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1. Tartalmi osszefoglalo

Szamos rakellenes hatast mutatd fémkomplexet allitottak elé az évek soran, azonban a
fellépd mellékhatasok €s a rezisztencia ujabb és hatékonyabb vegyiiletek fejlesztésére adott
okot. Korabbi vizsgalatok eredményei alapjan a tioszemikarbazon (TSC) és szemikarbazon
(SC) vegyiiletcsalad igéretesnek mutatkozott a daganatos sejtekkel valo kiizdelemben. Az a-
N-pridil-TSC-ok koziil a triapin mar fazis III vizsgalat alatt all [1]. Korabban torténtek
vizsgalatok pirazolcsoportot tartalmazéo TSC-okkal és egy SC-nal, valamint azok
réz(Il)komplexeivel, mely mérések eredményei alapjan hatasosnak bizonyultak rakos sejtek
ellen [2].

A TDK munkam sordn olyan pirazolcsoportot tartalmazo (tio)szemikarbazonokat
vizsgaltunk, melyek nemcsak koordinacios modjukban, hanem szubsztituenseikben is
kiilonboznek. Az N-termindlis csoporton NHz vagy NHCHs, a pirazolgytiriin pedig furan-
vagy tiofén szubsztituens talalhat6. Munkank soran kivancsiak voltunk, hogy ezen szerkezeti
kiilonbségek hogyan hatnak a ligandumok proton disszociacios folyamataira, a
réz(IT)ionokkal képz6dé komplexeik stabilitasara, illetve a rakellenes hatasukra. Vizsgaltuk
a ligandumok lipofilitasat és UV-lathatd spektrofotometrids titralasok segitségével
meghataroztuk a ligandumok deprotonalddasara és réz(Il)ionokkal valé komplexképzésre
vonatkozo egyensulyi allandokat, mindemellett tanulmanyoztuk a komplexek redoxi
tulajdonsagaikat is.

Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a vegyiiletek fiziologias pH-n semleges
forméaban vannak jelen, ami hozzajarul a korlatozott vizoldhatosagukhoz. A ligandumok a
réz(I)ionnal mono- és biszkomplexeket képeznek, utdobbi az uralkodo részecske pH = 7,4-
n. Tovabba megallapithatd, hogy a TSC — SC ligandumparok koziil a TSC-ok rendelkeztek

erdsebb rakellenes hatassal, illetve a réz(Il)ionok jelenléte ndvelte a citotoxicitasukat.

Kulcsszavak: tioszemikarbazon, UV-Vis spektrofotometria, stabilitasi allando, redoxi

reakcio, citotoxicitas



2. Bevezetés

A daganatos betegségek gyogyitdsa napjainkban egyre nagyobb jelentdséggel bir, hiszen
nemcsak hazdnkban, hanem vilagszerte is a halalozadsok szaménak tobb mint 20%-a kdthetd
ilyen rosszindulata elvaltozasokhoz. Rakos sejtek testiink barmely részén elszaporodhatnak,
ezért kiilonb6z6 kezelési modok és eljarasok Iéteznek a betegség gyogyitasara.
Leggyakoribb kezelések koz¢ a mitéti beavatkozas és a sugarterapia tartozik. Tébb mint
negyven éve nagy attorést jelentett a platina(Il)-tartalmu vegyliletek hatékonysaganak
felfedezése [3]. Ezen platina-alapt gyogyszerek (ciszplatin, karboplatin, oxaliplatin) a mai
napig is széleskorben hasznaltak a kemoterapias gyogykezelések soran, elsésorban
kombindlt terapidk részeként. Hasznalatukkor azonban komoly mellékhatdsok
jelentkezhetnek, hiszen nem célzottan hatnak a daganatos sejtekre, igy a kornyezo
egészséges sejteken is jelentds karokat okoznak. Ezen feliil jellemzden kialakul a
rezisztencia, amely a rakos sejtek azon képessége, hogy ellenélljanak a korabban hatékony
gyogyszeres kezeléseknek, ami szintén korldtozza a gydgyszeres kezelés hatékonysagat,
illetve ezaltal az alkalmazhatosagat. Eppen ezen problémaék lekiizdése motivalja a kutatokat
hatékonyabb  és  szelektivebb  vegyliletek  kifejlesztésére. A hatdanyagok
hatasmechanizmusanak és tulajdonsidgaik megismeréséhez azonban alapos kémiai és
biologiai vizsgalatokra van sziikség, és az igy kapott ismeretek segitik tovabbi uj,
hatékonyabb vegyiiletek megtervezését.

TDK munkankban ezen altalanos célok mentén kiilonboz6é rakellenes hatast
szemikarbazonok ¢€s tioszemikarbazonok, illetve azok réz(Il)komplexeinek szisztematikus

oldategyenstlyi tanulmanyozasat tiiztiik ki célul.



3. Irodalmi osszefoglalo

3.1. Daganatos betegségek és kezelésiik

A TDK munkam soran heterociklusos tioszemikarbazonokat (TSC) és szemikarbazonokat
(SC) vizsgaltam. Ilyen tipusti vegyiiletek rakellenes hatasat mar a 20. szazad elején
felismerték [4]. Az 1960-as évek el6tt a rak ellen hasznalatos torzskonyvezett gyogyszerek
teljes mértékben szerves anyagok voltak. Késobb — egy véletlen folyaman — felfedezték a
ciszplatin komplex rakellenes ¢és citosztatikus tulajdonsagait, ezzel egy teljesen 1j utat
megnyitva a daganatos betegséggel valo kiizdelemben [5]. A kemoterapias kezelések soran
a fellépd mellékhatasok és a gyogyszer-rezisztencia azonban tovabbi citotoxikus hatasu,
fémtartalma vegyiilet fejlesztésére 0sztonzik a kutatokat. Az emlitett citotoxikus hatés
azonban a nem megfeleld szelektivitasnak kodszonhetéen nemcsak a rdkos, hanem az
egészséges sejteket is éri, ezzel kellemetlen tlineteket (14z, hanyas, hasmenés) idézve elo.
Ezért olyan vegyiiletek eldallitisa a cél, amelyek a leheté legjobb farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A pozitiv tulajdonsdgainak és eredményességének
koszonhetéen eldszor mas platina(ll)-alapa gyogyszereket igyekeztek fejleszteni. A
platina(Il)komplexek koziil az oxaliplatin és a karboplatin tiint a legigéretesebbnek, melyek
klinikai hasznalatban vannak jelenleg is. A mellékhatasok sajnos itt sem keriilhetok el,
azonban ezek a komplexek kevésbé reakcioképesek, igy kevesebb kart okoznak a kdrnyez6
egészséges sejteken [6]. A legnagyobb problémat azonban még mindig a rezisztencia
kialakulasa jelenti, mely az onkoldgiai kezelések igen nagy hanyadat érinti. Ezen indokok
motivaljak az azota is folyd kutatasokat a minél hatékonyabb és mas hatdsmechanizmusu
gyogyszerek eldallitasahoz. Sok esetben a megoldast a kézponti fémion varialasa jelentheti,
ugyanakkor a citotoxikus hatas a ligandumhoz is kothetd. Eppen ezért a ligandumok
vizsgalata is ugyanannyira fontos lehet, mint a megfeleld fémion kivalasztasa.

A daganatos betegségek gyogykezelésérdl viszonylag régdta beszélhetiink.
Legel6szor a miitéti beavatkozasok valtak elterjedtté, mint példaul a mellrak gyogyitasa
radikalis masztektomiaval (1882. William Halsted). KésObb a sugarkezelés nyert inkabb
teret, illetve a kezelések kombinalasaval probalkoztak. Ez utobbi a daganatok sokféleségére
egy megfelel6 megoldast biztosithat, amellett, hogy a mellékhatasokat csokkenti és enyhiti.
Ezenkivill még a hormonalis- és immunterapia is hasznalatosak a rak ellen valod
kiizdelemben. A hormondlis terapia az Osztrogén, illetve a tesztoszteron szintjének
csOkkentésével segit a here- és mellrak legy6zésében. Mig az immunterapia 1ényege, hogy

az immunrendszert aktivalja a daganatos sejtek ellen, ezzel hozzajarulva ahhoz, hogy a
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szervezet sajat védekezOképessége erdsodjon. A kemoterapias kezelések soran jelenleg ~150
kiilonboz6 torzskonyvezett hatdbanyagot hasznalnak a klinikai gyakorlatban. A hatéanyagok
igen valtozatos szerkezetlieck és farmakoldgiai hatastak, melyek kozott talalunk DNS-
alkilezod szereket (pl. az emlitett platinakomplexek), antimetabolitokat (pl. folsav-analogok,
5-fluorouracil) és enzim inhibitorokat (pl. topoizomeraz-, hiszton-deacetilaz-, tirozin-kinaz-

gatl6k).

3.2. (Tio)szemikarbazonok

A (tio)szemikarbazonok hatdsmechanizmusanak alapja a fémionokkal valo stabilis
komplexek képzésének lehetdsége, igy képesek hatékonyan gatolni bizonyos enzimek
mitkodését, melyek a daganatos sejtek novekedésében és tulélésében jatszanak szerepet [7].
A (tio)szemikarbazonok Schiff-bazisoknak tekinthetok, egy karbonil (aldehid vagy keton)
¢és egy (tio)szemikarbazid, mint amin, reakcidjaval allithatok el [8]. Alapvazuk TSC-ok
esetén (N,S), mig SC-ok esetén (N,0) donoratomokkal rendelkezik, amelyeken keresztiil
koordinalédnak a fémionhoz semleges vagy anionos forméaban. A két donoratomnak
koszonhetden kétfogu ligandumként viselkednek, de gyakran egy harmadik koordinalodni
képes donoratom is van a molekuldban [4,9]. A két vegyiiletcsoport koordinacios
tulajdonsaga eltér egymastol, hiszen az oxigén elektronegativitasa joval nagyobb, mint a
kéné. Emiatt leginkdabb a keletkezd fémkomplex stabilitdsaban lesz kiilonbség. Erre
bizonyiték a korabban mar tanulmanyozott szalicilaldehid-tioszemikarbazon (STSC) és
szalicilaldehid-szemikarbazon (SSC) mind réz(ll)-, mind vas(l1)- ill. vas(Il)komplexének
stabilitdsa kozott tapasztalt kiilonbség [10]. Az STSC (O,N,S), mig az SSC (O,N,0O)
donoratomokon keresztiil koordinalodik a fémionokhoz. A tioszemikarbazon ligandum
altalaban valamennyivel stabilisabb komplexet eredményezett a szoftabb Lewis sav
karakterti fémionokkal. A képz6d6 fémkomplexek koordinacids geometriajaban is van
kiilonbség, mig a réz(ll)ionokkal torzult oktaéderes, addig a vas(l11/11)ionokkal oktaéderes
komplexeket képeznek [11,12]. A molekuldkban jelenlévd C=N kettds kotésnek
koszonhetden kialakulhat geometriai (E/Z) izoméria, valamint a TSC-nal a tion-tiol, mig a
SC-nal keto-enol izoméria figyelheté meg. Emellett a fémionokkal valdo komplexképzés
soran a fém-ligandum aranytol, az adott koncentraciotol és pH-tol fiiggden tobbféle
sztochiometridji komplex is képzddhet.

Ugyan a TSC vegyiiletcsalad mar korabban is ismert volt, bioldgiai hatdsat csak a
XX. szazad masodik felében ismerték fel. Legnagyobb attorést az 1956-ban a 2-formil-
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piridin-tioszemikarbazon (FTSC) leukémia elleni hatasanak igazolasa jelentette [13].
Szamtalan sikeres és sikertelen preklinikai kisérlet utan végil a 3-aminopiridin-2-
karboxaldehid-tioszemikarbazon (triapin, 1. abra) kertilt klinikai vizsgalatba [14]. Fazis I/II
vizsgalatokat kovetden biztatd eredményeket mutatott, azonban rovid biologiai felezési
idejének kdszonhetden szolid tumorokkal szemben joval kevésbé volt hatékony [1]. Jelenleg
fazis 111 klinikai vizsgalatok zajlanak a triapinnal és a ciszplatinnal, ezenkiviil sugarterapia
kombinalt hasznalataval tesztelik elorehaladott stadiumu méhnyak- €s hiivelyrakok esetében
[1]. Ugyanakkor a triapin hasznalatakor el6fordulnak komoly mellékhatasok is, mint példaul
laz, hanyas és methemoglobinémia. Ezen problémaék 0sztonozték a tovabbi fejlesztéseket,
amelyek soran egy tetrahidrokinolin-szarmazék, a COTI-2 (1. abra) keriilt klinikai fazisba

[14]. Egy év elteltével, 2016-ban a DpC (1. abra) is sikeresen jutott klinikai vizsgalatba [14].
s

Z N S
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NH, | | P L
Triapin DpC COTI-2

1. abra Klinikai vizsgélatba keriilt tioszemikarbazonok szerkezeti képlete.

Ezen vegyiiletek rakellenes hatasa a dezoxi-ribonukleotidok képzddését katalizalo
ribonukleotid-reduktaz (RNR) enzim mitkdésének akadalyozasan alapszik [7]. A daganatos
sejtekben az RNR enzim expresszidja fokozddott, igy ezen folyamat lassitdsa, illetve
megsziintetése egy hatékony gydgykezelés alapjat biztositja. Az enzim szerkezete két részre
oszthatdo (R1 és R2), és az inhibicids folyamatban az R2 alegység fog jelentds szerepet
jatszani. Ugyanis ezen utobbiban talalhaté az aktiv centrum, amelyben két vasion és egy
szabad tirozil-gyok (Tyr) helyezkedik el. Az enzim gatlasa soran a triapin kélcsonhatasba
lép az R2 alegységgel, amelynek kovetkeztében egy vas(ll)komplex keletkezik, ami majd
elreagal az oxigénnel, €s a keletkez0 reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) mar képes a szabad
Tyr gyokok kioltasara [15]. Tulajdonképpen ezzel inaktivdlja az enzimet, és ezaltal
megsziinteti a daganatos sejtek DNS-ének tovabbi Szintézisét, és szaporodasat. A képz6do
vas(Ill)komplexet kiillonb6z6é antioxidansok (pl. glutation) redukaljak majd vissza
vas(I)komplexé. Mivel a folyamat révén vas(Il)-, és vas(III)-TSC-komplex is keletkezik,

igy a komplexek stabilitasa és redoxi tulajdonsaga szamottev a biologiai hatasukban [16].



3.3. A (tio)szemikarbazonok réz(l1)komplexei

Elozetes vizsgalatok alapjan nemcsak a (tio)szemikarbazonok sejten beliil képzdodd
vaskomplexei, hanem bizonyos esetekben azok rézkomplexei is nagy befolyassal vannak a
hatdasmechanizmusra [17]. Foként azoknal a ligandumoknal jellemzé ez, amelyeknek ICsg
(ami a citotoxicitas jellemzésére szolgaldo azon koncentracio, ahol a kezelt sejtek fele
elpusztul) értékei nM koncentraciotartomanyba esnek. Ezen vegyiileteknél a ligandum
mellett a réz(Il)ionnal képzett komplexiik is jelentds antitumor hatidst mutatott. Egyes
vegyiileteknél a komplex citotoxicitasa meg is haladja a ligandumét, mint példaul a STSC-
nal és az N-termindlisan diszubsztitualt o-N-piridin-tioszemikarbazonoknal. Azonban a
triapin esetében, melynél a terminalis aminocsoport nem szubsztitualt, a ligandum aktivabb
a réz(I)komplexhez képest [18-20]. Ezen adatok okot adtak mind a ligandumok, mind a
rézkomplexeik tovabbi részletesebb vizsgalatara.

A rézkomplexek mechanizmusanak alapjat a reaktiv oxigénszarmazékok képzddése
jelenti [21]. Az ROS-k igen aktiv agensek (pl. H202, OH' gyok, O>~ szuperoxid anion),
amelyek a sejtekben természetes uton keletkeznek, és fontos szerepiik van a sejtciklusok
rendeltetésszerli lejatszodasaban. Azonban, nagy koncentracioban komoly veszélyt
jelentenek az emberi szervezetre, hiszen a sejtekben és a DNS-ben is komoly karokat
okozhatnak. Pontosan emiatt lesz hatékony a megnovekedett ROS szint a kemoterapias
kezelésekben, mivel nagyban hozzajarul a daganatos sejtek pusztulasahoz. Vannak olyan
rézkomplexek is, amely a topoizomeraz enzim miikodését befolyasoljak [22]. Ennek az
enzimnek kiemelkedd szerepe van a DNS replikacioban, hiszen felelds a DNS szal
felhasitasaért és az 1 szalak kialakitasaért. Az enzim mitkodésének befolyasolasaval, illetve
gatlasaval a daganatos sejtek szaporodasat lassithatjuk, vagy akar meg is sziintethetjiik.

Azonban a (tio)szemikarbazonok oldatbeli viselkedésérdl viszonylag kevés
informécio volt elérhetd korabban a szakirodalomban vizben valé oldhatosaguk
korlatozottsaga miatt, de az utobbi években mar szamos fémkomplex stabilitasat jellemeztek
[2]. A komplexek képzddési allanddinak meghatarozasa legtobb esetben a vizhez képest
kisebb relativ permittivitasti (apolérosabb) viz/szerves vegyes oldoszeres kdzegben (30%
(v/v) dimetil-szulfoxid (DMSO) jelenlétben) tortént. Az 1j, potencialisan rakellenes hatasu
fémkomplexek esetén is fontos, hogy ismerjiik a vizes oldatban jelen 1évo kémiai formakat
és azok stabilitdsat. A fémkomplexek stabilitdsi 4llanddinak meghatarozasahoz a
ligandumok proton disszociacidos folyamatainak a megismerése is fontos. Ugyanis a

fémkomplexek képzddése soran kompetitiv reakcio jatszodik le a proton és a fémion kozott
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a ligandum kotohelyeiért. Minél stabilisabb az adott komplex, annal nagyobb mértékii a
folyamat nyomon kovetheté pH-potenciometrias modszerrel. Emellett a komplexképzddés
hatdsara a ligandum abszorpcidos spektruma is jellemzéen megvaltozik, és a
réz(Il)komplexeknél S—Cu(Il) toltésatviteli sdv megjelenését is varhatjuk.

A kétfogt (tio)szemikarbazonoknak (egyéb befolyasolo funkcids csoport hianyaban)
egy disszociabilis protonja van, €s oldatban, ill. fémkomplexeikben a tion-tiol tautoméria,
ill. a C=N kettds kotés mentén l1étrejévo Z/E izoméria miatt tobbféle megjelenési formaik is
jelen lehetnek [9]. Fémkomplexeikben a semleges (tiol) és deprotonalt (tionat) alak is
koordinalédhat. A kétfogu (tio)szemikarbazonokkal Cu(Il)-ionnal torténd reakcidjuk soran
mono-, és biszkomplexek képzddnek [2], mig a haromfogi ligandumokkal a
monokomplexeknek van kiemelt stabilitasa [10,16]. A képz6dé komplexek oldategyensulyi
vizsgalatai segitségével meg tudjuk adni, hogy a komplexek adott pH-n milyen formaban
vannak jelen. A kordbban vizsgalt haromfogl, (N,N,S) donoratomokkal rendelkezd
tioszemikarbazonok esetében, a ligandumok fizioldégias pH-n semleges formaban vannak
jelen, és réz(Il)ionnal monokomplexek kialakulasa jellemzd. Kisebb pH értékeken inkébb a
[Cu(LH)]?* komplex képzédik, melyben a semleges ligandum koordinalédik. A pH
novekedésével a [CuL]* komplex képzddése figyelhetd meg, melyben a ligandum negativ
toltése a kénatomon lesz a hidrazin-N csoport deprotonalodasat és a tautomer atrendezédést
("N-C=S — N=C-S") kovetden. Kellden bazikus pH értékeken kialakul a [CuL(OH)]
vegyes-hidroxido komplex. llletve ligandum felesleg esetén [Cul] biszkomplex és [CuzLs]*
kétmagvi komplex is képzédik a-N-piridin-tioszemikarbazonokkal [23]. Az (O,N,S)
donoratomokat tartalmaz6 haromfogu tioszemikarbazonokkal, mint az STSC, ugyanakkor
kizarolag csak monokomplexek ([Cu(LH)]*, [CuL] és [CuL(OH)]") képzddnek [24].
Korabban torténtek vizsgalatok az altalam is tanulmanyozott ligandumokhoz hasonlo

szerkezetll két pirazol-tioszemikarbazonnal, ill. egyik szemikarbazon véaltozataval (2. dbra)

[2].

@ Me-pyrTSC @ Ph-pyrTSC @ Ph-pyrSC

2. abra Korabban vizsgalt pirazol-(tio)szemikarbazon szarmazékok [2].
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Az UV-lathato spektrofotometrids mérések alapjan megallapitottdk, hogy a vegyiiletek
semleges formaban vannak jelen egészen magas pH értékekig (pH ~10-ig), mivel a hidrazin-
NH csoport deprotonalddasa csak a lugos pH tartomanyban jatszodik le. Ezek alapjan
kijelenthetd, hogy fizioldgias pH-n semleges formaban vannak jelen. A vizsgalt kétfogh
ligandumok ¢és a Cu(Il)-ionok reakcidja sordn mono-, és biszkomplexek egyarant
képzddnek. A savas pH tartomanyban a monokomplex dominal, mig a pH ndvekedésével
egyre nagyobb aranyban van jelen a biszkomplex is, melynek szerkezetét az egyik esetben

(Ph-pyrTSC) a 3. abra mutatja.

C55 C56
§—@ C57

3. abra A [Cu((Ph-pyrTSC)H-1)2] bisz-komplex RoOntgen-krisztallografias modszerrel

meghatarozott szerkezete [2].

Ezenkiviil citotoxikus tulajdonsaguk megismerésére is torténtek vizsgalatok. Mig a
két tioszemikarbazon kozepes hatdst eredményezett a rakos sejtvonalak ellen (ICsp = 25 —
100 uM), addig rézkomplexeik sokkal magasabb citotoxicitast mutattak (ICso = 3 —22 uM).
A szemikarbazon (Ph-pyrSC) és komplexe kevésbé volt citotoxikus [2].
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4. Célkitiizések

A 16 célunk a valasztott pirazolcsoportot tartalmazé szemi- és tioszemikarbazonok (6sszesen
hat vegyiilet) és réz(Il)komplexeik részletes oldategyenstlyi tanulmanyozasa, annak
érdekében, hogy feltarjuk, hogy az egyes molekulaszerkezeti elemek hogyan hatnak az
oldatkémiai tulajdonsagokra és a bioldgiai hatasra. A valasztott vegyiiletekben varialoédik a
koordinaciés mod lehetdsége (N,S vs. N,0), illetve kiilonbozé szubsztituenseket
tartalmaznak az N-terminalis csoporton (NH2 vs. NHCH3) és a pirazolgytrin (furan vs.
tiofén). Ezen szerkezeti kiillonbségek ismeretében probalunk kovetkeztetéseket levonni az
adott ligandum oldatkémiai tulajdonsagair6l, mint a proton disszociacios folyamataik,
réz(Il)ionokkal képzett komplexeik stabilitasa és redoxi tulajdonsaga.

A ligandumok deprotonaldédasi folyamatainak nyomon koévetéséhez UV-lathato
abszorpcids spektrofotometrids titralasokat végziink, mivel a mérési adatok alapjan meg
tudjuk hatarozni, hogy a ligandum milyen formaban (ionos vagy semleges) van jelen egy
adott pH-n. A vegyiiletek lipofilitasat n-oktanol és viz kozotti megoszlasos kisérlettel
vizsgaljuk. A rézkomplexek Osszetételének és stabilitdsanak tanulméanyozasahoz is UV-
lathaté spektrofotométrias titralasokat végziink kiilonbozé réz(Il)ion-ligandum aranyokat
hasznalva.

A ligandumok ¢és réz(ll)komplexeik rakellenes hatasat jellemz6 citotoxicitasi
adatokat a molekulaszerkezeti elemekkel és a szamolt oldategyensulyi adatokkal tervezziik

Osszevetni Osszefiiggések feltarasa céljabol.
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5. Kisérleti koriilmények

5.1.Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalt vegyiiletek (SC-F-NH2, SC-T-NH, TSC-F-NHMe, TSC-T-NHMe, TSC-F-NH>,
TSC-T-NH>) szintetizalasa és karakterizaldsa az SZTE Molekularis és Analitikai Kémiai
Tanszéken, Dr. Frank Eva kutatocsoportjdban tortént. A méréseknél hasznalt glutation
(GSH), aszkorbinsav (AA), 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES), a
Sigma-Aldrich terméke. A KCI, KOH, KH-ftalat, HCI és a CuCl; a Reanal Laborvegyszer
KFT-t6l szarmazik. A dimetil-szulfoxid (DMSO) pedig a VWR terméke.

A ligandumokbdl a torzsoldatokat tisztitds nélkiil, tomeg szerinti beméréssel
allitottuk elé. A ligandumok szerkezetét és tisztasagat kordbban *H, 3C NMR és kvantitativ-
NMR mérésekkel igazoltdk. A réz(Il)-tartalmu térzsoldatokhoz a CuClz-t vizben oldottuk,
majd EDTA méréoldat segitségével hataroztuk meg a pontos koncentraciojukat.
Oldészerként minden esetben Milli-Q vizet hasznaltunk. Az alland6 0,1 M-os ionerdsséget

KCI hasznalataval allitottuk be a mérések soran.

5.2. Ultraibolya-lathaté abszorpcioés spektrofotometria

A modszer a vizsgalt molekula/komplex vegyértékelektronjainak gerjesztésén, vagyis egy
alacsonyabb energiapalyarol egy magasabb energiaju szintre vald Keriilésén alapszik. A
molekula azon részét, ahol az elektronatmenetek 1étrejonnek, kromofornak nevezziik. Ezen
modszerrel olyan anyagokat érdemes vizsgalni, amelyeknek a fényelnyelési sdvja a 200 és
800 nm hulldmhossztartomany kozott helyezkedik el. Ha a vizes oldat abszorbancidjat a
besugarz6 fény hulldmhosszanak fiiggvényében abrazoljuk, akkor egy abszorpcids
spektrumot kapunk, amelybdl mind mindségi, mind mennyiségi informacidkat
szerezhetiink.

A fény elnyelésének mérteke €s tartomanya anyagi mindségtol fiigg elsdsorban, de a
kromoforral kélcsonhatasban 1évé egyéb csoportok is befolyasoljak. Hig oldatok esetében
az anyag koncentracioja és mért abszorbancia kozotti osszefliggést a Lambert-Beer torvény
irja le: Ay = ex-cl; amelyben: Ax: A hullamhosszon mért abszorbancia, €.: A hullamhosszon
mért molaris abszorbancia (M-tcm-1), c: koncentracié (M) és |: ithossz (cm). A fotometrias
mérésekre az ad lehetdséget, hogy komplexképzddési reakciok folyaman megvaltozik a
molekula elektroneloszldsa és gerjeszthetOsége, tehat a protondlt, a deprotondlt és a

komplexben kotott ligandum elnyelési savja eltéro lesz.
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A fémkomplexek stabilitasi szorzatait a HypSpec program [25] segitségével
hatdroztuk meg, ami a pH-fiiggd spektrumokbdl, a Lambert-Beer torvényt felhasznélva,
illetve a komponensekre vonatkozd anyagmérlegek alapjan eldallitott egyenletrendszert
iteracios modszerekkel oldja meg.

Ezen mérési modszer kifejezetten alkalmas olyan anyagok vizsgalatara is,
amelyekbdl korlatozott mennyiség érhetd el. Eppen ezért a kutatasunkban jelentds figyelmet
kapott, hiszen kiilonboz6 tipusii méréseket végeztiink ezen modszer segitségével olyan
vegytiletek esetén, amelyekb6l nem allt a rendelkezésiinkre nagy mennyiség (< 20 mg).
Ennek a moddszernek a segitségével meghataroztuk a ligandumok proton disszociacids
allandoit (Ka), a réz(I)komplexek képzodési allandoit (), és azok reakcioit
redukaloészerekkel 30% (v/v) DMSO/H20 oldészerelegyben. Mindemellett végeztiink
lipofilitdst meghatirozd kisérleteket is, ahol az n-oktanol/viz kdzegben a megoszlasi
allandokat hataroztuk meg.

A ligandumok és komplexeik spektrofotometrias titralasanal egy Agilent Cary 8454
UV-lathato diodasoros spektrofotométert hasznaltunk, ahol az optikai uthossz a legtobb
esetben 2 cm volt. A pH méréséhez sziikséges rendszer kalibralasat egy erds sav (HCI) - er6s
bazis (KOH) titralassal végeztiik Irving-féle modszerrel [26]. Ezen mérések eredményeibdl,
pontosabban a lug fogyasabol (térfogat) és a pH adatparokbol a Gran-mddszert felhasznalo
Abu9x program segitségével meghataroztuk mind az Irving-féle faktort, mind a
vizionszorzatot (Kw). A titralashoz Metrohm Dosimat 665 tipusu automata biirettat, Orion
710A pH-mérét és Metrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk. A
méromiiszert 0,05 M KH-ftalattal (pH=4,008) hitelesitettilk, a meredekség értékét a
vizionszorzat (pKw=14,53 + 0,01) alapjan vélasztottuk meg.

A titrdlds soran a ligandumok és a réz(I)komplexek esetében is a mintdk a
ligandumot 10-12 puM-os koncentracidtartomanyban tartalmazzak. A mérések soran a pH
1,7-14 kozotti tartomanyt vizsgaltuk. A titrdlasokat karbondtmentes KOH segitségével
spektrumokat argon atmoszféra jelenlétében, 25+0,1 °C-on, alland6 (0,1 M-os) ionerdsség
mellett vettiik fel.

A lipofilitds meghatdrozdsira a hagyomanyos n-oktanol/viz kozti megoszlasos
modszert alkalmaztuk. A kisérleteket pH = 7,4-en végeztiik, a pH alland6 értéken tartasanak
érdekében 20 mM HEPES puffert adtunk a rendszerekhez. Féaziselvalasztas utan felvettiik

mindkét fazis, €s az eredeti n-oktanolos minta abszorpcids spektrumat is.
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A vegyiiletek redoxi tulajdonsaganak vizsgalatanal a glutationnal és az
aszkorbinsavval valo reakciok soran a pH-t HEPES puffer segitségével allitottuk a
fiziologias értékre (7,4). A méréseket az anaerob koriilmények biztositasa céljabol
’glovebox'-ban (GP(Campus), Jacomex) végeztiik, tandemkiivettat (I = 1 cm) hasznalva,
hogy a Cu(ll)-ligandum oldatot elkiilonitsiik a redukaldszertdl a reakcid inditasaig. A
spektrumokat felvettiik a reagensek Osszekeverése el6tt, majd kozvetlenill utdna is egy

Avantes AvaSpec-UL2048XL-EVO Fiber Optic spektrofotométert hasznalva.
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6. Eredmények:
6.1. Ligandumok oldategyensulyi vizsgalata

A vizsgalt ligandumok mindegyike a szemi-, illetve tioszemikarbazonok csoportjaba
tartozik, szubsztituenseikben azonban kiilonbdznek, amelyek jelentdsen befolyasolhatjak a
kémiai és bioldgiai tulajdonsagokat. A 4. dbra szemlélteti az altalam tanulmanyozott
ligandumok szerkezete kozotti kiillonbségeket. Az altalunk adott jelolésiik is ezeken az
eltéréseken alapszik. A vegyiiletek neve harom tagbol épiil fel a haromféle tipust szerkezeti
kiilonbség alapjan. Az SC/TSC rész a szemikarbazon, illetve a tioszemikarbazon mivoltat

hatdrozza meg, a T/F a furan- vagy tioféncsoport, mig az Me a metilcsoport jelenlétére utal.

HN_ O HQN\(O
h

HN_
\IN IN
H — H =
=N =N’
xS
SC-T-NH, SC-F-NH,
H H
HaN_ NG HN._ 5 N_ 8
-~
| | ) )
0O RO TR0 R0
_ \Nl _ "‘-N( \Nl \N,
S %S
TSC-T-NH, TSC-T-NHMe TSC-F-NH, TSC-F-NHMe

4. abra A vizsgalt ligandumok szerkezeti képletei. (SC-T-NHz: 2-((1-fenil-3-(tiofén-2-il)-1H-
pirazol-4-il)metilén)hidrazin-karboxamid; SC-F-NH,: 2-((3-(furan-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-
il)metilén)hidrazin-karboxamid; TSC-T-NHz: 2-((1-fenil-3-(tiofén-2-il)-1H-pirazol-4-
il)metilén)hidrazin-karbotioamid; TSC-T-NHMe: N-metil-2-((1-fenil-3-(tiofén-2-il)-1H-pirazol-4-
il)metilén)hidrazin-karbotioamid; TSC-F-NH.: 2-((3-(furan-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-
il)metilén)hidrazin-karbotioamid; TSC-F-NHMe: 2-((3-(furan-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-
il)metilén)-N-metil-hidrazin-karbotioamid)

A koréabban vizsgalt pirazolcsoportot tartalmaz6 (tio)szemikarbazon vegyiiletekkel
(2. dbra) [2] 6sszehasonlitva, a legfobb szerkezeti kiillonbség a TDK munkam soran vizsgalt
(tio)szemikarbazonokban a metil-, illetve fenilcsoport helyettesitése furan- és
tioféncsoportokkal. Ezek jelentds tulajdonsagbeli eltéréseket is eredményeznek. Mi ezek
koziil a pKa értékek, a rézkomplexek stabilitasa és a citotoxicitasuk kozti kiilonbségekkel

foglalkoztunk.
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A vegyiiletek proton disszociacios allandoinak meghatarozasaval informaciot
kaphatunk arrol, hogy adott pH-n milyen protonaltsagi allapotban van jelen, és igy milyen a
toltése. A ligandumok vizben valo korlatozott oldhatosaga miatt a méréseket 30% (v/v)
DMSO/H20 elegyben végeztik. A vizsgalt ligandumok varhatéan igen magas pKa
értekekkel rendelkeznek. A spektralis valtozés, azaz a deprotondlodasi folyamat minden
esetben a vartnak megfeleléen csak pH > 8 felett indult el. Kiilonb6z6 pH-kon felvett
reprezentativ. UV-Vis spektrumokat mutat az 5. dbra a TSC-T-NHMe ¢és TSC-T-NH2

ligandumokra.
a) o5 pH = 6,20 - 8,50 b) 100
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5 >
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<C =
0,1 20
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5. abra A TSC-T-NHMe ligandum a) 6,20-13,62 pH-tartomanyban és a TSC-T-NH; ligandum c¢)
7,54-13,12 pH tartomanyban felvett UV-lathaté spektrumai 30% (v/v) DMSO/H,0 kozegben, illetve
b) és d) a mért abszorbancia (¢) értékek 360 nm-en a pH fliggvényében abrazolva a szamolt
koncentracio eloszlasi gorbékkel egyiitt. {¢ (TSC-T-NHMe)=9,56 uM; ¢ (TSC-T-NH;) = 12,46 uM;
I =0,10 M (KCI); t=25,0°C, | =2,0 cm}

A spektrumok alapjan megfigyelhetd, hogy az abszorbancia értéke a ~310—-330 nm
hulldmhosszakon folyamatosan csokkent a pH novekedésével parhuzamosan. Ezzel
ellentétben, a ~340 nm hullamhossz feletti tartomanyban az abszorbancia ndvekedése
figyelhetd meg. A spektrumokban megjelend izobesztikus pontok egy deprotondlodasi

folyamat lejatszodasat mutattak, ami a hidrazin-nitrogén (NH) csoporthoz rendelhet6. A
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kiilonb6z6 pH-kon rogzitett spektrumok HypSpec [25] programmal vald kiértékelésével
kaptuk a ligandumok protonalddasi allandoit (1gf (HL)), ami a pKa értékiikkel egyezik meg
ebben az esetben. Emellett a HL ¢és L~ formak molaris abszorbancia spektrumait is
megkaptuk. A pKa értékeket és az abszorbancia maximumhoz tartoz6 hullamhosszakat (Amax)

¢s a szamolt molaris abszorbancia értékeket (emax) az 1. tdblazatban foglaltam ssze.

1. tablazat A ligandumok spektrofotometrids modszerrel meghatarozott pKa értékei, illetve a
kiilonb6z6 protonaltsagu allapotu részecskék Amax és molaris abszorbancia (&max) értékei a vizsgalt

hullémhossz tartomanyban. {30% (v/v) DMSO/H,0; 1 = 0,10 M (KCI); t = 25,0 °C}

SC-T-NH2  SC-F-NH2  TSC-T-NH, TSC-T-NHMe  TSC-F-NH, TSC-F-NHMe

pKa >13 >13 11,28+0,01 12,1540,01 11,4240,01 12,234+0,01
Amax (NM) / gmax (M~tcm™)

HL 300/28710 300/35870  317/27479 317/22942 284/28498 311/32772

L- - - 327/21858 336/16514 317/22030 316/25022

Az 1. tablazat adatai alapjan elmondhat6, hogy a ligandumok adott protonaltsagu
formainak abszorbancia maximuma hasonlé hulldmhosszu tartomdnyba esik, és a
meghatarozott pKa értékek mindegyike igen nagy. A szemikarbazonok esetében pontos érték
nem volt hatarozhato, mert a mérést pH=14-nél meg kellett szakitani. Emiatt a teljes
deprotonalodasi folyamat nem jatszodott le, azonban az biztosan megallapithato, hogy a pKa
értékeik 13 folé esnek.

13 -

12
10

SC-T-NH, SC-F-NH2 TSC-T-NH, TSC-T-NHMe TSC-F-NH, TSC-F-NHMe

PKa

6. abra A vizsgalt ligandumok pK, értékei.
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A 6. dbra jol mutatja a pKa értékek kiilonbségeit, és megallapithato, hogy a kiilonb6zo
funkcids csoportok a deprotonalddasi folyamatot egyértelmiien befolyasoljak. A TSC-F-
NHz és a TSC-F-NHMe, ill. a TSC-T-NH; és a TSC-T-NHMe az amincsoportjuknal egy
metilcsoportban kiilonbozik egymastol, a pKa érték a metilezett szarmazékoknal nagyobb.
Ez a metilcsoport elektronkiildé hatasahoz kothetd, ami miatt a kozelben elhelyezkedd
hidrazon-nitrogén deprotonalddasi folyamata csak nagyobb pH értékeken jatszodik le. A
tiofén / furdn szubsztituens cseréje ugyanakkor csak egy kisebb eltérést okoz mind a
tioszemikarbazonok, mind a szemikarbazonpar esetén, amit indokol, hogy a deprotonal6dé
csoporttol tavolabb helyezkednek, €s ezaltal hatasuk is kevésbé tud érvényesiilni. Azonban
a tioncsoport karbonilcsoportra torténd cseréje (C=S — C=0) jelentdsebb hatassal van a
molekulara, mint az egyéb csoportok cseréje. Megallapithato, hogy a szemikarbazonok pKa
értéke magasabb, mint a tioszemikarbazon parjuké.

Erdemes Osszevetni az eredményeket a mar koribban vizsgalt pirazolcsoportot
tartalmazoé tioszemikarbazonok (1. dbra) adataival. A Me-pyrTSC pKa értéke 11,53, mig a
Ph-pyrTSC ligandumé 11,56, melyek igen hasonloak, mint a jelen esetben vizsgalt
tioszemikarbazonoké [2].

A kiilonb6zd funkcids csoportok a vizben vald oldhatosagra is jelentds hatdssal
lehetnek. Mind a hat vizsgdlt vegyiiletre igaz, hogy pH < 10 tartomanyban semleges
formaban vannak jelen, ¢s ennek eredményeképpen nagy lipofilitast vartunk. A lipofilitas
vizsgalata soran a ligandumok n-oktanol és viz kozotti megoszlasat figyeltiik meg. A
ligandumokat n-oktanolban oldottuk és huszszoros térfogata vizes puffer oldattal (pH = 7,4)
elegyitettilk. A megoszlasos kisérlet végén, azonban a vizes fazisban a spektrofotometris
méréseink alapjan nem volt mérhetd mennyiségben a vegyiiletekbdl. Igy megoszlasi
hanyadost nem tudtunk meghatarozni megbizhatoan (IgD74 > 2,5). Az eredmények igazoltak

a feltételezésiinket, vagyis a ligandumok igen erds lipofil tulajdonsagokat mutattak.
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7.abra A lipofilitas mérések eredményeként kapott UV-Vis spektrumok a) TSC-T-NH; és b) TSC-
T-NHMe ligandumok esetén. A vegyiilet megoszlasa 1:20 arany( n-oktanol/viz (pH = 7,4)

keverékben.

6.2. A biologiai hatas vizsgalata

A ligandumok lipofilitasat vizsgalva eldzetes feltételezéseink igazolodtak, azaz mind a hat
vegyiilet erdsen lipofil tulajdonsdgokkal rendelkezik. A rakos sejtek elleni kiizdelemben ez
elényds lehet, hiszen a hatdsmechanizmus alapja a sejtmembranon keresztiili passziv
transzport, amelyet a lipofilitas eldsegit. Eppen ezek indok miatt a megnovekedett lipofilitas
gyakran eredményez erdsebb citotoxicitast.

A rékos sejtek elleni hatdsuk megismerése érdekében a vegyiiletekbdl térzsoldatokat
készitettem, melyeket egylittmiik6do partnereink (Spengler Gabriella, Bozoki-Nové Marta)
az SZTE Mikrobioldgiai Intézetében két human rakos sejtvonalon is teszteltek. Az in vitro
citotoxicitast Colo-205 vastagbélrak és MCF-7 mellrak sejtvonalakon hataroztak meg. A
méréseket elvégeztiik a ligandumokkal és egy ekvivalens réz-klorid jelenlétében is. A
ligandumok és réz(Il)komplexeik meghatarozott 1Csp értékét szemléltetd reprezentativ 8.
abran a réz-klorid sajat citotoxitasa is fel van tiintetve. Amely értékek ezen szaggatott vonal
alatt helyezkednek el, azokrol mondhato el, hogy erdsebben rakellenes hatastiak. Minél

kisebb ez az érték, anndl citotoxikusabb a vegyiilet.
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8. abra Ligandumokra meghatarozott ICso értékek abrazolasa a vizsgalt Colo-205 és MCF-7
sejtvonalakon (egyszinti oszlopok), valamint egy ekvivalens CuCl, jelenlétében kapott értékek
(csikos oszlopok). A CuCl; citotoxicitasa: ICso = 17,8+ 0,83 uM (Colo-205) és 20+ 1,8 uM uM
(MCF-7) (szaggattott vonal). {72 h inkubacios id6}

A 8. abran, illetve a 2. tablazatban feltlintetett adatokbdl lathatd, hogy a
ligandumoknak gyenge, ill. kozepes a citotoxicitasa. Az ICso értékek a mellrakos sejtvonalon
jellemzéen kisebbek. A TSC-SC ligandumparokat Osszehasonlitva elmondhatd, hogy
minden esetben ez eldbbi ligandumoknak erdsebb citotoxikus hatdsa van mind a két
sejtvonalon. Mindkét szemikarbazon esetében a CuClz-hoz hasonld értékeket kaptunk,
amelyb6l megallapithatd, hogy citotoxicitasuk gyenge. Ebbdl az is vélhet, hogy a
ligandumok kis stabilitaisi komplexet alakitottak ki réz(Il)ion jelenlétében. A
tioszemikarbazonok is gyenge, illetve koOzepes hatast mutattak, azonban réz-klorid

hozz4adasa utdn mar biztatobb eredmények sziilettek.
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2. tablazat A ligandumok és az egy ekvivalens CuClz-dal létrejovo réz(Il)komplexek meghatarozott

ICsq értékei Colo-205 és MCF-7 sejtvonalakon. {72 h inkubacios id6}

1Cs0 / M Colo-205

Cisplatin 32,08+4,65 6.7+0,33
Doxorubicin 0,34+0,05 0,35+0,09
SC-T-NH; 58,96+5,08 21,51+1,12
SC-F-NH; 92,31+0,5 45,83+3,8
TSC-T-NH; 15,00+4,31 21,45+0,58
TSC-T-NHMe >100 >100
TSC-F-NH; 38,68+2,14 19,57+1,74
TSC-F-NHMe 72,04+3,87 24,86+1,95
SC-T-NH,—- Cu(ll) 1:1 14,48+1,97 26,14+0,16
SC-F-NH2—Cu(ll) 1:1 6,23+1,5 13,89+0,74
TSC-T-NH; - Cu(ll) 1:1 4,96+0,36 2,7+0,19
TSC-T-NHMe- Cu(ll) 1:1 39,8+2,83 18,72+3,51
TSC-F-NH,— Cu(ll) 1:1 2,44+0,54 2,44+0,06
TSC-F-NHMe - Cu(ll) 1:1 12,6+1,87 7,88+0,1

A ligandumok koziil a Colo-205 sejtvonalon a TSC-T-NH: (ICso = 15 uM), az MCF-
7 sejtvonalon a TSC-T-NHz, SC-T-NH2, TSC-F-NH; és TSC-F-NHMe vegyiileteknek
hasonl6 aktivitasa van (ICsp = 19,6 — 24,9 uM), a masik kettd citotoxicitasa ezekhez képest
joval kisebb. A réz-klorid jelenlétében minden esetben kisebb az ICso értékek, mint a
ligandumé, azaz a komplexképzddés erdsitette a rakellenes hatast. A rézionok jelenlétében
a legkisebb ICso értékeket a TSC-T-NH2 és TSC-F-NH: esetében kaptunk (ICsp = 2,4 —
4.9 uM), ezek a legigéretesebbek. Ezek az értékek a korabban vizsgalt, a tiofén- és
furancsoport helyett metil- és fenilcsoportokat tartalmaz6é Me-pyrTSC és Ph-pyrTSC esetén
kapottakhoz hasonloak a Colo-205 sejtvonalon (ICso = 6,3 ill. 5,1 uM), de kisebbek mint az
MCF-7 sejtvonalakon kapottak (ICso = 19 ill. 19 uM) [2]. A monometilezéssel azonban
kevésbé citotoxikus vegyiileteket kaptunk. Ez azonban mégsem magyardzza a TSC-T-
NHMe ligandum kiugréan magas ICso értékeit. Figyelembe véve, hogy a négy TSC
szerkezetileg hasonld, mivel csak egy-egy szubsztitlicios csoportban térnek el egymastol és

hogy a masik harom ligandum (és réz(II)komplexeik) ICsg értékei ehhez képest jelentdsen
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eltérnek, megallapithatd, hogy a bioldgiai mérés kdzben valamilyen nem vart esemény
kovetkezett be, azaz nagy valdszinliséggel csapadékos lett az oldat.

A ligandumok antibakterialis hatasat is tesztelték Staphylococcus aureus, S. aureus
MRSA, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae baktériumokon, de nem bizonyultak

hat4sosnak (minimum inhibicios koncentraciojuk > 100 pM), rézionok jelenlétében sem.

6.3. A ligandumok réz(Il)ionokkal valo komplexképzésének oldategyensilyi

vizsgalata

A bioldégiai mérések eredményei okot adtak a ligandumok komplexképzésének tovabbi
vizsgalatara, figyelembe véve, hogy réz-klorid jelenlétében az ICso értékek TSC-ok esetében
mindig kedvezdbbek voltak. Ezenkiviil a SC gyenge citotoxicitasa feltehetleg a kis
stabilitasu komplex képzddésén alapszik.

A komplexképzés hozzajarulhat a ligandumokétol akar eltéré hatdsmechanizmusok
kialakitasahoz, hiszen az kihatdssal van a lipofilitasra, a toltésre és a méretre is. A
komplexképzddés miatti hidrofilitds ndvekedés elonyds lehet a gydgydszatban, hiszen a
vegyitiletek igy konnyeben fel tudnak szivodni az emberi szervezet viztereibol. Mindemellett
az oldategyensulyi vizsgalatok is konnyebben elvégezhetdek, amelyeknek kdszonhetéen a
vegyiiletek tulajdonsagait is jobban megismerhetjiik. Azonban mig a monokomplexek
altalaban oldodnak vizben, addig a semleges biszkomplexekrdl ugyanez mar nem feltétleniil
allithat6. A korabban vizsgilt pirazol-szarmazékoknal azt tapasztaltdk, hogy a pH
novekedésével a biszkomplex valik dominansabba, igy sok esetben csapadékképzddés
fordult el [2]. Eppen ezért elengedhetetlen a megfelelé lipofilitasi érték megkeresése,
hiszen csak ezaltal lehet optimalizalni az adott hatéanyag tulajdonsagait. A megfeleld
szubsztituensekkel ellatott ligandumok vizben val6 oldhatosaga javithato. A TDK munkam
soran igy a hat ligandum réz(IT)ionokkal valdo komplexképzodésének oldategyensulyi
vizsgalatat végeztem el.

A komplexek képzddésére egyértelmiien kovetkeztethetiink spektrofotometrias
titralasi adatok alapjan. Mivel az abszorpcio additiv tulajdonsag, igy kiilonbségnek kell
mutatkoznia a CuCl, adagolasa utan felvett és a ligandumok sajat abszorpcios spektrumai
kozott adott pH értéken, ha van komplexképzddés, amelyet a S—>Cu(ll) toltésatviteli sav
megjelenése is jelez a TSK-ok esetén. Ezen méréseket pH ~2-r6l inditottuk el, ugyanis a

fémion és a proton kompetitiv reakcio jatszodik le a ligandum kotShelyeiért és emiatt a
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deprotonalodasi folyamat lejatszodasat alacsonyabb pH tartomanyban vartuk, mint a
ligandumnal 6nalldan mérve azt.

A szemikarbazonok esetében a spektrofotometrids vizsgalatnal az SC-F-NH:
ligandummal t6rtént az elsé6 mérés. A CuClz hozzaadasa utan azonban a mért spektrumok
minden pH értéken megegyeztek a liganduméval. Ezek alapjan az a kovetkeztetés vonhato
le, hogy egyaltaldn nem tortént komplexképzddés az adott koriilmények kozott (azaz
~10 uM koncentraciotartomanyban). A mérést a SC-T-NH2 ligandummal igy nem is
végeztiik el, hiszen a szerkezetileg hasonlé referenciavegyiiletek is esetében lathaté volt [2],
hogy ezen tipusu szemikarbazonok komplexképzési tulajdonsagai is nagy mértékben
hasonléak.

A 9. dbran jol megfigyelhetd, hogy egészen bazikus pH-ig (~12) semmilyen valtozas
nem tortént a spektrumokban. gy kijelenthetd, hogy a szemikarbazonok nem képeztek

komplexet a réz(Il)ionnal a vizsgalt koriilmények kozott.

a) b)
pH=6,32-12,19 oH=11.675
0,6 0,6 1
o e
2 2
2014 1 _;50,4 1
S 5]
3 2
2012 A =02 \\
0,0 T T 0,0 T 1
260 310 360 260 310 360
Al nm Al nm

9. abra a) SC-F-NH; ligandum és b) CuCl, hozzaadasa utan kiilonbozé pH-kon felvett abszorpciods
spektrumai. {c. = 10,84 uM; ccugry = 10,47 uM; 1= 0,10 M KCI; T=25,0 °C, 1 =2,0 cm}

A tioszemikarbazonok esetében a komplexképzddés soran azonban jol lathato
kiilonbségek voltak a felvett abszorpcios spektrumokon a ligandum spektrumaihoz képest
(10. abra). A PSEQUAD program segitségével kiszdmitottuk a képzddd komplexek
stabilitasi szorzatait (3. tablazat). A kiilonboz6 pH értékeken €s fém-ligandum aranyoknal
rogzitett spektrumokat mono- és biszkomplexek képzddésével tudtuk legjobban
megilleszteni. A TSC-F-NH2 ¢és TSC-F-NHMe ligandumok monokomplexei esetén
jelentdsen magasabb lett a meghatarozott egyensulyi alland6 hibaszdzaléka. A kapott
stabilitasi szorzatok segitségével koncentracid eloszlasi gorbéket szamoltunk, ahogy a 11.
abra is mutatja, jol lathatéva valt, hogy savasabb pH-n a monokomplex, mig a pH

novekedésével a semleges biszkomplex valik dominénssa.
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10. abra a) A Cu(IT) — TSC-F-NHMe és b) a Cu(Il) — TSC-F-NH; rendszerek UV-Vis abszorpcios
spektrumai kiilonb6z6 pH-kon. {c. = 10,0 uM; ccuay = 5,0 uM; 1 = 0,10 M KCI; T=25,0°C,1=2,0

cm}

3. tablazat A tioszemikarbazonokkal képz6d6é komplexek szamitott stabilitasi szorzatai (). {1 = 0,10

M KCI; T=25,0 °C}

TSC-T-NH: TSC-T-NHMe TSC-F-NH: TSC-F-NHMe
lgp [CuL] 11,36 £ 0,02 13,44+ 0,1 12,26 + 0,03 13,91+ 0,03
lgp [CuL2] 24,35+ 0,02 28,22 £ 0,03 23,94 + 0,03 27,10 = 0,04

Megallapitottuk, hogy a kapott eredmények hasonléak a korabban vizsgalt Me-
pyrTSC és Ph-pyrTSC vegyiiletekéhez [2].

a) b)
100 -~ cuz* 100 - Cuz*
80 [CuL,] 80 -
s 60 X 60 A
= 40 ~ (\3/ 40 ~ \
(@)
20 20 ST
‘\\ [CuL,]
0 T \F = 1 0 - T T 1
2 4 2 4
pH 6 8 pH 6 8

11. abra A Cu(ll) - TSC-F-NH: rendszer szamitott koncentracioeloszlasi gorbéi a) a Cu(ll) - TSC-
F-NH, (1:2) rendszerre, valamint b) a Cu(ll) - TSC-F-NH; (1:1) rendszerre a meghatarozott
egyensulyi allandok (a ligandumok pK, és a komplexek 1gf értékei) alapjan. {c. =10 uM; 1=0,10 M
KCI; T=25,0 °C}
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6.4. Tioszemikarbazonok és réz(II)komplexeik redoxi tulajdonsagaik

A (tio)szemikarbazonok réz(I)komplexeinek hatdsmechanizmusanak alapjat az
oxidaloképességiikkel gyakran kapcsolatba hozzak. Redukcidjuk a szervezetben jelenlévd
természetes redukaldszerek segitségével jatszodnak le, mint példaul a GSH vagy az
aszkorbinsav. A komplexek sejtbe jutasat kovetden a GSH redukalhatja a réz(Il)komplexet
réz(I)komplexszé. Ezen utobbi oxigénnel vald reakcidjat kovetéen ROS-ket alakit ki,
amelyek mar képesek a RNR R2 alegységében talalhatdo Tyr szabad gyokok kioltasara.
Ennek kovetkeztében a dezoxi-ribonukleotidok képzddését katalizaldé enzim mitkddést
meggatoljak, de a képzddd ROS egyéb mddokon is képesek lehetnek a sejteket karositani.

Eppen ezen indok miatt vizsgaltuk a ligandumok réz(II)komplexeinek
redukalhatosagat GSH, illetve egy gyengébb redukaloszer, az AA jelenlétében. A vizsgalatot
’glovebox' rendszerben végeztiik, a redukaloszerek oxigénre valo érzékenysége miatt, igy
megteremtve egy olyan anaerob kornyezetet, amelyben a redoxi tulajdonsdgok
jellemezhetdek. A mérés soran hasznalt tandemkiivetta egyik 4gaba keriilt a réz(Il)ion és a
ligandum 1:2 ardnyban (CL = 24,3 uM; Ccuary = 11,6 uM), a masik 4gba keriilt a redukéloszer.
A méréseket tobbféle komplex:GSH (ill. AA) arany mellett is elvégeztik, a pH-t 7,4-es
értékire allitottuk be pufferrel.

Koszonhet6en annak, hogy a SC-k a vizsgalt koriilmények kozott nem képeztek
stabilis komplexet a Cu(ll)-ionokkal, igy komplexeik redoxi tulajdonsagainak vizsgalatat
nem végeztik el. A TSC-k koziil a legkisebb 1Csq értéket add6 TSC-T-NH:
réz(I)komplexének redukalhatosagat vizsgaltuk.

A mérést 50-szeres, 20-szoros, majd 10-szeres mennyiségli GSH-nal is elvégeztiik.
Mindharom soran a reakcio percek alatt végbe ment, és 10 perc utan sem mutatott mar
tovabbi valtozast. Korabbi szakirodalmi eredmények alapjan [20], a réz(Il)komplex
valoszintlileg redukalodik, a képz0d6 redukalt réz(I)iont tartalmazo komplex disszocialodik,
és Cu(I)-GSH komplex képzédik. Igy a folyamat soran a ligandum kiszorul a koordinacios
szférabol. Ennek kovetkeztében a felvett spektrumok a reakcid lejatszodéasa utan a vartnak
megfelelden a liganduméhoz hasonloak, ahogyan a 12.a abra mutatja a hiiszszoros GSH
esetén. A spektrumok minden GSH felesleg esetén a szabad liganduméra hasonlitanak,
ahogy azt a 11.b abra mutatja. Huszszoros aszkorbinsav feleslegben is elvégeztiik a mérést,
ahol azonban meglehetésen hosszabb id6 kellett a redoxi egyensuly beallasaig, de az

abszorpcids spektrum ott is a liganduméhoz hasonlo alakot vett fel.
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12. abra a) Cu(ll) - TSC-T-NH; rendszerre felvett id6fliggd UV-lathato spektrumok htiszszoros GSH

felesleg mellett, illetve b) kiillonbozé GSH felesleg esetében kapott spektrumok a reakciok
lejatszodasa utan pH = 7,4-n. {cL = 24,3 uM; Ccyqy = 11,6 uM; T=25,0 °C, | = 2,0 cm}
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7. Osszefoglalas

TDK munkam soran hat pirazolcsoportot tartalmazd szemi- és tioszemikarbazon vegyiilet
oldategyenstlyi tulajdonsagait, réz(Il)ionokkal torténé kolcsonhatasait vizsgaltam. A
szerkezetbeli kiilonbségek, illetve az oldatkémiai és biologiai hatasuk eltérései kozott
probaltunk osszefiiggést keresni.

UV-Vis abszorpcios spektrofotometrids mérések segitségével meghataroztuk a
ligandumok proton disszociacids allandoit. Ezen adatokbdl egyértelmiivé valt, hogy a
ligandumok széles pH tartomanyban semleges formaban vannak jelen. Mivel pKa értékeik
minden esetben 11 folott voltak, igy kijelenthetd, hogy fiziologias pH-n (7,4) is semleges
formaban lesznek jelen. A funkcids csoportok valtoztatasa egyértelmii kiilonbségeket
okozott a pKa értékekben. Megallapitottuk, hogy a szemikarbazonok deprotonalodasi
alland6ja minden esetben nagyobb volt, mint tioszemikarbazon parjaé, a monometilezés
novelte a pKa értékeket, de a tiofén/furan csere nem befolyasolta a deprotonalodasi
folyamatokat. Figyelembe véve a kiilonb6zé funkcios csoportokat és a széles pH
tartomdnyban el6forduld semleges format, erésen lipofil tulajdonsdgokra szadmitottunk.
Mindezt viz/n-oktanol k6zo6tti megoszlasos mérések soran be is bizonyitottunk.

Citotoxikus hatasukra kdzvetleniil is torténtek mérések ICsp érték meghatarozasaval
Colo-205 vastagbélrak, illetve MFC-7 mellrak human sejteken. Az MCF-7 sejtvonalon az
értékek minden esetben kisebbek voltak. A ligandumok koziil mind a SC-ok, mind a TSC-
ok gyenge vagy kozepes hatast mutattak. A SC-TSC parok koziil minden esetben az utobbi
értékei voltak kisebbek. Emellett a TSC-ok esetében egy ekvivalens CuCl; hozzaadasa utan
kialakuldé komplexek értékei mar biztatdbbak voltak, azaz a komplexképzOdés erdsitette a
rakellenes hatasukat.

Ezen citotoxicitasbeli kiilonbségek miatt vizsgaltuk a Cu(ll) — ligandum
rendszereket is kiilonb6z6 fém-ligandum aranyoknal végzett UV-Vis spektrofotometrids
titralasok segitségével, a képzddési allandok meghatdrozasa céljabol. A vizsgalt
szemikarbazon esetében a réz(Il)ionok jelenléte nem okozott spektralis valtozast, amelybdl
az a kovetkeztetést vontuk le, hogy a vizsgalt koriilmények k6zott nem alakitott ki komplexet
a réz(Il)ionnal. Ezzel ellentétben a tioszemikarbazonok esetén rogzitett spektrumok
egyértelmiien kiilonboztek a szabad ligandumétol komplexképz6dés miatt. A meghatarozott
képzddési allandok alapjan savasabb pH tartomanyban a monokomplex, mig a pH
emelkedésével a biszkomplex valik dominanssa pH > 5 tartomanyban 1:2 fém-ligandum

esetén.
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Tekintve, hogy a tioszemikarbazonok réz(Il)komplexeinek hatasmechanizmusa a
sejten beliili redoxi reakciokon alapszik, igy a legerdsebb citotoxicitast mutaté TSC-T-NH>
réz(Il)komplexének oxidalo tulajdonsagat is megvizsgaltuk. Természetes redukaloszerekkel
(GSH ¢és aszkorbinsav) torténtek a mérések, ahol mindkét esetben néhany perc alatt
lejatszodott a reakcid. Az abszorpcids spektrumok alapjan kijelenthetd, hogy a rézkomplex
redukaldodott a reakcid soran, €s a koordinalt ligandum szabadda valt.

Az eredményeim alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt vegyiiletek koziil a tiofént
tartalmazd, N-terminalisan nem-szubsztitualt pirazol-tioszemikarbazon a legigéretesebb,
mert réz(Il)ionnal képzddott komplexe stabilis, redoxi-aktiv és erdsen citotoxikus

tulajdonsagu.
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