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1. Tartalmi 6sszefoglalo

Szamos tioszemikarbazon-szarmazékot ¢és azok fémkomplexeit mar széles korben
tanulmanyoztak antimikrobialis, virusellenes és daganatellenes hatasuk miatt. Mind a
koordinalé donorkészlet, mind a szubsztituensek erdsen befolyasoljak a fémkomplexek
stabilitasat és farmakologiai hatasat. Az aminoguanidinbdl szarmazé guanilhidrazon-tipusu
Schiff-bazisokat is széles korben vizsgaljak szerkezeti sokoldalisaguk miatt. A haromfogu 2-
formilpiridin-guanilhidrazonok az a-N-piridil tioszemikarbazonok analdgjainak tekinthetok,
ahol a tioamid egységet a guanidincsoport helyettesiti. A tioszemikarbazonokkal szemben,
azonban ilyen (N,N,N) donorkészletet tartalmazo szarmazékok oldategyensulyi vizsgalata a

szakirodalomban meglehetdsen hianyos.

Tudomanyos didkkori munkam soran kiilonb6z6 2-formilpiridin-guanilhidrazon Schiff-bazis-
szarmazékokat, valamint réz(Il)- ¢és vas(Il/Il)komplexeiket vizsgaltuk. A tioamid
iminocsoporttal (C=S—C=NH) t6rténd helyettesitése mellett vizsgaltuk amin, morfolin, és
piperazin szubsztituensek hatasat is a ligandumok proton disszociacios allandoira és a képz6do
komplexek stabilitasi szorzataira. Oldategyensulyi és redoxi tulajdonsagaik jellemzése céljabol
pH-potenciometrias, = UV-lathatd  spektrofotometrias, ciklikus  voltammetrids  és
spektroelektrokémiai méréseket végeztiink. Tovabba a réz(Il)komplexek fiziologias
redukaloszerekkel vald kozvetlen reakciojat UV-lathatd spektrofotometridas modszerrel

kovettik.

Megallapitottuk, hogy a fiziologias pH-n semleges analog tioszemikarbazonokkal szemben
ezek a ligandumok talnyomorészt pozitiv toltésiiek, és a szamolt képzddési allandoik alapjan
mind a réz(Il)-, mind a vas(II/IIl)ionokkal kisebb stabilitasu komplexeket képeznek. A
kelatképzé helyzetben 1évé morfolin- és piperazin-nitrogénekkel 1étrejové négyfogu
koordinacié sem novelte meg szamottevéen a komplexek stabilitdsat. A vizsgalt human rakos
sejtekkel szemben (Colo205, Colo320, MCF7) sem a ligandumok, sem a rézkomplexeik nem
bizonyultak citotoxikusnak. Osszefoglalva, a tioamid-kén iminocsoportra torténd cseréje

kisebb stabilitasu fémkomplexeket és gyengébb rakellenes hatasu vegyiileteket eredményezett.

Kulcsszavak: tioszemikarbazon, guanilhidrazon, morfolin, piperazin, stabilitasi allando,

redoxi reakcio, citotoxicitas



2. Bevezetés

Vilagszerte a leggyakoribb halalokok kozé tartoznak a rakos megbetegedések, melyek kezelése
napjainkban is igen nagy problémat jelent. Szamos sikeres rakellenes vegyiiletet allitottak mar
eld, alkalmazasukat azonban gyakran korlatozzak a fellépd sulyos mellékhatasok és a kialakuld
rezisztencia. Ezen problémak miatt Gjabb potencialis hatéanyagok, koztik tobbféle
fémkomplex fejlesztése is intenziv kutatdsi teriiletet jelent. Egy ilyen vegyiiletcsalad a
tioszemikarbazonok (TSK-o0k) és azok kiilonb6z6 analog vegyiiletei, valamint fémkomplexeik.
A TSK-okban 1évé kén, egyéb kalkogénatomra (pl. O és Se) torténd cseréje nagyban
megvaltoztatja a ligandumok fémionokkal valé kolcsonhatasat és biologiai hatasat [1]. A
tioamid egység guanidincsoportra torténd cseréjével szarmaztathatjuk a guanilhidrazonokat, és
az ilyen tipusu vegyiiletek és fémkomplexeik is gyakran mutatnak kiemelkedd antibakteridlis

¢s antiviralis hatast, ill. néhany vegyiiletnek igéretes rakellenes aktivitasa is van [2,3].

Kutatomunkam soran hat (N,N,N)-donorkészletet tartalmazé guanilhidrazon
szarmazékot  vizsgaltunk, melyek a piridingyGrQi eltér6 pozicidiban kiilonb6z6
szubsztituenseket tartalmaznak, mint amin, morfolin, N-metil-piperazin. Kivancsiak voltunk
arra, hogy a tioamid iminocsoporttal (C=S—C=NH) tortén6é helyettesitése, valamint a
kiilonb6z6 szubsztituensek beépitése hogyan befolyédsolja az oldatkémiai tulajdonsdgokat és az
in vitro citotoxicitast. A kiilonb6z6 vegyiiletek szerkezete, oldatkémiai tulajdonsagaik,
valamint a rakellenes hatasuk kozotti osszefiiggések megértéséhez sziikséges a szarmazékok
oldategyensulyi vizsgalata, tovabba azok réz(Il)-, illetve vas(ll/lI)komplexeik oldatbeli
stabilitasanak ~ és  redoxi tulajdonsagainak tanulmanyozasa és  Osszehasonlitisa

rokonvegyiiletekkel.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Daganatos betegségek kezelése

A daganatos megbetegedések napjainkban a leggyakoribb haldlokok kz¢ tartoznak. Tobb mint
100 kiilonboz6 tipust rakos megbetegedés ismert, melyek tiinetei és lefolyasa kiilonbozo, igy
ezek eltérd kezelést igényelnek. Az onkologiai sebészet, illetve a sugarterapiak mellett a
gyogyszeres kezelések a legelterjedtebbek. A hatoanyagok kozott vannak DNS-alkilez6 szerek,
antimetabolitok, citotoxikus antibiotikumok, tubulin mérgek, illetve célzott hatasu,
kismolekulas gyogyszerek, és az egyre inkabb eldretdoré immunoterapids készitmények. A
kemoterapids gyogyszerek koziil még mindig kiemelt fontossaguak a platina(Il)komplexek,
melyek a legszélesebb korben haszndlt rakellenes szerek kozé tartoznak. Legelterjedtebb a
ciszplatin (1. abra), melyet gyogyszerként 1978-ban torzskonyveztek here- és petefészekrak,
illetve hugyholyag-, fej- és nyakdaganatok kezelésére. A ciszplatin alkalmazasanak sikerét
bizonyitja, hogy bevezetése ota a hererdkos betegek gyogyulési aranya meghaladta a 95%-ot
[4], azonban hasznalatat korlatozzak a kialakulo stlyos mellékhatasok, melynek oka a nem
megfeleld szelektivitas, emellett gyakran rezisztencia alakul ki a hasznalatakor [5,6]. Ezek a
problémak 0sztondzték az Gjabb hatdanyagok szintézisét, melyek koziil a karboplatin és az
oxaliplatin (1. abra) [6] is klinikai alkalmazasba keriilt. Bar a benniik talalhato tavoz6 ligandum
inertebb a ciszplatinban levd kloridionokhoz képest, igy is kellemetlen mellékhatdsok 1épnek
fel az alkalmazasuk soran. Ezen okok miatt a kiilonféle vegyiiletek, koztik fémkomplexek
eléallitasa és vizsgalata a mai napig fontos kutatoi feladat. Az uj vegyiiletek eléallitasakor a
szelektivitas ndvelése mellett a vegyiiletek hatékonysaganak novelése a cél, mely legtobbszor

kiillonféle szerek kombinalasaval érhet6 el.
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1. abra: Klinikai hasznalatban 1évé platina(ll)komplexek szerkezeti képlete.



3.2. Tioszemikarbazonok és analog vegyiileteik

Raékellenes fémkomplexek fejlesztése mellett kiilonb6z6 olyan szerves molekulakat is
eldallitottak mar, melyek hatasa az emberi szervezeten beliili, endogén fémionokkal valo
komplexképz6désiikh6z kotédik. Fontos vegyiiletcsaladot képviselnek a szakirodalomban
vaskelatorként szamon tartott TSK-ok is, melyek fémkomplexei gyakran mutatnak akar a
ligandumét is meghalado rakellenes hatast. Rakellenes tulajdonsaguk 1960-ban lett igazolva a
2-formil-piridin-TSK (FTSC, 2. abra) leukémiaval szembeni hatasanak felismerésével [7].
Egyik legismertebb képviseldjiik a 3-aminopiridin-2-karbaldehid-TSK (triapin, 2. abra), mely
jelenleg klinikai fazis III tesztelés alatt all [8]. A triapin hatdsmechanizmusa a DNS
bioszintézisében kulcsszerepet jatszo vastartalmu ribonukleotid-reduktdz enzim inhibiciojan
alapul. Ugyanakkor az N-terminalisan diszubsztitualt szarmazékainal inkabb a rézionokkal vald
kolcsonhatasnak lehet szerepe [7]. A TSK-ok alapvaza (N,S) donoratomokat tartalmaz,
azonban altalaban egy harmadik donorcsoport is megtaldlhatdé a vegyliletekben, az o-N-
heterociklusos TSK-ok egy piridin-nitrogént (ilyen a triapin is), a szalicilaldehid TSK-ok pedig
egy fenolos-OH csoportot tartalmaznak. A TSK-ok szintézise egy aldehid vagy keton és egy
tioszemikarbazid kondenzacios reakcidja révén torténik, igy Schiff-bazis szarmazékoknak is
tekinthetjiik Oket. A vegyiiletek szerkezete bioizoszter helyettesités révén (pl. C=S cseréje
C=Se, C=0 ill. C=NH csoportokra), illetve kiilonb6z6 szubsztituensek beépitésével varialhato.
Az emlitett szerkezetbeli valtoztatasok befolyasol(hat)jak a ligandumok proton disszociacios

allandoit (Ka) és fémionkoto képességiiket, igy a biologiai hatast is.
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2. abra: Az a-N-heterociklusos TSK-ok két legismertebb képvisel6jének szerkezeti képlete.

A TSK-ok legismertebb képviseldje, a triapin esetén a tioamid-kén oxigénre és szelénre
torténd cseréjének hatasat korabban mar tanulmanyoztak az oxo-triapin (O-triapin), valamint a
szeleno-triapin (Se-triapin) vizsgalataval (3. abra) [1]. A ligandumok pKa értékeit pH-
potenciometria, UV-lathato (UV-Vis) spektrofotometria és 'H NMR spektroszkopiai

modszerek alkalmazasdval hataroztdk meg. Az eredmények alapjan a piridin- és hidrazon-



nitrogénjeinek pKa értékei az alabbi sorrendben csokkentek: O-triapin > triapin > Se-triapin. A
komplexképzodési folyamatokat pH-potenciometrias, UV-Vis spektrofotometrias és
elektronspin rezonancia (ESR) spektroszkopiaval vizsgaltak. Az eredmények alapjan
megallapitottak, hogy a Se-triapin réz(I)komplexe nagyobb stabilitasi, mig az O-triapiné
kisebb stabilitasti a triapinéhoz viszonyitva. Nyomon kovették a réz(Il)komplexek két
természetes redukaloszerrel vald reakciojat spektrofotometridsan. A nagyobb stabilitdsu Se-
triapin réz(Il)komplexét a glutation (GSH-nal) lassan redukalja, aszkorbinsavval (AA-val)
azonban nem redukalhatd, mig a kisebb stabilitast O-triapin réz(Il)komplexével a redoxi
reakciok nagyon gyorsan lejatszodtak mind a két redukaldszerrel. A vasionokkal valo
komplexképzddési egyensulyi folyamatokat vizsgalva megéllapitottdk, hogy a triapin, illetve a
Se-triapin mind a vas(Il), mind a vas(Ill)ionokkal nagy stabilitasti komplexeket képez, azonban
az O-triapin vas(Ill)ion iranti affinitdsa nagyobb a vas(I)ionhoz képest, de a képzddd
vas(Ill)komplexek stabilitasa kisebb, a triapin vas(Ill)komplexéhez viszonyitva. Feltehetbleg
ezen kiilonbségek befolyasoljak a vegyiiletek rakellenes hatasat. Az O-triapin nem bizonyult
citotoxikusnak. A réz(Il)ionokkal valdé komplexképzés csak az O-triapinnal eredményezett a

ligandum sajat hatasat meghalado citotoxicitast [9].
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3. abra: A bioizoszterikus csere révén létrejové O-triapin és Se-triapin szerkezeti képlete.

A TSK vegyiiletekkel egyéb analdog szerkezetli vegyiiletek szintézise is igen gyakori,
melyek atmenetifém-komplexeit is széles korben tanulméanyozzak farmakologiai potencialjuk
miatt, beleértve a rakellenes, antibakterialis és antioxidans hatasukat [9,10]. llyen a két
aminoguanidin egységet tartalmazo mitoguazon (metilglioxal-bisz(guanilhidrazon), 4. abra),
mely fazis II, illetve III klinikai vizsgalatok alapjan potencialisan alkalmas az akut leukémia és

az AIDS-szel 6sszefiiggd non-Hodgkin limfoma kezelésére [1].
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4. dbra: A mitoguazon szerkezeti képlete.
3.3. Guanilhidrazon szarmazékok

A kénatom egyéb kalkogénatomokra torténd cseréje mellett érdemesnek tartottak megvizsgalni
a tioamid-kén (C=S) iminocsoporttal (C=NH) tortén6 helyettesitésének hatasat is. Az igy kapott
guanilhidrazon-szarmazékok, valamint fémkomplexeik gyakran kiemelkedd antibakterialis és
antivirdlis hatassal rendelkeznek, illetve néhany vegyiilet igéretes rakellenes aktivitast is
mutatott [2,3]. Emellett antioxidans hatasuknak koszonhet6en a karbonil stressz (ami gyakran
a sejtek oxidativ stresszének eredménye) és a cukorbetegség (diabetes mellitus) szovédmények
kialakulasanak gatlojaként is ismertek [11]. Ezen tulajdonsdgaik miatt nagy érdeklddés

mutatkozik a guanilhidrazonok, illetve fémkomplexeik vizsgalata irant.

Ezek koziil kiemelked6 fontossagi az (N,N,N)-donorcsoportokkal rendelkezd 2-
acetilpiridin-aminoguanidin (5. abra), illetve réz(Il)komplexe [11,12]. Ebben a
réz(IDkomplexben a ligandum a piridin-, azometin- és imin-nitrogénatomjain keresztiil
koordinalodik. Az eredmények alapjan a réz(Il)komplex mérsékelt antibakterialis és enyhe
gombaellenes aktivitast mutatott. Az iminocsoporttal torténd helyettesités hatasat vizsgaltak az
(O7,N,N)-donorcsoportokat tartalmaz6 2-hidroxi-benzaldehid-aminoguanidinnel (5. abra)
[13,14] is. A réz(IDkomplexek oldategyenstlyi-, valamint redoxi vizsgalatok alapjan a rokon
TSK-okhoz hasonléan nagy stabilitast mutattak. Ezen ligandum vas(l11)ion-koté képessége
hasonld az analég TSK-hoz, azonban a vas(ll)ionok irant 1ényegesen Kisebb affinitast mutatott.

A vegyiilet human vastagbélrakos sejtvonalakkal szemben mérsékelten volt aktiv [3].
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5. abra: A tioamid kén (C=S) iminocsoporttal (C=NH) térténé helyettesitése altal Iétrejott szarmazékok

szerkezeti képlete.

Ezen eredmények alapjan a tioamid-kén iminocsoportra torténd cseréje varhatéan a
dolgozatban targyalt 2-formilpiridin-szarmazékok fémkoté képességre, valamint ennek
kovetkeztében a farmakologiai aktivitasra is hatassal lesz. Az (N,N,N)-donorcsoportokkal
rendelkez6 ~ 2-formilpiridin-guanilhidrazon Schiff-bazis-szarmazékokra  és  azok
fémkomplexeire vonatkozdan azonban még nem tortént széles korti oldategyensulyi vizsgalat

korabban.
3.4. Morfolin és N-metil-piperazin szubsztituensek hatasa

Korabban vizsgaltak kelatképz6 pozicioban 1évé morfolin, illetve N-metil-piperazin
szubsztituensek hatasat TSK-okkal, ugyanis ezen csoportok morfolin- vagy piperazin-
nitorgénatomja képes koordinalni, ezzel létrehozva egy négyfogu (N,N,N,S)-
donorcsoportokkal rendelkez6 ligandumot, mely hatassal lehet a réz(Il)komplexek stabilitasara,
valamint az in vitro citotoxicitasra. Ezen tanulmany soran 4 kiilonb6z6 morfolin-, valamint
piperazincsoportokat tartalmaz6 FTSC szarmazékot szintetizaltak és jellemeztek [15]. Az igy
létrejott vegyliletek (mPip-FTSC, mPip-dm-FTSC, Morph-FTSC, Morph-dm-FTSC, 6. abra)
vizsgalata sordn tobbek kozott megfigyelték a szerkezeti modositasok hatdsat a
réz(I)komplexek koordinaciés moddjaira, illetve a rakellenes hatasra. Az mPip-dm-FTSC és
Morph-dm-FTSC ligandumokkal a komplexképz6dés miatti protonleszoritas mar a kiindulasi
pH-n (pH ~ 2) majdnem teljes volt és csak elhanyagolhatdo mennyiségili szabad réz(I)ion volt
kimutathaté ESR modszerrel, ami a képz6dott komplexek kiemelkedden nagy stabilitasara utal.
Emiatt a [CuL]® komplex latszolagos stabilitasi allandoit EDTA-val végzett kompeticids
reakciokkal hataroztak meg. A szamolt pCu (pCu = —Ig[Cu(II)]) értékek joval nagyobbak (17,6
¢s 17,0) pH = 7,4-n, mint a haromfogu analég TSK-onal (pl. a triapinnal pCu = 11,6) azaz a
réz(Il)komplexek stabilitdsa jelentdsen megndtt a négyfogu koordinacid révén. Vizsgaltdk a

ligandumok, valamint a réz(II)komplexek rakellenes hatasat is, és bar a ligandumok nem voltak
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aktivak, réz(Il)komplexeik viszont igen. Ugyanakkor egyéb morfolin-szubsztitualt 2-
formilpiridin-tioszemikarbazonok réz(Il)komplexeinek stabilitisait a morfolin-nitrogén

negyedik koordinacios helyen torténd koordinacidja nem novelte meg [16].

x/ﬁ | X S
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MPip-FTSC (R = H, X = NCH,)
MPip-dm-FTSC (R = CH;, X = NCH,)
mMorph-FTSC (R=H, X=0)
mMorph-dm-FTSC (R = CH;, X = 0)

6. abra: Morfolin és N-metil-piperazin szarmazékok szerkezeti képlete.
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4. Célkitizés

A tioszemikarbazonok fémkomplexeinek stabilitasat és farmakoldgiai hatasat nagymértékben
befolyasolja a koordinald donorcsoportok, illetve a kiilonboz6 szubsztituensek jelenléte. A
tioszemikarbazonokbol a tioamid-kén iminocsoportra torténd cseréjével szarmaztathatd 2-
formilpiridin-guanilhidrazonok  (N,N,N)-donorcsoportokat tartalmaznak, ¢és endogén
fémionokkal képz6d6 komplexeik oldatbeli stabilitasara vonatkozdéan meglehetésen hianyos a
szakirodalom. A tioszemikarbazonokkal val6 dsszehasonlitas érdekében ezért munkank soran
célul tiiztlik ki hat kiilonb6z6 guanilhidrazon szarmazék (a triapin guanilhidrazon analogja, a 2-
formilpiridin-guanilhidrazon és annak morfolin- és N-metil-piperazin szarmazékainak)
szisztematikus oldategyenstlyi vizsgalatat. Munkank soran Osszefliggéseket keresiink a
kiilonboz6 vegyliletek szerkezete, oldategyensulyi tulajdonsagai és in vitro citotoxikus hatasa

kozott.
Ehhez a kovetkezdket tlizziik ki célul:

l. A kivalasztott ligandumok proton disszociacios folyamatait pH-potenciometrias és
UV-Vis spektrofotometrias titralasok segitségével vizsgaljuk, ami alapjan
meghatarozzuk a proton disszociacids allanddkat, és hogy milyen protondltsagi
allapotban vannak jelen vizes oldatban, fiziologias pH-n.*H NMR spektroszkopiai
méréseket végziink a deprotonalddasi folyamatok nyomon kovetése céljabol.

Il. Ertelmezziik a ligandumok, valamint réz(II)komplexeik egyiittmiikodé partnereink
altal vizsgalt in vitro citotoxikus hatasait rakos sejtvonalakon, valamint
antibakteridlis hatasukat is.

I, A réz(Il)komplexek Osszetételét és képzodési allandoit pH-potenciometrias és UV-
Vis spektrofotometrias titralasok segitségével hatarozzuk meg. Tovabba ESR
spektroszkopiai mérésekkel nyeriink informaciot a réz(Il)komplexek koordinacios

IV. A réz(IDkomplexek redoxi tulajdonsdgainak megismerése céljabol ciklikus
voltammetrias és UV-Vis spektroelektrokémiai méréseket végziink, illetve UV-
lathato spektrofotometria segitségével kovetjiik két természetes redukaloszerrel, a
glutationnal és az aszkorbinsavval valo reakciojuk lejatszodasat.

V. Jellemezziik a vas(I1)- illetve vas(l11)ionokkal valo komplexképzédési folyamatokat

UV-Vis spektrofotometrias titralasok elvégzésével.
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5. Kisérleti rész

5.1. Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalt vegyiiletek (L-P, L-AP, L-Morf*-P, L-Morf°-P, L-Morf®-P, L-Pip®-P) szintézise és
karakterizalasa a Bécsi Egyetem Szervetlen Kémiai Intézetének laboratériumaban tortént
(Tatsiana V. Petrasheuskaya, Vladimir B. Arion). A glutation (GSH), az aszkorbinsav (AA), a
4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav (DSS), a D20 és a 2-[4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazinil]-
etanszulfonsav (HEPES) a Sigma-Aldrich terméke. A KCl, KOH, KNO3, KH-ftalat, HCI,
CuCl; és FeCls a Reanal cégtdl allt rendelkezésre.

A ligandum tdrzsoldatok elkészitéséhez Milli-Q vizet hasznaltunk, az oldatokat tomeg
szerinti beméréssel készitettiik. A réz(Il)- és vas(Ill)-tartalmu toérzsoldatok készitéséhez a CuClz
¢és FeCls fémsokat s6savban oldottuk, koncentraciojukat EDTA-val végzett komplexometrias
titralassal hataroztuk meg. A vas(Il)-tartalmu oldatot vaspor sésavban torténd feloldasaval,
oxigénmentes argon atmoszféraban, laboratoriumi kesztylis manipulatorban (‘glove boxban'-
ban) készitettiik, taroltuk és hasznaltuk. A fémtorzsoldatok savtartalmat pH-potenciometrias
titralassal hatdroztuk meg. A természetes eredetli redukaloszerekkel (GSH, AA) torténd
reakciok soran HEPES pufferrel allitottuk be a pH-t (pH = 7,4). A mérések soran a 0,10 M-0s

allando ionerdsséget KCl és KNOg3 hasznalataval allitottuk be.
5.2. pH-potenciometria

A pH-potenciometria modszere alkalmas a ligandumok protonalodasi 4llandoinak
meghatarozasara, illetve altalanos modszer a komplexképzddési folyamatok kovetésére,
amennyiben a komplexképzddés soran protonleszoritas torténik a ligandumrol. A
komplexképzddés (1) az alabbi egyenlet segitségével irhatd le (ahol M: fémion, L: teljesen
deprotonalt ligandum, H: proton; p, q, r: sztochiometriai egyiitthatok):

pM + gL + rH = M,L,H, 1)

A képz6do részecskék stabilitasi szorzata (vagy képzddési allandodja) (2):

_ [MquHT]
Brar = [M]P [L]4 [H]" (2)
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Az egyensulyi allandok meghatarozasahoz a Hyperquad programot [17] hasznaltuk. A
kiindulasi fajlban harom komponens szerepelt, a fémion (M), a deprotonalt ligandum (L) és a
proton (H), illetve megadtuk a képz6do asszociatumok szamat és Osszetételét. Bemend adatok
tovabba az adagolt mérdoldat — pH adatparok, a komponensek kiinduldsi koncentracioja, a
kiindulasi térfogat, a kozelitd stabilitasi szorzatok és a vizionszorzat. Ezen adatok alapjan a
program az M, L és H komponensekre felirhaté anyagmérleg-egyenletek (3, 4, 5) megoldasaval
elvégezte a szamolast.

Az M, L és H komponensekre felirhaté anyagmérleg-egyenletek:

cm = [M] + X1 DiBpqir [M]PH[L] T [H]" (3)
¢, = [L] + Xis1 4iBpiqur [IMIPHL] " [H]™ (4)
cy = [H] + Xi1 7iBp,qur [MIPI[L] T [H]" ()

5.2.1. Mérési koriilmények

A pH-potenciometrias mérérendszer kalibralasat az Irving-féle modszerrel végeztiik el [18],
ezen modszer alapja egy erds sav erds bazissal valo titralasa. Az Irving-féle korrekcios faktort
¢s a vizionszorzatot az Abu9x nevii programmal a Gran-moédszer [19] segitségével hataroztuk
meg. A titralashoz egy Metrohm Titrando 888 tipust, Tiamo szoftverrel rendelkezé automata
biirettat és a hozzatartozo 6.0262.100 kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk. A mérédmuszert
0,050 M KH-ftalattal (pH=4,008) hitelesitettiik, a meredekség értékét a titralasokkal szamolt
vizionszorzat (pKw=13,76 = 0,01) alapjan valasztottuk meg.

A pH-potenciometrias méréseket vizes oldatban végeztiik 25,0 + 0,1 °C-on. A ligandum
koncentracidja 2,0 mM volt a mintakban, a fémionkoncentracié pedig 0,67 — 2,0 mM kozott

valtozott mind a réz(l1)-, mind a vas(l1)ionok esetében, a minta kezdeti térfogata 10,0 mL volt.

crer

cyey

kozotti pH-tartomanyban végeztiik, a mintak ionerdssége allando volt (I = 0,10 M (KCI)). A
méréseket argon atmoszféra alatt végeztiik, azaz argont buborékoltattunk a mintakba, vagy

'glove box'-ban dolgoztunk.
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5.3. UV-lathato spektrofotometria

Az UV-Vis spektrofotometrids modszer segitségével azon kromofor csoportot tartalmazo
vegylletek vizsgalhatok, melyek fényt abszorbedlnak a 200-800 nm hullamhossz-
tartomanyban. Fémkomplexeknél az abszorpcids csticsok a fémion d-d dtmeneteihez, illetve a
fémion ¢és ligandum kozotti toltésatvitelhez és magahoz a szabadon 1évé vagy koordinalt
ligandumhoz kothetdk, igy a modszer segitségével vizsgalhatéak a komplexképzodési
folyamatok. A modszer segitségével meghataroztuk a kiilonbozé protonaltsaga
ligandumformak molaris abszorbancia spektrumait, komplexképzddési egyensulyokat
vizsgaltunk, illetve nyomon kovettiik a réz(Il)komplexek redoxi reakcidjat GSH-val és AA-val.

Az UV-lathatd spektrumok felvételéhez az alabbi spektrofotométereket hasznaltuk:
Agilent Cary 8454, Agilent Cary 3500, Thermo Scientific Evolution 220, Avantes AvaSpec-
UL2048XL-EVO Fiber Optic). Ezen titrdldsok soran a pH-mérd, illetve annak kalibralasa
megegyezett a pH-potenciametrianal leirtakkal. A kivalasztott ligandumok, illetve a
réz(Il)komplexek titralasa soran a ligandum koncentracioja 53 — 54 uM vagy 0,32 — 0,64 mM
volt, attol fliggden, hogy a toltésatviteli savokra vagy a d-d atmenetekre voltunk kivancsiak, a
fémion-ligandum koncentracidaranyok pedig 1:1, 1:1,5 és 1:2 voltak. Az uthossz 1 cm, illetve
a d-d atmenetek vizsgalata soran 4 cm volt. A vas(ll)ionokkal végzett titralasoknal a ligandum
koncentracidja 0,10 — 0,49 mM volt, a fém-ligandum aranyok pedig 1:1, 1:2 és 1:3. Ezen
mérések soran az anaerob koriilmények biztositasa céljabol 'glove box'-ban végeztik. A
titralasokat 1,8 és 11,6 kozotti pH-tartomanyban végeztiik, a mintak ionerésségét 0,10 M KCl

segitségével tartottuk allando értéken.

A réz(Il)komplexek redukaloszerekkel (GSH, AA) valo reakciojanak idobeliségét UV-
Vis spektrofotométerrel kovettiik. A méréseket tandemkiivettaban (Hellma tandem cell, 238-
QS) végeztiik, amelyben a reakcid6 megkezdéséig a reaktansok elkiilonitve voltak. A fém-
ligandum arany minden mérésnél 1:1 volt, a GSH/AA felesleg maximum 10,7-szeres volt. Az
oldatok pH-jat 50 mM HEPES pufferrel allitottuk be pH = 7,40-re. A spektrumokat a keverés
eldtt, majd kozvetleniil utana vettiik fel, és a valtozasokat addig kovettiikk, amig mar nem

észleltiink tovabbi abszorbanciavaltozast.
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5.4. Ciklikus voltammetria és spektroelektrokémia

A ciklikus voltammetria mddszere elektroaktiv anyagok redoxi tulajdonsagainak vizsgalatara
alkalmas. A mérés soran a fesziiltséget linedrisan valtoztatjuk egy adott tartomanyon beliil,
alland6 pasztazasi sebesség mellet, majd mérjiik a potencialt a referencia- és a munkaelektrod
kozott, az dramerdsséget pedig a munka- ¢és a segédelektrod kozott. A fesziiltség csokkentése
soran megfigyelhetd a vegyiilet oxidalt forméjanak redukcioja az elektrdd feliiletén, mely soran
katodos aram képzdédik. A katédos aram maximuma a redukcids potencidl elérésekor
tapasztalhato, a fesziiltség tovabbi csokkentésével az oxidalt forma koncentracidja az elektrod
feliiletén csokken, igy az dramerdsség is csokken. Ezt kovetden a fesziiltség ndvelésének
hatasara a vegyiilet redukalt formaja oxidalodik €s megjelenik az anddos aram.
A fesziiltségkiilonbséget (6) az anddos- €s katddos csticspotencidl kiilonbsége adja meg
(ahol Ea: anddos cstuicspotencial, Ex: katodos csticspotencial, n: elektronatmenetek szama):
AE = Eac—Er=59 n[mV] (6)
A fesziiltségkiilonbség elméleti értéke reverzibilis paroknal 59 mV egy elektondtmenetnél. A

formalpotencialt Eq és Ex atlaga adja meg.

A ciklikus voltammetrias mérésekhez egy szamitogéppel vezérelt Metrohm Autolab-
PGSTAT 204 tipust elektrokémiai méromiiszert hasznaltunk. A mérések soran Ag/AgCl/KCl
(3M) referencia elektrodot, iivegszén munkaelektrodot és platina segédelektrodot
alkalmaztunk. A rendszert frissen készitett Nas[Fe(CN)s] (0,01 M) oldattal kalibraltuk (E12 =
+0,458 V vs. NHE), ezzel ellendrizve a rendszer allapotat. A vizsgalatokat 1:1, 1:2 és 1:3 fém-
ligandum arany mellett végeztiik, ahol a fémion koncentracigja 0,68 — 1,96 mM kozott
véltozott. A pH-t KOH oldat segitségével allitottuk pH = 7,4-es értékre. Az alkalmazott
ionerdsség 0,10 M volt, melyet KNOs-oldattal allitottunk be. Az oxigén kizarasdhoz argont
buborékoltattunk a mintaba mérés el6tt, majd a minta folé a mérés teljes ideje alatt.

Az UV-Vis spektroelektrokémiai méréseket az Avantes AvaSpec-UL2048XL-EVO
szaloptikas fotométer segitségével végeztiik, AvaLight-DHc tipust fényforrassal. A méréseket
egy Pt mikroszerkezetli, méhsejtes munkaelektroddal és egy Ag/AgCI/KCI
referenciaelektroddal végeztiik. A mérésekhez a CV mérésekhez készitett mintakat higitottuk a

megfeleld koncentracio elérése céljabol.
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5.5. 'H NMR spektroszképia

A H NMR spektroszkopiai modszert a ligandumok deprotonaloddsi folyamatainak nyomon
kovetése céljabol alkalmaztuk. A spektrumok kvantitativ kiértékeléséhez a PSEQUAD
programot hasznaltuk [20], ahol a szamolas alapjat (bemené adatként) a kiillonboz6 pH-kon
mért kémiai eltolodasok jelentették. A méréseket egy Bruker Avance 111 HD Ascend 500 Plus
késziiléken végeztiik. Referenciaként DSS-t alkalmaztunk, melynek legnagyobb jele 0,0 ppm-
nél talalhat6. A vizsgalatokndl a WATERGATE nevli pulzusszekvencia segitségével
vizelnyomast végeztiink. A titradlashoz a mintak 3 mM ligandumot, 10% (v/v) D20O-t és 0,10 M
KCI-ot tartalmaztak. Az allandé pH-ju (pH = 7,40) mintak 0,3 mM ligandumot tartalmaztak, a
pH-t foszfatpufferrel allitottuk be.

5.6. Kiegészité mérések

rezonancia spektroszkopia (ESR) moédszerrel nyertiink informacidkat. Ehhez a kiilonb6z6 pH-
kon felvett spektrumokbol szamolt paraméterekre (g-tenzor, hiperfinom csatolasi allando,
szuperhiperfinom csatolasi allandd) volt sziikség. A spektrumok kiértékelését Dr. May Noéra V.
(HUN-REN, TTK, Budapest) végezte. A mérésekhez a mintakat én készitettem el és a mérésben
is aktivan részt vettem. A spektrumok felvétele egy BRUKER EleXsys E500 spektrométerrel

tortént, szobahomérsékleten.

A ligandumok és réz(Il)komplexeik biologiai vizsgalatait Dr. Spengler Gabriella
(SZTE, SZAOK, Orvosi Mikrobioldgiai és Immunbiologiai Intézet) végezte, a mérésekhez

sziikséges torzsoldatokat én készitettem.
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6. Eredmények

6.1. A vizsgalt vegyiiletek bemutatasa

Az (N,N,S) koordinacioju triapin kénatomjanak oxigénre és szelénre torténd cseréjének hatasat
korabban mar vizsgaltak [9]. Ezen vizsgalatok eredményei alapjan a ligandumok donorkészlete
hatassal van a fémkomplexek stabilitasara, illetve ezaltal azok farmakoldgiai hatasara. Ezen
eredmények alapjan célul thztiik kiilonb6z6, (N,N,N) donorkészletet hordoz6 guanilhidrazon
szarmazékok (7. abra) vizsgalatat, hiszen varhatéan a kén iminocsoporttal torténd
helyettesitése hatassal lesz a fémionkotd képességre, valamint a farmakologiai aktivitasra. A
vizsgalt ligandumok a triapin guanilhidrazon-analogja, a 2-formilpiridin-guanilhidrazon, illetve

annak morfolin- és N-metil-piperazin szarmazékai.

NH,

H
NH2 XN _NH,
S
Z 2
L-P (H2L2+) L-AP (H,L2%)
NH \ H NH
2 - %
N VY
/NH" k/ _~NH* NH,
L-Morf4-P (H5L3*) L-Morf5-P (H5L3*)

H
NH2 X \N’

L-Morf®-P (HsL3* + ) L-Pip®-P (H,L#
Ha)  nwp J LPip-P (HL*)

7. abra: A vizsgalt guanilhidrazonok szerkezeti képlete: L-P: 2-formilpiridin-guanilhidrazon; L-AP: 3-
amino-2-formilpiridin-guanilhidrazon; L-Morf*-P: 4-morfolinometil-2-formilpiridin-guanilhidrazon; L-
Morf>-P:  5-morfolinometil-2-formilpiridin-guanilhidrazon; L-Morfé-P:  6-morfolinometil-2-formilpiridin-
guanilhidrazon; L-Pip8-P: 6-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-2-formilpiridin-guanilhidrazon. A ligandumok a

telijesen protonalt formajukban vannak feltlintetve.
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6.2. A 2-formilpiridin-guanilhidrazon szarmazékok oldatkémiai vizsgalata

A ligandumok proton disszociacios allanddinak meghatarozasa révén megallapithatd, hogy
adott pH-n milyen protonaltsagi allapota és toltésti formak vannak jelen. A vizsgalt
szarmazékok rendkiviil hidrofilek, melyek koziil a korabban mar eldallitott és vizsgalt L-P
szarmazéknal nagy termodinamikai vizes oldatbeli oldhatosagot figyeltek meg (S = 42 g/L
[21]). A proton disszociacios allandok meghatarozasa elétt UV-lathato spektrofotometria
segitségével kovettiikk nyomon a ligandumok stabilitasat fiziologias pH-n (pH = 7,40). Ahogy
a 8.a-c abran lathat6 a spektrumok 24 ora elteltével nem mutattak valtozast, 4 nap elteltével
azonban mar egyértelmii spektralis valtozasokat tapasztaltunk, mely valoszintileg a Schiff-bazis
vegyitiletek lassu hidrolizise miatt figyelheté meg, ez azonban a gyorsnak tekinthetd (< 3 6ra)

oldategyensulyi vizsgalatokat nem akadalyozza.
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8. dbra: Az a) L-Ap b) L-Morfé-P, c) L-Pip®-P, valamint a d) Cu(ll) - L-AP, e) Cu(ll) - L-Morfé-P, f) Cu(ll)
- L-Pip8-P rendszerek UV-lathaté spektrumainak idéfliggése. {Ciigandum = 50 uM; ccuany= 49 uM; t = 25 °C;
pH = 7,4 (10 mM HEPES)}
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A vegyiiletek kiemelkedd oldhatésaganak koszonhetéen a proton disszociacios
folyamatokat pH-potenciometrias, UV-lathato spektrofotometrias és 'H NMR spektroszkopiai
titralasokkal is lehetett vizsgalni vizben. Ahogy az a 7. abran is lathaté az L-P és L-AP
ligandumok teljesen protonalt formajanak 2 disszociabilis protonja van, a morfolin
szarmazékoknak 3, az N-metil-piperazin szarmazéknak pedig 4, azonban a morfolin- és N-
metil-piperazin  szubsztituenseket tartalmazod szarmazékoknal a piridinium-nitrogén
deprotonalodasat nem tudtuk végigkdvetni, mivel nagyon savas pH-n (< 2) kovetkezett be, igy
ezen pKa értékeket nem tudtuk meghatarozni.

A 9.a abran az L-P, a 10.a abran pedig az L-AP ligandum kiilonb6z6 pH étékeken
felvett UV-Vis elnyelési spektrumai lathatok. Megfigyelhetd, hogy a pH novelése jelentds
valtozasokat okoz L-P ligandum spektrumaban a 230-380 nm, L-AP szarmazéknal pedig a 240-
440 nm hullamhossz tartomanyokban. Ezen valtozasok két jol elkiiloniild deprotonalasi
folyamatra utalnak. Azonban a két ligandum elnyelése kozott jelent6s kiilonbség figyelhetd
meg, mig pH = 7,4-en az L-P ligandumnal a Amax 289 nm-nél, az L-AP ligandumnal pedig 349

nm-nél talalhato, mely kiilonbséget a piridin-gytirin 1évé aminocsoport jelenléte okozza.
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9. dbra: Az L-P ligandum a) 1,82-11,66 pH-tartomanyban felvett UV-lathato spektrumai vizes k6zegben,
illetve b) szamitott koncentracié eloszlasi gorbéi, valamint a mért abszorbancia (e) értékek 295 nm-en.
{cLp =53,9 uM; 1= 0,10 M KCI; t = 25,0 °C, ¢= 1,0 cm}
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10. dbra: Az L-AP ligandum a) 1,82-11,43 pH-tartomanyban felvett UV-lathaté spektrumai vizes
kbézegben, illetve b) szamitott koncentracié eloszlasi goérbéi, valamint a mért abszorbancia (e) értékek
277 nm-en. {cL-p = 53,9 yM; I = 0,10 M KCI; t = 25,0 °C, ¢= 1,0 cm}

Az 1. tablazatban tiintetem fel a ligandumok proton disszociacios allandoit, melyeket a
pH-potenciometrias mérési adatokbol szamoltunk a HYPERQUAD program [17] segitségével.
Az L-P ligandum altalunk meghatarozott pKa értékei jO egyezést mutatnak a korabbi
szakirodalmai adatokkal: pK1 = 3,28, pK> = 8,05 [21]. Az L-P és L-AP ligandumok pKa értékei
két elkiiloniild deprotonalddasi folyamathoz kothetdek, melyek beazonositdsdban a *H NMR
mérések is segitséget nyujtottak, a spektrumok a 11.a abran és a 12.a abran talalhatok meg.
Mindkét esetben lathatd, hogy a savas pH-tartomanyban jelent6s valtozast okozott a
deprotonalddas mind az aromas CH-protonok, mind a CH=N rész kémiai eltolodasaban, igy a
savas pH-tartomanyban lejatszodd proton disszociacios folyamatot a piridin-nitrogénhez
rendeltiik. Azonban a pH tovabbi ndvelésével a masodik deprotonalddasi folyamatnal mar joval
kisebb mértekii valtozas figyelheté meg a kémiai eltolédas értékekben, igy ez a folyamat a
tavolabb elhelyezkedé aminoguanidin-rész deprotonaldodasahoz kothetd. Felhasznalva a pH —
kémiai eltolodas adatparokat (11.b abra, 12.b abra) az L-P és az L-AP pKa értékeit ki tudtuk
szamolni a PSEQUAD [20] programmal, mely értékek jo egyezést mutattak a pH-

potenciometrias mérésekbdl szamolt értékekkel (1. tablazat).
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1. tablazat: A vizsgalt szarmazékok protonalddasi allandoéi és pKa értékei pH-potenciometrias
titralasokkal meghatarozva vizben. {t = 25 °C; | = 0.1 M (KCI)}
L-P L-AP L-Morf*-P  L-Morf>-P  L-Morf5-P L-Pip8-P
lgp(HL")  8,10+£0,01 8,20+0,01  8,12+0,01 8,20+0,01 8,19+0,01 8,39+0,01
lgp(H-L?*") 11,36+0,03 12,17+0,02 13,43+0,01 13,88+0,02 14,01£0,01  15,94+0,01

IgB(HsL*") - - n.m.? n.m.? n.m.? 18,78+0,01

lgB(H4L*) - - - - - n.m.?2
pK1 3,26° 397°¢ <2 <2 <2 <2
pK2 810" 8,20° 5,31 5,68 5,82 2,84
pKs - - 8,12 8,20 8,19 7,55
pKa - - - - - 8,39

aNem meghatarozhat6 adatok. ° *H NMR-titralassal meghatarozott pK, értékek: pKy = 3,26 és pK; =
8,17. °*H NMR-titralassal meghatarozott pK, értékek: pKy = 4,05 és pK, = 8,21.
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11. abra: a) Az L-P ligandum pH = 1,8-11,5 tartomanyban felvett 1H NMR spektrumainak aromas
régidjanak részlete, b) a csucsokhoz tartozé szimbolumok jelélése, illetve c) két kivalasztott CH-proton
kémiai eltolodasa a pH fuggvényében. {cLr = 3,0 mM; 10% (v/v) D2O/H20; t = 25 °C; | = 0,10 M (KClI)
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12. abra: a) Az L-AP ligandum pH = 1,8-11,5 tartomanyban felvett *H NMR spektrumainak aromas

kémiai eltolodasa a pH figgvényében. {cLr = 3,0 mM; 10% (v/v) D20/H20; t = 25 °C; | = 0,10 M (KCI)

A morfolin szubsztituenst tartalmazé szarmazékoknal (L-Morf4-P, L-Morf°-P és L-
Morf5-P) a piridinium-nitrogénhez joval Kisebb pK; értékek tartoznak, hiszen a pozitiv toltési
protonalt morfolinium-nitrogén elektronszivo hatassal rendelkezik. Az aminoguanidin rész pKs
értékeke hasonld az L-P és L-AP szarmazékok pKo értékeihez, hiszen a morfolin-nitrogén
ebben a pH-tartomanyban mar semleges formaban van jelen. A piperazin szubsztituenst
tartalmazé L-Pip®-P szdrmazéknal a piridinium-nitrogén pKi értéke is joval Kisebb, a morfolin
szubsztituenseknél mar emlitett elektronszivé hatds miatt. A pK, a piperazin N*-metil
nitrogénjéhez rendelhetd, mig a piperazin N'-metil nitrogén és az aminoguanidinium rész
deprotonalodasa atfed egymassal, igy ezen proton disszociacios folyamatok nem rendelhetéek
egyértelmiien a pKs és pKs értékekhez.

A szamolt pKa értékek felhasznalasaval a MEDUSA nevii program [22] segitségével
koncentracio eloszlasi gorbéket készitettiink. A 9.a abra ¢és a 10.a abra az L-P és az L-AP
koncentracié eloszlasi gorbéit mutatja, a 13. abran pedig az L-MorfS-P és az L-PipS-P gorbéi
lathatoak. Minden esetben megallapitottuk, hogy ezen ligandumok széles pH-tartomanyban
pozitiv toltésti formaikban vannak jelen, ennek koszonhetik a kivald vizben valo
oldhatosagukat. A lugos pH-tartomanyban pedig (pH > 10) a semleges L forma dominal. A
kiilonboz6 részecskeformak eloszlasa fiziologids pH-n eltérd, mig a piperazin szubsztituenst
tartalmazo ligandumnal a piperazinium-nitrogén magas pKa értéke miatt a HoL?* forma

dominal, addig a tovabbi 5 ligandumnal a HL* forma.
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13. dbra: Az a) L-Morf8-P, valamint b) az L-Pip®-P ligandumok szamitott koncentracié eloszlasi gorbéi.
{I=0,10 M KCI; t = 25,0 °C}
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14. abra: A vizsgalt guanilhidrazon szarmazékok koncentracié eloszlasa fizioldgias pH-n (pH = 7,40).
{t=25°C;1=0,10 M (KCI)}

6.3. A 2-formilpiridin-guanilhidrazonok és réz(II)komplexeik biolégiai hatasa

A tovabbi oldategyensulyi vizsgalatok eldtt egyiittmiikodd partnereink megvizsgaltdk a
ligandumok rakellenes hatasdt human rékos sejtvonalakon (MCF7: huméan emld
adenokarcinoma,  Colo-205:  vastagbél  adenokarcenomia,  Colo-320:  vastagbél
adenokarcenomia doxorubicin-rezisztens megfeleldje), illetve antibakterialis hatasat kiillonb6z6
baktériumtorzseken (Staphylococcus aureus, S. aureus MRSA, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae). Azonban ezen 2-formilpiridin-guanilhidrazon szarmazékok nem mutattak sem
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citotoxikus (ICso > 100 uM) sem antibakterialis (MIC > 100 uM) hatast (ahol ICso: az a
koncentracié melynél a sejtek 50%-a elpusztul a megadott inkubacios id6 alatt, a MIC pedig a
minimalis gatlé koncentraciot jeldli).

Mivel a szakirodalom szerint szamos TSK rakellenes hatasa megné a réz(Il)ionokkal
valo komplexképz6dés hatasara [23,24], ezért meghataroztak a citotoxicitast egy ekvivalens
réz(Il)ion jelenlétében is. A szamolt ICso értékek (2. tablazat) 24,6 - 56,8 uM kozotti
tartoméanyba esnek. Osszehasonlitva a CuCly ICso értékeivel az adott rdkos sejtvonalakon,
elmondhato, hogy a komplexképzddés nem eredményezte a citotoxicitas névekedését. Azonban
szakirodalmi adatok alapjan az ICsg érték Osszefiigg a komplexek stabilitasaval [24], ezért a
tovabbiakban érdemes lehet megvizsgalni a képz6do réz(Il)komplexek stabilitasat.

A szakirodalomban megtalalhaté ezen szarmazékok TSK analdgjai is. Az L-P, L-AP
[24], valamint az L-Morf*-P [25] analog tioszemikarbazonjai, illetve réz(I)-komplexeik is
citotoxikusnak bizonyultak kiilonboz6 rékos sejtvonalakkal szemben. Az L-Morfe-P és
L-Pip®-P analdgjai nem voltak citotoxikusak, azonban réz(Il)komplexeik mérsékelt sejtolé
hatast mutattak [15]. Tovabba a korabban vizsgalt (O,N,N) donorcsoportokat hordozé
szalicilaldehid-guanilhidrazon sem mutatott aktivitast a Colo-205 és Colo-320 sejtekben [3],
mely ligandumok gyenge vas(ll/11)ion-komplexald képességgel rendelkeznek. Ezen magas
ICso értékek alapjan elképzelhetd, hogy a vizsgalt 2-formilpiridin-guanilhidrazon szarmazékok
vas(l1/111)-komplexalo képessége joval gyengébb az analdog TSK-okhoz képest.

Az antibakterialis hatast vizsgaltak egy ekvivalens réz(Il)ion jelenlétében is, azonban

nem tapasztaltak mérhet6 hatast (MIC > 100 pM).

2. tablazat: A vizsgalt 2-formilpiridin-guanilhidrazonok in vitro citotoxicitasa (ICso) egy ekvivalens CuCl:
jelenlétében az alabbi human rakos sejtvonalakon 72 6ra inkubacios idé mellett. A ligandumok

6nmagukban nem mutattak mérhetd citotoxicitast: ICso > 100 uM.

ICso / pM MCF-7 Colo-205 Colo-320
L-P 56,8 + 7,0 29,6 +1,2 34,93+0,37
L-AP 41,5+25 36,7+2,6 283+2,3
L-Morf-P 41,45 + 0,60 36,5+1,8 31,6+25
L-Morf°-P 39,16 £ 0,10 35,1+3,6 322+21
L-Morfé-P 30,3+25 353+1,1 28,27+ 0,10
L-Pip®-P 40,8+25 36,6 3,3 24,63 + 0,97
CuCl. 54,42 32,792 48,7°

a Szakirodalmi adat [26]. ® Szakirodalmi adat [3].
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6.4. A 2-formilpiridin-guanilhidrazonok komplexképzése réz(Il)ionokkal

Mivel a réz(Il)ionnal valé komplexképzddés nem ndvelte meg a ligandumok citotoxicitasat,
feltételezhetd, hogy a képz6dé réz(Il)komplexek kis stabilitasuak, azonban ennek
bizonyitasahoz sziikséges a stabilitasi allandok meghatarozasa. A ligandumok mellett azok
réz(Il)komplexeinek idobeli stabilitasat is kovettik UV-Vis spektrofotometrias modszerrel
fiziologias pH-n (8. d-f abra). Lathatdo hogy a spektrumok 24 o6ra elteltével nem mutattak
valtozast, a néhany nap alatt bekovetkez6 valtozasok pedig nem korlatoztak az oldategyensulyi
vizsgalatainkat. A réz(ll)ionokkal torténé komplexképzési folyamatokat elsGsorban pH-
potenciometrias titralassal kovettilk nyomon, illetve a speciacios modell megerGsitése és a
koordinacidés mod megismerése céljabol UV-Vis és ESR spektroszkopiai méréseket végeztiink.

A réz(l)komplexek stabilitasi szorzatait a 3. tablazat tartalmazza. A titralasi adatok
alapjan csak mono-komplexek meghatarozasa volt lehetséges megfeleld pontossag mellett, igy
a speciacios modell [CuLH]®*, [CuL]?, [CuLH-1]" és [CuLH-2] részecskéket tartalmaz.
Korabbi szakirodalmi adatok alapjan a 2-acetil-piridin-aminoguanidin anal6g ligandumoknal a
[CuL]?" részecskében a ligandum semleges formaban koordinalodik (N,N,N) donoratomokon
keresztiil [11,12], igy mi is ezt a koordinacios modot feltételezziik, ahogy a 15. abran és a 16
abran lathatd. A [CuLH-1]" komplex esetében azt feltételezziik, hogy a ligandum
monoanionként kétédik, hiszen a [CuL]** komplexekre kis pKa értékek (< 6,58, 3. tablazat)
jellemzoek a ligandumok megfeleld pKa értékihez hasonlitva. (A ligandumok hidrazinos NH-
csoportjahoz tartoz6 pKa > 11,5, melyeket nem is lehetett meghatarozni magas értékiik miatt).
A [CuLH-2] komplex képzddése a bazikus pH-tartomanyban torténik meg (pKa = 9,34 - 9,73),

igy ez valodsziniileg egy vegyes-hidroxido komplex.

3. tablazat: A vizsgalt guanilhidrazon szarmazékok réz(ll)komplexeinek pH-potenciometriasan
meghatarozott stabilitasi szorzatai (IgG) és pKa értékei. {l = 0,10 M KCI; t = 25,0 °C}

L-P L-AP L-Morf-P  L-Morf>-P  L-MorfS-P  L-Pip%-P
lg [CULHT** - - 12,54+0,02  12,86£0,02 12,03+0,06 14,22+0,03
lgp [CuL]? 8,02+0,03 8,10+0,02  8,03+0,02  8,02+0,02  838+0,01  9,01+0,02

lgf [CULH-]*  2,01£0,05 1,54+0,03 2,010,038  1,91£0,03  2,76£0,02  2,43+0,03
lgf [CuLH-2]  —7,7240,09 -7,85+0,05 ~7,33+0,05 —7,53£0,05  —8,9+0,1 -

pKa [CuLH]* _ - 451 4,84 3,64 5,21
pKa[CuL]* 6,01 6,57 6,02 6,11 5,62 6,58
pKa [CuLH4]* 9,73 9,39 9,34 9,44 ~11,7 —
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15. abra: Az L-P ligandum réz(ll)komplexeinek javasolt kémiai szerkezete kiilénb6z6 protonaltsagi
allapotokban.
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16. abra: Az L-Morfs-P ligandum réz(ll)komplexeinek javasolt kémiai szerkezete kiilonbdzé
protonaltsagi allapotokban.

A 3. tablazat adatai alapjan lathat6, hogy az L-MorfS-P szarmazék [CuLH-;]
komplexének képzédéséhez nagyon magas pKa érték tartozik (~11,7), az L-Pip®-P
szarmazéknal pedig a vizsgalt pH-tartomanyban nem is volt megfigyelheté a [CuLH-2]
komplex képzédése. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a [CuLH-1]* komplexben a ligandum
morfolin- ill. piperazin gytriijének nitrogénje is kotddik a fémionhoz, kialakitva igy egy
(N,N,N,N) koordinaciot (16. abra). Erre azért van lehet6ség, mivel a C6 pozicioban 1évo
szubsztituensek nitrogén donor atomja kelatképz6 pozicioban van. Emellett megfigyeltiik, hogy
ezen két szarmazék [CuLH]®* komplexének pKa értékei joval kisebbek, mint amit a
ligandumoknal tapasztaltuk a morfolinium- és piperazinium-nitrogének esetében (L-Morf®-P:
3,64 vs. 5,82; L-PipB-P: 5,21 vs. 7,56), mely szintén az ekvatoridlis sik telitett koordinacios
szférajara utal a [CuL]?>" komplexekben.

Az oldatspeciaciés modell megerdsitése céljabol UV-Vis spektroszkopiai méréseket is
végeztiink. A Cu(Il)-L-P (1:1) rendszer kiilonb6z6 pH-kon felvett spektrumai lathatok a 17.a
abran. A d-d savok spektralis valtozasai a 480—900 nm hulldmhossz-tartomanyban lathatok. A
[CuL]?* komplex kialakulasanak pH-tartoméanyaban egy Amax = 670 nm-ges sav alakul ki, mely
a komplex deprotonalddasakor az alacsonyabb hullamhosszak felé tolodik, illetve egyre inkabb

atfed a toltésatviteli savokkal, mely jelentés atrendezédésre utal. A [CuLH-2] komplex
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kialakulasa soran kevésbé jelentOs spektralis valtozasok lathatok. Vizsgaltuk a Cu(Il) — L-P
(1:2) rendszert is, azonban a valtozadsok megegyeztek a fent leirtakkal, ezzel megerdsitve, hogy
csak monokomplexek képzddnek. Kovettiik a komplexképzodést Kisebb koncentraciok mellett
is (18.a abra). Megfigyeltik, hogy a [CuLH-1]* komplex kialakulasakor egy intenziv
toltésatviteli (CT) sav (Amax = 390 nm) jelenik meg, mely a [CuL]?* és [CuLH-1]* komplexek
eltér6 koordinaciés moédjara utalnak. [CuLH-2] komplex kialakulasakor a CT-sav kisebb
valtozast mutat a H2O — OH™ csere hatasara. Az L-AP réz(ll)komplexeinél (18.b abra)

hasonlokat tapasztaltunk.

a)
0,20 .
A
2
i Cu2+ [CUL] + [CULH_z] | 800
o1 [CuLH,]
k3)
% ° :(\)
£0.10 [0k
o ® o 0o —
S >
P - )
<0,05 . L 600
¢ L]
® o
0,00 AN
, : ‘ : : 0 x : x x 500
480 580 680 780 880 2 4 6 8 10
Alnm pH

17. abra: a) A Cu(ll) — L-P (1:1) rendszerre felvett UV-Vis spektrumok a 2,1-11,5 pH-tartomanyban. b)
Szamitott koncentracié eloszlasi gorbék a meghatarozott egyensulyi allandék alapjan, valamint a Amax
értékek valtozasa a pH névelésével. {Cigandqum = 0,32 mM; ccumy = 0,32 mM; | = 0,10 M KCI; t = 25,0 °C,
¢=4,0cm}
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18. abra: a) A Cu(ll) - L-P (1:1) és a b) A Cu(ll) — L-AP (1:1) rendszerekre kilonb6zé pH-kon régzitett
UV-Vis spektrumok. {Ciigandum = 53-54 yM; ccumy = 49 uM; | = 0,10 M KClI; t = 25,0 °C, ¢= 1,0 cm}
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A Cu(ll) — L-Morf®-P (1:1) rendszer esetén is kovettiik a d-d savok komplexképzédés
hatasara bekovetkez6 valtozasat, mely a 19.a abran lathato. Megfigyeltiik, hogy az L-P és L-
AP réz(Il)komplexeihez képest a [CuLH-1]" komplex képzddése joval szélesebb pH-
tartomanyban van jelen. Ennek oka valosziniileg a [CuLH-1]* komplexben javasolt négyfogu

koordinacid, mely visszaszoritja a vegyes hidroxidokomplex kialakulasat.
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19. abra: a) A Cu(ll) — L-Morfé-P (1:1) rendszer 2,1-11,9 pH-tartomanyban régzitett UV-Vis spektrumai.
b) Szamitott koncentracio eloszlasi gérbék a meghatarozott egyensulyi allandok alapjan, valamint a Amax
értékek. {Cigandum = 0,33 mM; ccugn = 0,32 mM; | = 0,10 M KCI; t = 25,0 °C, ¢= 4,0 cm}

A Cu(Il) = L-P és Cu(II) — L-Morf®-P rendszereket ESR spektroszkopiai médszerrel is
vizsgaltuk, a spektrumok 1:1 és 1:2 fém-ligandum aranyok mellett lettek felvéve
szobahOmeérsékleten. A kisérleti és szimulalt spektrumokat a 20. abra, a szimulaciobol szamolt
ESR spektroszkopiai adatokat pedig a 4. tablazat tartalmazza. A szamitott komponensek ESR
spektrumai a 21. abran lathatok. A Cu(Il)-L-P rendszer modellében a [CuL]?*, [CuLH-1]" és
[CuLH-2] komplexek képzodése illeszthetdé meg. Ezen részecskék go-tenzorai és Ag hiperfinom
csatolasi allandoi (4. tablazat) megfelelnek a ligandum harom nitrogén donoratomon keresztiili
koordinaciojanak. Az ESR spektrumokat ESR-csendes kétmagvi [CuzloH-3]* komplexet is
feltételezve lehetett illeszteni. Ez valoszintileg tigy valosul meg, hogy a koordinalt viz molekula
deprotonalasakor a keletkezé6 OH™ hidképzo ligandumként miikodhet két monomer komplex, a
[CuLH-1]" és a[CuLH-2] k6z6tt. A szamitott stabilitasi szorzatok (4. tablazat) némileg eltérnek
a pH-potenciometrias adatokbol szamoltaktol, azonban az ESR mérés soran csapadékképzodést
tapasztaltunk, mely okozhatja ezen eltérést. Az Cu(ll) — L-MorfS-P rendszer esetében nem
talalhatok kétmagvu vagy bisz-ligandum komplexek, melyek hidnya megerdsiti a morfolin-
nitrogén koordinaciojat. Tovabba a négyfogli koordinaciot megerdsitik a [CuL]?* komplex

alacsonyabb Ao és go értékei is az L-P szarmazék megfeleld adataihoz viszonyitva.
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20. abra: Cu(ll) — L-P rendszer kisérleti (fekete) és szamitott (piros) szobahdmérsékletl oldat ESR

spektrumai a) 1:1 és b) 1:2 fém-ligandum arany mellett.

4. tablazat. A Cu(ll) - L-P és Cu(ll) -L-Morfs-P rendszerekben szobahémérsékleten felvett ESR
spektrumokbdl meghatarozott komplexek izotrop ESR paraméterei. 2

g Ao a0 a p ? lgp
L-P
Cu (akva) 2,196 34 61 -18 0,7
[CuL]? 2,123 63 15,15,11 20,3 -6,9 1,3 8,0
[CuLH-]* 2,111 70 14,14,9 228 —6,6 1,6 2,4
[CuLH-1] 2,106 71 14,14,9 175 7,2 1,7 -6,1
[CuzL2H-3]* csendes -0,3
L-Morfe-pP

Cu (akva) 2,198 36 60 24 05
[CuLH]* 2,120 59 14,14,9 276 81 35 12,4
[CuL]? 2,112 55 14,14,9,9 2655 -85 0,7 8,6
[CuLH-]* 2,102 60 14,14,9,9 193 -9,1 1,5 3,4
[CuLH-1] 2,113 60 13,13,9,9 189 -106 1,8 —8,6

& A csatolasi értékek 10* cm™-ben, a relaxacids paraméterek G-ben vannak megadva. A

kisérleti hiba 0,001 volt a g és +1 x 10*cm™? a csatolési értékek esetében.
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a) b)

[CuLH_,]

[CuLH,]*

[CuLH_]*

[CuL]?*
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21. dbra: Az a) Cu(ll) - L-P és b) Cu(ll) - L-Morfs-P rendszerek szobahémérsékletl oldat spektrumanak

szimulacidjabol szamitott komponens ESR spektrumok.

A tovabbi négy szarmazék réz(Il)komplexeével fizologids pH-n késziiltek ESR
spektrumok. Az L-AP, L-Morf*-P és L-Morf>-P izotrop (5. tablazat) és izotrop paraméterei
hasonléak az L-P paramétereihez, mig az L-Pip®-P az L-Mopf®-P paramétereivel mutat

rokonsagot. Ezen hasonlosagok a megfelel ligandumok hasonlé koordinacidjara utalnak.

5. tablazat: Az L-AP, L-Morf4-P és L-Morf5-P [CuL]?*, ill. az L-Pip®-P [CuLH]** komplexeinek izotrop

ESR paraméterei szobahémérsékleten. 2

ligandum Qo Ao ao" a p 7

L-AP 2,123 65 13,13,13 263 -9 19
L-Morf*-P 2,124 65 13,13,13 28,1 -124 19
L-Morf*-P 2,125 65 13,13,13 289 -124 20

L-PipS-P 2,117 65 16,16,9 299 -71 238

3 A csatolasi értékek 10 cm™-ben, a relaxacios paraméterek G-ben
vannak megadva. A kisérleti hiba £0,001 volta g és +1 x 10#cm™

a csatolasi értékek esetében.
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A képzbdési allandokbol szamitott koncentracid eloszlasi gorbék (17.b abra és 19.b
abra) alapjan megallapitottuk, hogy pH = 7,40-n minden vizsgalt rendszerben a [CuLH-1]*
komplex az uralkodo részecske. A képzddési allandok nem hasonlithatok 6ssze kdzvetlentdil,
mivel a ligandumoknak kiilonboz6 szamu disszociabilis protonja van, ezért kiszamoltuk a
komplexek latszolagos stabilitasi allandoéit (IgK') és pCu(Il)-értékeit (a ligandumhoz nem kotott
abra). Ezen értékek minél nagyobbak, annal er6sebb a ligandum fémionkoto képessége az adott
koriilmények kozott. Az adatok alapjan a vizsgalt szarmazékok koziil az L-Morf®-P rendelkezik
a legerdsebb réz(Il)ionko6td képességgel, ekkor a réz(I)komplexek disszociacios foka 2%, mig
a tovabbi vizsgalt szarmazékoknal 4-8% pH = 7,4-n és 1 uM koncentracidé mellett. Azonban a
morfolin- és N-metil-piperazin-szarmazékoknal a négyfoghi koordinacid miatt sokkal er6sebb
fémkoto képességet vartunk. Feltiintettiik az FTSC értékeit is [24], amelyekbdl egyértelmiien
kideriil, hogy a C=S rész C=NH-val torténd helyettesitése jelentdsen lecsokkentette a képz8dd
réz(ID)komplexek stabilitasat.

14,96

| pCu(ll)
14 A H [gK’
12 | 12,0
10 -

(o)) (o]
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©
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®
o p—
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~
—
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22, abra: A 2-formilpiridin-guanilhidrazon szarmazékok pCu(ll) (= —Ig[Cu(Il)]) értékei, valamint a Cu(ll)-
ligandum (1:1) rendszerekre szamitott latszélagos stabilitasi allandok pH 7,40-nél (IgK'). Tovabba az
FTSC pCu(ll) és IgK' értékei [24]. {ccuq) = Ciigandum = 1,0 yM; t =25 °C; | = 0,10 M (KCI)}
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6.5. Réz(Il) — 2-formilpiridin-guanilhidrazon komplexek redoxi tulajdonsagainak

jellemzése

A triapinban a kénatom (C=S) oxigénnel (C=0) vagy szelénnel (C=Se) vald helyettesitése
fémkomplexeik redoxi tulajdonsagaira is jelentds hatassal volt [1], ezért varhatéan az imino-
csoporttal vald szubsztiticié IS befolyasolja a fémkomplexek redoxi viselkedését. A
réz(Il)komplexek  redoxi  tulajdonsagait  ciklikus  voltammetrias és  UV-Vis
spektroelektrokémiai modszerekkel vizsgaltuk. Az L-P, L-Morf-P és L-Pip®-P szarmazékok
réz(Il)komplexeinek ciklikus voltammogramjai a 23.a abran lathatok. A voltammogramok
alapjan megallapitottuk, hogy ezen rendszereknél nagy a fesziiltségkiilonbség az anddos és a
katodos csucsok kozott (AE > 390 mV). A spektroelektrokémiai mérés soran felvett Cu(Il) —
L-Morf®-P rendszer reprezentativ spektrumai lathatok a 23.b 4bran, mely alapjan a
réz(IT)komplexek redukcidja soran lecsokken az N — Cu CT sav, majd az oxidacio soran ismét
novekszik. Megbecsiiltik a formalis potencialértékeket, az L-Morf®-P és L-Pip®-P
komplexeknél +0,06 V és +0,09 V vs. NHE értékiinek adodott. Az L-P komplex esetén az
elektrokémiai folyamatok irreverzibilis jellege miatt csak a katodpotencialt tudtuk leolvasni (Ex
~+ 0,09 V vs. NHE). Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt szarmazékok
réz(Il)komplexei redukalhatok természetes redukaloszerekkel, mint pl. GSH vagy AA.

a) b)
0,4 -
0,4 4
0,2 4
' «
803
o
< I -06 -04 -02 00 0,2
10,0 4 Qo E vs. Ag/AgCI/3M KCI / V
= L-Morfs-p S 0.2 -
L-Pips-P @
0,2 - <0,1
0,4 T T T T T | 0’0 T T T B ! ol
07 05 -03 01 01 03 05 350 375 400 425 450 475 500
E vs. Ag/AgCI/3BM KCI / V Alnm

23. abra: a) A Cu(ll) — L-P, Cu(ll) — L-Morfé-P és Cu(ll) — L-Pip®-P rendszerek ciklikus voltammogramijai
pH=7,4-n. b) A Cu(ll) — L-Morf8-P rendszerre felvett UV-lathaté spektrumok kiilonb6zé potencialértékek
mellett spektroelektrokémiai cellaval. A beillesztett abra a 398 nm-en mért abszorbancia értékeket
mutatja a potencial fliggvényében. {ccuq) = 0,68 MM; Cigandum = 2,06 mM; pH =7,4; 1 =0,1 M (KNOs3); | =

1,70 mm; pasztazasi sebesség = 10 mV/s; t = 25 °C}
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A L-P, L-MorfS-P és L-Pip®-P szarmazékok réz(Il)komplexeik oxidalo hatasat
megvizsgaltuk GSH-nal, valamint a gyengébb redukal6 hatasu AA-val szemben, fiziologias
pH-n. A reakcidokat UV-Vis spektrofotometria segitségével kovettiik tandem kiivettat
hasznalva, anaerob koriilmények kozott. Reprezentativ spektrumok lathatok a 24. abran a
Cu(ll) — L-P rendszerre. A 10,7-szeres GSH felesleg a réz(l)komplex azonnali redukciojat
eredményezte, a reaktansok Osszekeverése utan felvett elsé spektrum a szabad ligandum
vizsgalt rendszereknél is egy ekvivalens GSH hozzaadasa utan kozel teljes volt a komplexek
redukcidja. Korabbi eredmények alapjan az FTSC és a triapin réz(I)komplexei is redukalhatok
voltak GSH-nal, azonban ahhoz joval nagyobb, akar 50-szeres GSH feleslegre és 1 o6ra

reakcioidére volt sziikség [24].

0,6 -
cu(lly - L-P (1:1)

©
50,4 -
[
b
2
o
N
30,2 -
< 1

0,0 T T —7

320 370 420 470

24. abra: A Cu(ll) — L-P rendszerre felvett UV-lathatd spektrumok a reakcié lejatszodasa utan kilénbdzé
GSH-felesleg (0,2-10,7) mellett pH = 7,4-en, kesztyls manipulatorban. {ccuay = 48 uM; cL-p = 51 uM;
t=25°C;1=0,1 M (KCI); pH = 7,40 (50 mM HEPES)}

Az L-P szarmazék réz(Il)komplexének redukcioja a gyengébb redukald hatasu AA-val
is lejatszodott (25. abra), azonban joval lassabban, mint GSH-nal. 10-szeres AA felesleg
mellett a redoxi egyensuly kb. 15 perc alatt allt be. Ezzel szemben az a-N-piridil-TSK-ok
réz(Il)komplexei nem redukalhatok AA-val.

34



0’6 - AO 6 1 Cu(ll)}-L-P: AA = :ié
Cull-L-P 1) E, s

@ _\2:0,2
504 - <
% 0,0 + T !
3 0 20 40 60 80
5 t/perc
Dl_) 0o 30 masodperc
o |
< L

0,0 |

320 370 420 470 520

25. abra: A Cu(ll)-L-P rendszer id6figgé UV-Vis spektrumai egy ekvivalens aszkorbinsav jelenlétében,
pH = 7,4-en, kesztylis manipulatorban. A beillesztett abra a 388 nm-en mért abszorbancia értékeket
mutatja az id6 fliggvényében abrazolva kulonb6zé aranyok mellett. {ccuany = 48 pM; Cigandum = 51 uM;

Caszkorbinsav = 49-490 uM; t = 25 °C; 1 = 0,1 M (KCI); pH = 7,40 (50 mM HEPES)}
6.6. 2-formilpiridin-guanilhidrazonok komplexképzése vas(l1/111)ionokkal

Vizsgaltuk a vasionokkal valdo komplexképzddést is pH-potenciometria és UV-Vis
spektrofotometria modszerekkel. A vas(Il)komplexek esetében nem tudtunk képzddési
allandokat meghatarozni, mert bar észleltiink komplexképzédést pH > 3 tartomanyban, de pH
= ~5-n vas(Ill)hidroxid csapadék levalasat tapasztaltuk. Ez alapjan a képz6do
vas(l11)komplexek Kis stabilitastak.

Ezzel szemben a vas(l1)komplexek ([Fe(11)L]%*, [Fe(11)LH-1]*) képzddési allandoit meg
tudtuk hatarozni 'glove box'-ban, anaerob koériilmények kozott pH-potenciometrias titralasokkal
(6. tablazat). A szamolt egyensulyi allandok joval Kisebbek a megfeleld réz(II)komplexekhez
viszonyitva. UV-Vis spektrumokat is vettiink fel kiilonb6z6 pH-kon, melyre reprezentativ példa
lathato a 26.a abran, mely megerdsitette, hogy a komplexképzddés csak nagyobb pH-értéknél
(pH > 7) kezdddik el. Pedig az a-N-piridil tioszemikarbazonok nagy stabilitast vaskomplexeket
képeznek mind a +3 mind a +2 oxidacios allapoti fémionnal. Ezen stabilitasi adatok alapjan a
tionkén iminocsoporttal (C=S — C=NH) torténé helyettesitése a 2-formil-piridin-

guanilhidrazon-szarmazékok vasmegkotd képességét jelentdsen lecsokkentette.
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6. tablazat: A vizsgalt 2-formilpiridin-guanilhidrazon szarmazékok vas(ll)komplexeinek pH-
potenciometriasan meghatarozott stabilitasi szorzatai (Igg). {l = 0,10 M KCI; t = 25,0 °C}

L-P L-AP L-Morf*-P L-Morf*>-P L-Morf5-p L-Pips-P
IgpB [Fe(I)L]** 2,80+0,08 n.m.? - - - -
lgh [Fe(IDLH\]*  —4,61£0,02 n.m.®@  —471£0,02 —4,56£0,03  —5,99+0,04 —6,32+0,07

8 Nem meghatarozott adat (a ligandum limitalt mennyisége miatt).

a) b)
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26. abra: a) A Fe(ll) — L-P (1:2) kllonb6z6é pH értékeken felvett UV-lathaté spektrumai anaerob
korulmények mellett. b) A szamolt koncentracié eloszlasi gorbék és az 596 nm-en mért abszorbancia
ertékek. {cre) = 0,49 MM; Ciigandum = 0,53 mM; t = 25 °C; | = 0,10 M; ¢= 0,41 cm}
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7. Osszefoglalas

Tudomanyos diakkéri munkam soran hat kiilonb6z6 2-formilpiridin-guanilhidrazon-szarmazék
oldategyensulyi tulajdonsagait, valamint réz(II)- és vas(II/IIT)ionokkal valo kdlcsonhatasat
tanulmanyoztam. Vizsgalatunk célja egyrészt a tioamid-kén iminOcsoporttal vald
helyettesitésének, valamint kiillonbozé szubsztituensek (NH2z, morfolin, N-metil piperazin)
jelenlétének hatdsanak feltérképezése az oldatkémiai tulajdonsagokra, az endogén fémionokkal
(Cu(ID), Fe(II), Fe(II)) valé komplexképzé képességre és az in vitro farmakologiai aktivitasra.

A proton disszociacids allanddkat pH-potenciometrias titralasok elvégzésével
hataroztuk meg, kiegészitve UV-Vis spektrofotometrias és *H NMR spektroszkopiai
mérésekkel. Utobbi segitségével beazonositottuk az L-P valamint az L-AP ligandumokhoz
tartozo pKa értékeket. A savas pH-tartomanyban lejatszodo proton disszociacios folyamat a
az aminoguanidin-rész deprotonalodasahoz tartozik. A morfolin- és piperazin szubsztituenseket
tartalmazé szarmazékoknal (L-Morf*-P, L-Morf>-P és L-Morf®-P, L-Pips-P) a piridinium-
nitrogénhez Kisebb pKa értékek tartoznak, hiszen a morfolin- és piperazin-nitrogének még
protonalt formaban vannak jelen a molekuldkban, és a pozitiv toltésli formajuk pedig
elektronelszivo hatastiak. Az aminoguanidin rész pKa értékei mar hasonloak, hiszen ekkor a
morfolin/piperazin-nitrogén mar semleges formaban van jelen a molekulaban. A szamolt
koncentraci6 eloszlasi gorbék alapjan az L-P, az L-AP és a morfolin-szarmazékoknal pH = 7,4-
n az egyszeresen protonalt HL* forma a dominans (>83%), mig az L-Pip®-P ligandumnal a
H2L2* forma az uralkodé (56% H2L?*, 40% HL" és 4% L). Vizsgaltuk egyiittmiikodés révén a
ligandumok és réz(Il)komplexeik in vitro rakellenes és antibakterialis hatasat, a vegyiiletek
azonban nem bizonyultak hatasosnak.

A réz(Il)ionokkal valo komplexképzédést a  tioszemikarbazonokkal —valo
Osszehasonlitds érdekében, és az elmaradt biologiai hatds jobb megértése miatt pH-
potenciometrids, UV-lathatd spektrofotometrias, valamint ESR spektroszkopiai modszerekkel
vizsgaltuk. A pH-potenciometrids meghatarozasok alapjan mono-komplexek képzddnek, a
speciacios modelliink [CULH]®*, [CuL]?*, [CULH-1]" és [CuLH-2] részecskéket tartalmaznak.
A [CuL]?* komplexben a ligandum semleges formaban koordinalédik (N,N,N) donoratomokon
keresztiil, mig a [CuLH-1]* komplexben a ligandum monoanionként kotédik. A bazikus pH-
tartomanyban képz6dé [CuLH-2] komplex feltételezéseink szerint egy vegyes-hidroxido
komplex. Megfigyeltiikk, hogy amennyiben a mofolin/piperazin-nitrogén donor kelatképzo

pozicioban helyezkedik el (L-Morf®-P, L-PipS-P), a ligandumok négy donoratommal

37



koordinalodnak a fémionhoz a [CuL]?*, [CuLH-1]" és [CuLH-2] komplexekben. A szamolt
stabilitasi szorzatok alapjan ezen 2-formil-piridin-guanilhidrazon szarmazékok joval gyengébb
réz(1l)-komplexald képességliek az analog TSK-okhoz képest. A kisebb stabilitasi komplexek
képz6dése miatt a vizsgalt guanilhidrazon-szarmazékok réz(I1)komplexei gyorsabban
redukalddnak glutation és aszkorbinsav altal, mint az analég TSK-ok komplexei.

Vizsgaltuk a vas(l1)- és vas(Il)ionokkal valdo komplexképzodést is pH-potenciometrias
¢s UV-lathatd spketrofotometrias modszerekkel. Azonban vas(lIl)ionnal pH ~ 5-n
vas(llhhidroxid csapadék valt le, igy kis stabilitasd vas(Ill)komplexek képz6dését
feltételezziik. A vas(ll)komplexek is kis stabilitastinak bizonyultak, a komplexképz6dés csak
pH > 7-n kezdddik. A szamolt képzddési allandok alapjan ezen komplexek ([Fe(II)L]%,
[Fe(I1)LH-1]") joval kisebb stabilitiastak a megfelelé réz(I)komplexekhez viszonyitva.

Osszességében elmondhatd, hogy a tioamid-kén iminocsoporttal valé helyettesitése
lecsokkentette az endogén fémionokkal képz6dd komplexek stabilitdsat, ami hozzajarulhat a
vizsgalt 2-formil-piridin-guanilhidrazon szarmazékok, valamint azok réz(Il)komplexeinek
tioszemikarbazonokhoz képesti joval kisebb, gyakorlatilag nem is mérhet citotoxikus

hatasahoz.
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