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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A rak a tarsadalmat igen nagymértékben érintd megbetegedés, mely a szervezet
barmely pontjdn megjelenhet, attétet képezve, megnehezitve a tovabbi kezelést. A tudomany
igyekszik 1épést tartani a rakos megbetegedésekkel szemben, azonban az alkalmazott
gyogyszerek okozta komoly mellékhatasok és az alkalmazasuk soran kialakulo rezisztencia
jelentésen neheziti a kezelést. Mindezek 6sztonzik a tovabbi hatdéanyagfejlesztést, melynek
célja a szelektivitds novelése ¢és a mellékhatasok csokkentése. A  racionalis
gyogyszerfejlesztés azonban egyértelmiien igényli a hatasmechanizmus molekularis szintli
megismerését is, ¢s a farmakokinetikai viselkedést befolydsold tényezok jellemzését. A
fémtartalmu vegyiiletek jelentds kémiai véaltozasokon mehetnek keresztiil a hatas helyszinére
valo érkezés elott, ugyanakkor szamos rakellenes vegyiilet fémionokkal vald
komplexképzésen keresztiil fejti ki a hatasat. Ennek megfelelden sziikséges a fémkomplexek
oldatbeli viselkedésénck feltérképezése, azaz vizes oldatbeli stabilitasuk, aktualis szerkezetiik
¢s redoxi tulajdonsagaik megismerése.

Doktori munkam soran harom kiilonboz6 vegyiiletcsaladdal foglalkoztam, melyek
kozos tulajdonsadga, hogy réakellenes hatasuk a szervezetben talalhatdo fémionokkal vald
kolcsonhatasukkal fiigg Ossze. Az elsé vizsgalt vegyiiletcsoport a (tio)szemikarbazonok
((T)SK-0k), melyek legismertebb képviseldje a triapin mar klinikai fazis III vizsgalatokba
jutott. A (tio)szemikarbazonokrol ismeretes, hogy az endogén réz-, vas-, és cinkionokkal
képesek komplexet képezni. Mindezek mellett a DpC vagy a COTI-2, olyan Klinikai
vizsgalatba keriilt TSK-ok, melyek biologiai aktivitasa osszefliggésbe hozhato a rézionokkal
valo komplexképzddéssel és a képz6dd komplexek redoxi tulajdonsagaival.

A masodik vegyiiletcsalad a 8-hidoxi-kinolinok csoportja, melyek szintén kivalo
komplexképz6k, mindemellett biologiai  aktivitasuk is  jelentds, ami szintén
komplexképzddéssel fligg Ossze. Mig az els6 két csoport esetén inkabb a réz(ll)ionokkal
képzett komplexek rendelkeznek erGsebb citotoxikus hatassal, addig a harmadik
vegylletcsalad esetén a vasionokkal valdé komplexképzddés jatszik fontos szerepet. A szintén
klinikai vizsgalatokba keriilt, rakellenes VLX600-at, mely egy triazinoindolil-hidrazon tipusu
vegyiilet, és szarmazékait ugyanis vaskelatorként tartja szamon a szakirodalom. Mig a fent
felsorolt vegyliletek biologiai aktivitdsr6l szdmos adat 4ll rendelkezéslinkre a

szakirodalomban, addig az oldategyensulyi tulajdonsagaikrdl annal kevesebb.
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Doktori munkam elsédleges célja, az 1. abran lathatdo, harom kiilonb6zo
vegyiiletcsalad részletes oldategyensulyi vizsgalata. Atfogd vizsgalat elvégzése soran a
ligandumok proton disszociacios folyamatait, és négy endogén fémionnal (réz(Il)-, vas(ll)-,
vas(lll)-, cink(ll)ionokkal) val6 komplexképzddésiiket tanulmanyoztam kiilonb6z6
modszerek kombindlt hasznalataval. Az egyes vegyiiletcsalddokon beliil Osszefliggéseket
feltarva, igyekeztink tanulmanyozni, hogy a kiilonb6z6 szerkezeti elemek (pl. eltérd
koordinaciés mod, metilcsoport vagy egyéb szubsztituensek beépitése) milyen hatassal
vannak a komplexképzddésre, illetve a rakellenes hatésra.

A komplexképzddés révén az oldategyensulyi tulajdonsdgok jelentOsen
megvaltoz(hat)nak, tovabba fontos ismerniink azt is, hogy a ligandum, és a kialakuld
fémkomplexek milyen formaban lehetnek jelen a szervezetben. Ahhoz, hogy a ligandumok, és
a kialakuld komplexek szerkezetét és koordinacios modjat jobban megismerjiik, sziikség van
a ligandumok (és azok fémkomplexeinek) rontgenkrisztallografiai vizsgalatara alkalmas
egykristalyainak eléallitasara is. A kiilonboz6 fémionokkal képzett komplexek esetén, a
koordinal6d6é donoratomok tipusat, szamat, illetve a kialakuld geometriadt is szeretnénk
meghatarozni. Mindezek céljabol, lehetdség szerint NMR-, ESR-, valamint CD-
spektroszkopias  titrdldsokat  terveztink. Egy szervezetbe keriil6 hatéanyagnal
nélkiilozhetetlen ismerniink, hogy a vegyiiletek milyen forméaban vannak jelen fiziologids
koriilmények kozott. Emellett fontos még jellemezniink azok oldhatdsagat, lipofilitasat, illetve
azt, hogy a kiilonb6z6 bioldgiai membranokon hogyan képesek athatolni, ugyanis mindez
jelentdsen befolyasolja a hatéoanyag in vivo alkalmazhatosagat, késobbi felszivodasat és
eloszlasat is. Ennek érdekében a fenti tulajdonsagok vizsgalatat terveztem a kivalasztott
ligandumok, ¢€s azok kiilonb6z6 fémionokkal képzett komplexei esetén is.

Céljaim kozott szerepelt, hogy egylittmiikodd partnereink segitségével eldallitsam a
VLX600 vaskelatort, illetve annak négy kiilonb6z6 modon szubszitualt 0j szarmazékat. A fent
felsorolt vegyiiletcsaladokhoz hasonldan részletes oldatkémiai jellemzeést terveztiink, tovabba
a rakellenes hatas feltérképezése mellett olyan tovabbi biologiai vizsgalatokat, mint példaul a
reaktiv oxigénrészecskék termelddésének, vagy az apoptdzis indukcid vizsgéalata. Kivancsi
voltam arra, hogy a szerkezeti valtoztatasok az oldatkémiai tulajdonsagok mellett, hogyan

hatnak a bioldgiai aktivitasra.
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A Dbiofluidumokban a képzddd komplexekben 1évé fémion oxidacids allapota
megvaltozhat, ill. a komplexek kolcsonhatasba léphetnek kiilonb6zd bioligandumokkal is
ligandumcsere vagy vegyes ligandumu komplexek képzdédése révén. A redox aktiv endogén
fémionokkal (réz(II)-, és vas(Ill)ionokkal) kialakult komplexek redoxi tulajdonsaganak
vizsgalata, formal potencial értékeik meghatarozasa pontosabb képet adhat a
hatasmechanizmusrdl. Ennek érdekében a komplexek ciklikus voltammetrias mérései mellett
a kiilonb6z6 természetes redukaloszerekkel, nevezetesen a glutationnal és az aszkorbinsavval
valo kozvetlen redukcios vizsgalatokat is terveztem elvégezni. A hatasmechanizmus, ill. a
farmakokinetikai viselkedés szempontjabdl fontos informaciokat rejthet magaban a kiillonb6zo
biomolekulakkal (pl. DNS) valé kdlesonhatas vizsgalata, igy bizonyos vegyiiletek esetén erre

is szerettem volna kitérni.
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1. abra: Az altalam vizsgalt ligandumok szerkezeti képlete.
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2. KISERLETI MODSZEREK

Az HQNO,-L-Pro, 3AP, O-3AP, SSC, STSC, Dp44mT, és DpC a Sigma-Aldrich
cégtdl szarmaztak. Az alabbi ligandumokat egyiittmiik6d6 partnereink allitottak el6: COTI-2
szarmazékok, FTSC, PTSC, H,NNHMe, H,NNMe;, MeHNNMe;, Me;NNH,, Me;NNHMe,
Me;NNMe, (Bernhard K. Keppler, Christian R. Kowol, University of Vienna), Schiff-bazis 8-
hidroxi-kinolinok (Isabel Correia, University of Lisbon), 5-nitro-8-hidroxi-kinolin (Szatmari
Istvan, SZTE, Gyodgyszerkémiai Intézet). A VLX600 analégokat magam allitottam eld
Christian R. Kowol kutatocsoportjaban.

Szémos feladat megvalositasakor hasznaltam UV-lathaté spektrofotometrias
modszert:

e A ligandumok proton disszociacios allanddinak meghatarozasara, és azok endogén
fémionokkal vald kolcsonhatasanak feltérképezésére;

e EDTA-val torténd ligandum-kiszoritasi reakciok kovetésekor;

o Réz(Il)-, és vas(Il)komplexek aszkorbinsavval és glutationnal torténd redukcio
kinetikai vizsgalatara oxigénmentes koriilmények kozott;

e Lipofilitasi és oldhatosadgi mérések soran;

e A ligandumok ¢és komplexek membran permedbilitdsdnak feltérképezésekor, egy
elére bevont Corning Gentest lemezrendszerrel,

e Ultrasziirés soran, ahol Millipore Amicon Ultra-0.5 membransziir6t hasznaltunk, és
vizsgaltuk a réz(Il)komplexek ct-DNS-hez vald6 kotédését etidium-bromid
kiszoritasos mérések révén;

A mérésekhez Agilent Cary 8454 és Hewlett-Packard 8452A tipust diddasoros
spektrofotométereket, valamint Metrohm Dosimat 665 tipust automata biirettat, Orion 710A
pH-mérét, illetve Metrohm 6.0234.100 kombinalt tivegelektrodot hasznaltam. A vas(ll)-
ionokat tartalmazo rendszerek vizsgalatakor Jacomex laboratoriumi kesztyilis manipulatorban
(02 < 1ppm) végeztem a méréseket. Az egyensulyi allandok meghatarozasahoz a PSEQUAD
programot hasznaltam.

Spektrofluorimetrias méréseket végeztem a DNS-hez val6 k6tddés vizsgalatara, ahol
szintén etidium-bromid kiszoritdsos méréseket végeztiink egy Fluoromax (Horiba Jobin
Yvon) tipust fluoriméter segitségével. A réz(Il)komplexek vizsgalata soran, a koordinalodo
donoratomok tipusarol, szamarol, illetve a geometriarol CD-spektroszkopias modszer soran

nyertlink informacidkat egy JASCO-J-1500 spektrométer segitségével.
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ESR spektroszkopiat hasznaltunk a réz(Il)komplexek vizsgalatara, mely soran a
spektrumokat kiilonb6z6 pH-értékeken €és fémion/ligandum ardnyoknal vettiik fel egy CW-
EPR BRUKER EleXsys E500 spektrométerrel (9,45 GHz, 13 mW, 5 G, 100 kHz),
szobahémérsékleten vagy 77 K-en, May Nora V. (HUN-REN TTK, Budapest) segitségével.

'H NMR spektroszkopids titralasok soran szintén meghatiroztam a ligandumok
proton disszociacios allandoit tovabba néhany esetben kvantitativne NMR segitségével
ellendriztem a szilard anyagok tisztasagat, egy Bruker Ultrashield 500 Plus (500 MHz) tipusu
miszert hasznalva. Az egyensulyi allandok szamitasidhoz itt is a PSEQUAD programot
alkalmaztam.

A ciklikus voltammetrids mérések egy szamitégép vezérelt Autolab-PGSTAT 204
tipustt elektrokémiai mérémiszerrel torténtek. Platina munka-, és segéd-, valamint
Ag/AgCI/KCl (3 M) referencia elektrodot hasznaltam. Nem csupan redoxi potencialokat
hataroztunk meg az egyes réz-, és vaskomplexek esetén, hanem in situ UV-lathaté
spektroelektrokémiai méréseket is végeztem egy Avantes spektrométeren, AvaSpec-
UL2048XL-EVO fényforrassal felszerelt AvaLight-DHc, illetve a spektroelektrokémiai
cellakészletben (AKSTCKIT3), Pt-mikrostrukturalt ,,honeycomb” munkaelektroddal (Pine
Research). A spektrumok feldolgozasara pedig az AvaSoft 8.1.1 szoftvercsomagot
hasznaltam.

A citotoxicitasi vizsgalatok MTT modszerel torténtek, Dr. Spengler Gabriella és
munkatarsai segitségével, mig VLX600 ¢és szarmazékai esetén Dr. Michael Jakupec
laboratoriumaban végeztem méréseket a Bécsi Egyetemen. Itt vizsgaltam tovabba a
programozott sejthalal, mas néven apoptoézis indukciojat, illetve a reaktiv oxigénrészecskék
termelédését is.

A kiegészitd méréseket egylittmlikodo partnereink végezték: rontgenkrisztallografia
segitségével pontos szerkezet-meghatarozast végeztek a VLX600, LC1-3, valamint a COTI-2
ligandumok, tovabba azok kiilonb6z6 fémionokkal képzett komplexeinek egykristalyaibol
(University of Vienna, University of Lisbon). A Bécsi egyetemen végezték az elemanalizist

és a tomegspektrometria méréseket a VLX600 és szarmazékai esetén.
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3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

T1: Kiilonb6z6 (tio)szemikarbazonok vizsgalata soran megallapitottam, hogy a Dp44mT
rendelkezik a legerdsebb, mig az O-3AP a leggyengébb réz(Il)-komplexalé képességgel.
A koordinaciés médokat osszevetve pedig az alabbi sorrendet kaptuk a réz(II)-affinitast

tekintve: (N,N,S7) > (N,N,0") > (O",N,S") > (O",N,O").

T1.1: A kén cseréje oxigénre jelentdsen novelte az oldhatésagot, mig a piridin-nitrogén
fenolos-OH-ra vald cseréje kismértékben csokkentette. Fiziologias koriilmények kozott az

oldhatosagi trend a kovetkezé mddon alakul: O-3AP > 3AP > SSC > STSC > Dp44mT.

T1.2: Az etidium-bromid kiszoritdsi reakciok alapjan a vizsgalt vegyiiletek
réz(IDkomplexekei kozott a ct-DNS-hez vald kotddés erdsségére vonatkozoan, az alabbi
sorrendet allitottuk fel: (O-3AP) > 3AP, Dp44mT > SSC > STSC, ahol az
O-3AP esetén tapasztalt kolcsonhatas valojaban a szabad réz(Il)ionokhoz volt kéthetd a

komplex kis stabilitdsa miatt, mig az STSC rézkomplexe nem volt képes a kiszoritasra.

T2: Mig a triapin-szarmazékok esetében a monometilezésnek csupan Kkis hatasa van a
meghatarozott proton disszociacios allandokra és a képz6dé réz(I)komplexek
stabilitasara, addig a Kkiilonb6z6é helyzetekben (terminalis és a piridingydri
aminocsoportja) torténé dimetilezés nagyobb mértékben novelte a stabilitast.
Megfigyeltem, hogy minél lassabb a rézkomplexek glutationnal valéo redukcioja és

erésebb a rézkoté képességiik, annal nagyobb a ligandumok rakellenes aktivitasa.

T2.1: A triapin tioamid-kénjének metilezése nagyban lecsokkentette a vegyiilet stabilitasat, az
S-Me-3AP DMSO-ban késziilt torzsoldata nem stabilis, ami a CH3SH eliminacidjahoz
kothetd. Emellett megfigyeltem, hogy ez a folyamat fiziologias pH-n vizes oldatban

jelentdsen lassabb, de gyorsabba valik a pH novelésével.

T3: Mind az aszkorbinsav, mind a glutation képes redukalni a COTI-2 és
szarmazékainak vas(Ill)komplexeit. Ezzel szemben a réz(Il)komplexek esetén elsé
lépésként egy vegyes-ligandumi komplex képzodését figyeltiik meg a redukaldszerrel,
melyet lassti redoxi reakcio kovetett az N-terminalisan nem szubsztitualt szarmazéknal
(COTI-NH2), mig a diszubsztitualt ligandumoknal a GSH-val képzett vegyes komplex
képzédése utan nem tapasztaltunk tovabbi jelentos valtozast. A COTI-2-re rezisztens
sejtekben tulexpresszalt ABCC1 efflux pumpa szubsztrat specifikus a GSH-ra, igy a

képz6do Cu(Il)-ligandum-GSH vegyes komplexet képes felismerni, és a sejten Kiviilre

7
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pumpalni a COTI-2 (valamint a masik ketté N-terminalisan diszubsztitualt szarmazék)
esetén, ami rezisztenciat eredményez. Ellentétben a COTI-NH; ligandummal, ahol a
réz(Il)komplex redukcio soran a ligandum felszabadul a komplexbél, amit ebben a

formaban az efflux pumpa nem ismer fel.

T3.1: A vizsgalt ligandumok mono-, és bisz-ligandumu komplexeket képeznek a vas(l1)-,
vas(ll)- és a cink(Il)ionokkal, mig a réz(Il)ionokkal csupan mono-ligandumi komplexek
képzddnek. A vas(ll)komplex bizonyult a legnagyobb stabilitasunak, ezt kdvették a réz(Il)-,
cink(11)- és vas(l11)komplexek.

T3.2: A ligandumok termodinamikai oldhatdsagat tekintve az alabbi sorrendet allitottuk fel:
COTI-2 < COTI-NMeCy << COTI-NMe, < COTI-NH,.

T4: Az L*-L® ligandumok vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a tavoli poziciéban 1évo
Kiilonboz6 szubsztituensek csak minimalis hatast gyakorolnak az aromas -OH és NH"
csoportok pK, értékeire. Mig az elektronszivé klor- és fluor szubsztituensek csokkentik a
kozeli benzohidrazid-NH csoport pK, értékét, addig az elektrondonor metil- és
metoxicsoportok novelik azt. A szimolt pCu értékek alapjan az L' és L’ hasonlé
erdsséggel képes komplexet képezni a Cu(ll)-ionokkal, mig az L® valamivel kisebb
stabilitasi komplexeket képez, ami arra utal, hogy a benzohidrazid Nzim nem vesz részt a

komplex koordinacidjaban.

T4.1: A glutationnal és aszkorbinsavval végzett vizsgalatok soran a rézkomplexek redukciojat
figyeltik meg, a ligandum felszabadulasa mellett, ugyanis a keletkezett Cu(I)-komplex
disszocial, és stabilis Cu(l)-komplex jon létre a redukaloszerrel. Megallapithatd, hogy a
redoxi reakcid az erG6sebb redukaloszernek szamité glutationnal gyorsabb, és

reakciosebességek a kovetkezd tendenciat mutattak: L' ~ L®> L

T5: Az LC1-3 ligandumok NgH* és —OH csoportjaihoz tartozé pK, értékek Kisebbek,
mint a referenciavegyiilet, a 8-hidroxi-kinolin megfelelé egyensulyi allandoi. Ezek a
ligandumok a réz(I)- és a cink(ll)ionokkal mono- és bisz-ligandumua komplexet
képeznek, tovabba megallapitottuk azt is, hogy a réz(Il)komplexek joval nagyobb

stabilitasuak, mint a cink(II)komplexek.

T6: Az HQNO,-L-Pro ligandum esetén a meghatarozott stabilitasi szorzatok a Cu(ll)-,
és a Fe(lll)-komplexekre a legnagyobbak, mig a Fe(Il)-, és Zn(II)-komplexek esetén

kisebbek. Fizioldgias koriilmények kozott a kiillonb6zo fémionok felé mutatott affinitas:

8
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Cu(ll) > zZn(11) > Fe(ll) > Fe(ll1). A Cu(ll)- és Zn(II)-ionok komplexiben a prolin

donorcsoportjai is részt vesznek a koordinaciéban.

T6.1: HQNO,-L-Pro vaskomplexének ciklikus voltammetrias mérésekor reverzibilis, mig a
rézkomplex esetén irreverzibilis redoxi folyamatok jatszodnak le. A vaskomplexre

meghatarozott nagyobb formal potencial a vas(IT)ion-felé mutatott nagyobb affinitasra utal.

T7: Sikeresen eléallitottam a VLX600 vaskelatort, illetve annak négy uj, a haromfogu
tioszemikarbazonok szerkezete altal inspiralt szarmazékat. A VLX600 vizes oldatban
képes a Fe(lll)-ionokat redukalni, a Kképz6dé Fe(II)-komplexet sikeriilt
kikristalyositanom, melynek szerkezetét SC-XRD vizsgalat igazolta. A Fe(ll)-, és Zn(II)-

ionokkal mono- és biszkomplexek, mig Cu(ll)-ionokkal csak monokomplexek képzodik.

T7.1: A ciklikus voltammetrias méréseim alapjan megallapitottam, hogy a VLX600 és
szarmazékai magas formal potencial értéket mutatnak a Fe(III)/Fe(Il) redoxparnal, ami a
vegyiiletek Fe(ll)-ionok felé mutatott nagyobb affinitasat jelzi. Ezzel szemben viszonylag
kisebb értékeket hataroztunk meg a rézkomplex esetén, ami a Cu(Il)-ionokkal szembeni

nagyobb affinitasra utal a Cu(l)-ionokhoz hasonlitva.

T7.2: A VLX600 in vitro citotoxikus aktivitasat harom kiilonb6z6 tipusi human rakos
sejtvonalon (A549, CHL/PA-1, SW480) vizsgaltam, Cu(ll)-, Zn(ll)-, és Fe(IlI)-ionok
jelenlétében a VLX600 esetén, tovabba a szabad ligandumokra. Erds citotoxikus hatast
mutattak mind a ligandumok, mind a komplexek, azonban az egyes ligandumok kozott nem

tapasztaltunk jelentds mértéki eltérést.

T7.3: Aramlasos citometridval koncentraciofiiggd apoptozis indukciot figyeltink meg a
VLX600 esetében, de az apoptotikus események szazalékos aranya csokkent Cu(Il)-, Zn(Il)-,

¢s Fe(IlI)-ionok jelenlétében.
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