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Vegyes ligandumu Co(Ill)-komplexek redoxi tulajdonsagainak vizsgalata és
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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A daganatos megbetegedések eredményes kezelése egy 1étfontossagu
cél a tarsadalmunkban. Ahhoz, hogy ez sikeresen megvalosuljon,
nélkiilozhetetlenek azok a megfeleldé készitmények, amelyek
eredményesen ¢és szelektiven képesek gatolni a daganatos sejtek
osztodasat és novekedését, a lehetd legkisebb mellékhatast okozva. A
szelektivitds novelésének egyik lehetséges mddja, ha kihasznaljuk a
normal és a raksejtek tulajdonsagai kozotti kiillonbségeket. A tumor
hipoxia, azaz a tumorokban kialakulé oxigénhianyos allapot éppen egy
ilyen eltérés, ami a gyors sejtosztodas kovetkeztében alakul ki a
daganatos szovetekben. Hipoxia-aktivalt vegyiiletek kifejlesztése révén
ezt az eltérést igyeksziink kihasznalni azért, hogy a gydgyszerjelolt
molekuldkat szelektiven célba juttassuk.

Hipoxia-aktivalt készitmények allithatok el6 tobbek kozott kobalt(I1I)-
komplexekb6l, amelyek a szervezetbe jutva inaktiv allapotban
maradhatnak mindaddig, amig a célzott daganatos szovetig, hipoxids
kornyezetig, el nem jutnak. A daganatos szdvetben jelenlévd
oxigénhianyos, reduktivabb kéryezetben pedig megtorténhet az inert
kobalt(I1I) redukcidja és az ezt kovetoen képzodo kobalt(Il) vegyiiletek
labilis jellegéb6l adoddan, szelektiven felszabadulhat az ez idaig
komplexben kotott, daganatellenes hatdsu molekularész. A megel6zo
irodalmi adatok alapjan ilyen célra azok a kobalt(Ill) szdrmazékok
tinnek biztatonak, amelyek koordindcios szférajukban 4N és 20
donoratomot tartalmaznak. A legtobb ilyen gyogyszerjeldlt esetében a
4N valamilyen tripodalis tetramin, mig a 20 donor egy
daganatellenes/baktericid hatast ligandum. Azonban ahhoz, hogy a
vegyliletek a megfeleld kornyezetben aktivalodjanak (redukalodjanak)
elengedhetetlen a Co(Ill)-komplexeik redukciés potencidljanak
ismerete valamint sziikség szerinti finomhangoldsa. Annak érdekében,
hogy ez megvaldsuljon, a kobalt(III)-komplexbe kotott 4N valamint 20
donor ligandumok redukcios potencidlra gyakorolt hatdsanak vizsgélata
is sziikséges.
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A Kutatdcsoportunkban alkalmazott masik megkozelités szerint
hipoxia-aktivalt készitmények segitségével novelhetd lenne a daganat-
ellenes platinafémkomplexek szelektivitasa is.

Mindezek alapjan munkéank sordn célul tiiztiik ki a hipoxia-aktivalas
szempontjabol meghatarozo, 4N és 20 donor ligandumokat tartalmazo
Co(Il)-komplexek redoxi tulajdonsagait befolyasold tényezdk
széleskorti feltérképezését, hidroxamsav csoportot tartalmazé 20
donorok segitségével. A munka folytatasaban vizsgalni kivantuk a 4N
donor ligandumok 2x2N donorura valé cseréjének a hatasat, a
kobalt(Ill)-komplexek  redoxi, illetve kinetikai  sajatsagaira
vonatkozdan. Az ilyen irany( vizsgalatainkat 0j, [Co(2N)(20)]**
Osszetételll vegyliletek eldallitasaval terveztilk megvalositani, ahol 20
donorként maltolt és piridinon szarmazékait alkalmaztunk. Az elobb
emlitett 20 donorok (maltol és szarmazékaik) arra is alkalmasak voltak,
hogy a munka késobbi részében eldallitott és tanulmanyozott
ambidentat piridinon szarmazékok épitdkovei és modelljei legyenek.
A kutatdbmunkank folytatdsaként olyan 1j, ambidentat, kelatképzo
ligandumok eldallitasat, jellemzését ¢és fémmegkotd sajatsdgaik
tanulményozéasat terveztiik elvégezni [(n%-p-cym)Ru(H.0);]** és [(n°-
Cp*Rh(H,0);3]*" ionok jelenlétében, amelyek egyszerre képesek 20
donoratomjaikon keresztiil a hard sajatsagi kobalt(Ill) megkotésére,
valamint 2N donoratomjaikkal a soft sajatsagli, igazoltan
daganatellenes hatasti platinafémionok (PGM) komplexalasara. Az
oldategyensulyi eredmények alapjan az igéretesnek bizonyuld
ligandumok felhasznéalasaval csak az egyik fémiont, illetve mind a két
fémiont tartalmazd vegyiiletek eldallitasa és analitikai jellemzése is a
céljaink kozott szerepelt. Az ijonnan eléallitott vegyiiletek biologiai
hatasar6l is szerettimk volna meggy06zddni hazai és nemzetkdzi
egylittmiikodések keretében.
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II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A munkam soran szilard formaban eléallitott fémkomplexek és
ligandumok analitikai jellemzését NMR, IR, ESI-MS és elemanalizis
technikdk segitségével is elvégeztik, mig az oldategyensulyi
méréseinkhez pH-potenciometriat, 'H NMR és ESI-MS vizsgalatokat
alkalmaztunk.

pH-potenciometria segitségével meghataroztuk a vizsgalt ligandumok
tisztasagat és deprotonalodasi allandoit, valamint a tanulmanyozott
fémion-ligandum rendszerekben képzodd fémkomplexek Osszetételét
¢s stabilitasi szorzatait. A kiértékeléshez SUPERQUAD és PSEQUAD
szoftvereket hasznaltunk. A méréseinket Mettler Toledo DGi 115-SC
tipusu kombinalt tivegelektroddal felszerelt Mettler Toledo DL50, T50
vagy TS5 titratorokon végeztiik, allandé homérséklet (25,0 = 0,1 °C) és
ionerdsség (I = 0,20 M KCI) mellett.

Az NMR spektroszkopids méréseinket Bruker Avance I 400 MHz
tipusu késziiléken végeztiik. A kémiai eltolodas értékeket d®-DMSO-
ban végzett mérések esetén az oldoszer jeléhez képest (2,50 ppm), mig
D,O-ban valé6 munkavégzés soran trimetil-szilil-propansav (TSP)
natrium s6jahoz (0,00 ppm) képest adtuk meg. Az NMR titralasok soran
a mintak 0,20 M KNO3vagy KCl ionerdsséget tartalmaztak. A D,O-ban
mért pH* értékeket DNO; és NaOD oldatokkal allitottuk be.

Az ESI-MS méréseket Bruker MaXis II. uhr ESI-TOF MS késziiléken
Dr. Gaspar Attila és munkatarsai végezték. Az adatok kiértékelése Data
Analysis 3.0 szoftver segitségével tortént. A tanulmanyozott
fémkomplexek esetében a mintak koncentracidja ~ 0,01 mg/ml, mig az
1:1 ¢és 2:1 fémion-ligandum ardnyG mintdkban a ligandum
koncentracigja ~ 0,03 mM volt.

Az elemanalizis méréseket Dr. Kiss Attila végezte Elementar Vario
MICRO CUBE késziiléken, mig az infravords spektroszkopias
méréseket Konya-Abraham Anita végezte a Debreceni Egyetem
Szerves Kémiai Tanszékén, KBr pasztillds modszerrel, Perkin Elmer
FTIR Paragon 1000 PC késziiléken.
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Az  elballitott  fémkomplexek redoxi  sajatsagait  ciklikus
voltammetriaval tanulmanyoztuk. A méréseinket Metrohm 746 VA
Trace Analyzer és BASi Epsilon EClipse késziilékeken végeztiik, szén
munkaelektrod (CHI104), Ag/AgCl/3M NaCl referencia elektrod (E°=
+209 mV) és platina ellenelektrod (ALS Co. Japan) mellett. A rendszer
kalibralashoz K;[Fe(CN)s] oldatot hasznaltunk (E° =+ 458 mV, 1=0,5
végeztiik, 0,20 M KNOs ionerdség mellett, 200 mV/s pasztazasi
sebességet alkalmazva.

Az egykristdly rontgendiffrakciora (XRD) alkalmas kristalyokat
Bruker-D8 Venture tipust diffraktométerrel, Mo Ka (A = 0,71073 A)
vagy Cu Ko (A = 1,54178 A) karakterisztikus sugirzast alkalmazva
tanulmanyoztuk. A méréseket Dr. Bényei Attila végezte a Debreceni
Egyetem Fizikai Kémiai Tanszékén.

A vegyiiletek lipofil/hidrofil karakterét a viz/n-oktanol (1/10 arany)
kozotti megoszlasi  hanyadosok  (IgD) meghatdrozasaval
tanulmanyoztuk 1 mM kiindulasi koncentracioji oldatokban,
spektrofotometrids modszerrel a  400-800 nm  hullamhossz
tartomanyban.

A kivalasztott komplexek daganatellenes hatasat HeLa sejtvonalon
teszteltik MTT modszert alkalmazva. A sejttenyészetet a komplexek
megfeleld higitasi oldataval kezeltik, majd 72 o6ras inkubalast
kovetden 10-10 pl, 5 mg/ml koncentracioju PBS-ben késziilt MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélium bromid) oldatot adtunk a
sejtekhez. Tovabbi 1,5 6ra inkubacidt kdvetdéen a médiumot
eltavolitottuk a sejtekrdl és a visszamaradt formazan kristalyokat 100
ul DMSO-ban feloldottuk. Az egyes mélyedésekben az oldatok
abszorbanciajat Thermo Scientific Multiscan Go spektrofotométerrel,
540 nm-en mértiik. Az ICsy értékeket GraphPad Prism 8.0.1 szoftver
segitségével hataroztuk meg.
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III. A TANULMANYOZOTT LIGANDUMOK
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1. abra A dolgozatban tanulmanyozott vegyiiletek szerkezeti képletei
az alkalmazott roviditésekkel egyiitt.
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IV. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

4.1 I'Jj, [Co(2N)2(20)]*" altalanos osszetételii  kobalt(III)-
komplexeket allitottunk el6 és jellemeztiink.

4.1.1 A kiindulasi [Co(2N).Cl;]CI komplexeket (ahol 2N = phen, bipy,
en, ampy) bazis jelenlétében a megfeleld 20 donorral (20 = bhaH,
maltH, etmaltH, dhpH) reagaltatva képeztiik a célvegyiileteket.

4.1.2 Az eloallitott vegyiiletek feltételezett Osszetételét és tisztasagat
NMR, IR, ESI-MS és elemanalizis technikak segitségével is igazoltuk.
4.1.3 Egykristaly rontgendiffrakcio segitségével bebizonyitottuk, hogy
az altalunk Ujonnan eldallitott kobalt(Ill)-komplexek oktaéderes
geometridjuak, valamint a rontgenszerkezetek segitségével a

crer

hatarozni.

4.2 Feltérképeztiik szamos 4N és 2x2N donort tartalmazé
kobalt(IIT)-komplex redoxi sajatsagait.

4.2.1 A 4N donort tartalmazd klorido komplexek és a vegyes ligandumu
céltermékek katodos cstcspotencidljainak (E,) az ismeretében
megallapitottuk, hogy a kobalt(Ill) forma kobalt(Il)-h6z viszonyitott
stabilitasat (Algp) az alifas részt is tartalmazo6 aminok (pl. tren) nagyobb
mértékben ndvelik, mint az aromdsak (pl. tpa), negativabb a redukcios
potencialjuk. A 2x2N tartalmt vegyiileteknél szintén ez a tendencia
érvényesiil (2. abra). A kiilonbség a fémion és a ligandum kozotti
viszontkoordindciora vezethetd vissza, ami az aromas ligandumok
esetén a fémion +2-es oxidacios allapotat stabilizalja.

4.2.2 Azok a kobalt(IIl)-komplexek, amelyek csatolt kelat kialakitasara
képes alifas vagy aromas amint tartalmaznak nagyobb a Algpf értékiik,
mint a 2N donort tartalmazd szarmazékoknak.
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2. abra A [Co(en)z(malt)](ClO4)> (a), [Co(phen)z(malt)](ClOs4), (b),
[Co(bipy)2(malt)](ClO4)2 (c) és [Co(ampy)2(malt)](ClO4), (d) komplexek
vizes kodzegben mért ciklikus voltammogramjai (cm ~ 0,01 M, I = 0,20 M
(KNO3), v=200 mV/s).

4.2.3 Megallapitottuk, hogy a bhaH para helyzetben valod
funkcionalizalasa nem okozott jelentés valtozast a redoxi
sajatsdgokban, de a fenilcsoport jelenlétének kovetkeztében
(phenbhaH) a detektalt csticspotencidlok ~200 mV-al tolodtak el a
pozitiv potencial irdnyaba.

4.2.4 Igazoltuk, hogy a maltolato szarmazékok esetében kapott katodos
csucspotencial értékek csokkenése a 20 ligandumok (maltH, etmaltH,
dphH) névekvo pK; értékeivel vannak dsszhangban.

4.3 Meghataroztuk néhany [Co(2N)2(20)]** és [Co(4N)(20)]**
komplex ICs értékét HeLa sejtvonalon.

4.3.1 A biolégiai tesztek megkezdése elbtt elvégzett stabilitas
vizsgalatok segitségével igazoltuk, hogy a tanulmanyozott komplexek
kinetikailag nagyfoktan inertek.
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4.3.2 A meghatirozott n-oktanol/viz megoszlasi hanyadosok azt
tamasztottak ala, hogy a vizsgalt vegyiiletek egységesen erdsen hidrofil
jellegliek.

4.3.3 A tren és tpa tartalmi dhp komplexek nem mutattak daganat-
ellenes hatast az alkalmazott kisérleti koriilmények kdzott. A 4N donort
2N donorra cseré¢lve viszont az ICso értékek jelentds csokkenését
tapasztaltuk. A [Co(phen)>(malt)](ClO4),, [Co(phen):(dhp)](ClO4), és
[Co(bipy)2(dhp)](ClO4), szarmazékok a klinikai hasznélatban 1évo
ciszplatinndl is hatasosabbnak bizonyultak.

4.4 Uj, két fémion egyidejii megkotésére alkalmas piridinon-
szarmazékokat allitottunk el6 és feltérképeztiik a H(LL3) és a H(L5)
ligandumok [(m®-p-cym)Ru]** és [(m’-Cp*)Rh]** ionokkal valé
oldatbeli kolcsonhatasat.

4.4.1 Két 1y Schiff-bazist és azok redukalt szarmazékait allitottuk eld
(3. abra). Elvégeztiik a vegyiiletek teljes analitikai jellemzését ('H
NMR, IR, ESI-MS, elemanalizis, XRD), valamint az iminek
protonaloédési  allandoéit is meghatdroztuk  pH-potenciometriat
alkalmazva.

4.4.2 Oldategyensulyi mérések alapjan megallapitottuk, hogy a H(L3)
ligandum esetében a komplexképzddés az oxigén donoratomokon
keresztiil indul, mig a H(L5) (N,N) koordinacioval képes megkdtni az
els6 fémiont.
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3. abra Az ambidentat ligandumok eldallitdsanak altalanos reakcidosémaja. Az
alkalmazott reagensek és koriilmények: i) absz. EtOH, pirrol-2-
karbaldehid/piridin-2-karbaldehid, 85 °C, 2 h. ii)) MeOH, NaBH4, 0 °C (~2h),
szobahdmérséklet egy éjszakan keresztiil, 6M-os HCI, absz. EtOH.

4.4.3 Az oldategyensulyi vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a H(L3)
ligandum esetén a koordinaci6 a vizsgalt két fémion esetén az oxigén
donoratomokon keresztiil indul. A [(n®-p-cym)Ru]**~L3 rendszerekben
csak (0,0) koordinalt, 1:1 &sszetételii részecskéket tudtunk kimutatni,
mig ezzel ellentétben, a [(n°>-Cp*)Rh]*—L3 rendszerben kétmagvi
komplexek képzddése is valdsziniisithetd (4. abra).

Intenz.
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4. abra A [(’-Cp*)Rh]*-L3 rendszer 1:1 ardnyl mintdjanak
tomegspektruma (pH = 7,0) és a [M,H_|L]*>" részecske mért és szamolt
izotopeloszlasa.
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4.4.4 Igazoltuk, hogy a H(L5) lingandum mind az organorédium mind
az organoruténium feleslegét képes megkotni, kétmagvi komplexek
képzddése révén.

4.5 Uj, [Co(4N)H(L5)]**, [Co(2N);H(L3/L5)]** és kétfémes, hipoxia
aktivalasért felelos kobalt(IIl)-at és igéretes daganatellenes
tulajdonsagokat mutaté platinafémiont (Ru vagy Rh) tartalmazé
Co/PGM tipusu komplexeket allitottunk el6 és jellemeztiink.

4.5.1 [Co(tren)CL]CI és [Co(tpa)CL:]JCI H(L5)-el valo reakcidjaban
sikeresen eléallitottunk 1j, vegyes ligandumu kobalt(I1I)-komplexeket.
A vegyliletek Osszetételét szamos analitikai technikaval igazoltuk
(NMR, IR, MS, elemanalizis, egykristaly rontgendiffrakcio), amelyek
alapjan megallapithato, hogy a ligandum (O,0) koordinacioval
kapcsolodik a fémionhoz.

4.5.2 Sikeresen elballitottunk [Co(2N),H(L3/L5)]*" 0sszetételii
komplexeket ¢és a [Co(bipy).H(L5)](BF4)3-2H,O  egykristaly
rontgendiffrakcioval meghatarozott molekula szerkezete alapjan (5.
abra) igazoltuk, hogy a ligandumok (H(L3) ¢s H(L5)) a piridinongytiri
O-donoratomjain keresztiil koordinaldodnak a fémionhoz.

5. abra A [Co(bipy).H(LS5)](BF4)3-2H,O egykristaly rontgendiffrakcioval
meghatarozott molekula szerkezete.
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4.5.3 A [Co(tpa)H(L5)]** oldatahoz fél ekvivalens [(n’-Cp*)RhCl:]2
vagy [(n®-p-cym)RuCL]. komplexet adva képeztiik a kétfémes
[Co(tpa)(L5)(n’-Cp*)RhCI](ClO04);  és a [Co(tpa)(L5)(n’-p-
cym)RuCl](ClO4); komplexeket. A termékek analitikai jellemzése

alatamasztotta a sikeres eldallitast és négyféle izomer képzddését (6.
abra).

7\

— — _l 3+
N
N Cé‘\‘
/\ A N
2
7N O\ A
— Cl
AN
\ / 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4
8 (ppm)

6. 4abra A [Co(tpa)(L5)(n>-Cp*)RhCI](CIO4); vegyiilet 'H NMR
spektruméban az ,,/ ” jelli proton jelei (d®-DMSO).
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V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A munkank soran 47 fémkomplexet vizsgaltunk meg, amelyek koziil
31-et sajat magam allitottam el6. Az jonnan szintetizalt vegytiletek
tisztasagat, feltételezett Gsszetételét és szerkezetét szdmos analitikai
technikdval is igazoltuk. Ciklikus voltammetridt alkalmazva a
kobalt(Ill)-komplexek redoxi sajatsagait is feltérképeztiik, amely
megteremtette a lehetéségét, hogy a hipoxia-aktivalas szempontjabol
kulcsfontossaginak tekintheté kobalt(Ill)/kobalt(Il) atmenetekrol
tovabbi informaciokat szerezziink. Megallapitasaink lehet6vé tehetik, a
biztaté daganatellenes hatdssal rendelkez6 vegyiiletek szelektivitasanak
fokozasat redoxi atmeneteik finomhangolhatdsagan keresztiil.
Mindezeken feliil egy 1j ligandumcsaladot is eldallitottunk, amely
(N,N) ¢és (0,0) kelatok kialakitdsaval képes lehet kobalt(IIl) és
organoruténium/organorodium kationok egyidejii komplexalasara. Az
eredményeink alapjan el6allithatok olyan kétfémes Co(III)/PGM
vegyliletek, ahol a PGM (N,N) kelatban mig a Co(Ill) rész (O,0)
kelatban koordinalodik, tiikrozve a fémionok donoratom preferenciajat.
Ezen eredményeink alapjan lehet6ség nyilhat 0j tipust kemoterapias
készitmények kifejlesztésére, ahol a platinafém komplexek nem kivant
mellékhatasait hipoxia-aktivalt fémkomplexek segitségével probaljuk
meg csokkentetni.
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