomlasbdl szdrmazd mérési hibat. Ezzel szemben, a kiilonbozo

fémionokkal képzett komplexek esetén nem tapasztaltunk jelentds spektralis valtozast egy

hét elteltével sem, ami feltehetben annak koszonhetd, hogy a fémionok koordindcidja

stabilizalja a Schiff-bazisokban 1évé C=N imin kotést.
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42. abra: a) Az LC3 *H NMR-spektruma DMSO-ban, és b) 30% (v/v) DMSO/H,O elegyben.

Meghataroztuk a ligandumok ¢és

a komplexek megoszlasi

hanyadosat ¢és

oldhatosagat fiziologias koriilmények kozott (11. tablazat). Az oldhatdésagok tekintetében,

a szabad ligandumokra azok részleges bomlasa miatt nem 4all rendelkezésre megbizhatd

adat (az alkalmazott 24 oras kevertetési id6 miatt), mig a joval rovidebb varakozasi idot

(2-3 ora) igényldé megoszlasi allandd meghatarozasa mar nem jelentett problémat. A

komplexek vizoldhatésaga mérsékeltnek bizonyult (S ~ 0,7-1,8 mM), kivéve a Zn(LC3),-t,

amely alacsonyabb a tobbihez képest. A szabad ligandumok mérsékelten lipofil jellegiiek,

mig komplexeik lipofilebbek.

84



11. tablazat: A vizsgalt ligandumok és komplexeik IgD- 4 értékei és termodinamikai oldhatosaga.

19074 S74 (M)

LC1 +0,63 £ 0,10 -

LC2 +0,64 + 0,06 -

LC3 +0,76 + 0,09 -
Cu(LC1), +152 £ 0,07 1221
Cu(LC2), +1,48 £ 0,07 1675
Cu(LC3), +1,4£0,10 1821
Zn(LC1), +2.22 40,08 694
Zn(LC2), +0,86 +0,09 1674
Zn(LC3), +1,69 + 0,04 87

A ligandumok proton disszociaciés allandoit UV-lathato spektrofotometrias és H
NMR titralasokkal szerettiik volna meghatarozni. Az LC2 pH-fiiggd "H NMR spektrumait
mutatja a 43. abra, ahol lathat, hogy a pH névelésével az azometin protonhoz rendelt
csucs (-CH=N) mtenzitidsa lecsokkent, és a képzddott aldehid -CH=O protonjahoz rendelt
Uj csucs jelent meg pH > 2,5-nél, ami pH > 10-n¢l dominanssa is valt. Ez a megfigyelés
megerdsitette az ligandumok lasst hidrolizisét, igy az NMR adatokbdol nem szamoltunk
pK, értékeket.
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43, abra: a) Kiilonbozd pH-értékeken felvett 'HNMR spektrumok az LC2 ligandum esetén, b) és a
-CH=N ¢és -CH=0 protonok csucsintenzitasa a pH fliggvényében. {c. = 415 uM; pH= 1,7 —
11,0; T =25 °C; 1 = 0,10 M (KCI); 10% (v/v) D,O/H,0}

A ligandumok proton disszocidcids 4llandoinak meghatarozasdhoz UV-lathatd
spektrofotometrias titralasokat végeztem, melyek joval rovidebb idét, illetve kisebb
koncentraciot igényeltek a 'H NMR titralasokkal szemben, azonban még igy sem

tekinthetiink el telies bizonyossaggal a hidrolizistdL

85



Ezeknek a vegyililetek a protondlt formai hdrom disszocialni képes protonnal
rendelkeznek, nevezetesen a heterociklus kinolinium-nitrogénnel (NqH"), fenolos OH-val
és amin-nitrogénnel (NH'). Mivel ez utobbi a kromofor résztél tavolabb esik, igy a
deprotonalodasat a vartnak megfeleléen nem kisérte jelentds spektrumvaltozas. Az LCI
reprezentativ UV-lathato spektrumait mutatja be a 44. abra.
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44. abra: Kiilonbozo pH-értékeken felvett UV-lathatd spektrumok az LC1 ligandum esetén, a

beszirt kordiagram mutatja a kiilonb6z6 protonaltsagu ligandum formakra szamolt szazalékos
eloszlast pH=7,4-n. {c, =60 uM; pH=1,5-11,5; T=25°C; | = 0,10 M (KCI); £ =1,0 cm}

Két jol ekiiloniild folyamatot lathatunk, tovabba az izobesztikus pontok jelenléte
azt er6siti, hogy a Schiff-bazis bomlasa nem jelentds, hiszen csak két részecske tart
egyensulyt az egyes deprotonalodasi IEpések folyaman. A meghatarozott proton
disszociaciés allandokat a 12. tablazat tartalmazza, amelyben az els6 pK,; a kinolintum
nitrogénhez, mig a masodik a hidroxilcsoporthoz tartozik. A pK, értékek nagyon hasonloéak
mindharom vizsgalt ligandumnal, azonban kisebbek, mint 8-hidroxi-kinolin allandéi (pK;=
499 és pK,=951 [112]), ami feltehetben az azometin stabilizild mezomer hatasahoz
kothetd. Bar a kiilonbozd pH-kon rogzitett 'H NMR spektrumokat nem hasznaltuk az
allandok meghatdrozasdhoz, egy harmadik deprotonalodasi folyamatot megfigyelhettiink a
pH=5-7 kozti tartomanyban a metiléncsticsok valtozasanak kdszonhetden, amely folyamat
valoszinlileg ~ morfolinium-nitrogén  deprotonalodasahoz ~ kéthetd. A meghatarozott
egyensulyi allandok alapjan kijelenthetjiik, hogy fizilogids pH-n a vizsgdlt ligandumok

dontéen semleges formaban vannak jelen.
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12. tablazat: Az LC1, LC2 ¢és LC3 ligandumok UV-lathaté spektrofotometrias titralassal
meghatarozott proton disszociacios allandoi (K,), valamint komplexeik stabilitasi szorzatai ().
{T=25°C; 1=0,10 M (KCD}

LC1 LC2 LC3

PKa (NgH ) 280 £003 283 £0,03 2,77 003
pKa (OH) 877 003  884+003 878 +003
lgg[CuL]’ 836 £001  798+002 834 %001
lg8 [CuL;] 1560 £002 1577 £003 1557 +0,01
lgB[ZnL]" 690 £003 686 +004 687 =001
lgB[ZnL;] 1442 £001 1432 £002 1368 + 0,04

A fémkomplexek vizsgalatdhoz szintén UV-lathatd spektrofotometrids titraldsokat
végeztiink, kiilonbozé fémion:ligandum molaranyok mellett. Egy ilyen reprezentativ
spektrumsorozatot €s az abbol szamolt molaris abszorbancia spektrumokat lathatunk a 45.
abran. A titralasi adatok elemzésével megallapitottuk, hogy mind a réz(Il)-, mind a
cink(I1)inokkal, mono- és biszkomplexek képzddnek, a fémion:ligandum aranytol fliggden
(12. tablazat).
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45. abra: a) Az LC2 — Zn(II) rendszer kiilonb6z6 pH-értékeken felvett UV-lathaté spektrumai,
b) és a szamolt molaris abszorbancia spektrumok. {c_ =58 uM; Czyq;y= 32 puM; pH= 1,5 -8,1;
T=25°;1=0,10 M (KCI); £=1,0 cm}

Ahhoz, hogy 0Ossze tudjuk hasonlitani a kiilonbdzd komplexek stabilitdsat,
szarmaztatott stabilitdsi allandokat szamitottunk a biszkomplexekre, amikor is figyelembe
vettik a ligandumok protonalodasi allandoéit (46. abra), azaz a ligandumok deprotonalt
formainak protonok felé mutatott affinitdsanak kiilonbségeit. Ezek alapjan elmondhatjuk,
hogy 0sszességében a réz(Il)komplexek nagyobb stabilitdsuak, mint a cink(I)komplexek.
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Osszehasonlitva a kapott egyensulyi dllandokat az alapvegyiiletre, azaz a 8-hidroxi-
kinolinra  szamolttal [112], megallapithato, hogy ezeknek a ligandumoknak a
réz(Il)komplexei kisebb stabilitastiak, mig a cink(Il)komplexeik stabilitisa nagyobb, mint
az alapvegyiilet esetén képzodott komplexek stabilitdsa. A cink(II)komplexek nagyobb
stabilitasa valosziniileg a ligandumok haromfogu koordinacidjanak kovetkezménye, amit a

rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat is igazolt (f3.abra)

LC1 LC2 LC3 8HQ

0 -

= 2

L 4
@
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o~

= -8
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2 10 |
<=}
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-14 -

mCu(ll) mZn(ll)

46. abra: A biszkomplexek stabilitasi szorzatai korrigalva a ligandumok protonalodasi allandoival.

{C|_ =60 ]JM, Ccuny = Cznany = 30 ]JM, T=25 OC; 1=0,10 M (KC')}

Anizotrép ESR spektrumokat is felvettink pH-titrdlassal a réz(Il) — LC2 ¢és
réz(Il) — LC3 kémiai rendszereknél 30% (v/iv) D,O/H,O oldészerelegyben, ahol az
alacsony hémérséklet (77 K) kovetkezményeként protondlt komplexek kialakulasat is
megfigyeltik, a dimer komplexek megjelenése mellett. A réz(Il) — LC3 rendszerre
rogzitett ESR spektrumok lathatok a 47. abran 1:1 és 1:2 fém-ligandum aranyokndl, a
kapott ESR paramétercket pedig az f6. tablazatban gyiijtottem Ossze. Erdekesség, hogy
mindkét vizsgalt rendszerben a pH-fliggd ESR spektrumok intenzitdsa bizonyos
tartomanyokban jelentds csokkenést mutatott (1:1 ardnynal pH ~ 6 felett, 1:2 aranynal

pedig mar pH ~ 2 felett), ami oligomerizadcidra/dimerizaciora utal.
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47. abra: Kisérleti (fekete) és szimulalt (piros) fagyasztott ESR spektrumok az a) Cu(ll) — LC3
{Ccuqny = L = 25 uM}, és b){Ccuny = 23 puM; c. = 50 pM} rendszer esetén, 30% (Vv/v)
DMSO/H,0 olddszerelegyben.

Egylittmiikodd partnereinknek kdszonhetéen informéaciét nyerhettiink a szabad
ligandumok és komplexeik biologiai aktivitdsardl, az A375 humdn melanoma sejtvonalon
(f7. tablazat). Altalanossagban elmondhaté, hogy minden vegyiilet jelentds antiproliferativ
aktivitast mutatott (ICsp < 25,8 puM), azonban a komplexképzésnek egyértelmii hatasa van
a biologiai aktivitdsra, ugyanis a képzddé komplexek citotoxikusabbak, mint a
ligandumok. Megfigyelhetd tovabba az is, hogy a réz(Il)komplexek rakellenes hatasa
erésebb a megfeleld cink(Il)komplexekhez képest, ami feltehetéen a redox aktivitdsukkal

hozhat6 Osszefiiggésbe.

5.2.3. Egy vizoldhaté 8-hidroxi-kinolin-aminosav hibrid kélcs nhatas anak vizsgalata

létfontossagu fé mionokkal

Ahogyan azt korabban részletesen bemutattam, a 8-hidroxi-kinolin vaz hetedik
pozicidjaban 1évé metilén-amincsoport fontos szerepet jatszik az MDR-szelektivitas
szempontjabol [98,114,115,162]. Szamos 8HQ szarmazék vizben igen rosszul oldodik, ami
akadalyozza az in vivo alkalmazast, ennek megoldasara alkalmas lehet egy ikerionos forma

kialakitasa. Ebben a fejezetben egy 1j, kivaldo vizoldékonysagl, nitro-szubsztitudlt 8-
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hidroxi-kinolin ~ Mannich-bazis aminosav  szarmazék oldategyensulyi vizsgalatainak

eredményeit targyalom, rakellenes tulajdonsagainak bemutatasa mellett.

Els6 lépésként meghataroztuk az  5-nitro-7-(1-metil-L-prolin)-8-hidroxi-kinolin
(HQNO,-L-Pro, 13. abra) ligandum proton disszociacios allandoit UV-lathato
spektrofotometrids titralasok segitségével. A teljesen protonalt vegyliletben négy funkcids
csoport képes deprotonalodni, nevezetesen a COOH, a kinolinium-NH", az OH és a prolin-
NH*, azonban a vizsgalt pH-tartomanyban csak két egyensulyi allandot tudtunk
meghatarozni megfelelé pontossaggal (13. tablazat), ugyanis a COOH és a kinolinium-
NH" csoportok deprotonalédisa igen savas koriilmények (pH < 2) kozott megy végbe
egymassal atfedve. A ligandumban 1évé nitrocsoportnak erds elektronszivo €s negativ
mezomer effektusa is van, ezért, ha 0sszehasonlitjuk az alapvegyiilet 8HQ pK, értékeit (13.
tablazat), megfigyelhetjiik, hogy mindkét pK, jelentés mértékben csokken a szubsztituens
hatasara. A HQNO,-L-Pro pK, értékei a nitroxolin (HQNO,) allandéihoz képest is kisebb,
a protonalt prolin nitrogén elektronszivd hatdsa miatt. Tovabbi csokkenést eredményez a
HQNO2-L-Pro ligandum esetén az O ¢és az Npm”nH+ csoportok kozott 1etrejovo
hidrogénhid-kotés kialakuldsa, ami ugyanakkor a varthoz képest bazikusabb pH értékek
fele tolja el a Npro|inH+ deprotonalodasat. A meghatarozott proton disszocidcios allandok
alapjan kijelenthetjik, hogy a ligandum fiziologids pH-n ikerionos formaban van jelen,
tovabba a hidroxilcsoport teljesen deprotonalt, ezért a vegyiilet 100%-ban egyszeresen

negativ toltést.

13.tablazat: A HONO,-L-Pro UV-lathat6 spektrofotometrias titralasok segitségével meghatarozott
proton disszociaciods allandoi { T =25 °C; 1 =0,10 M (KCD}.

pKa(NkinoliniumH*) pKa(O H) pKa(NprolinH+)

HQNO,- <2 543 + 0,03 10,75 = 0,03
HQNO, 2,73 6,30° -
8HQ 4,99° 9,51° -

*Tanszéki nem publikalt adat, °Ref. [112]

Ezen 8HQ ligandum komplex képzddési egyenstlyi folyamatait tanulmanyoztuk
esszencialis  fémionokkal (réz(II)-, cink(ll)-, wvas(ll)-, ¢és wvas(Ill)) elsddlegesen
spektrofotometria segitségével, emellett cirkularis dikroizmus-, és ESR-titralasokat
végeztink a réz(Il)komplexek esetén, illetve 'H NMR titralasokat a cink(IT)komplexek
vizsgalatara, valamint ciklikus voltammetriaval térképeztik fel a vas- és rézkomplexek

redoxi tulajdonsagait.
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UV-lathatd spektrofotometrids titraldsokat végeztem kiilonbozé réz(Il):ligandum
aranyok esetén, mely soran meghatdrozott molaris abszorbancia spektrumokat, illetve az
szamolt képzddési allandokbol szamolt koncentracid eloszlasi gorbéket a 48. abran
lathatijuk. A mért spektrumok alapjan (N,O") koordinaciéval rendelkezé mono- ([Cu(HL)]
és [Cu(L)]), és biszkomplexek ([Cu(LH),], [Cu(LH)(L)]™ és [Cu(L):]*") képzédését irtuk
le. A meghatirozott stabilitdsi allandokat a 14. tablazat tartalmazza. A protonalt
komplexekben a proton a ligandum prolin-nitrogénjén talalhato.

a) b)
100 il
30 000 [Cu(L).]* 2 [Cu(L),]
g 80 - [Cu(HL)(L)]
. 20000 [Cu(HL)(L)]7 3
& 20000 S 60 -
- =)
= 15000 - "
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5000 - [Cu(L)] 20 +
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48. abra: a) A HQNO,-L-Pro — Cu(Il) rendszer kiilonb6z6 pH-értékeken felvett UV-lathatd
spektrumai alapjan szamolt molaris abszorbancia spektrumok, és b) koncentracid eloszlasi
gorbék az HQNO,-L-Pro — Cu(ll) (2:1) rendszerre. {c. = 40 uM; Ccy(ny = 20 uM; T = 25 °C;
I =0,10 M (KCh}

14.  tablazat: A HQNO,-L-Pro kiilonbozé fémionokkal képz6dé komplexeinek UV-lathatd
spektrofotometrias titralassal meghatérozott stabilitasi szorzatai (Ig8) { T =25°C; 1=0,10 M
(KCh}.

lop Cu(ln) Zn(1) Fe(I11) Fe(lT)
[M(HD] 19,40 £ 0,03 17,36 +0,03 19,75+ 0,03 16,52 + 0,03
[M(L)] 14,45 + 0,03 -2 — 8,39 + 0,03
[M(HL),] 38,60+ 0,03  33,71+0,06 3876+0,03 32,74+0,03
[M(HL)(L)] 31,75+ 0,03 -2 — -
[M(L),] 22,99 + 0,03 -2 - -
[M(HL);] - - 55,66 + 0,03 47,60 + 0,06
pMP 13,58 8,15 6,36 7,30

%A spektrumokat csak pH < 8 alatt hasznaltuk a szamitdsokhoz. A komplexek toltéseit
az egyszerliség kedvéért nem tiintettem fel. °{c. = 10 pM; ¢y = 1 uM; pH = 7,40;
T=25°;1=0,10 M (KCI}

Tovabbi CD spektroszkopias és ESR titralasokat végeztiink (30% (v/v) DMSO/H,0
oldészerelegyben), hogy betekintést nyerjink a réz(Il)ion koordindcidés kornyezetébe. A
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fagyasztott mintdk ESR spektrumai (49. 4bra) alapjan kapott anizotrop ESR paramétereket
az 15. tablazat tartalmazza.

T I B L I B p |
2500 2700 2900 3100 3300 3500 3700 2500 2700 2900 3100 3300 3500 3700

Magneses tér (G) Magneses tér (G)
49. abra: a) Kisérleti (fekete) és szimulalt (piros) fagyasztott ESR spektrumok Cu(IT) — HQNO,-L-
Pro1:1, és b) 1:2 aranyu rendszerre. {c. = 500 uM; Ceyqny= 500 pM vagy 250 uM; 30% (v/v)
DMSO/H,0; T=77 K; 1 =0,10 M (KCI}

15. tablazat: A Cu(ll) — HQNO,-L-Pro rendszerre meghatarozott anizotrop ESR paraméterek 30%
(v/v) DMSO/H,0 elegyben 77 K-n. A csatolasi allandok 10~*cm™ egységben vannak listazva.

ngy gz Ax,y/G AZ/G }((O) ,B(o) D(G) dCu—Cu(A) gO,SZémD
[Cu@aq)]”® 2,081 2424 13 110,6 2,195
monomer | 2,065 2,323 15 148 2,151
monomer I 2,060 2,245 20 175 2,151
kétmagva II1 2,069 2,182 40 170 37 -13 75 6,5 2,129

2,138 9

kétmagval 2,055 2,245 20 160 0 0 280 4,1 2,118
kétmagva I1¢ 2,060 2,245 20 175 13 -16 267 4,3 2,122

®A kisérleti hiba +0,002 volt a gx és a gy , £0,001 a g;, + 2 G az A, és Ay, £1 G az A, esetén.
YA szamolas az alabbi egyenlet alapjan tortént: gp..am = (Ox+0y+9;)/3. © A szimulacidhoz a II
monomer g- és A-értékeit hasznaltuk.

A mono- ¢és biszkomplexeknek megfeleld I-es és II-es monomerek mellett harom
kétmagvi komplexet is lefrtunk (I, II, III). Az I-es kétmagva komplex pH < ~4,5 esetén,
I:1 fémligandum ardny mellett, az I-es monomerrel egyiitt képzédik. A II-es kétmagva
komplex csak 12 fém:ligandum arany esetén képzddik pH > 8 felett, mig a IlI-as 1:1 arany
esetén pH > 4 felett. A monomer ¢és a kétmagvia komplexek egyensulyban vannak a teljes

pH-tartomanyban 1:2 arany esetén, valamint 1:1 ardny mellett, ha a pH < ~4,5.
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A CD-spektrumok (50. abra) gyenge intenzitisi negativ savot mutattak a
[Cu(HL)]" és [Cu(LH),] képzddésének pH-tartoményaban, a negativ cstics pedig sokkal
erésebbé valik 1:1 fém:ligandum arany mellett a [Cu(L)] képzédésekor. Ez arra utal, hogy
a kiralis prolin donorcsoportjai részt vesznek a koordinacios kotés kialakitasaban a

kétmagvi részecskék képzodésekor.

A HQNO,-L-Pro cink(IT)ionokkal valdé komplexképzodését UV-lathatd és 'H NMR
spektroszkopiaval is vizsgaltuk (51. abra). Az UV-lathatd spektrumok bazikus pH-
tartomanyban egyre inkdbb a szabad ligandum spektrumaihoz hasonlitottak, ami a

------

.....

tartomanyban. A pH-fiiggé 'H NMR spektrumok is komplexképzidésre utalnak a telies
pH-tartomanyban (51. dbra).
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50. abra: a) A Cu(ll) — HQNO,-L-Pro rendszerre felvett CD spektrumok pH = 1,6 — 10
tartomanyban. A spektrumok a Cu(I) — HQNO2-L-Pro 1:2 fém: ligandum aranynal, 30% (v/V)
DMSO/H,0 elegyben. b) Ugyanerre a rendszerre mért lathatd abszorpcids spektrumok az 1:2
fémion:ligandum molaranynal, valamint ¢) a megfeleldé koncentracio eloszlasi gorbék.

{cL = 500 pM; Coyan= 250 pM; 30% (v/v) DMSO/H,0; T = 25 °C; | = 0,10 M (KCI)}
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51. abra: a) A Zn(ll) — HQNO,-L-Pro (1:2) rendszer UV-lathat6 spektrumai kiilonbozé pH-
értékeken. {c. = 40 uM; czy = 20 uM} b) Ugyanezen rendszer pH-fiiggd 'H NMR
spektrumai. {c, = 500 uM; Czoaiy =250 pM; 1 = 0,10 M KCI; T =25 °C; 10% (v/v) D,O/H,0}

A * az oldoszercstcsot jelol.

Vonalkiszélesedést tapasztaltunk pH = 2-4 kozott az aromas régioban, a [Zn(HL)]"
monokomplex és a szabad ligandum a gyors ligandumcsere folyamata miatt. Valosziniileg
a [Zn(HL)]® komplexben a ligandum a 8-hidroxi-kinolin rész (N,0) donoratomjain
keresztiil koordinaldédik, ezért a prolin protonjaihoz tartozd csucsok nem szélesednek ki
Eles jelek lathatok pH = 4-64 kozott a [Zn(HL),] komplex egyediili jelenléte miatt. Széles
vonalak jelennek meg pH > 7-nél az aromas és alifas régioban is. A jelek latszolagos
nem tapasztaltuk a szabad ligandumhoz tartozo jeleknek kialakuldsat a pH novelésével. Igy
feltehetben a tapasztalt jelintenzitais csokkenés egy szerkezeti atrendezddés

kovetkezménye, mely komplexben a prolin rész koordinalodik a cink(Il)ionhoz.

UV-lathato spektrofotometrias titralast végeztiink a wvas(Il)-, és vas(IIl)ionokkal
vald komplexképzOdés vizsgalatara (52. abra). A vas(I)komplexek esetén a titrdlasokat
szigorlan anaerob koriilmények kozott (laboratorumi ’glove box’-ban) végeztik. Az
abszorpcids spektrumok alapjan mono-, bisz- és trisz-komplexek képzodését tudtuk leirni
mindkét rendszer esetén, mely komplexekre meghatarozott allandokat a 14. tablazat
tartalmazza. Az [Fe(HL)], [Fe(HL),], [Fe(HL)s;] komplexekben az (N,O) koordinaciot
feltételezzik a spektrumok elemzése alapjan, ahol a proton a nem koordindlédoé prolin-

nitrogénen talalhato.
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52. abra: a) A HQNO;-L-Pro — Fe(II) (3:1) rendszer kiilonbozé pH-értékeken felvett UV-lathato

spektrumai, valamint b) ezen rendszerhez tartozd koncentracio eloszlasi gorbék.
{cL = 200 uM; Ceeqy = 67,4 uM; £ = 0,226 cm; T = 25 °C; 1 = 0,10 M (KCI)}

Az HQNO,-L-Pro kiilonbozé fémionok felé mutatott affinitdsanak Osszevetéséhez
pM értékeket szamoltunk (14. tablazat), és pH = 7,4-n az alabbi sorrendet kaptuk: Cu(ll) >
Zn(I1) > Fe(Il) > Fe(lll). Mivel a vas(Ill)ion erésen hidrolizal ilyen koriilmények kozott,
mig pH = 5 esetén, ahol a hidrolizis kisebb mértékii, a fémkotés tendencidja a kdvetkezo:
Cu(ll) > Fe(ll) > Zn(ll) > Fe(ll). A vas-, és rézkomplexek redoxi tulajdonsagainak
jellemzésére ciklikus voltammetrids méréseket végeztink (53. abra), melyek sordn a
voltammogramokat pH = 74-n, 1:3 fémionligandum moélarany mellett rogzitettem a
vaskomplex esetén, mig a rézkomplex esetén az arany 12 volt. A vaskomplex
voltammogramjai reverzibilis folyamatokat mutattak, mig a rézkomplexnél az irreverzibilis

redoxi atalakulds miatt csak a katodos csucspotencialok értékét tudtuk megadni (16.
tablazat).

a) b)
30 5mV/s 20 - 5 mV/s
=10 mVis — 10 mV/s
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-50 . ‘ -20 . :
-0,35 -0,15 0,05 0,25 -0,35 -0,15 0,05 0,25
E vs. Ag/AgCI/3M | V E vs. Ag/AgCI/3M |V

53. abra: a) Ciklikus voltamogrammok a HQNO,-L-Pro — Fe(III) (3:1), és b) HQNO,-L-Pro —
Cu(ll)  (2:1) rendszerek esetén  kiilonb6z0  pasztazasi  sebességek  mellett.
{cL = 1,5 mM vagy 1 mM; Ceeqiiy = 0,5 mM; ceyry = 0,5 mM; pH = 7,4 (10 mM HEPES);
T=25°;1=0,10 M (TBAN)}
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A Fe(Ill)/Fe(Il) redoxi parra szamitott formal potencidl értékek (16. tablazat)
jelentésen pozitivabbak, mint a referencia vegyillet 8HQ esetén mért értékek
(E1x2 = -230 mV vs. NHE [nem publikalt tanszéki adat], ami azt jelenti a HQNO,-L-Pro
ligandumnak nagyobb a Fe(ll)-ionok felé mutatott affinitasa, mint az oxinnak, aminek

szerepe lehet az MDR-szelektiv tulajdonsaguk kiilonbségében.

16. tablazat: A HQNO;-L-Pro — Fe(III) (3:1) és HQNO,-L-Pro — Cu(II) (2:1) rendszerek esetén

meghatarozott elektrokémiai adatok. {c. = 1,5 mM vagy 1 mM; Ceequy = 0,5 mMM; Ceyqny =
0,5 mM; pH=7,4 (10 mM HEPES); T =25 °C; | = 0,10 M (TBAN)}
pasztazasi sebesség (mV/s) 5 10 15 20 25
HQNO,-L-Pro — Fe(11I)
E. (V) 0,039 0,041 0043 0,046 0,046
Ex (V) -0,045 0,029 -0,026 -0,033 0,038
AE (V) 0,084 0,070 0069 0,079 0,085
Eiwn (V) -0,003 0,006 0,008 0,007 0,004
E1»vs.NHE (V) +0,207 +0,216 +0,218 +0,217 +0,214
HQNO,-L-Pro — Cu(1I)
Ec (V) 0,043 0,018 0,023 0,025 0,006

A HQNO2-L-Pro ligandum ¢és komplexeinek in vitro citotoxicitasat egyiittmikodo
partnereink vizsgaltak gyogyszerérzékeny human méhszarkdéma MES-SA ¢és annak Pgp
pozitive. MDR sejtvonalan (MES-SA/DxS), 144 6ras inkubacios idével. A meghatarozott
ICso értékeket az f8. tablazat tartalmazza. Osszehasonlitasképp a HQCI ligandum esetén is
meghataroztak a citotoxicitast. A HQNOj-L-Pro ligandum alacsony/kdzepes aktivitast
mutatott a vizsgalt rakos sejtvonalakon, valosziniileg az erds hidrofil karaktere miatt,
ugyanakkor az MDR-szelektiv sejtvonalon (MES-SA/Dx5) kisebb a kapott I1Csy érték, ami
arra utal, hogy ez a vegyiilet is MDR-szelektiv, hasonlban mas HQ Mannich bazishoz,
melyben 7-es pozicioban egy CH,-N csoport, 5-0s pozicidban pedig egy erésen
elektronszivd (tobbnyire halogén) szubsztituens van [115]. A kiilonb6zé endogén

fémionokkal kialakuld komplexek esetén megfigyeltik az aktivitds novekedését.
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5.3. A VLX600 és szarmazékainak vizsgalata

5.3.1. A hidrazon-tipusii, VLX600 szubsztiticiéjanak hatasa az oldatkémiai

tulajdonsagokra

A VLX600 vaskelator molekula, mely Klinikai fazis 1 vizsgalatokba keriilt és igy
részletesen vizsgaltdk mar a farmakologiai hatasat, azonban a szakirodalomban az
oldategyensulyi tulajdonsagairdl kevés szo esett. Fontosnak tartottuk a kiilonb6z6 vasionok
mellett mas endogén fémionokkal vald komplexképzddés vizsgalatdt is, ugyanis a
szervezetbe keriilve a VLX600 idealis liganduma lehet példaul a cink(ll)-, és
réz(Il)ionoknak is. Vizsgaltuk tovabba, hogy az egyes fémionokkal torténd
komplexképzddésnek milyen hatasa van a redoxi tulajdonsagokra ¢és a rakellenes hatasra.
Eloallitottam a VLX600 ligandumot, illetve annak négy kiilonboz6 szarmazékat, melyek
olyan molekularészekkel rendelkeznek, mint a mar klinikai vizsgalatokba keriilt o-N-
piridil-tioszemikarbazonok (3AP, DpC és COTI-2) ill. az STSC. Kivancsiak voltunk, hogy
a kiilonb6z6 szerkezeti valtoztatasok milyen hatassal lesznek a fizikai-kémiai és biologiai

tulajdonséagokra.

A VLX600 szintézise egy haromlépéses folyamat, mely elsé IEpéseként a
tioszemikarbazid és a  7-metilindolin-2,3-dion  reakcidjaval ~ 6-metil-4,5-dihidro-3H-
[1,2,4]triazino[5,6-b]indol-3-tion szarmazé¢k képzodik. Ezen utobbi vegyiilet kereskedelmi
forgalomban is kaphatd, és joval olcsébb, mint maga a VLX600, igy ezen tion
felhasznalasaval kezdtem a szintézist. A tion szarmazékot tovabb reagaltattam hidrazin-
monohidrattal (90 °C, 20 ¢ra reflux), igy eléallitva a hidrazin koztiterméket, ami a 2-acetil-
piridinnel a VLX600-at eredményezte. Az utolsé kondenzacids reakcid eredményeként
kivalo hozammal sikeriilt eldallitanom a kivant terméket. A tovabbi VLX600 szarmazékok
esetén kiilonbozd aldehideket és ketonokat haszndltam fel a hidrazin kozti termékkel vald
reakcio soran, hogy elballitsam a kivant vegyiileteket (17. tablazat). Tovabba H,O/etanol
elegybdl sikeriilt eléallitanom a VLX600 ligandum egykristalyat, melynek szerkezetét
rontgenkrisztallografia segitségével hataroztak meg (54. abra). Az elballitott ligandumok
karakterizalasa 'H és C NMR spektroszkopiasan tortént (az adatok az f9. tablazat

tartalmazza).
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17. tablazat: A VLX600 ¢és szarmazékainak eloallitasdhoz hasznalt reaktansok és

reakciokoriilmények.
Termék Reaktans Koriilmények Hozam (%0)
VLX600 2-acetil-piridin H,O/etanol elegy, 90 °C, 5 6ra reflux 94
VLX-3AP terta-butil(2-formilpiridin-3-  H,O/etanol elegy, cc. HCI, 90 °C, 5 6ra 95
i) karbamat reflux
VLX-STSC 2-hidroxibenzaldehid H,O/etanol elegy, 90 °C, 5 o6ra reflux 84
VLX-DpC di-2-piridilketon H,O/etanol elegy, par csepp cc. HySOy, 84
90 °C, 5 orareflux
VLX-COTI-2 6,7-dihidrokinolin-8(5H)-on  H,Ol/etanol elegy, 90 °C, 5 6ra reflux 97

54. abra: A VLX600 egykristaly rontgenkrisztallografias modszerrel meghatarozott szerkezete
HLx3H,0 formaban (a vizmolekulakat az attekinthet6ség kedvéért nem mutatom).

A ligandumok termodinamikai oldhatosagi adatait a 18. tablazat tartalmazza.
Megfigyelhetjilk, hogy igen csekély vizoldhatosag jellemzi az Osszes ligandumot, igy
tovabbi vizsgalataim soran 30% (v/v) DMSO/H,0 oldészerelegyben dolgoztam. A proton
disszociacios allandokat UV-lathatd spektrofotometriaval hatdroztuk meg. A vizsgélat pH-
tartomanyban harom deprotonalodasi folyamatot figyeltiink meg, melyekre meghatarozott
egyensulyi allandokat a 18. tablazat mutatip. A VLX600 megoszlasi hanyadosanak
meghatarozasakor, fiziologias pH-n, n-oktanol/puffer kozti megoszlas soran a ligandum
szinte telies mennyisége az n-oktanolos fazisban maradt az alkalmazott (1:10)
térfogatarany ellenére is. Ezek alapjdn a vegyiilet annyira lipofi, hogy csak egy
hatarértéket tudtunk megbecsiini (IgD74 > +2,8). Membran permeabilitasi vizsgalatot is
végeztem, hogy jellemezzem a VLX600 passziv difftizioval torténd membran-athatold
képességét. A meghatarozott Pegiy = 2,6 (£0,1) x 10°° cm st 4llando nagy sejtmembran-

athatolo képességre utal.
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Sajnos a VLX-DpC ¢és VLX-COTI-2 szarmazékokra nem tudtunk proton
disszociacios allandokat meghatarozni, a pH > 5 taromanyban képzddd csapadék zavard
hatasa miatt. Megfigyelhetd, hogy a VLX-3AP szubszituens esetén az aminocsoport
beépiilése nem eredményez jelentds valtozadst az 4llandokban, mig a hidroxilcsoport
hatasara mindharom pK, megndvekedett. A VLX600 protondlt formajanak négy
disszocialni képes csoportja van, nevezetesen a piridinium-nitrogén (NH"), az 1,2,4-triazin
(N;H"), a hidrazon (NH) és az indol (NH) nitrogének, azonban ahhoz, hogy a
meghatarozott allandokat az egyes csoportokoz tudjuk rendelni, tovabbi mérésekre volt

szlikség.

18. tablazat: A VLX600 és szarmazékainak pK, értékei UV-lathato spektrofotometrias titralassal
meghatarozva 30% (v/v) DMSO/H,0 oldészerelegyben, valamint termodinamikai oldhatosag
értékeik pH = 7,4-n (S74). {I = 0,1 M KCI; T = 25 °C}

pKal pKaZ pKa3 S7,4 (”M)
VLX600 2,64 + 0,03 4,86 £ 0,03 10,32+ 0,03 2,15+ 0,03
VLX-3AP 2,63 £ 0,03 4,46 £ 0,03 10,44 + 0,03 2,08 £ 0,02
VLX-STSC 3,29 £ 0,03 5,98+0,03 11,53+0,03 1,71 £ 0,04
VLX-DpC - - - 2,69 = 0,03
VLX-COTI-2 - - - 2,58 £ 0,06

Rogzitettem 'H NMR spektrumokat is a VLX600 ligandum esetén, azonban a
csapadékképzodés miatt azokat csak pH < 6-ig lehetett felhasznalni. A vizsgalat pH-
tartomanyban két deprotonalodasi folyamatot figyelhettiink meg, melyek sordan a pH
novelésére az Osszes aromas CH proton jele érzékeny volt (55. dbra). A piridin-, és az
indolgylirli protonjaihoz tartozd csicsok azonban eltérd eltolodast mutattak, ugyanis az
indolgytirii protonjaihoz tartozo jelek a kisebb ppm értékek lefelé tolodtak el (pH = 4-ig),
majd nem mutattak tovabbi valtozast. Ezzel szemben a piridin-gylirQi protonjaihoz tartozo
csucsok még pH = 4 felett is tovabbi eltolodast mutattak. Ezen megfigyelések alapjan a két
kisebb pK, érték nagy valésziniiséggel piridinium-nitrogénhez (NH') és a 124-triazin
(N,H™) nitrogénjeihez tartozik. A legnagyobb allando pedig a hidrazonnak (NH)
tulajdonithatd, mig az indol (NH) nitrogén deprotonalodasa pH > 12 tartomanyban megy
végbe. A kapott egyensulyi allandok felhasznaldsaval szamitott koncentracid eloszlasi

gorbék alapjan kijelenthet, hogy a semleges HL forma a dominans fiziolégias pH-n.
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55. abra: A VLX600 *H-NMR-spektruma (7,1-9,0 ppm) kiilonb6z6 pH-értékeknél, valamint a
VLX600 molekula teliesen protonalt allapotban (Hs;L?*), ahol a szimbolumok jeldlik az egyes
csucsokat. {CVLXGOO =1 mM; 30% (V/V) DMSO-de/HgO, 1=0,1M KCl}

Mivel a VLX600 vaskelatorként tartjdk szamon a szakirodalomban, igy
természetesen elsd 1Epésként a vasionokkal valdo kolcsonhatast vizsgaltuk, UV-lathato
spektrofotometrias  titralasokkal, 30%  (v/v) DMSO/H,O oldoszerelegyben. A
vas(lll)ionokkal vald6 mérések soran a komplexképzddést kovetden egy idofiiggd

folyamatot tapasztaltunk, amelyet jol szemléltet az 56. abra (pH = 7,4 és pH = 6,0).
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56. abra: a) A Fe(lll) — VLX600 (1:2) rendszer UV-lathaté spektrumanak id6fiiggése pH = 6-on
(50 MM MES), és b) pH = 7,4-en (50 mM HEPES). Beszurt abra: 580 nm-en (®) mért
abszorbancia értékeket mutatja az id6 fliggvényében. {Cvixgo0 = 40 UM; Crequy= 20 uM; 30%
(viv) DMSO/H,0; 1 =0,10 MKCI; £ =1cm; T =25 °C}

Azt feltételezziik, hogy redoxi reakcid megy végbe, ugyanis ~580 nm-en
abszorbancia novekedést figyelhetiink meg, amely a VLX600 vas(ll)komplexeire jellemzo.
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Tovabba elmondhatd, hogy a redoxi reakcid sebessége a pH ndvelésével novekszik,
ugyanis valoszintileg a OH™ ion redukalia a vas(Ill)komplexet (ahogyan azt a
szakirodalomban mas vaskomplexeknél, pl. 1,10’-fenantrolin, is megfigyelték [163,164])
folyamatok miatt nem lehetett meghatarozni a vas(lll)komplexek stabilitisi szorzatait,
azonban sikeriilt eléallitanunk a VLX600 vaskomplexének egykristalyat vas(l11)-sobol
kiindulva, mely rontgenkrisztallogafiai modszerrel meghatarozott Szerkezete igazolja a
vas(Il)ionok felé mutatott nagyobb affinitast. Ugyanis a FeCly ¢és VLX600 12
koriilmények kozott vas(ll)-tartalmt, [Fe(I1)(HL),](NO3), komplexet eredményezett (57.

abra).

57. abra: A [Fe(Il)(LH),](NO3), egykristaly rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozott
szerkezete (a vizmolekuldkat az egyértelmiiség kedvéért kihagytam). A tércsoport szimmetridja

miatt a két VLX600 ligandum kotési paraméterei azonosak.

A komplex oktaéderes koordindciét mutat, ahol a VLX600 haromfogu
ligandumként koordinalodik a fémionhoz a piridin, az 1.24-triazin, és a hidrazon
nitrogéneken keresztiil, tovabbi két nitrat ellenionnal. A vas(I)komplex képzddését

tovabba XPS mérések is igazoltak.

Anaerob koriilmények kozott a vas(I)-VLX600 rendszerre felvett UV-lathato
spektrumok segitségével (58a. dbra) meghatarozott stabilitdsi szorzatokat a 19. tablazat
tartalmazza. A  kiilonb6z6é fémionligandum moélaranyok esetén végzett mérések
eredményei alapjan mono-, ¢és biszkomplexek képzodését irtuk le. A kialakuld
komplexekben (N,N,N) koordindciot feltételeziink, a protondlt komplexekben pedig a
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proton a hidrazon nitrogénen talalhatd ([FeLH]2+ és [FeL2H2]2+). A koncentracio eloszlasi
diagram (58b. abra) alapjan megallapitottuk, hogy a semleges [Fel,] biszkomplex a
dominans fiziologias koriilmények kozott. Meghataroztuk a stabilitasi szorzatokat a VLX-
3AP ligandum vas(Il)komplexei esetén is, melyet szintén a 19. tablazat tartalmaz.
Osszevetve a VLX600-hoz tartozd egyensulyi allandokkal, megfigyelhetjiik, hogy a 3AP
szarmazék esetén kisebb értékeket kaptunk. Tekintve, hogy a ligandumok pK, értékei
kozott nincs ekkora kiilonbség, ez egyértelmiien a VLX-3AP vas(ll)komplexeinek kisebb
stabilitasat jelenti.
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58. abra: a) A Fe(ll) — VLX600 (1:2) rendszer UV-lathato spektruma kiilonb6zé pH-értékek
esetén, szigoruan anaerob koriilmények kozott. b) A meghatarozott képzodési allandok (Igfp)
segitségével szamitott koncentracio eloszlasi gorbék. {Cvixsoo = 50 UM; Creqy= 25 uM; 30%
(v/iv) DMSO/H,0; 1 =0,10 M KCI; £=0,5cm; T = 25 °C}

19. tablazat: A VLX600 kiilonbozé fémionokkal képz6dé komplexeinek UV-lathato
spektrofotometrias titralassal meghatarozott stabilitasi allandoi (Ig8). { T =25°C; 1 =0,10 M

(KCI); 30% (v/v) DMSO/H,0}

7 Fe(I) VLX-3AP-Fe(IT) __ cu(Il) Zn(I1)

[MLH[Z 884 £ 0,01 682 £0,03 20631007 17370,06
[ML]* 14,31+ 0,01 11,93 + 0,03 1636 0,07 10,51 0,06
[MLH._,] - - 5814007  2,53+0,06
[ML,H,]%" 33,91 0,06 - - 33,22 + 0,06
[ML,H]* - - - 26,41 +0,03
[ML,] 24,00 + 0,03 21,36 + 0,03 - 17,97 £ 0,05
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Ciklikus voltammetrids méréseket végeztiink a redoxi tulajdonsagok jellemzésére.
A kiilonboz6 ligandumok vaskomplexeire mért voltammogramok (59a. abra) alapjan
reverzibilis folyamatrdl beszélhetlink, amely allitast igazolja a spektroelektrokémiai mérés
IS (59b. abra). A beszirt abran jol lathato, hogy a 650 nm-en mért abszorbancia értékeket
abrazolva a potencial fliggvényében, valoban reverzibilis redoxi folyamatot kapunk. A
voltamogrammokat Osszevetve elmondhatd, hogy nem csupan a VLX600, de a VLX-

szarmazékok esetén is reverzibilis az elektrokémiai folyamat.
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59. abra: a) A VLX600 szarmazékok vaskomplexeinek ciklikus voltammogramja 25 mV/s
pasztazasi sebesség mellett, Ag/AgCl/3 M KCI referenciaclektrod ¢és Pt munka- ¢s
ellenelektrodokkal szemben. {Cyvixs00 =1 MM; Creqiiy= 0,5 mM; 60% (v/v) DMF/puffer ( pH =
7,4); 1=0,10MTBAN; ¢ =1,7mm; T = 25 °C}, b) A vaskomplexek UV-lathaté spektrumanak
valtozasa a potencialvaltozas kovetkeztében. A beszart abra a 650 nm-en Kkigyujtott

abszorbancia értékeket mutatja a potencial fliggvényében. {Cvi xs00 = 0,5 MM, Crequy = 0,25 mM;
90% (v/v) DMF/puffer (pH=7,4); 1 =0,10 M TBAN; ¢ = 1,7 mm; T = 25 °C}

A szakirodalomban fellelheté elektrokémiai adatok alapjan [14] a VLX600 esetén
szamitott formal potencial érték (20. tablazat) igazolja az eddigi allitisunkat, miszerint a
ligandumnak erésebb az affinitasa vas(ll)ionok fel¢, mint a vas(l1l)ionokhoz. A VLX600
szarmazékok vaskomplexei esetén szintén pozitiv formal potencialt kaptunk, valamint
nagyobbat, mint az alapvegyiilet esetén, azonban a VLX-STSC analognal negativ értéket
figyelhetiink meg, amit a voltammogramok is jol szemléltetnek. Ennek magyardzata abban
keresendd, hogy ez a ligandum (O,N,N) koordinaciés moddal rendelkezik, szemben a tobbi
ligandum (N,N,N) koordinacidjaval, és ez az O/N csere a hard Lewis savakkal valo

kolcsonhatasnak kedvez.
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20. tablazat: A kiilonb6zé VLX600 szarmazék — vas (2:1) rendszerek esetén meghatarozott formal
potencial értékek 60% (v/v) DMF/pufferelt vizes oldatban.{Cvixs00 = 1 MM; Crequy= 0,5 MM;
60% (v/v) DMF/puffer (pH=7,4); 1 =0,10 M TBAN; T = 25 °C}

Eip / mV E;»ovs NHE/ mV

VLX600 +134 +360
VLX-3AP +312 +522
VLX-STSC —233 -23
VLX-DpC +305 +515
VLX-COTI-2 +275 +485

Ahogyan azt korabban is emlitettem, a VLX600 nem csak a vasionoknak, hanem
példaul a réz(Il)-, és cink(Il)ionoknak is idealis liganduma lehet, ezért a komplexképzddés
vizsgalatara itt is UV-lathatd spektrofotometrias titralasokat végeztem, 30% (V/V)
DMSO/H,0 oldoszerelegyben. Az 1:1 fémion:ligandum molaranyhoz tartozo UV-lathato
spektrofotometrids titralds spektrumait, illetve az abbdl szdmolt molaris abszorbancia
spektrumokat a 60. abran mutatom be. A vas(II)komplexszel szemben a réz(Il)ionokkal
csupan monokomplexek képzddtek, még ligandum felesleg mellett sem tudtuk
biszkomplexek képzddését leirni. A [CuLH]2+ és [CuL]” molaris abszorbancia spektruma
jelentésen eltér egymastol, valdszinlileg a hidrazon-nitrogén deprotonaléddsa miatt. A
[CuL(OH)] komplex a [CuL]® komplexbél jon létre a koordinalt viz deprotonaloédasaval. A
koncentraci6 eloszlasi gorbék alapjan a [CuL]® komplex a dominans fiziologais

kortilmények kozott.

a) b)
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60. abra: a) Kiilonboz6 pH-értékeken felvett UV-lathato spektrumok, és b) a szamolt molaris
abszorbancia spektrumok a VLX600—Cu(II) rendszer esetén. {c, = 50 uM; Ccyqny = 50 uM; 30%
(v/iv) DMSO/H,0; pH=1,5-11,6; T =25 °C; | = 0,10 M (KCI); €= 1,0 cm}
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Anizotrop ESR spektrumkat rogzitettiink kiilonb6z6 pH-kon (77 K), hogy
betekintést nyerjiink a fémion koriili koordindciés kornyezetbe. A csapadékképzddés miatt
csak pH < 6-ig tudtuk kiértékelni a spektrumokat. Az ESR spektrumok (61b. abra)
bonyolult specidciot mutattak. A kapott anizotrop ESR paramétereket a 21. tablazat
tartalmazza. Savasabb pH-kon a [CuLH]** f8komponens mellett tovabbi két

mellékkomponens is megjelent (61c. abra).

a)

c)
pH
b)

464
3,04

mellékkomponens a
2,10 [CULH]?* mellett

18 [CuLH]?* f6komponens

L S S B B L T T T T T T 1
2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Madgneses tér (G) Mdgneses tér (G)

61. abra: a) A DMSO-ban oldott szilard Cu(IT)-komplex ESR spektruma, b) a Cu(ll) — VLX600
rendszer fagyasztott ESR spektruma kiilonb6zé pH-értékeken, 30% (v/v) DMSO/H,0O-ban,

valamint c¢) a mért spektrumok szimulacidjaval kapott szamitott komponens ESR
spektrumok.{c_ = 0,5 mM; ccyqiy = 0,33 mM; | = 0,10 M (KCI); T = 77 K}

Az egyik ilyen mellékkomponens a [Cuz(LH),]**, mig a tobbi mellékkomponensrél
azt feltételezziik, hogy a [CuLH]** izomer formaja. Hasonloképp két izomert talaltunk a
[CuL]" komplex képzédési pH-tartomanyiban. Az izomerképzédés a ligandum imin-
¢namin tautomerizacidjanak a kovetkezménye, de kotési izomerek képzddése is lehetséges.
Azonban az izomerek egyiittes megjelenése oldatban nem valoszinii, mivel az UV -lathato

spektrumon jol elkiiloniilé izobesztikus pontokat figyeltink meg.
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21. tablazat: A VLX600 — Cu(II) komplexeinek anizotrop ESR-paraméterei. *A csatolasi allandok:
10~* cm™ egységben. {1 = 0,1 M KCI; T = 77 K; 30% (v/v) DMSO/H,0}

gL O Al A ao o.szim.
(x10%cm?) (x 10%cm™)  (x 10cm™)

[CULH]** fékomponens 2,064 2,241 12 174 16, 13, 13 2,123
Mellékkomponens a 2,060 2,185 5 168 2,102
[CuLH]?* mellett

[Cun(LH),]** ¢ 2,066 2,247 10 178 2,120
[CuL]*f6komponens 2,060 2,233 19 175 16, 13, 13 2,117
Mellékkomponens a 2,060 2,170 14 172 2,090

[CuL]" mellett

%A kisérleti hiba £0,002 volta g, +0,001 a gy, + 2x10* cm™ a A |, 1 x10* cm™ az A, esetén. "A

szamolas az alabbi egyenlet alapjan tortént: Qy..qm = (29.+0)/3. ‘A szimuliciohoz a [CuLH]?*
komplex g- és A ESR paramétereit hasznaltuk, dipolaris csatolas = 240 G, tavolsag (Cu-Cu)ssm =
4,4 A,

Sikeresen el6allitottam a VLX600 rézkomplexének egykristalyat, metanolos
szerkezetét a 62a. abran lathatjuk, és egyértelmiien az (N,N,N) koordindciés modot
figyelhetjik meg. A négyzetes piramisos geometria kialakitidsa sordn a koordindcidban a
piridin nitrogén, az 1,2,4-triazin-rész és a hidrazon nitrogén (N4) vesz részt, valamint két
klorido ligandum. Valosziniileg ez a komplex jelenti az ESR-mérések soran a [CuLH]**
komplexet. Emellett sikeriilt eldallitanom az egykristalyt metanolos oldatbol etil-acetat
lassu diffuzigjaval is, ahol [Cu(L)CIMeOH] komplexként kristalyosodott ki (62b. abra).
Ebben az esetben a réz(Il)ion egy deprotonalt VLX600 ligandummal és egy kloridionnal
kozel sik rendszert alkot. A metanol a négyzetes piramisos geometridban a komplex 6todik

koordinacids helyén talalhatjuk.
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62. abra: a) A [Cu(LH)Cl;] és b) a [Cu(L)CIMeOH] komplexek egykristaly rontgendiffrakcids

modszerrel meghatarozott szerkezete (a vizmolekulakat az egyértelmiiség kedvéért kihagytam).

A vaskomplexek vizsgilatahoz hasonléan, a VLX600 rézkomplexeinek redoxi
tulajdonsagait ciklikus voltammetrias és spektroelektrokémiai mérések segitségével
jellemeztem (63. abra), és az igy kapott elektrokémiai adatokat a 22. tablazat tartalmazza a
kiilonb6z6 pasztazasi sebességek esetén. A vaskomplexszel ellentétben itt irreverzibilis
folyamatrol beszélhetiink, hiszen a voltamogrammokon is jol lathatd, hogy az an6dos aram

mindig joval kisebbnek bizonyult, mint a katédos dram.

a) b)
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63. abra: a) A VLX600 rézkomplexének ciklikus voltammogramjai kiilonbozé pasztazasi
sebességek mellett, Ag/AgCl/3 M KCI referenciaelektrod és Pt munka- és ellenelektrodokkal
szemben. {Cvixsoo = Ccuay = 1 MM; 60% (v/v) DMF/puffer (pH=7,4); 1 = 0,10 M TBAN;
¢ = 17mm; T = 25 °C}. b) A rézkomplex UV-lathatdo spektruménak valtozésa a

potencialvaltozas kovetkeztében. {Cvixsoo = 0,5 MM, Ccyay= 0,5 mM; 90% (v/v) DMF/puffer
(pH=7,4); 1 =0,10 M TBAN; £ = 1,7 mm; T = 25 °C}

A 63b. abran lathatjuk a rézkomplexre felvett spektroelektrokémiai mérés

eredményét. A vaskomplexek formal potencial értékeithez képest joval negativabb
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értekeket kaptunk a VLX600-rézkomplex esetén, ami pedig a réz(Il)ionokkal szembeni

nagyobb affinitasra utalhat a réz(I)ionokhoz képest.

22. tablazat: A réz—VLX600 (1:1) rendszer esetén meghatarozott elektrokémiai adatok.
{Cvixsoo = 1,0 mM, ccyy = 1,0 mM; T = 25 °C; | = 0,1 M (TBAN); referenciaelektrod:
Ag/AgCl/3 M KCI; munka- és ellenelektrod: Pt; 60% (v/v) DMF/puffer; pH = 7,4}

pasztazasi sebesség / mV/s 5 10 15 20
Ey / mV —408 —415 425 437
E,/ mV -259 =266 -269 266
AE | mV 149 149 156 171
E» / mV -333 341 -347 -352
E,; / mV vs. NHE -111  -119 -125 -130

A cink(ll) — VLX600 rendszer UV-lathato spektrofotometrias titralasai soran (64a.
abra) mono- és bisz komplexek képzddését mutattuk ki (19. tablazat), melyekhez tartozd
egyedi molaris abszorbancia spektrumokat az 64b. dbran lathatjuk. A protonalt
komplexekben ([ZnLH]*" és [ZnL,H,]*"), valamint a negativ toltésti ligandumot tartalmazo
komplexekben ([ZnL]", [ZnL,H]" és [ZnL,]) hasonld koordincios médok valosziniiek,
ugyanugy, ahogy a vaskomplexeknél tapasztaltuk.

a) b)
15 70000
ha PH=451 60000 -
1,2 T
3 g 50000
c 2
§09 1 L 40000 -
o ~ 4
§ 06 = 30000
< H=10,80 20000 ~
0.3 pH=9,41 10000 A
0,0 ; : . —— 0 . . ; -
250 310 370 430 490 550 250 310 370 430 490 550
Al nm Al nm

64. abra: a) Kiilonb6z6 pH-értékeken felvett UV-lathatd spektrumok, és b) a szamolt molaris
abszorbancia spektrumok a VLX600—Zn(1I) rendszer esetén. {C, = 51 uM; Cznay = 25 uM; 30%
(v/v) DMSO/H,0; pH=1,5-10,8; T=25°C; | = 0,10 M (KCI); £=1,0 cm}

A koordinacios modok feltérképezése érdekében eldallitottuk a [Zn(LH)CI,]
komplex egykristalyat, metanolos oldatbol etil-acetat lasst diffuziojaval (65. abra). Ebben
a komplexben a VLX600 imin tautomer formaban koétddik a protonalt hidrazon NH-en
keresztiil, amely hasonld a vaskomplex négyzetes piramisos szerkezetéhez. A [Zn(LH)C]

molekuldk kozott nem képzddnek intra- vagy intermolekularis hidrogénkdotések.

108



65. abra: A [Zn(LH)CI,] egykristaly rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozottszerkezete
(a vizmolekulakat az egyértelmiiség kedvéért elhagytam).

A kiilonbozé esszencidlis fémionokkal képzodott komplexek stabilitasi allandoit
Osszevetve megallapithatd, hogy a réz(Il)komplexek képzodési allandoja a leghagyobb,
mig a vas(Il)- és cink(Il)komplexeké kisebb stabilitast mutat. Mivel kiilonbdzo tipusu
komplexek képzodnek, nehéz megallapitani, hogy a VLX600 mely fémion felé mutat
nagyobb affinitast. Ennek érdekében kiilonb6zé pH-értékeken pM értékeket szamitottunk
(66. abra), mely a kovetkez6 sorrendet allitja fel pH = 7,4 esetén: Cu(Il) > Fe(Il) > Zn(1l).
Azonban intracellularis koriilmények kozott, ahol a réz tilnyomorészt réz(I)-formaban van

jelen, nagyon valdszinliséggel a vas(Il)ionokkal alakul ki a kdlcsonhatas.

18 1
16 -

66. abra: pM(—Ig[M]) értékek a VLX600 Cu(ll)-, Zn(ll)-, és Fe(IT)-komplexei esetén.
{ct=10uM; cy=1 uM; T =25 °C; | = 0,10 M (KCI); 30% (v/v) DMSO/H,0}

5.3.2. A hidrazon-tipus 1, VLX600 szubsztitiuciéjanak hatasa a farmakologiai hatasra

A VLX600, valamint annak kiilonb6zé fémionokkal képzett komplexeinek, tovabba
a VLX-szarmazékok in vitro citotoxikus aktivitisat harom kiilonb6z6 human rakos
sejtvonalon  (A549, CHI1/PA-1, SW480) vizsgaltam. Kolorimetrias MTT vizsgalat
segitségével hataroztam meg az 1Csy értékeket, a ligandumok, illetve a VLX600 esetén
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még harom fémionnal (Cu(Il)-, Fe(lll)-, Zn(ll)-ionokkal) képzett komplexe esetén is. A
kapott eredményeket a 23. tdblazat foglalja Ossze.

23. tablazat: In vitro citotoxicitds az A549 (nem Kkissejtes tiidorak), CHL/PA-1 (petefészek
karcinoma), SW480 (vastagbél karcindma) sejtvonalakon, a ligandumokra, valamint a VL X600

esetében kiilonb6z6 fémsok jelenlétében mérve (uM-ban kifejezve), 72 oras inkubacio utan.

|C50 / uM

A549 CH1/PA-1 SW480
VLX600 0,16 = 0,03 0,039 + 0,003 0,16 + 0,01
VLX600 — CuCl, 0,16 = 0,02 0,037 +£0,012 0,37 + 0,08
VLX600 — ZnCl; (2:1) 0,16 = 0,03 0,029 + 0,005 0,19 +0,03
VLX600 — FeCl3(2:1) 0,27 £ 0,07 0,054 0,012 0,27 £ 0,04
CuCl, 142 £ 16 28+5 154 £21
ZnCl, 123 £9 66 + 3 125 £ 16
FeCls > 200 > 200 > 200
VLX-3AP 043 + 0,04 0,11 +0,02 0,30 + 0,04
VLX-COTI-2 0,15 £ 0,01 0,042 + 0,08 0,26 + 0,08
VLX-DpC 0,24 +0,03 0,060 + 0,006 0,26 + 0,02
VLX-STSC > 50 0,47 + 0,08 0,78 £0,26

A VLX600 erds citotoxikus hatast mutatott a mikromolaris
koncentracidtartomanyban minden kezelt rdkos sejtvonalon. A legerdsebb antiproliferativ
aktivitast a petefészek karcinoma sejtek (CHI1/PA-1) esetén tapasztaltuk, mig masik két
sejtvonalon az ICsy értékek  koriilbelil egy nagysagrenddel nagyobbak. A
komplexképzddés hatasanak vizsgilatahoz a mérések eldtt 6sszekevertem a VLX600-at a
megfelelé aranyban az adott fémsdval, és csak ezutan kezeltem a sejteket az in situ
képzodott komplexek oldataval. A fémionok jelenlétében a szabad ligandumhoz hasonld
ICso értékeket kaptunk, nem eredményezett aktivitasnovekedést a komplexképzodés. Az
elozéekben targyalt oldatkémiai vizsgalatok eredményei alapjan a kiilonbozé fémionokkal
protonalt komplexek alakumak ki pH = 74-n (100% [CuL]"; 52% [ZnL.H]",
19% [ZnL,H,]*, 19% [ZnL]"; ~100% [Fe(II1)L,]", ami lassan csokken a redoxi folyamat
miatt), ami korlatozott sejtfelvételt eredményez. A fémsok citotoxikus hatasa Gnmagaban
elhanyagolhato, vagy legalabb 2-3 nagysagrenddel alacsonyabb, mint a ligandumoké. A
kilonboz6 VLX-szarmazékok aktivitasat Osszevetve a VLX600 ICsy értékével,
elmondhatd, hogy a varakozassal ellentétben nem ndvekedett a citotoxicitas az 1j
szubsztituensek beépitésének hatasara, azonban erds aktivitissal rendelkeznek az Ty

vegyiiletek is.
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Aramlasi citometriaval vizsgaltam az apoptézis indukciot a VLX600 és kiilonbozd
fémionokkal képzett komplexei estetén, a CH1/PA-1 sejtvonalon (amely a leginkabb
kemoszenzitiv - sejtvonalnak bizonyult a harom kozil) vizsgaltuk. FITC annexin V
foszfolipidk6té fehérjét hasznaltam a foszfatidil-szerin megkotésére, tovabba propidium-
jodidos kettds festést alkalmaztam. A nekrotikus sejtek (AV/PIY), késéi apoptotikus sejtek
(AV'/P1™), korai apoptotikus sejtek (AV*/PI") és életképes sejtek (AV/PI") szizalékos

aranyat mutatja a 67. 4bra, kiilonb6z6 koncentracidok esetén.

negativ kontroll 4 I N mm AV-/PI+
pozitiv kontroll i | AVHPI+
VLX600 (0,2 uM) A I g AV4PL-
VLX600 (1,0 uM) 1 ] I
VLX600 (5,0 uM) 1 I m [ AV-PI-
VLX600 + CuCl, (0,2 uM) A | aaaaaaees |
VLX600 + CuCl, (1,0 uM) 4 I -
VLX600 + CuCl, (5,0 uM) 1 I o
VLX600 + CuCl, (25 uM) ] I L
VLX600 + FeCl, (0,2 M) — I
VLX600 + FeCl, (1,0 uM) A ] |
VLX600 + FeCl, (5,0 uM) 1 Eaaaaaa
VLX600 + FeCl, (25 uM) 1 - =
VLX600 + ZI"IC|2 (0,2 IJM) _ I .
VLX600 +ZnCl, (1,0 uM) 4 I |:
VLX600 + ZnCl, (5,0 uM) L aaaaaa |
VLX600 + ZnCl, (25 uM) 1 I— |
0% 50% 100%

67. abra: Apoptozis/nekrozis indukcidja négy kiilonb6zo koncentracié esetén. Teszteltem a
VLX600-at 6nmagaban, tovabba 1 ekvivalens CuCl, és ZnCl, és 0,5 ekvivalens FeCls
jelenlétében. A sejtszamot aramlasos citometriaval detektaltam a CHL/PA-1 sejtvonalon.

Annexin V-FITC és PI (pozitiv kontroll: 1-P) segitségével kettds festést alkalmaztam.

Megfigyelhetd, hogy a VLX600 koncentraciofiiggd modon korai és késoi
apoptozist indukdl. A fémionok hozzaadasaval azonban a korai és késdi apoptotikus

események Osszege jelentdsen csokkent, kiilonosen a vas(III) esetében.

A szakirodalomban mar ismert, hogy a VLX600 nem rendelkezik reaktiv
oxigénrészecske-termeld képességgel, azonban kivancsiak voltunk, hogy vajon ez az yj
vegyiiletek esetén is igy van-e, illetve, hogy a komplexképzddésnek milyen hatdsa van a
VLX600 esetén a ROS-termelésre. Mértiik a fluoreszcencia emissziot 2 oran keresztill,
DCFH-DA-val végzett kisérletek soran, két kiilonbozd sejtvonalon (CH1/PA-1 és SW480),

négy kiilonboz6 koncentracié mellett (68. abra).
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68. abra: a) Reaktiv oxigénrészecskék termelodésének vizsgalata a kiilonb6z6 VLX600
szarmazékok esetében a CHL/PA-1, és b) SW480 sejtvonalakon, két ora elteltével, négy
kiilonb6z6 koncentracid (0,2-25 pM) mellett.

Azt tapasztaltuk, hogy a réz(Il)-, cink(Il)-, és vas(Ill)ionok jelenlétében sem volt
megfigyelheté ROS képzddés, 2 ora elteltével sem. A VLX600 szarmazékok esetén is
elvégeztiik a kisérleteket, azonban egyk sejtvonal esetén sem tapasztaltunk ROS

termelédést, hasonldan a VLX600-hoz, mely erdsiti azt a tényt, hogy az 0ij szarmazékok

sem ilyen modon fejtik ki rakellenes hatasukat.
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6. Osszefoglalas

Doktori munkam soran harom olyan vegyiiletcsaladdal foglalkoztam, melyek kozos
tulajdonsaga, hogy rakellenes hatasuk endogén fémionokkal vald koélcsonhatasukon alapul.
Dolgozatomban  kiilonb6zé  (tio)szemikarbazonok, 8-hidroxi-kinolinok és  indol-triazin-
alap haromfogi ligandumok oldatkémiai tulajdonsagait tanulmanyoztam. Vizsgaltuk a
szerkezeti valtoztatasok hatasat az oldategyensulyi sajatsagokra, és azok rakellenes
tulajdonsagokkal valdé kapcsolatait. Mivel mindharom vegyiiletcsoport citotoxicitdsa a
kiilonbozé fémionokkal (pl. réz(ll)-, vas(ll)-, vas(Ill), és cink(Il)) vald kolcsonhatassal
hozhatdo  Osszefiiggésbe, ezért a ligandumok oldatkémiai jellemzése mellett a
komplexképzés vizsgalatara is jelentds hangsulyt fektettiink. A képz6dé komplexek redoxi
tulajdonsagait is feltérképeztiik, hiszen a szervezetben lejatsz6do redoxi reakciok is fontos

szerepet jatszhatnak a biologiai hatas kifejtésekor.

A (tio)szemikarbazonok vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a koordinalodo
donoratomok valtoztatasanak jelentGs hatdsa van az oldategyensulyi tulajdonsagokra. A
kén oxigénre torténd cseréje nem befolyasolta a kalkogénatomtdl tavolabb elhelyezkedd
piridinium-NH"-csoport pK, értékét, de jelentdsen ndvelte a hidrazon-NH-csoportét. Az
altalunk vizsgalt, kiilonb6z6 koordinacios moddal rendelkezd vegyiileteket Osszevetve
elmondhatd, hogy a Dp44mT rendelkezik a legerdsebb, mig az O-3AP szarmazék a
leggyengébb réz(11)-kotd képességgel. A réz(Il)-affinitds a kovetkezd modon alakult az
egyes koordinacios modok esetén: (N,N,S) > (N.N,O) > (O N,S) > (O ,N,O). Nem
csupan a fémkomplexképzést befolyasolta a koordinacids modok valtoztatasa, de a
termodinamikai oldhatosagot is. A meghatarozott pK, értékek alapjan elmondhato, hogy az
altalunk vizsgalt vegyiiletek semleges formaban vannak jelen fiziologias pH-n, illetve ezen
koriilmények kozott oldhatosaguk az alabbi sorrendet mutatta: O-3AP > 3AP > SSC >
STSC > Dp4dmT. A réz(Il)komplexekek DNS-hez wvald kotédésének erdsségére
vonatkozoan az alabbi sorrendet allitottuk fel: (O-3AP) > 3AP, Dp44mT > SSC > STSC,
ahol az O-3AP esetén tapasztalt valtozas a szabad réz(Il)ionokhoz volt kothetd, mig az

STSC nem volt képes a kiszoritasra.

A kilonboz6 modon  szubszitudlt  tioszemikarbazonok — vizsgilata  sordn
megallapitottuk, hogy mig a monometilezésnek csupan kis hatdsa volt a meghatarozott
proton disszociacios allandokra, addig az N-terminalis dimetilezés eredményeként

megfigyelhettiik, hogy az elsé pK, nagyobbnak, mig a masodik kisebbnek mutatkozott. A
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piridin-gytiri. amincsoportjanak dimetilezése mindkét allandot kissé megnovelte, tovabba a
kénatomon torténé metilezEés kis novekedést eredményezett a piridinium-NH-csoporthoz
tartozd pK, értékében. Ugyanezt tapasztaltuk a réz(IT)ionokkal valo komplexképz6dés
vizsgalatakor, ahol a metilcsoport beépitése csak kis mértékben, mig a dimetil
szubsztituens jelenléte nagyobb mértékben névelte a stabilitast. A réz(Il)komplexek redoxi
reakcioinak vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy minél gyengébb a ligandum rézkotd
képessége, annal gyorsabb a komplexek glutationnal valo redukcidja, €s annal kisebb a

mért citotoxicitas.

A Kklinikai tesztelés alatt alld6 COTI-2, ¢és szarmazékainak vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy a termodinamikai oldhatdsag az alabbi sorrendet mutatja: COTI-2 <
COTI-NMeCy << COTI-NMe; < COTI-NH,. A ligandumok mono-, és biszkomplexeket
képeznek a vasionokkal és a cinkkel, mig a rézionokkal csupan monokomplex képzddik,
melyek stabilitisa az alabbi sorrendet mutatta: Fe(ll) > Cu(ll) > Zn(Il) > Fe(ll1). Mind az
aszkorbinsavval, mind a glutationnal végzett vizsgalatok soran azt figyeltiik meg, hogy a
vas(Ill)komplexek redukalodtak. A réz(Il)komplexek esetén elsd lépésben egy vegyes
ligandumi komplex képzédott, majd a COTI-NH; esetén ezt egy lassu reakcio kovette,
mig a tobbi ligandum réz(Il)komplexénél nem tapasztaltunk jelentds valtozast. Ezen
megfigyelésnek nagy jelentGsége van a rezisztencia hatasmechanizmusanak feltérképezése
szempontjabol, hiszen az ABCC1 pumpa szubsztrat specifikus a GSH-ra, ami azt jelenti,
hogy a képz6dé Cu(Il)-ligandum-GSH vegyes ligandumia komplexet is képes lehet
felismerni és a sejten Kkiviilre pumpalni. A COTI-NH; ligandumot (ahol a vegyes
ligandumtt komplex képzédését kovetéen a redukcid soran a ligandum felszabadult a
komplexbdl) nem képes felismerni a pumpa, ezzel szemben a COTI-2 (valamint a masik
kettd N-terminalisan diszubsztitudlt szarmazék) Cu(ll)-komplexének GSH-nal képzett

adduktumat effluxalni tudja, ami rezisztenciat eredményez.

A 8-hidroxi-kinolinok esetén is vizsgaltuk kiilonboz6 szubsztituensek hatasat az
oldategyenstlyi tulajdonsagokra L' - L° ligandumok korében, mely soran megallapitottuk,
hogy az elektronszivo klor- és fluor szubsztituensek csokkentik a benzohidrazid-NH pK,
értékét, addig az elektrondonor metil- és metoxicsoportok novelik azt. A ligandumok
Cu(ll)-koté képességét Osszevetve azt talaltuk, hogy az L' és L hasonlé erdsséggel
rendelkezik, mig az L® valamivel kisebb stabilitasi komplexeket képez. Ez arra utalhat,
hogy a benzohidrazid-nitrogén nem vesz részt a koordindcidban. Az L', L° és L°

ligandumok rézkomplexeinek direkt redoxi reakcidjanak vizsgalata soran megallapitottuk,
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hogy mind az aszkorbinsav, mind a glutation képes redukdlni a komplexeket. A redukcio
soran a Szabad ligandum felszabadulasat tapasztaltuk, ami a keletkezett Cu(l)-komplex
reakcio glutationnal volt gyorsabb, a reakciosebességek pedig a kovetkezd tendenciat

mutattdk az adott komplexeknél: L'~ L8> Lo

Az LC1-3 ligandumok komplexképzodésének vizsgalatakor a réz(Il)-, és
cink(ll)ionokkal ~mono- és biszkomplex képzédését tudtuk leirni.  Mindemellett
elmondhatd, hogy a vizsgalt ligandumok réz(II)komplexei joéval nagyobb stabilitasuak,
mint a cink(ll)komplexek. Osszehasonlitisképp az is elmondhatd, hogy ezeknek a
ligandumoknak a réz(Il)komplexei kisebb, mig a cink(Il)komplexeik stabilitdisa nagyobb,
mint az alapvegyiilet (oxin) esetén képzodott komplexeké. Ahogyan azt az el6z6 8-hidroxi-
kinolin vegyiiletcsaladnal is megfigyeltiik, a szabad ligandumok mérsékelten lipofil
jellegiiek, mig komplexeik lipofilebbnek bizonyultak.

A kiemelked6 vizoldhatosagh HQNO,-L-Pro ligandum esetén a meghataroztuk a
Cu(ll)-, Zn(11)-, Fe(ll)-, és Fe(lll)-ionokkal képzett komplexek Osszetételét és stabilitasi
szorzatait, melyek alapjan fiziologias pH-n kozott a ligandum kiilonbozé fémionok felé
mutatott affinitds a kovetkez6 trendet mutatta: Cu(ll) > Zn(1l) > Fe(ll) > Fe(lll). Mig a
ligandum vas(l11)-, és vas(Il)komplexeiben az (N,O) koordinaciot feltételezziik, addig a
cink(ll) és réz(Il)komplexek esetén a prolin molekularész is koordinalodik. A képzodo
komplexek redoxi tulajdonsdgainak feltérképezése soran megallapitottuk, hogy a ligandum
vaskomplexe esetén reverzibilis, mig a rézkomplexe esetén irreverzibilis redox folyamatok
jatszodnak le. A vaskomplex esetén meghatarozott magas formal potencial érték a Fe(ll)-

felé mutatott nagyobb affinitdsra utal

Sikeresen eldallitottam a VLX600 vaskelatort, illetve annak négy kiilonbozo,
tioszemikarbazonok szerkezete altal inspiralt szarmazékat. A kilonbozé endogén
fémionokkal valo kolcsonhatas feltérképezése azt mutatta, hogy a VLX600 Fe(lll)-
ionokkal valdo komplexképzodése sordn az id6 eldrehaladtival redoxi reakcio torténik,
mely soran Fe(ll)-komplex keletkezett. A redukciét a kapott Fe(II)-iont tartalmazo
egykristaly rontgenkrisztallografias vizsgalata is igazolta. A Fe(ll)-, és Zn(II)-ionokkal
mono- és biszkomplexek, mig Cu(ll)-ionokkal csak monokomplexek képzédését tudtuk
leirni. A VLX600 vaskomplexének redoxi tulajdonsagait vizsgalva viszonylag nagy pozitiv

formal potencial értéket hataroztunk meg, ami a ligandum Fe(ll)-ionok felé mutatott
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nagyobb affinitdsara utal. Ezzel szemben a rézkomplex esetén viszonylag kisebb értékeket
kaptunk, ami pedig Cu(ll)-ionokkal szembeni nagyobb affinitast jelzi a Cu(l)-ionokkal
szemben. A VLX600, és szarmazékainak in vitro citotoxikus aktivitasat harom kiilonboz6
tipustt human rékos sejtvonalon vizsgaltuk, tovabba a VLX600 esetén kiilonbozd endogén
fémionok (Cu(Il), Zn(II), és Fe(Ill)) jelenlétében is. Mind a ligandumok, mind a
komplexek erds citotoxikus hatast mutattak. Tovabbi vizsgalatok soran megallapitottuk,
hogy a VLX600 koncentraciofiiggd apoptozist képes indukalni, viszont az apoptotikus

események szazalékos aranya csokkent a fémionok jelenlétében.
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/. Summary

In my PhD work, three families of compounds were investigated that have in
common that their anticancer effect is based on their ability to bind to endogenous metal
ions. | have studied the solution chemical properties of various (thio)semicarbazones, 8-
hydroxyquinolines and indole-triazine-based tridentate ligands with a particular focus on
the effect of structural modifications on their solution chemical properties and anticancer
activity. Since the cytotoxicity of all three groups of compounds is based on the
complexation with copper(ll), iron(ll), iron(l1l) or zinc(ll) ions, | investigated their
complex formation equilibria and the redox properties of the formed complexes in addition

to the solution chemical characterization of the ligands.

While investigating the solution chemical properties of (thio)semicarbazones, we
found that changing the coordinating donor atoms has a significant effect on the solution
chemical properties. Replacing sulfur with oxygen did not affect the pK, value of the
pyridinium-NH" group located further from the chalcogen atom. On the other hand, the
pKa value of the hydrazone-NH moiety significantly increased. Comparing compounds
with different coordination modes, it can be said that Dp44mT showed the strongest, while
the O-3AP derivative the weakest copper(l1)-binding affinity. Cu(ll)-affinity of the ligands
showed the following trend for the different coordination modes: (N,N,S) > (N,NJO") >
(O )N,S) > (O ,N,0). Altering the coordination modes affected not only the formation of
metal complexes, but also the thermodynamic solubilities. Based on the determined pK,
values, the tested compounds were present in their neutral form at physiological pH. Their
aqueous solubility changed in the following order under these conditions: O-3AP > 3AP >
SSC > STSC > Dp44mT. The binding strength of copper(ll) complexes to DNA showed
the following order: O-3AP > 3AP, Dp44mT > SSC > STSC, where the change observed
in the case of O-3AP was related to free copper(ll) ions released from the complex due to

its low stability, while STSC was unable to displace the intercalator ethidium bromide.

In the case of differently substituted thiosemicarbazones, we found that
monomethylation has only a small effect on the determined proton dissociation constants,
while the N-terminal dimethylation results in an increased pKj, 1 value and decreased pKa ».
Dimethylation of the amine group of the pyridine ring slightly increased both pK,
constants. Additionally, methylation on the sulfur atom resulted in a small increase in the

pKa constant of the pyridinium-NH group. During the investigation of the complex
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formation with copper(ll) ions, the methyl group slightly increased the stability, while the
presence of the dimethyl substituent increased the stability furthermore significantly. When
examining the redox reactions of copper(ll) complexes, we observed that the weaker the
copper-binding ability of the ligand, the faster the reduction of complexes with glutathione

and the lower the cytotoxicity.

When examining COTI-2, the clinically investigated drug, and its derivatives we
found that the thermodynamic solubility changes in the following order: COTI-2 < COTI-
NMeCy << COTI-NMe; < COTI-NH,. All ligands form mono- and bis-ligand complexes
with iron(11/111) ions and zinc(l1), while only mono complexes were identified with copper
ions. The stability of these complexes resulted in the following trend: Fe(ll) > Cu(ll) >
Zn(I1) > Fe(ll1). We observed when running additional measurements in the presence of
ascorbic acid and glutathione that the Fe(lll) complexes were reduced. For the Cu(ll)
complexes, it was found that in the first step a mixed-ligand complex is formed with
glutathione. This was followed by a slow reaction in the case of COTI-NH,, but no
significant changes were observed with the Cu(ll) complexes of the other N-terminally
disubstituted ligands. The observation was of great importance to understand the resistance
mechanism of the Cu(ll) complexes, namely the ABCC1 pump substrate is specific for
GSH, which means that it can also recognize the Cu(ll)-ligand-GSH ternary complex and
efflux it from the cell. The COTI-NH; ligand (where, after the formation of the mixed
complex the ligand is released during reduction) cannot be recognized by the efflux pump.
Contrastingly, COTI-2 (as well as the other two N-terminally disubstituted derivatives)
formed mixed-ligand complex with GSH, which is recognized by ABCC1, resulting in

drug resistance.

In the case of 8-hydroxyquinolines, we also examined the effect of different
substituents on the solution equilibrium properties of ligands L' — L° The electron-
withdrawing chlorine and fluorine substituents reduced the pK, value of benzohydrazide-
NH, while the electron-donating methyl and methoxy groups increased it. Comparing the
Cu(Il)-binding affinity of the ligands, we found that L' and L°> have similar binding
strength, while L® forms complexes with slightly lower stability. This may indicate that the
benzohydrazide nitrogen is not involved in the coordination. Ascorbic acid and glutathione
can reduce the copper complexes with L}, L> and L® ligands as evidenced in the direct
redox reaction experiments. The free ligand was released during the reduction process due

to the dissociation of the formed Cu(l)-complex. Thus, a stable Cu(l)-complex was formed
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with the reducing agent. The redox reaction was faster with glutathione, and the reaction
rates showed the following trend: L* ~ L°® > L°.

During the complex formation of LC1-3 ligands, we have found the formation of
mono- and bis complexes with Cu(ll) and Zn(ll) ions. In addition, it can be said that the
Cu(ll) complexes of the investigated ligands are much more stable than the Zn(ll)
complexes. As a comparison, the stability of the Cu(ll) complexes of these ligands is
lower, while the stability of their Zn(lI)-complexes is higher than that of the complexes
formed in the case of 8HQ. As we also observed with the previous family of 8-
hydroxyquinoline compounds, the free ligands are moderately lipophilic, while their

complexes show higher lipophilicity.

Stability constants of the complexes formed with Cu(ll), Zn(Il), Fe(ll), and Fe(l1)
ions were determined for the highly water-soluble HQNO,-L-Pro ligand. The affinity of
the ligand towards different metal ions at physiological pH showed the following trend:
Cu(Il) > zZn(1) > Fe(ll) > Fe(lll). In the case of the Fe(lll) and Fe(ll) complexes, (N,0)
coordination mode is assumed, while in Zn(1l) and Cu(ll) complexes, the proline moiety is
also coordinated. While mapping the redox properties of the complexes, we observed that
reversible redox processes take place in the case of the iron complexes. In contrast, the
redox process was irreversible in the case of the copper complexes. The high formal
potential value determined for the iron complex indicates a higher affinity towards Fe(ll)

ions.

| synthesized the iron chelator VLX600 and its four different derivatives inspired
by the chemical structure of thiosemicarbazones. The investigation of the interaction with
various endogenous metal ions showed that during the complex formation of VLX600 with
Fe(lll) ions, a redox reaction occurs over time, in which its Fe(ll) complex was formed.
The reduction was also confirmed by X-ray crystallography. The formation of mono- and
bis complexes with Fe(Il) and Zn(ll) ions was described, while only mono complexes were
formed with Cu(ll) ions. In the case of the iron complexes of VLX600, a high positive
formal potential value was determined, which indicates the stronger affinity of the ligand
towards Fe(Il) ions. On the other hand, for the copper complex, relatively smaller values
were obtained, indicating a greater affinity of VLX600 to Cu(ll) ions than to Cu(l) ions.
The in vitro cytotoxic activity of VLX600 and its derivatives was investigated on three

different types of human cancer cell lines. In the case of VLX600, the effect of various
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endogenous metal ions (Cu(ll), Zn(Il), and Fe(lll)) was also investigated. Both the free
ligands and complexes showed strong cytotoxic effect. Additionally, it was also found that
VLX600 can induce concentration-dependent apoptosis, but the percentage of apoptotic

events decreased in the presence of metal ions.

120



[1]

[2]
3]
[4]

[5]
6]
[7]

8]
[9]

[10]
[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]
[17]

[18]
[19]

8. Irodalomjegyzék

https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-
pie?v=2020&mode=population&mode_population=continents&population=900& populations=900
&key=total&sex=0&cancer=39&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_g
roup%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=7&group_cancer=1&include_nmsc=1&in
clude_nmsc_other=1&half pie=0&donut=0 (2025.01.20.)

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/dataviz/isotype (2025.01.20.)
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer-in-children (2025.01.20.)

https://www.fda.gov/drugs/new-drugs-fda-cders-new-molecular-entities-and-new-therapeutic-
biological-products/novel-drug-approvals-2020 (2025.01.20.)

K. D. Mjos, C. Orvig, Chemical Reviews, 114 (2014) 4540-4563.
K. A McCall, C. C. Huang, C. A. Fierke, Journal of Nutrition, 130.5 (2000) 1437S-1446S.

M. J. McKeage, L. Maharaj, S. J. Berners-Price, Coordination Chemistry Reviews, 232 (2002)
127-135.

https://clinicaltrials.gov/study/NCT02466971 (2025.01.20.)

D. B. Lovejoy, P.J. Jansson, U. T. Brunk, J. Wong, P. Ponka, D. R. Richardson, Cancer Research,
71 (2011) 5871-5880.

V. Oliveri, G. Vecchio, European Journal of Medicinal Chemistry, 120 (2016) 252-274.

Y. C. Liu, J. H. Wei, Z. F. Chen, M. Liu, Y. Q. Gu, K. B. Huang, Z. Q. Li, H. Liang, European
Journal of Medicinal Chemistry, 69 (2013) 554-563.

A. Barilli C. Atzeri, I. Bassanetti, F. Ingoglia, V. Dall’Asta, O. Bussolati M. Maffini, C.
Mucchino, L. Marchio, Molecular Pharmaceutics, 11 (2014) 1151-1163.

X. Zhang, M. Fryknis, E. Hernlund, W. Fayad, A. De Milito, M. H. Olofsson, V. Gogvadze, L.
Dang, S. Pahlman, L. A. K. Schughart, L. Rickardson, P. D'Arcy, J. Gullbo, P. Nygren, R. Larsson,
S. Linder, Nature Communications, 5 (2014) 3295.

M. Fryknds, X. Zhang, U. Bremberg, W. Senkowski, M. H. Olofsson, P. Brandt, I. Persson, P.
D’Arcy, J. Gullbo, P. Nygren, L. K. Schughart, S. Linder, R. Larsson, Scientific Reports, 6 (2016)
38343.

K. Mody, A. S. Mansfield, L. Vemireddy, P. Nygren, J. Gulbo, M. Borad, Investigational New
Drugs, 37 (2019) 684-692.

W. Maret, International Journal of Molecular Sciences, 17 (2016) 66.

M. A. Zoroddu, J. Aaseth, G. Crisponi, S. Medici, M. Peana, V. M. Nurchi, Journal of Inorganic
Biochemistry, 195 (2019) 120-129.

H. Lee, H.-J. Lee, D.L. Sedlak, C. Lee, Chemosphere, 92 (2013) 652-658.

A. Formigari, P. Irato, A. Santon, Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology, 146 (2007) 443-459.

121



[20]

[21]
[22]
[23]
[24]
[25]

[26]

[27]
[28]
[29]

[30]

[31]
[32]
[33]

[34]
[35]
[36]

[37]
[38]
[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

E. J. Ge, A I. Bush, A. Casini, P. A. Cobing, J. R. Cross, G. M. DeNicola, Q. P. Dou, K. J. Franz,
V.M. Gohil, S. Gupta, S. G. Kaler, S. Lutsenko, V. Mittal, M. J. Petris, R. Polishchuk, M. Ralle, M.
L. Schilsky, N. K. Tonks, L. T. Vahdat, L. Van Aelst, D. Xi, P. Yuan, D. C. Brady, C. J. Chang,
Nature Reviews Cancer, 22 (2022) 102-113.

A. S. Prasad, F. W. J. Beck, D.C. Snell, O. Kucuk, Nutrition and Cancer, 61 (2009) 879-887.
E. Ho, The Journal of Nutritional Biochemistry, 15 (2004) 572-578.

D. M. Zou, W. L. Sun, Chinese Medical Journal, 130 (2017) 866-871.

R. Galanello, R. Origa, Orphanet Journal of Rare Diseases, 5 (2010) 1-15.

K. Giinther, Biochemistry of Iron, Diet for Iron Deficiency, Heidelberg: Springer Berlin
Heidelberg, 2023, 7-27.

M. Kolberg, K. R. Strand, P. Graff, K. Kristoffer Andersson, Biochimica et Biophysica Acta (BBA)
- Proteins and Proteomics, 1699 (2004) 1-34.

M. Thelander, A. Grislund, L. Thelander, Journal of Biological Chemistry, 260 (1985) 2737-2741.
S. V. Torti, F. M. Torti, Nature Reviews Cancer, 13 (2013) 342-355.

D. T. Logan, X. D. Su, A. Aberg, K. Regnstrom, J. Hajdu, H. Eklund, P. Nordlund, Structure, 4
(1996) 1053-1064.

A. Steinbrueck, A. C. Sedgwick, J. T. Brewster, K. C. Yan, Y. Shang, D.M. Knoll, G. I. Vargas-
Zuiiiga, X. P. He, H. Tian, J. L. Sessler, Chemical Society Reviews, 49 (2020) 3726-3747.

S. A Cotton, Coordination Chemistry Reviews, 8 (1972) 185-223.
A. N. Prasad, S. Levin, C. A Rupar, C. Prasad, Brain and Development, 33 (2011) 866-876.

T. Tsukihara, H. Aoyama, E. Yamashita, T. Tomizaki, H. Yamaguchi, K. Shinzawa-Itoh, R.
Nakashima, R. Yaono, S. Yoshikawa, Science, 269 (1995) 1069-1074.

P. Mondola, S. Damiano, A. Sasso, M. Santillo, Frontiers in Physiology, 7 (2016) 594.
H. C. Sutton, C.C. Winterbourn, Free Radical Biology and Medicine, 6 (1989) 53-60.

R. R. Conry, Copper: Inorganic & Coordination Chemistry, Encyclopedia of Inorganic Chemistry,
First Edition, Wiley, 2005.

M. Vasak, D. W Hasler, Current Opinion in Chemical Biology, 4 (2000) 177-183.
A. S. Prasad, Advances in Nutrition, 4 (2013) 176-190.

T. Himoto, T. Nomura, J. Tani, H. Miyoshi, A. Morishita, H. Yoneyama, R. Haba, H. Masugata, T.
Masaki, Biological Trace Element Research, 163 (2015) 81-88.

Z. Gaspar, A. Egresi, G. Lengyel, A. Blazovics, J. Téke, K. Hagymasi, Orvosi Hetilap, 161 (2020)
917-923.

A. Karmakar, A. K. Das, N. Ghosh, P. C. Sil, Antioxidants Effects in Health, Elsevier (2022) 139—
166.

I. Szilagyi, O. Berkesi, M. Sipiczki, L. Korecz, A. Rockenbauer, 1. Palinké, Catalysis Letters, 127
(2009) 239-247.

N. P. Pavletich, C. O. Pabo, Science, 261 (1993) 1701-1707.

122



[44]
[45]

[46]
[47]
[48]
[49]
[50]

[51]

[52]
[53]

[54]

[55]

[56]
[57]

[58]

[59]
[60]
[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

A. Krezel, W. Maret, Archives of Biochemistry and Biophysics, 611 (2016) 3-19.

K. Patel, A. Kumar, S. Durani, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics,
1774 (2007) 1247-1253.

H. Beraldo, D. Gambino, Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 4 (2004) 31-39.

G. Pelosi, The Open Crystallography Journal, 3 (2010) 16-28.

M. C. Liu, T. C. Lin, A. C. Sartorelli, Journal of Medicinal Chemistry, 35 (1992) 3672—-3677.

R. W. Brockman, J. R. Thomson, M. J. Bell, H. E. Skipper, Cancer Research, 16 (1956) 167-170.

A. M. Tsimberidou, Y. Alvarado, F. J. Giles, Expert Review of Anticancer Therapy, 2 (2002) 437—
448.

J. Shao, B. Zhou, A J. Di Bilio, L. Zhu, T. Wang, C. Qi, J. Shih, Y. Yen, Molecular Cancer
Therapeutics, 5 (2006) 586-592.

https://clinicaltrials.gov/search?term=triapine&aggFilters=phase:3 (2025.01.20.)

J. J. Knox, S. J. Hotte, C. Kollmannsberger, E. Winquist, B. Fisher, E. A. Eisenhauer,
Investigational New Drugs, 25 (2007) 471-477.

C. A Kunos, E. Chu, J. H. Beumer, M. Sznol, S. P. Ivy, Cancer Chemotherapy and Pharmacology,
79 (2017) 201-207.

K. Y. Salim, S. Maleki Vareki, W. R. Danter, S. San-Marina, J. Koropatnick, Oncotarget, 7 (2106)
41363-41379.

https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02433626 (2025.01.20.)

S. N. Westin, W. Nieves-Neira, C. Lynam, K Y. Salim, A. D. Silva, R. T. Ho, G. B. Mills, R. L.
Coleman, F. Janku, D. Matei, Cancer Research, 78 (2018) CT033-CT033.

A. Lindemann, A. A. Patel, N. L. Silver, L. Tang, Z. Liu, L. Wang, N. Tanaka, X. Rao, H.
Takahashi, N. K. Maduka, M. Zhao, T. C. Chen, W. Liu, M. Gao, J. Wang, S. J. Frank, W. N.
Hittelman, G. B. Mills, J. N. Myers, A. A. Osman, Clinical Cancer Research, 25 (2019) 5650—
5662.

W. G. Z. Ling Bai, Journal of Cancer Molecules, 2 (2006) 141-153.
J. Yuan, D. B. Lovejoy, D. R. Richardson, Blood, 104 (2004) 1450-1458.

P. J. Jansson, C. L. Hawkins, D. B. Lovejoy, D. R. Richardson, Journal of Inorganic Biochemistry,
104 (2010) 1224-1228.

D. R. Richardson, P. C. Sharpe, D. B. Lovejoy, D. Senaratne, D. S. Kalinowski, M. Islam, P. V.
Bernhardt, Journal of Medicinal Chemistry, 49 (2006) 6510-6521.

Y. Xu, M. Zeng, D. Yu, J. Ren, F. Li, A. Zheng, Y. Wang, C. Chen, Z. Tao, Oncology Letters, 15.5
(2018) 7999-8004 .

Z. L. Guo, D. R. Richardson, D. S. Kalinowski, Z. Kovacevic, K. C. Tan-Un, G. C. F. Chan,
Journal of Hematology & Oncology, 9 (2016) 1-16.

N. A. Seebacher, D. R. Richardson, P. J. Jansson, Cell Death & Disease, 7 (2016) e2510-e2510.

123



[66]

[67]

[68]

[69]
[70]

[71]
[72]

[73]

[74]
[75]

[76]

[77]

[78]
[79]

[80]

[81]
[82]
[83]
[84]

[85]
[86]

[87]

P. J. Jansson, T. Yamagishi, A. Arvind, N. Seebacher, E. Gutierrez, A. Stacy, S. Maleki, D. Sharp,
S. Sahni, D. R. Richardson, Journal of Biological Chemistry, 290 (2015) 9588-9603.

D. Kovala-Demertzi, M. A. Demertzis, J. R Miller, C. Papadopoulou, C. Dodorou, G. Filousis,
Journal of Inorganic Biochemistry, 86 (2001) 555-563.

N. C. Kasuga, K. Sekino, C. Koumo, N. Shimada, M. Ishikawa, K. Nomiya, Journal of Inorganic
Biochemistry, 84 (2001) 55-65.

A. Maiti, A. K. Guha, S. Ghosh, Journal of Inorganic Biochemistry, 33 (1988) 57-65.

T. S. Lobana, R. Sharma, G. Bawa, S. Khanna, Coordination Chemistry Reviews, 253 (2009) 977—
1055.

R. G. Pearson, Journal of the American Chemical Society, 85 (1963) 3533-35309.

C. R. Kowol, P. Heffeter, W. Miklos, L. Gille, R. Trondl, L. Cappellacci, W. Berger, B. K.
Keppler, Journal of Biological Inorganic Chemistry, 17 (2012) 409-423.

P. J. Jansson, P. C. Sharpe, P. V. Bernhardt, D. R. Richardson, Journal of Medicinal Chemistry, 53
(2010) 5759-57609.

B. M. Paterson, P. S. Donnelly, Chemical Society Reviews, 40 (2011) 3005.

M. Carcelli, M. Tegoni, J. Bartoli, C. Marzano, G. Pelosi, M. Salvalaio, D. Rogolino, V. Gandin,
European Journal of Medicinal Chemistry, 194 (2020) 112266.

A. B. M. Ibrahim, M. K. Farh, P. Mayer, Inorganic Chemistry Communications, 94 (2018) 127—
132.

N. K. Singh, A. A. Kumbhar, Y. R. Pokharel, P. N. Yadav, Journal of Inorganic Biochemistry, 210
(2020) 111134.

X. G. Bai, Y. Zheng, J. Qi, Frontiers in Pharmacology, 13 (2022) 1018951.

Enyedy E. A., Rakellenes fémkomplexek oldatkémidja és farmakokinetikai viselkedésiiket
befolyasolo tulajdonsagaik, Akadémiai nagydoktori mii, Szegedi Tudomanyegyetem, 2019.

E. A Enyedy, N. V. May, V. F. S. Pape, P. Heffeter, G. Szakacs, B. K. Keppler, C. R. Kowol,
Dalton Transactions, 49 (2020) 16887-16902.

M. Albrecht, M. Fiege, O. Osetska, Coordination Chemistry Reviews, 252 (2008) 812-824.
H. Saadeh, K. Sweidan, M. Mubarak, Molecules, 25 (2020) 4321.
C. Sgarlata, V. Oliveri, J. Spencer, European Journal of Inorganic Chemistry (2015) 5886-5891.

M. Di Vaira, C. Bazzicalupi, P. Orioli, L. Messori, B. Bruni, P. Zatta, Inorganic Chemistry, 43
(2004) 3795-3797.

D. Torgeson, Agricultural and Industrial Applications Environmental Interactions, Elsevier, 2012.

M. 1. Fernandez-Bachiller, C. Pérez, G. C. Gonzalez-Muifioz, S. Conde, M. G. Lopez, M.
Villarroya, A. G. Garcia, M. I. Rodriguez-Franco, Journal of Medicinal Chemistry, 53 (2010)
4927-4937.

Y. Yang, Z. Zhou, Z. Z. Wei, Q. P. Qin, L. Yang, H. Liang, Dalton Transactions, 50 (2021) 5828-
5834.

124



[88]

[89]

[90]

[91]

[92]
[93]

[94]
[95]

[96]

[97]
[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]
[108]
[109]

P. Shah, L. F. Abadi, S. Gaikwad, D. Chaudhari, V. Kushwah, S. Jain, K. K. Bhutani, S. Kulkarni,
I. P. Singh, Chemistry Select, 3 (2018) 10727-10731.

R. H. Friend, R. W. Gymer, A. B. Holmes, J. H. Burroughes, R. N. Marks, C. Taliani, D. D. C.
Bradley, D. A. Dos Santos, J. L. Brédas, M. Logdlund, W. R. Salaneck, Nature, 397 (1999) 121-
128.

K. H. Neldner, International Journal of Dermatology, 16 (1977) 267-273.

O. Olaleye, T. R. Raghunand, S. Bhat, C. Chong, P. Gu, J. Zhou, Y. Zhang, W. R. Bishai, J. O. Liu,
Tuberculosis, 91 (2011) S61-S65.

L. W. Hung, K. J. Barnham, Future Medicinal Chemistry, 4 (2012) 955-969.

S. Wilkins, C. L. Masters, A. I. Bush, R. A. Cherny, D. I. Finkelstein, Clioquinol Protects Against
Cell Death in Parkinson’s Disease Models In Vivo and In Vitro, 2009, 431-442.

A. D. Schimmer, Current Cancer Drug Targets, 11 (2011) 325-331.

D. Ben Shachar, N. Kahana, V. Kampel, A. Warshawsky, M.B.H. Youdim, Neuropharmacology,
46 (2004) 254-263.

H. Jiang, J. E. Taggart, X. Zhang, D. M. Benbrook, S. E. Lind, W. Q. Ding, Cancer Letters, 312
(2011) 11-17.

P. Leanderson, C. Tagesson, Carcinogenesis, 17 (1996) 545-550.

V. F. S. Pape, N. V. May, G. T. G4l, 1. Szatmari, F. Szeri, F. Fiilop, G. Szakacs, E. A Enyedy,
Dalton Transactions, 47 (2018) 17032-17045.

V. Prachayasittikul, V. Prachayasittikul, S. Prachayasittikul, S. Ruchirawat, Drug Design,
Development and Therapy, (2013) 1157-1178.

A. Budimir, N. Humbert, M. Elhabiri, I. Osinska, M. Birus, A. M. Albrecht-Gary, Journal of
Inorganic Biochemistry, 105 (2011) 490-496.

]?. Mirkovi¢, B. Markelc, M. Butinar, A. Mitrovi¢, 1. Sosi¢, S. Gobec, O. Vasiljeva, B. Turk, M.
Cemazar, G. Sers$a, J. Kos, Oncotarget, 6 (2015) 19027-19042.

Q. Y. Yang, Q. Q. Cao, Y. L. Zhang, X. F. Xu, C. X. Deng, R. Kumar, X. M. Zhu, X. J. Wang, H.
Liang, Z. F. Chen, Journal of Inorganic Biochemistry, 211 (2020) 111175.

Q. P. Qin, Z. F. Chen, J. L. Qin, X. J. He, Y. L. Li, Y. C. Liu, K B. Huang, H. Liang, European
Journal of Medicinal Chemistry, 92 (2015) 302-313.

F. Mohammadi, H. Mansouri-Torshizi, Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, 38
(2020) 3059-3073.

B. Kubista, T. Schoefl, L. Mayr, S. van Schoonhoven, P. Heffeter, R. Windhager, B. K. Keppler,
W. Berger, Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, 36 (2017) 1-13.

E. A. Enyedy, O. Démétor, K. Bali, A. Hetényi, T. Tuccinardi, B. K. Keppler, Journal of
Biological Inorganic Chemistry, 20 (2015) 77-88.

L. A. Garraway, P. A. Janne, Cancer Discovery, 2 (2012) 214-226.
M. M. Gottesman, T. Fojo, S. E. Bates, Nature Reviews Cancer, 2 (2002) 48-58.
M. M. Gottesman, J. Ludwig, D. Xia, G. Szakacs, Discovery Medicine, 6 (2009) 18-23.

125



[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]
[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]
[128]
[129]

A. Tamaki, C. lerano, G. Szakacs, R. W. Robey, S. E. Bates, Essays in Biochemistry, 50 (2011)
209-232.

M. Cserepes, D. Tiirk, S. Téth, V. F. S. Pape, A. Gaal, M. Gera, J. E. Szabo, N. Kucsma, G.
Varady, B. G. Vértessy, C. Streli, P. T. Szabo, J. Tovari, N. Szoboszlai, G. Szakacs, Cancer
Research, 80 (2020) 663-674.

G. Szakacs, M. D. Hall, M. M. Gottesman, A. Boumendjel, R. Kachadourian, B. J. Day, H.
Baubichon-Cortay, A. Di Pietro, Chemical Reviews, 114 (2014) 5753-5774.

I. 1. Ahmed Juvale, A. A. Abdul Hamid, K. B. Abd Halim, A. T. Che Has, Heliyon, 8 (2022)
e09777.

V. F. S. Pape, R. Palko, S. Toth, M. J. Szabo, J. Sessler, G. Dorman, E. A Enyedy, T. Soos, 1.
Szatmari, G. Szakacs, Journal of Medicinal Chemistry, 65 (2022) 7729-7745.

V. F. S. Pape, A. Gaal, 1. Szatmari, N. Kucsma, N. Szoboszlai, C. Streli, F. Fiilop, E. A Enyedy, G.
Szakacs, Cancers, 13 (2021) 154.

G. Crisponi, V. M. Nurchi, J. I. Lachowicz, Essential Metals in Medicine: Therapeutic Use and
Toxicity of Metal lons in the Clinic, Iron chelation for iron overload in thalassemia, De Gruyter,
2019, 49-86.

H. J. Cui, H. He, A L. Yang, H. J. Zhou, C. Wang, J. K. Luo, Y. Lin, T. Tang, PLOS ONE, 10
(2015) e0127256.

A. Piga, S. Roggero, I. Salussolia, D. Massano, M. Serra, F. Longo, Annals of the New York
Academy of Sciences, 1202 (2010) 75-78.

J. L. Stumpf, American Journal of Health-System Pharmacy, 64 (2007) 606—616.

K. N. Raymond, G. Miiller, B. F. Matzanke, Complexation of iron by siderophores a review of
their solution and structural chemistry and biological function, Structural Chemistry, 1984, 49-102.

M. Ivan, T. Haberberger, D. C. Gervasi, K. S. Michelson, V. Giinzler, K. Kondo, H. Yang, I.
Sorokina, R. C. Conaway, J. W. Conaway, W. G. Kaelin, Proceedings of the National Academy of
Sciences, 99 (2002) 13459-13464.

https://clinicaltrials.gov/study/NCT02222363?intr=VLX600&rank=1 (2025.01.20.)

T. L. Ekstrom, N. M. Pathoulas, A. M. Huehls, A. Kanakkanthara, L. M. Karnitz, Molecular
Cancer Therapeutics, 20 (2021) 1561-1571.

Y. Aye, M. Li, M. J. C. Long, R. S. Weiss, Oncogene, 34 (2015) 2011-2021.

L. Reisbeck, B. Linder, G. Tascher, S. Bozkurt, K. J. Weber, C. Herold-Mende, S. J. L. van Wik,
R. Marschalek, L. Schaefer, C. Miinch, D. Kogel, American Journal of Physiology-Cell
Physiology, 325 (2023) C1451-C14609.

S. R. Gallagher, Quantitaion of DNA and RNA with absorption and fluorescence spectroscopy,
Current Protocols in Molecular Biology, New York, 1994.

H. M. Irving, M. G. Miles, L. D. Petit, Analytica Chimica Acta, 38 (1967) 475-482.
G. Gran, Acta Chemica Scandinavica, 4 (1950) 559-577.

D. L. Leggett: Computational Methods for the Determination of Formation Constants, Pleunum
Press, New York, 1985 291-353 (L. Zékany, 1. Nagypal)

126



[130]

[131]
[132]

[133]

[134]

[135]
[136]
[137]

[138]
[139]
[140]
[141]
[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]
[149]
[150]

[151]

[152]

X. Chen, A. Murawski, K. Patel, C. L. Crespi, P. V. Balimane, Pharmaceutical Research, 25
(2008) 1511-1520.

H. Yu, Q. Wang, Y. Sun, M. Shen, H. Li, Y. Duan, PLOS ONE, 10 (2015) e0116502.

S. M. Kelly, T. J. Jess, N. C. Price, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and
Proteomics, 1751 (2005) 119-139.

J. R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Instrumentation for Fluorescence
Spectroscopy, Springer, Boston, 2006, 27-61.

T. Peters, Genetics, Biochemistry genetics and Medical Applications, All about albumin, Academic
Press, 1996.

A. Rockenbauer, L. Korecz, Applied Magnetic Resonance, 10 (1996) 29-43.
https://mestrelab.com/download/mnova (2025.01.20.)

J. 1. Wirgau, I. Spasojevi¢, H. Boukhalfa, I. Batini¢-Haberle, A. L. Crumbliss, Inorganic
Chemistry, 41 (2002) 1464-1473.

https://www.avantes.com/products/software/avasoft (2025.01.20.)
https://graphpad-prism.software.informer.com/5.0 (2025.01.20.)
https://lwww.merckmillipore.com/HU/hu/20130828 204624 (2025.01.20.)
https://flowjo.software.informer.com/10.6 (2025.01.20.)

E. A. Enyedy, E. Zsigd, N. V. Nagy, C. R. Kowol, A. Roller, B. K. Keppler, T. Kiss, European
Journal of Inorganic Chemistry, 2012 (2012) 4036-4047.

E. A. Enyedy, N. V. Nagy, E. Zsig6, C. R. Kowol, V. B. Arion, B. K. Keppler, T. Kiss, European
Journal of Inorganic Chemistry, 2010 (2010) 1717-1728.

S. Kallus, L. Uhlik, S. van Schoonhoven, K. Pelivan, W. Berger, E. A. Enyedy, T. Hofmann, P.
Heffeter, C. R. Kowol, B. K. Keppler, Journal of Inorganic Biochemistry, 190 (2019) 85-97.

Marvin, Version 18.23.0, ChemAxon (2018).

T. V. Petraslleuskaya, M. A Ki§s, 0. Dérpétér, T. Holczbauer, N. V. May, G. Spengler, A.
Kincses, A. Cipak Gasparovi¢, E. Frank, E. A. Enyedy, New Journal of Chemistry, 44 (2020)
12154-12168.

E. A. Enyedy, G. M. Bognar, N. V. Nagy, T. Jakusch, T. Kiss, D. Gambino, Polyhedron, 67 (2014)
242-252.

D. Denoyer, S. Masaldan, S. La Fontaine, M.A. Cater, Metallomics, 7 (2015) 1459-1476.
M. V. Babak, D. Ahn, Biomedicines, 9 (2021) 852.

K. Malarz, A. Mrozek-Wilczkiewicz, M. Serda, M. Rejmund, J. Polanski, R. Musiol, Oncotarget, 9
(2018) 17689-17710.

F. Tisato, C. Marzano, M. Porchia, M. Pellei, C. Santini, Medicinal Research Reviews, 30 (2010)
708-749.

J. Felcman, Talanta, 30 (1983) 565-570.

127



[153]

[154]

[155]
[156]

[157]

[158]
[169]
[160]
[161]

[162]

[163]
[164]

A. Santoro, B. Vileno, O. Palacios, M.D. Peris-Diaz, G. Riegel, C. Gaiddon, A. Krezel, P. Faller,
Metallomics, 11 (2019) 994-1004.

A. M. Pizarro, A. Habtemariam, P. J. Sadler, Activation Mechanisms for Organometallic
Anticancer Complexes, in: 2010: pp. 21-56.

S. J. Atherton, P.C. Beaumont, The Journal of Physical Chemistry, 90 (1986) 2252-2259.

C. R. Kowol, W. Miklos, S. Pfaff, S. Hager, S. Kallus, K. Pelivan, M. Kubanik, E. A Enyedy, W.
Berger, P. Heffeter, B. K. Keppler, Journal of Medicinal Chemistry, 59 (2016) 6739-6752.

C. G. Hartinger, S. Zorbas-Seifried, M. A. Jakupec, B. Kynast, H. Zorbas, B. K. Keppler, Journal
of Inorganic Biochemistry, 100 (2006) 891-904.

http://www.swissadme.ch (2025.01.20.)
http://www.chemaxon.com/products/marvin/marvinsketch (2025.01.20.)
F. Q. Schafer, G. R. Buettner, Free Radical Biology and Medicine, 30 (2001) 1191-1212.

W. Miklos, K. Pelivan, C. R. Kowol, C. Pirker, R. Dornetshuber-Fleiss, M. Spitzwieser, B.
Englinger, S. van Schoonhoven, M. Cichna-Markl, G. Koellensperger, B. K. Keppler, W. Berger,
P. Heffeter, Cancer Letters, 361 (2015) 112-120.

A. Fiiredi, S. Toth, K. Szebényi, V. F. S. Pape, D. Tiirk, N. Kucsma, L. Cervenak, J. Tovari, G.
Szakacs, Molecular Cancer Therapeutics, 16 (2017) 45-56.

G. Nord, O. Wernberg, Journal of the Chemical Society, Dalton Transactions, 10 (1975) 845-849.
E. C. Constable, C. E. Housecroft, Molecules, 24 (2019) 3951.

128



9. Kozlemények listaja
Magyar Tudomanyos Miivek Tara (MTMT) azonosito: 10069341

A dolgozat alapjat képzo kozleménvyek:

1. Sonja Hager, Veronika F.S. Pape, Vivien Pésa, Bianca Montsch, Lukas Uhlik, Gergely
Szakacs, Szilard Toth, Nikolett Jabronka, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, Eva A.
Enyedy,* Petra Heffeter*

High copper complex stability and slow reduction kinetics as key parameters for improved
activity, paraptosis induction and impact on drug-resistant cells of anticancer
thiosemicarbazones

ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING 33 (2020) 395-414.

D1, IF: 8,401; doi: 10.1089/ars.2019.7854, fliggetlen hivatkozasok szama: 13

2. Kateryna Ohui, Iryna Stepanenko,* luliana Besleaga, Maria V. Babak, Radu Stafi, Denisa
Darvasiova, Gerald Giester, Vivien Pésa, Eva A. Enyedy, Daniel Vegh, Peter Rapta, Wee Han
Ang, Ana Popovi¢-Bijeli¢, Vladimir B. Arion*

Triapine derivatives act as copper delivery vehicles to induce deadly metal overload in cancer
cells

BIOMOLECULES 10 (2020) 1336.

Q2, IF: 4,879; doi: 10.3390/biom10091336, fiiggetlen hivatkozasok szama: 6

3. Julia H. Bormio Nunes, Sonja Hager, Marlene Mathuber, Vivien Posa, Alexander Roller,
Eva A. Enyedy, Alessia Stefanelli Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Petra Heffeter*,
Christian R. Kowol*

Cancer cell resistance against the clinically investigated thiosemicarbazone COTI-2 is based
on formation of intracellular copper complex glutathione adducts and ABCC1-mediated efflux
JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY 63 (2020) 13719-13732.

D1, IF: 7,446; doi: 10.1021/acs.jmedchem.0c01277, fiiggetlen hivatkozasok szama: 34

4. Vivien Pésa, Balint Hajdu, Gabor Toth, Orsolya Domotor, Christian R. Kowol, Bernhard K.
Keppler, Gabriella Spengler, Béla Gyurcsik, Eva A. Enyedy*

The coordination modes of (thio)semicarbazone copper(ll) complexes strongly modulate the
solution chemical properties and mechanism of anticancer activity

JOURNAL OF INORGANIC BIOCHEMISTRY 231 (2022) 1111786.

Q1, IF: 3,9; doi: 10.1016/j.jinorghio.2022.111786, fiiggetlen hivatkozasok szama: 24

5. Nadia Ribeiro, Ipek Bulut, Vivien Pésa, Baris Sergi, Giuseppe Sciortino, Jodo Costa Pessoa,
Luisa B. Maia, Valeria Ugone, Eugenio Garribba, Eva A. Enyedy, Ceyda Acilan,* Isabel
Correia*

Solution chemical properties and anticancer potential of 8-hydroxyquinoline hydrazones and

their oxidovanadium(lV) complexes
JOURNAL OF INORGANIC BIOCHEMISTRY 235 (2022) 111932.

Q1, IF: 3,9; doi: 10.1016/j.jinorghio.2022.111932, fliggetlen hivatkozasok szama: 13

6. Vivien Posa, Alessia Stefanelli Julia H. B. Nunes, Sonja Hager, Marlene Mathuber, Noéra
V. May, Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol*, Eva A. Enyedy*, Petra
Heffeter*

Thiosemicarbazone derivatives developed to overcome COTI-2 resistance
CANCERS 14 (2022) 4455.

Q1, IF:5,2; doi: 10.3390/cancers14184455, fiiggetlen hivatkozasok szama: 16

129



7. Tamas Pivarcsik, Vivien Pésa, Hilda Kovécs,"Nc')ra V. May, Gabriella Spengler, Szonja P.
Posa, Szilard Toth, Zeinab Nezafat Yazdi, Csilla Ozvegy-Laczka, Imre Ugrai, Istvan Szatmari,
Gergely Szakacs, Eva A. Enyedy*

Metal complexes of a 5-nitro-8-hydroxyquinoline-proline hybrid with enhanced water
solubility targeting multidrug resistant cancer cells

INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 24 (2023) 593.

D1, IF: 4,9; doi: 10.3390/ijms24010593, fiiggetlen hivatkozasok szama: 6

8. Nadia Ribeiro, Ipek Bulut, Baris Sergi, Vivien Pésa, Gabriella Spengler, Giuseppe
Sciortino, Vania André, Liliana P. Ferreira, Tarita Biver, Valeria Ugone, Eugenio Garribba,
Jodo Costa Pessoa, Eva A. Enyedy,* Ceyda Acilan Ayhan,* Isabel Correia*

Promising anticancer agents based on 8-hydroxyquinoline hydrazone copper(ll) complexes
FRONTIERS IN CHEMISTRY 11 (2023) 1106349.

Q1, IF: 3,8; doi: 10.3389/fchem.2023.1106349, fliggetlen hivatkozasok szama: 10

9. Leonor Corte-Real, Vivien Pésa, Matilde Martins, Raquel Colucas, Nora V. May, Xavier
Fontrodona, Isabel Romero, Filipa Mendes, Catarina Pinto Reis, Maria Manuela Gaspar, Joao
Costa Pessoa, Eva A. Enyedy*, Isabel Correia*

Cu(Il) and Zn(l1) complexes of new 8-hydroxyquinoline Schiff bases: Investigating their
structure, solution speciation and anticancer potential

INORGANIC CHEMISRTY 62 (2023) 11466-11486.

Q1, IF: 4,3; doi: 10.1021/acs.inorgchem.3c01066, fiiggetlen hivatkozasok szama: 12

10. Vivien Poésa, Anja Federa, Klaudia Cseh, Dominik Wenisch, Gabriella Spengler, Nora V.
May, Norbert Lihi, Gergely F. Samu, Michael A. Jakupec, Bernhard K. Keppler, Christian R.
Kowol,* Eva A. Enyedy*

A comparative study on complexation of the anticancer iron chelator VLX600 with essential
metal ions

INORGANIC CHEMISTRY 63 (2024) 2401-2417.

Q1, IF: 4,3; doi: 10.1021/acs.inorgchem.3c03259, fiiggetlen hivatkozasok szama: 1

2 1F=51,026

Az értekezésben nem targyalt kozlemények:

1. Teresa Zokek, Eva A. Enyedy, Kinga Ostrowska, Vivien Pésa, Dorota Maciejewska*

Drug likeness predictions of 5-hydroxy-substituted coumarins with high affinity to 5-HT1A and
5-HT2A receptors

EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES 115 (2018) 25-36.
Q1, IF: 3,532; doi: 10.1016/j.ejps.2018.01.011

2 1F=3,532
XX 1F=54,558

130



Az értekezés anyvagahoz kapcsolodo eloadasok, poszterek:

1. Vivien Pésa, Sonja Hager, Veronika F. S. Pape, Gergely Szakacs, Bernhard K. Keppler,
Christian R. Kowol, Petra Heffter, Eva A. Enyedy (poszter)

Redox properties and solution stability of copper complexes formed with various
methylated Triapine derivatives

International Symposium on Metal Complexes, 2019.06.11-14.,
Hajdtszoboszlo/Debrecen, Magyarorszag

2. Eva A. Enyedy, Vivien Pésa, Orsolya Domotor, Nora V. May, Sonja Hager, Petra
Heffeter, Veronika F.S. Pape, Gergely Szakacs, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol
(eldadas)

Impact of structural modifications of the a-N-pyridyl thiosemicarbazone scaffold on
solution properties, copper binding and cytotoxicity

International Symposium on Metal Complexes, 2019.06.11-14.,
Hajdtszoboszlo/Debrecen, Magyarorszag

3. Pésa Vivien, Julia H. Bormio Nunes, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, Enyedy
Eva A. (eldadas)

A COTI-2 és szarmazékainak oldatkémiai vizsgalata: komplexképzodés vas(II)- és
réz(ll)ionokkal

XLIII. Kémiai El6adéi Napok, 2020.10.27-28. (online), Szeged, Magyarorszag

4. Sonja_Hager, Julia H. Bormio Nunes, Marlene Mathuber, Vivien Posa, Alexander
Roller, Eva A. Enyedy, Alessia Stefanelli Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Christian
R. Kowol, Petra Heffeter (poszter)

Elucidating mechanisms of resistance against the anticancer thiosemicarbazone COTI-2
by structural modifications and metal complex formation

COST Action 17104 (STRATAGEM) WG3, Meeting - International Online Symposium

on “New Therapeutic Tools Against Preclinical Models of Multidrug Resistant Tumors”,
2020.11.04. (online)

5. Vivien Pésa, Nora V. May, Julia H. Bormio Nunes, Bernhard K. Keppler, Christian R.
Kowol, Eva A. Enyedy (poszter)

A comparative solution equilibrium study on the interactions of Cu(ll), Fe(ll/lll) and
Zn(I1) with COTI-2 and its derivatives

International Symposium Thermodynamics of Metal Complexes, 2021.06.16-18. (online)
Bialystok, Lengyelorszag

6. Vivien Pésa, Balint Hajdu, Gabor Toth, Orsolya Domotor, Christian R. Kowol,
Bernhard K. Keppler, Gabriella Spengler, Béla Gyurcsik, Eva A. Enyedy (poszter)

Effects of variations in coordination modes of copper(ll) complexes of
(thio)semicarbazones on solution chemical and biological properties

4th Annual Conference, New diagnostic and therapeutic tools against multidrug resistant
tumours, 2021.09.06-08., Praga, Csehorszag

7. Alessia Stefanelli, Vivien Pésa, Julia H. Bormio Nunes, Sonja Hager, Marlene
Mathuber, Alexander Roller, Nora V. May, Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Chrsitian
R. Kowol, Eva A. Enyedy, Petra Heffeter (poszter)

Thiosemicarbazone derivatives developed to overcome COTI-2 resistance

4th Annual Conference, New diagnostic and therapeutic tools against multidrug resistant
tumours, 2021.09.06-08., Praga, Csehorszag

131



8. Julia H. Bormio Nunes, Sonja Hager, Marlene Mathuber, Vivien Pésa, Alexander
Roller, Eva A. Enyedy, Alessia Stefanelli Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Christian
R. Kowol, Petra Heffeter (poszter)

Resistance against the thiosemicarbazone COTI-2 is based on formation of intracellular
copper complex glutathione adducts and ABCC1-mediated efflux

4th Annual Conference, New diagnostic and therapeutic tools against multidrug resistant
tumours, 2021.09.06-08., Praga, Csehorszag

9. Pésa Vivien, Julia. H. Bormio Nunes, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, May
Noéra V., Petra Heffeter, Enyedy Eva A. (eldadas)
A COTI-2 tioszemikarbazon és szarmazékainak endogén fémionokkal valo

kélcsonhatasanak oldatkémiai vizsgadlata
Koordnacios Kémiai Munkabizottsagi tlés, 2021.12.03 (online), Szeged, Magyarorszag

10. Pésa Vivien, Tusa Laszlo Gy., Spengler Gabriella, May Nora V., Christian R. Kowol,
Enyedy Eva A. (eldadas)

A rakellenes VLX600 vaskelator endogén fémionokkal valo kélcsénhatasanak oldatkémiai
vizsgalata

55. Komplexkémiai Kollokvium ¢és Koordindcios Kémiai Munkabizottsagi iilés,
2022.05.25-27, Debrecen, Magyarorszag

11. Vivien Pésa, Nora V. May, Gabriella Spengler, Szonja Poésa, Szilard Toéth, Gergely
Szakacs, Imre Ugrai, Istvan Szatmari, Petra Nagy, Eva A. Enyedy (poszter)

Investigation of the interaction of a water-soluble 8-hydroxyquinoline amino acid hybrid
with essential metal ions

International Symposium on Metal Complexes, 2022.05.06-08., Valencia, Spanyolorszag

12. Vivien Posa, Alessia Stefanelli Julia H. Bormio Nunes, Sonja Hager, Marlene
Mathuber, Nora V. May, Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, Petra
Heffeter, Eva A. Enyedy (poszter)

Solution chemistry studies of the interaction of COTI-2 and its derivatives with endogenous
metal ions

16™ European Biological Inorganic Chemistry Conference, 2022.07.17-21., Grenoble,
Franciaorszag

13. Nédia Ribeiro, Ipek Bulut, Vivien Pésa, Baris Sergi, Eva A. Enyedy, Ceyda Acilan,
Tarita Biver, Joao Costa Pessoa, Isabel Correia (poszter)

Characterization and interaction with biomolecules of Cull and VIVO complexes of new 8-
hydroxyquinoline Schiff bases

16" European Biological Inorganic Chemistry Conference, 2022.07.17-21., Grenoble,
Franciaorszag

14. Eva A. Envyedy, Vivien Pésa, Inna Safyanova, Janos P. Mészaros, Tamas Pivarcsik,
Néra V. May, Gabriella Spengler, Szonja Poésa, Szilard Téth, Gergely Szakacs, Oszkar
Csuvik, Istvan Szatmari (eldadas)

Water-soluble 8-hydroxyquinoline-amino acid hybrids and their interaction with various
metal ions: relationship between solution chemistry and cytotoxicity

16" European Biological Inorganic Chemistry Conference, 2022.07.17-21., Grenoble,
Franciaorszag

132



15. Vivien Pé6sa, Leonor Corte-Real, Isabel Romero, Mariana Figueira, Catarina Pinto
Reis, Maria M. Gaspar, Jodo Costa Pessoa, Isabel Correia, Eva A. Enyedy (poszter)
Solution studies on the interaction of three new Schiff base 8-hydroxyquinolines with
essential metal ions

3" European NECTAR Conference, 2022.08.24-26., Ljubljana, Szlovénia

16. Nadia Ribeiro, Ipek Bulut, Vivien Posa, Baris Sergi, Giuseppe Sciortino, Jodo Costa
Pessoa, Tarita Biver, Valeria Ugone, Eugenio Garribba. Eva A. Enyedy, Ceyda Acilan,
Isabel Correia (poszter)

New 8-hydroxyquinoline benzohydrazones: solution behaviour, metal complexation (Cu"
and V"YO) and anticancer properties

3 European NECTAR Conference, 2022.08.24-26., Ljubljana, Szlovénia

17. Alessia Stefanelli, Vivien Pésa, Julia H. Bormio Nunes, Sonja Hager, Nora V. May,
Walter Berger, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, Eva A. Enyedy, Petra Heffeter
(poszter)

COTI-2 derivatives developed to overcome ABCC1 resistance

9" FEBS Special Meeting on ABC Proteins-ABC2023, 2023.02.26-03.03., Innsbruck,
Ausztria

18. Vivien Pé6sa, Alessia Federa, Klaudia Cseh, Dominik Wenisch, Gabriella Spengler,
Noéra V. May, Michael A. Jakupec, Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, Eva A.
Enyedy (eléadas)

A comparative study on complexation and biological activity of the anticancer iron
chelator VLX600 and its derivatives with essential metal ions

International Symposium on Metal Complexes, 2023.06.11-14., Urbino, Olaszorszag

19. Eva A. Enyedy, Tamas Pivarcsik, Vivien Pésa, Hilda Kovacs, Eva Frank, Isabel
Correia, lztok Turel, Gabriella Spengler (poszter)

Modulation of the anticancer and solution chemical properties of 8-hydroxyquinolines and
oligopyridines via metal complexation

4th European NECTAR Conference, and Final Action Meeting, 2024.02.26-27, Milazzo,
Olaszorszag

133



10. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni Dr. Enyedy Eva Annanak, a Molekularis és Analitikai Kémiai
Tansz¢k vezetdjének, €s egyben témavezetomnek, hogy lehetoséget biztositott doktori
értekezésem elvégzéséhez a tanszéken, tovabba, hogy segitette munkdmat, valamint azt,

hogy valtozatos témateriileteken fejleszthettem tudasom.

Koszonettel tartozom a felsorolt egyiittmiikddé partnereinknek a kozos munkaért:

Dr. Spengler Gabriella, Dr. May Noéra V., Dr. Isabel Correia, Dr. Christian R. Kowol, Dr.
Michael A. Jakupec, Dr. Petra Heffeter, Dr. Nadia Ribeiro, Anja Federa, Dr. Cseh Klaudia,
Dominik Wenisch, Dr. Leonor Corte-Real, Dr. Sonja Hager.

Tovabba halas vagyok a szakmai tamogatasért, és a kozos munkaért a Bioszervetlen
Kutatocsoport és a Molekularis és Analitikai Kémiai Tanszék tagjainak, kiemelve Dr.

Domoétor Orsolyat, Dr. Gyurcsik Bélat és Dr. Jakusch Tamast.

Koszondm hallgatoimnak, Tusa Laszld6 Gyorgynek és Nagy Petranak, akik laboratoriumi

munkajukkal segitették a mérések elvégzését.

Szeretném megkoszonni a velem egyiitt dolgozd PhD hallgatoknak, Dr. Hajdu Bélintnak,
Dr. Mészaros Janos Péternek, Kovacs Hildanak, valamint technikusunknak, Sziicsné To6th

Katalinnak a sok segitséget, és a jo hangulatot.

Ko6szoném  Attilanak, Balintnak, Hildanak, Janinak és Orsinak, hogy atolvastak a

dolgozatomat ¢és hasznos megjegyzésekkel lattak el
Ko6szoném édesapamnak, nagymamamnak és barataimnak, hogy mindig mellettem alltak.

Hatalmas koszonettel tartozom férjemnek, hogy a rengeteg tiirelmével és szeretetével a

tamaszom volt PhD-s éveim soran.

134



Fiiggelék

-—

GSH+
a) 3AP O-3AP ssc STSC Dp44mT GSH|Cuan
o|2|1o|24 o|2|10|24 o|2|10|24 0|2|10|24 o|2|s|24 24 | 24 |ids(h)
L - - ——
0C v - = - e e - — — e - !SOOObp
SC / -— - - | — D W -
] ' .
b) Cu(l)-3AP Cu(ll)-0-3AP Cu(l-ssc Cu(ll)-STSC Cu(ll)-Dp44mT  ||GsH ‘éﬁ;‘;
o|2|10|24 o|2|1o|24 o|2|1o|24 0|2|10|24 0|2|8|24 48 | 48 |ids(h)

-

2 f™

¥ 4
‘ .

fl. abra: A réz(II) — (T)SK ligandum (1:2) rendszerek DNS hasitasi aktivitaisa GSH jelenlétében
1%-o0s (w/v) agardz gélen. A reakcioelegyek 100 ng pGEX-6P-1 plazmid DNS-t tartalmaztak. A

roviditések a plazmid kiilonboz6 formait jelzik: oc: nyilt cirkularis, lin: lineéaris, sc:
szuperhelikalis, f: fragmentalt. Markerként 1 kb-s GeneRuler-t hasznaltunk (M). {c. = 90 uM;
Ccy(Il) = 45 pM; cgsy = 4,5 mM; pH = 7,40 (10 mM HEPES); inkubacios ido: 24 ora;
T=37°C}

polla+ Cu(ll)

Negativ kontroll
STSC + Cu(ll)
Dp44mT + Cu(ll)

[0)

AP + cu(ll)
~ lo-3aP + cu)
SSC + cu(ll)

t

f2. ébra:‘A (T)SK liganumb és réz(I);komplexeﬂ< topolla gatlo kéimssée l-os (W/v) agar(')l
gélen elemezve. A reakcidelegyek 100 ng pHOT1 plazmid DNS-t és 50 uM ligandumot
(tovabba a komplexek esetén 50 uM CuCl,-t) tartalmaztak. A pHOT-1 savot nem inkubaltuk,
M: 1 kb GeneRuler Plus marker. A roviditések a plazmid kiilonboz6 formait jelzik: oc: nyilt
cirkularis, lin: linearis, sc: szuperhelikalis. {inkubalasi id6: 4 6ra, T = 37 °C}
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fl. tablazat: A vizsgalt ligandumok valamint azok egy ekvivalens réz(Il)-ion jelenlétében mért
ICso értékei (uM) két human rakos sejtvonalon (Colo-205, Colo-320) és normal (MRC-5)
sejtekben, 72 6ras inkubacio utan. Osszehasonlitasképpen a CuCl, 1Csq értékeit is feltiintettiik. A

szelektivitasi index (S.1.) a rakos sejteken és a normal sejteken mért ICsq értékek aranyat jeloli.

ICs (uM) 3AP Dp44mT O-3AP STSC SSC
ligandum
Colo-205 3,28+0,63 0,051+0,001 69,2+7,5 69,7+1,9 >100
Colo-320 2,17+0,15  0,057+0,003 75,247,5 52,2+6,8 83,5+3,8
MRC-5 31,4+9,2 3,33+0,04 >100 88+19 >100
S.1. (Colo-205)* 9,57 65,29 >1,4 1,26 -
S.1. (Colo-320)" 14,47 58,42 >1,3 1,69 >1,2
Cu(ll) —ligandum (1:1) rendszer CucCl,

Colo-205 11,414 0,05+0,01 24.8+5,5 0,89+0,09 25,4+1,0 19,7+0,9°
Colo-320 26,00+0,73 0,04+0,01 10,75+0,83 0,64+0,01 32,524 20,0+2,3°
MRC-5 35,61+0,69 0,55+0,01 11,2+1,0 0,65+0,10 21,5+3,0 24,5+2.6°
S.1. (Colo-205)* 312 11,00 0,45 0,73 0,85 1,24
S.1. (Colo-320)° 1,37 13,75 1,04 1,02 0,66 1,23

TSI, = ICs (MRC-5) / ICs (C0l0-205). ° S.I. = ICsy (MRC-5)/ ICsy (Colo-320). ° Ref. [174].

f2. tablazat: A vizsgalt ligandumok és Cu(Il)-komplexeinek 1Cso értékei 72 ora elteltével, a
SW480 sejtvonalon.

Ligandum TSKICs, (M) Cu-TSKICs, (uM)
FTSC 6,54 £0,22 6,01 £0,54
PTSC 0,051 + 0,025 0,057 £ 0,024
3AP 0,68 £0,18 1,19 £0,61
H,NNHMe 2,54 +0,61 3,13 £1,48
H,NNMe, 0,80 £ 0,12 1,62 £0,28
MeHNNMe, 228 £0,17 3,30 £ 0,83
Me,NNH, 8,51 +1,18 497 +1,57
Me,NNHMe 7,80 £ 2,06 0,93 £ 0,38
Me,NNMe, 0,038 + 0,012 0,066 £ 0,020
Dp44mT 0,047 0,018 0,034 + 0,013
DpC 0,043 +0,017 0,039 + 0,012
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f3. tablazat: ACOTI-NH, és COTI-2 réz(Il)-komplexeire szamitott izotrop ESR-paraméterek, az

anizotrop adatokbol a g és A értékek atlagaként. Tovabba a 3AP réz(I11)-komplexeinek kisérletileg

meghatarozott adatai [143].

Jo Ay (G) Yo Ay (G) Ay (G)
HL = COTI-NH, HL = COTI-2 HL =3AP
[CuLHJ* 2,092 705  [CuLH* 2089 757  [CuLH]* 2,107 734
[CuL]" 2,084 747  [CuL]’ 2082 727 [CuL] 209 726
[CuL(OH)] 2,071 732  [CuL(OH)] 2070 743 [CuL(OH)] 208 70,7

4. tablazat: A vizsgalt TSK-ok rakellenes aktivitasa (72 6ra utani ICso-értékek) SW480 sejteken,

valamint a TSK-rezisztens SW480/Coti és SW480/Tria sejteken mérve.

Ligandunvkomplex SW480  SW480/Caoti fielativ- b SW480/Tria I_?elativ- b
(ICsp, uM)*  (ICs0, uM)®  rezisztancia® (ICs, pM)®  rezisztancia

COTI-2 037+0,17 9,51 +£3,11° 257" 0,41 £0,16 1,1"

COTI-NMe, 004+001 0,05=+0,03 1,3" 0,04 + 0,02 1,0

COTI-NMecy 0,64+0,10 3,98+0,40 6,2 0,71 £0,17 1,1

COTI-NH,* 785092 439 +0,56 06 >20 >2,5

Cu-COTI-2 0,05+0,02 0,46 +0,09 9,2" n.d.

Cu-COTI-NMe, 001+001 0,03=+0,04 3,0 n.d.

Cu-COTI-NMecy 0,080 + 0,003 0,31 +0,03 3,0%* n.d.

3AP 0,82+0,18 0,81 0,08 1,0 >50 >61

4Az ICsp értékeket a koncentracio-valasz gorbékbdl szamitottuk ki. Az értékeket harom parhuzamos kisérletben harom

kiilonbz6 mintan végzett fiiggetlen kisérlet atlagaként (+ SD) adjuk meg. bA rezisztens sejtvonal ICsp-értékeit a sziildi

vonal ICgp-értékeivel elosztva szamitott érzékenységbeli killonbségek. ***p < 0,001, **p < 0,01, *p <0,05; n.s. (nem

kiilonbozik szignifikansan), egymintdas t-probaval szamolva.

f5. tablazat: A vizsgalt 8-hidroxi-kinolinok rakellenes aktivitasa (72 ora utani ICso-értékek) A-375,

valamint A-549 sejteken mérve.

1Cso (M)
A-375 A-549
1 2,7 +0,03 Lt 12,3 +0,5 1 42402 L >50
2 6,5+0,8 L? >50 2 93 +0,4 L? >50
3 51403 L® 239+15 3 8,9 +0,2 L® >50
4 20+13 L* >50 4 3,9+0,6 L* >50
5 34+0,1 L° 30,9 +0,3 5 5,1 +0,01 L° >50
6 13,6 £ 0,9 L° 212402 6 16,0 0,3 L° 46,9 + 0,8
7 51+04 L’ 12,4 £0,2 7 9,3+0,2 L’ 23,6 +0,2
8 2,8 +04 L® 9,1+1,9 8 51+0,2 L® 451 +27

137



Zn(LC3), v

f3. abra: A Zn(Il)komplexek SC-XRD-vel meghatarozott molekulaszerkezete.

Cu,(LC1),

f4. abra: A Cu(ll)komplexek SC-XRD-vel meghatarozott molekulaszerkezete.
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f6. tablazat: A vizsgalt LC2 és LC3 ligandumok réz(II)komplexeire kapott anizotrép ESR
paraméterek 30% (v/v) DMSO/H,O elegyben 77 K-en. A csatolési allandok 10 *cm™ egységben

vannak megadva.

gx gy gz Ax Ay Az axm ale a—zNl go,suim‘J
aXNZ ayNZ aZNZ
Cu(ll) — LC2°
[Cu(akva)]”* 2076 2,076 2410 8 8 126 2,187
Komponens1l 2,068 2,068 2,356 11 11 145 2,164
Komponens2 2,062 2,062 2,263 34 34 151 2,129
Komponens3 2,046 2,065 2,256 26 18 142 18 12 4 2,122
6 15 9
Komponens4 2,052 2,055 2,292 47 17 113 13 9 4 2,133
6 15 12
Komponens5 2295 2110 2,035 97 20 86 2,147
Komponens6 2270 2135 2,027 95 10 87 2,144
Cu(ll) - LC3
Komponens1l 2,068 2,068 2,356 10 10 145 2,164
Komponens2 2,074 2,074 2231 42 42 144 2,126
Komponens3 2,055 2,085 2,274 25 80 106 6 14 9 2,138
11 9 6
Komponens4 2,051 2,058 2,290 52 14 114 12 9 6 2,133
8 14 4
Komponens5 2295 2110 2,035 97 20 85 2,147
Komponens6 2,265 2,143 2,021 86 36 9 2,143

?A kisérleti hiba £0,002 volt a gy és a gy, £0,001 ag,, = 2x10* cm™* a A, és Ay, £1 x10™* cm™ az A,
esetén. A szamolas az alabbi egyenlet alapjan tortént: g .qm = (0x+0y+0,)/3. ‘A két széles szingulett
jelet (izo 1 és izo 2) az alabbi paraméterekkel kezeltiik: go=2,077, a =205, 3=36,y=-11azizo 1
esetén és Qo= 2,146, Ag= 73, 0 =99, p =16, y =4 az izo 2 esetén.

f7. tablazat: A vizsgalt ligandumok, és azok réz(II)-, valamint cink(ll)komplexeinek in vitro
antiproliferativ aktivitasa 48 Oras inkubaci6é utan, az A375 melanoma sejtvonalon meghatarozva

lumineszcens mddszerrel.

Ligandum/komplex  1Cs, (uM) % hiba

LC1 152 £0,2
Zn(LC1), 91+15
Cu(LC1), 52404
LC2 159 + 0,1
Zn(LC2), 10,3 + 1,6
Cu(LC2), 7,7+04
LC3 25,8 +0,3
Zn(LC3), 93+11
Cu(LC3), 6,702
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f8. tablazat: HQNO,-L-Pro és kiilonboz6 fémionokkal képzett komplexeinek in vitro citotoxicitasa
(1Csp értékek uM-ban) a MES-SA és MES-SA/Dx5 sejtvonalak esetén (144 ora).

ICso (uM) MES-SA MES-SA/Dx5
ligandum
HQNO,-L-Pro 226 £ 17 97 £ 29
fémsok hozzaadasaval
+1 ekv. Cu(ll) 396 +£6,9 252 +57
+0,5ekv. Cu(ll) 49 + 15 35+ 11
+1 ekv. Zn(ll) 164 +24 > 400
+0,5ekv. Zn(ll) > 400 > 400
+1 ekv. Fe(ll) 89,0+9,2 473 +£86
+ 0,33 ekv. Fe(lll) 121 +27 534 +88

9. tablazat: Az elballitott VLX600 és szarmazékainak karakterizalasa.

3-hidrazinil-6-metil-5H-[1,2,4]triazino[5,6-b]-indol:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds):

8 =11,88 (bs, 1H), 8,55 (s, 1H), 7,93 (d,J = 7,4 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,20 (t, J=7,5
Hz, 1H), 4,32 (s, 2H), 2,48 (s, 3H).

VLX600: (E)-6-metil-3-(2-(1-(piridin-2-il)etilidén) hidrazinil)-5H-[ 1,2 4]triazino[5,6-b]-indol:

"H NMR (600 MHz, DMSO-de):

E-izomer (~90%):6 = 12,43 (s, 1H, H11), 10,89 (s, 1H, H8), 8,59 (d, J= 4,2 Hz, 1H, H1), 8,16 (d,
J=8,1Hz, 1H, H4), 8,05 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H17), 7,87 (td, J = 7,9, 1,7 Hz, 1H, H3), 7,40-7,35
(m, 2H, H2, H15), 7,27 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H16), 2,52 (s, 3H, H14), 2,49 (3H, H7; DMSO alatt,
csak a 2D esetén figyelheté meg). Z-izomer (~10%): 6 = 14,88 (s, 1H), 12,43 (s, 1H, atlapol az E-
izomer cstuccsal), 8,88 (d,J = 3,9 Hz, 1H), 8,09 (td, J=7,9, 1,8 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 7,8 Hz, 1H),
7,79 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,57 (dd, J = 7,1, 5,2 Hz, 1H), 7,41-7,35 (m, 1H, atlapol az E-izomer
csuccsal), 7,29-7,24 (m, 1H, atlapol az E-izomer csuccsal), 2,49 (3H, DMSO alatt, csak a 2D
esetén figyelhetd meg), 2,45 (s, 3H).

“C NMR (151 MHz, DMSO-dg):

E-izomer: 6 = 159,00 (C9), 155,80 (C5), 148,65 (C10), 148,53 (C1), 148,22 (C6), 138,99 (C19),
138,93 (C12), 136,26 (C3), 129,82 (C15), 123,26 (C2), 122,02 (C16), 121,83 (C13), 119,83 (C4),
118,33 (C18), 117,70 (C17), 16,55 (C14), 11,94 (C7).

Elemanalizis:

Cy17Hi5N7-1,5H,0O-re szamolt értékek: 59,29 % C; 5,27 % H; 28,47 % N.

140



C17H15N7' 1,5H20—re meért értékek: 59,28 % C, 4,95 % I‘I, 28,35 % N.
ESI-TOF MeCN/MeOH + 1% H,0-ban: m/z (M + H, szamitott) = 318,1462 m/z, (M + H, talalt) =
318,1460 m/z.

VLX-3AP:(E)-2-((2-(6-metil-5H-[1,2,4]triazino[5,6-blindol- 3 il) hidrazinilidén)metil)-piridin- 3-
amin:

'H NMR (600 MHz, DMSO-d¢): & = 13,36 (bs, 1H), 13,19 (s, 1H), 8,77 (s, 1H), 8,08 (d,J = 4,8 Hz,
1H), 8,04 (d,J=7,6 Hz, 1H), 7,79 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,61 (dd, J = 8,5, 5,1 Hz, 1H), 7,54 (d, J =
7,4 Hz, 1H), 7,37 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 2,55 (s, 3H) ppm. Két H-jel nem lithaté az 1D *H NMR
spektrumban.

“CNMR (151 MHz, DMSO-d): 8 = 150,11, 145,76, 141,93 (csak 2D-ben lithato), 141,47 (csak
2D-ben lathato), 140,70 (csak 2D-ben lathato), 139,71, 133,02, 131,27, 121,27,29,6,3 , 119,40,
117,51, 16,64 ppm. Harom C-jel csak a 2D-s spektrumban lathatd, egy kvaterner C-jel pedig nem

lathaté sem az 1D-s, sem a 2D-s spektrumban.

Elemanalizis:

CisH14Ns" 1,5H,0-2HCl-re szamolt értékek: 45,94 % C; 4,58 % H; 26,79 % N.
Ci6H14Ng-1,5H,0-2HCl-re mért értékek: 45,69 % C; 4,65 % H; 25,38 % N.

ESI-TOF MeCN/MeOH + 1% H,0-ban: m/z (M + H, szamitott) =319,1414 m/z, (M + H, talalt) =
319,1415 m/z.

VLX-STSC: (E)-2-((2-(6-metil-5H-[1,2 4]triazino[5,6-blindol-3-i)hidrazinilidén)metil)fenol.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8 = 12,33 (s, 1H), 11,97 (s, 1H), 11,52 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,02
(d,J=7,6Hz, 1H), 7,47 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,31-7,21 (m, 2H), 6,97-6,88
(m, 2H), 2,53 (s, 3H) ppm.

BC NMR (151 MHz, DMSO-de): § = 157,78, 156,97, 148,48, 143,51, 139,00, 138,89, 130,24,
129,89, 129,11, 122,07, 121,90, 119,27, 119,22, 118,43, 117,61, 116,34, 16,63 ppm.

Elemanalizis:

Cy17H14NgO-1,5H,0-re szamolt értékek: 59,12 % C; 4,96 % H; 24,33 % N.

C17H14NgO- 1,5H,0-re mért értékek: 59,16 % C; 4,58 % H; 24,21 % N.

ESI-TOF MeCN/MeOH + 1% H,0-ban: m/z (M + H, szamitott) =319,1302 m/z, (M + H, talalt) =
319,1302 m/z.

VLX-DpC: 3-(2-di(piridin-2-il)metilén)hidrazinil)-6-metil-5H-[1,2 4]triazino[5,6-b]indol:

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8 = 14,27 (bs, 1H), 12,77 (s, 1H), 8,92 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 8,62
(d, J=4,3Hz, 1H), 8,10 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 8,07-8,01 (m, 3H), 7,64-7,58 (m, 2H), 7,50 (ddd, J =
7,4,4,9,0,9 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,31 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 2,52 (s, 3H) ppm.
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13C NMR (151 MHz, DMSO-d8): & = 155,61, 151,56, 149,17, 148,34, 148,02, 140,19, 139,75,
137,71, 137,25, 131,24, 126,75, 124,57, 123,76, 123,71, 122,74, 122,34, 118,52, 117,89, 16,48

ppm. Két kvaterner C-jel, nem lathaté sem az 1D, sem a 2D spektrumban.

Elemanalizis:

Cy1HieNg- 1,5H,0-re szamolt értékek: 61,9% C; 4,70 % H; 27,50 % N.

Co1H16Ng- 1,5H,0-re mért értékek: 62,01 % C; 4,62 % H; 26,93 % N.

ESI-TOF MeCN/MeOH + 1% H,0O-ban: m/z (M + H, szamitott) = 381,1571 m/z, (M + H, talalt) =
381,1571 m/z.

VLX-COTI-2: (E)-3-(2-(6,7-dihidrokinolin-8(5H)-ilidén) hidrazinil)-6-metil-5H-[ 1,2 4]-
triazino[5,6-b]indol:

'H NMR (600 MHz, DMSO-d¢): § = 12,51 (s, 1H), 10,70 (s, 1H), 8,51 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 8,04 (d,
J=7,6Hz, 1H), 7,60 (d, J=7,4 Hz, 1H), 7,38 (d, J =7,3 Hz, 1H), 7,30-7,22 (m, 2H), 2,91 (t, J =
6,4 Hz, 2H), 2,80 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 2,51 (s, 3H), 1,89 (quint, J = 6,0 Hz, 2H) ppm.

"C NMR (151 MHz, DMSO-d¢): § = 159,40, 150,29, 148,72, 147,72, 146,79, 138,98, 138,78,
136,27, 135,07, 129,73, 122,94, 121,98, 121,73, 118,36, 117,71, 28,46, 26,32, 21,01, 16,49 ppm.
Elemanalizis:

CyoH17N7-1,5H,0-re szamolt értékek: 61,61 % C; 5,44 % H; 26,47 % N.

CyoH17N7-1,5H,0-re mért értékek: 61,31 % C; 5,11 % H; 26,13 % N.

ESI-TOF MeCN/MeOH + 1% H,0-ban: m/z (M + H, szamitott) = 344,1618 m/z, (M + H, talalt) =
344,1616 m/z.
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