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. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kemoterapias kezelések soran évtizedek ota alkalmazzak a cisz-
diammino-diklorido-platina(ll)-t, azaz a ciszplatint. Ez a készitmény
azonban nem csak a rakos, hanem a normal szoveteket is pusztitja, igy
a szelektivitds hianyabol adoddéan szamos mellékhatdsa van. A
mellékhatasok oly médon is kikiiszobolhetdk, ha a komplex kozponti
fémionjat valamilyen mas, potencialisan rakellenes komplexek
kialakitasara képes platinafémionra, példaul félszendvics szerkezeti
Ru(ll)- vagy Rh(lll)-ionokra cseréljik. A szelektivitas novelésének
masik kulcseleme, ha kihasznaljuk a normal és raksejtek kdzott fennallo
fiziologias kiilonbségeket. Az egyik ilyen, a rakos szdvetek gyors
novekedésébol, és rossz vérellatottsagabol adodoan a szdvetek
belsejében uralkodd oxigénhianyos allapot. Ez az ugynevezett
tumorhipoxia reduktiv kdrnyezetet teremt a rakos szdveten beliil, ami
lehetdséget biztosit arra, hogy egy oxigénhianyos kornyezetben
aktivalodo szerrel szelektiven célozzuk meg a raksejteket. Ilyenek
lehetnek olyan Co(lll)-komplexek, amelyekben az oktaéderes
geometriaju komplex hat koordinacios helyébdl négyet egy 4N-donor,
mig kettdt egy (0,0)-donor kelatképzo ligandum foglal el. Ezek az inert
Co(lll)-komplexek a raksejtbe keriilve a reduktivabb koérnyezet
hatasara labilis Co(II)-komplexszé redukalodhatnak, ami ezaltal
disszocialhat. Amennyiben a komplex (O,0)-donor egységének
valamilyen biologiai, pl. rakellenes hatasa van, az a redukcio
kovetkeztében felszabadulhat, igy raksejtbeli szelektiv aktivalodas
torténhet. Ha ez a felszabadulé molekularész valamilyen egyéb,
varhatoan rakellenes hatasu fémiont (Pt(1I), Ru(Il)) is tartalmaz, akkor
a biologiai hatas még tovabb ndvelhetd. Ilyen, két fémiont tartalmazo
komplexek eléallitasahoz olyan ambidentat ligandumra van sziikség,
ami a hard karakterti Co(I1I)-iont az O-donorokon, mig a szoft karakter
platniafémionokat az N-donoratomokon keresztiil képes megkotni. A
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lehetséges oxigéndonor egységek lehetnek hidroxdmsavak, vagy
hidroxipiridinon szarmazékok, melyek onmagukban is rakellenes
hatastiak. A siknégyzetes Pt(II)-, vagy félszendvics szerkezetii
Ru(I1)/Rh(I)-ionok megkotésére egyszerti oligopeptidek és azok
szarmazékai lehetnek alkalmasak, melyek a terminalis amino- és
amidcsoportjaik révén alakitanak ki stabil komplexeket ezen
platinafémionokkal. ~ Ebb6l  kovetkezéen  hidroxdmsav — vagy
hidroxipiridinon alapti peptidkonjugatumok alkalmazasaval lehetdség
nyilhat hipoxia-aktivalt, varhatéan rakellenes hatdsu kétmagvu
komplexek szintézisére.

A fentiek alapjan célul tiiztiik ki olyan ambidentat peptidkonjugatumok
szintézisét melyek az oldallancban donoratomot nem tartalmazo
peptidvaz mellett egy (O,0)-donor kelatképz6 hidroxamsavcsoportot,
vagy hidroxipiridinon egységet tartalmaznak. Vizsgaltuk ligandumok
komplexképzddési folyamatait a potencidlisan rakellenes hatasu,
félszendvics szerkezetli [(m®-p-cimol)Ru]?* illetve [(n>-Cp*)Rh]**
mellett a siknégyzetes komplexek kialakitasara képes Pt(Il)
modelljeként szolgaldo Pd(II)-ionnal. Kivancsiak voltunk a vizsgalt
fémionok ezen ambidentat ligandumokkal szembeni donoratom
preferenciaira, valamint a peptidlinc aminosav tagszamanak
valtoztatasaval kivantuk felderiteni a molekuldban rendelkezésre allo
N-donorok szamanak hatasat a képz6d6 platinafém-komplexek
Osszetételére és stabilitasara vonatkozoan. Az egyensulyi vizsgalatokba
a [Co(tren)]** iont is bevontuk, és vizsgaltuk a [Co(tren)]** és Pd(II)
tartalmi rendszerekben kialakuldo komplexek szerkezetét, stabilitasat.
Az igy kapott eredmények birtokdban lehetdségiink adodik felderiteni
azt, hogy a majdani kétfémes komplex milyen atalakulasokon mehet
keresztiil a szervezetbe keriilve, ezaltal lehetové téve az esetleges
biologiai hatdsanak megértéseét.
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I1. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Valamennyi vizsgalt peptidkonjugatumot (1. dbra) klasszikus
oldatfazist szintézissel allitottuk eld.

A ligandumok tisztasagat és hatdanyag tartalmat pH-potenciometrias
modszer Segitségével ellendriztik. Szintén ezzel a moddszerrel
egyes fémkomplexek Osszetételét és stabilitasi allandojat. A titralasi
gorbék illesztéséhez a SUPERQUAD ¢és PSEQUAD programokat
hasznaltuk. A titralasokat Mettler Toledo DL50, T5 és T50
késziilékekkel végeztiik, 25,0 °C-on, vizes kodzegben, kiilonbozo
fémion-ligandum aranyok mellett. A titralasokat a [(n®-p-cimol)Ru]?*
és [(n%-Cp*)Rh]?* -tartalmi rendszerek esetén 0,20 M KNOs;, mig a
Pd(Il)-tartalmu rendszerek esetén 0,10 M KCI és 0,10 M KNO; (I =
0,20 M) ioner6sségek mellett végeztiik. Az adott rendszerre jellemzd
koncentracio-eloszlasi diagramokat a rendszerben képz6d6 komplexek
Osszetételének és stabilitasi allandojanak ismeretében a MEDUSA
programmal szerkesztettiik meg.

A ligandumok deprotonalodasi  folyamatainak, valamint a
fémkomplexek szerkezetének meghatarozasahoz 1D és 2D NMR
spektroszképias vizsgalatokat is végeztiink. A méréseket Bruker AM
360 MHz FT-NMR ¢és Bruker Avance DRX 400 MHz FT-NMR
késziilékeken végeztiik. A mintakat Euroisotop gyartmanyu, 99,8%
izotoptisztasagh D,0O-ban oldottuk, pH-jukat NaOD és DNOg3
oldatokkal allitottuk be, alland6 I = 0,20 M ionerésség mellett. A kapott
spektrumokat a MestReNova programmal értékeltiik ki. Az egyes jelek
kémiai eltolodasat a mintakhoz adott TSP jeléhez viszonyitva, ppm-ben
adtuk meg.

A ligandumok, valamint az oldatban képz6dé komplexek Osszetételét
ESI-TOF-MS modszerrel is igazoltuk. A méréseket Bruker Biotof Il
ESI-TOF késziiléken végeztiik, a mintak kiilonb6zé pH-ju és fémion-
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ligandum aranya vizes oldatok voltak, melyek koncentracigja
ligandumra nézve 0,10-1,0 mM volt. Az adatgyiijtést BioTOF v 2.2,
mig az adatfeldolgozast XmassBioTOF v 6.0.0 szoftverrel végeztiik.
Az eldallitott szildrd komplex szerkezetének meghatarozasat
rontgendiffrakciés modszerrel Dr. Bényei Attila (Debreceni Egyetem,
Fizikai Kémiai Tanszék) végezte. A mérést Bruker-D8 Venture
késziiléken vitelezte ki, 0,71073 A hullamhosszasaga Mo K,
rontgensugar besugdrzasaval 100 K homérsékleten. A reflexiokbol
nyert adatokbol a szerkezet megoldasahoz APEX 3 szoftvert hasznalt,
és az F? értékek finomitasat a SHELIX program végezte.
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I11. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

3.1 Hidroxamsav és hidroxipiridinon alapu di- és
tripeptidszarmazékokat allitottunk elo.

3.1.1 Uj eljarast dolgoztunk ki tripeptidhidroxdmsavak szintézisére,
mely soran az N-terminuson védett peptid karboxilcsoportjat
klorhangyasav-etilészterrel aktivaltuk. Az eljaras eldnye a korabban
alkalmazott O-szukcinimid észteren keresztiili aktivalashoz képest,
hogy a reakcid egy in situ képz6d6 reaktiv intermedieren keresztiil
jatszodik le, valamint nagyobb hozam érhetd el.

3.1.2 Elséként éllitottunk el6 olyan egyszeri di- ¢&s
tripeptidkonjugatumokat, melyekben a peptid C-terminusahoz
hidroxipiridinon kapcsolédik. A termékeket j6 hozammal, tisztan
sikerdilt el6allitani a 2. dbrdn lathato reakcioséma szerint.
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2. abra Az AlaGlyGlyHP szintézisttvonala
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3.2 Jellemeztiik a peptidkonjugatumok sav-bazis
tulajdonsagait.

3.21 Megallapitottuk, hogy a peptidhidroxamsavak deprotonalasi
allandoi nem fiiggenek az alkalmazott hattérelektrolit mindségétol. Az
altalunk 1= 0,20 M KNOs és 0,10 M KCI + 0,10 M KNOs jelenlétében
meghatarozott deprotonalddasi allandok jo egyezést mutattak a
korabban I = 0,20 M KCI mellett mért értékekkel.

3.2.2 Felderitettik a  peptid-hidroxipiridinon  konjugatumok
protondisszociacios folyamatokban résztvevo csoportjainak bazicitas
sorrendjét, és megallapitottuk, hogy ezen ligandumok harom 1épésben
deprotonalodnak, mely folyamatok a hidroxipiridinon gyiri
piridiniumcsoporjahoz, a terminalis ammoniumcsoporthoz, valamint a
piridinon egység hidroxilcsoportjahoz rendelhetdk. A
peptidkonjugdtumok  megfeleld pK értékei néhany tizeddel
alacsonyabbnak adodtak, mint az 6nall6 egységek értékei.

3.3 Jellemeztiik a peptidhidroxamsavak [(n®-p-cimol)Ru]?" és
[(°-Cp*)Rh]?*-komplexeit oldatfazisban.

3.3.1 Kimutattuk, hogy az AlaAlaNHOH ligandummal mind a [(n®-
p-cimol)Ru]?** mind [(n%-Cp*)Rh]*-ionok azonos &sszetételli és
szerkezetli komplexeket képeznek. A fémionok megkotése hidroxamat
kelat kialakulasaval indul, majd a pH-t ndvelve kétmagvu részecskék
képzbédnek, és pH = 6 f616tt a masodik fémiont a ligandum (NH2, Namid,
Nhigr.) kotésmoddal koordinalja.

3.3.2 Az AlaAlaN(Me)OH ligandummal szinte kizarélag egymagvua
részecskéket mutattunk ki mindkét fémionnal, [MHL]?*, [ML]* és
[MH_,L] 6sszetétellel. Megallapitottuk, hogy mig ezutobbi részecske a
[(m®-p-cimol)Ru]?* esetén egy (0,0) koordinacioji  vegyes
hidroxidokomplex, addig a [(n°>-Cp*)Rh]** esetén egy (NH2, Namid,
Ohigr.) kotésmodu részecske.
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3.3.3 Megmutattuk, hogy a [(n®-p-cimol)Ru]?*-ionok a primer
tripeptidhidroxdmsavakkal [MHL]* és [ML]" Osszetételti, mig a
szekunder tripeptidhidroxdmsavvakkal (0,0) koétésmoda [MHL]?
Osszetételll komplexeket képeznek pH ~ 6 alatt.

3.3.4 lgazoltuk, hogy a [(n>-Cp*)Rh]** — AlaGlyGlyN(Me)OH
rendszerben a kolcsonhatas (O,0) kelat kialakulasaval indul, majd a
pH-noévelésével a koordinacios mod atrendezédése (NHz, Namid, Namid)
donoru csatolt kelatrendszer kialakuldsat eredményezi. Kimutattuk,
hogy ez a ligandum fémion felesleg jelenlétében a pH 3-9 tartomanyban
kétmagvi komplexeket is képez, melyekben a mésodik fémion (NHa,
Okarb.), Majd (NHz, Namig) kotésmoddal kotdik a ligandumhoz. A pH
novelésével a hidroxamat kelat kiszorul a fémion koordinacios
szférajabol és egymagvi komplexek képzddnek.

3.3.5 Megmutattuk, hogy a primer tripeptidhidroxamsav esetében is
a [(m>-Cp*)Rh]?**-ionnal val6 kolcsonhatas hidroxamaét koordinacidval
indul, majd a kdtésmod (NHz, Namia) kelatra rendezddik at. Ugyanakkor
igazoltuk, hogy a rendelkezésre all6 hidroxamat-N dontéen
befolyasolja a ligandum [(n°-Cp*)Rh]?*-megkotd képességét; a pH 7-
10 tartomanyban kialakulé [MH_;L] komplexben (NH2, Namid, Nnigr)
kotésmod alakul ki, ami nagyobb pH-n (NH2, Namid, Nami¢) donora
csatolt kelatta alakul.

34 Részletesen feltérképeztiik a vizes oldatban megvalosuld
Pd(I1)-peptidhidroxamsav kolcsonhatasokat.

3.4.1 Kimutattuk, hogy a peptidhidroxamsavak elsédleges Pd(II)-
megkoté helye a peptidvaz; a koélcsonhatasok valamennyi vizsgalt
ligandum esetén pH ~ 2-n (NH2, Namia) kelat kialakulasaval kezdddnek.

3.4.2 Megmutattuk, hogy a primer di- és tripeptidhidroxamsavak
esetén az amino- és amidcsoport(ok) mellett a hidroxamat-N is részt
vesz a fémion megkotésében, ami az AlaGlyGlyNHOH ligandum
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esetében a fémion koordinacios
szféradjanak N-donorok altali telitését
eredményezi.

3.4.3 Igazoltuk, hogy a vizsgalt
primer peptidhidroxamsavak Pd(ll)-
felesleg megkotésére is képesek a
ligandumok hidroxamatcsoportjainak
részvételével. Megallapitottuk, hogy
mig az AlaGlyGlyNHOH esetén
kétmagva [Pd:H L] részecske (3.
dbra, 1. szerkezet), addig az
AlaAlaNHOH-val harommagvu,
[PdsH4L2]  Osszetételli  komplex
keletkezik (3. dbra, 11. szerkezet).

3.4.4 Kimutattuk, hogy az

<
HN, N
&,
o—N  N” o
\IPd />

3. dbra Az AlaGlyGIyNHOH
[Pd2H_3L] komplexének (1),
valamint az AlaAlaNHOH
[PdsH_4L>] komplexének (II)
szerkezete

AlaGlyGlyN(Me)OH ligandum a N-donoratomjain kiviil hidroxamat-
oxigén atomjaval is koordinalodik a Pd(I1)-hoz, egymagva [PdH oL]"
Osszetételll részecske képzodése kdzben. Megallapitottuk, hogy ezen
ligandum a fenti kotésmod kialakulasa miatt nem képes fémionfelesleg

megkotésére.

3.45 Biszkomplexek képzddését
mutattuk ki az AlaAlaNHOH és
AlaGlyGlyN(Me)OH

ligandumokkal. A dipeptid
szarmazékkal a titralas iddtartama
alatt mérhetd mennyiségii [PdL:]
komplex keletkezett, melyben az
egyik ligandum haromfoga (NH>,
Namid, Nnigr) kotésmoddal, mig a
masik a termindlis aminocsoportjan
keresztiil  egyfogi  ligandumként
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4. abra Az AlaAlaNHOH
[PdL,] komplexének (1),
valamint az AlaGlyGly-
N(Me)OH biszkomplexének
(1) szerkezete
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koordinalodik a fémionhoz (4. dbra, 1. szerkezet). H NMR
kisérletekkel igazoltuk, hogy az AlaGlyGlyN(Me)OH esetén a
biszkomplex kialakuldsa sokkal lassabb folyamat, aminek
eredményeképpen 6t nap alatt alakul ki a szimmetrikus, (NHz2, Namid)2
kotésmodu részecske (4. dbra, 1. szerkezet).

3.4.6 Megmutattuk, hogy az AlaGlyGlyNHOH tartalmu rendszerek
kivételével, valamennyi Pd(II)-peptidhidroxamsav rendszerben a
komplexképzddéssel parhuzamosan a ligandum fémion indukalt
hidrolizise is bekovetkezik. Igazoltuk, hogy ennek eredményeképpen a
megfeleld peptid és annak Pd(I)-komplexe, valamint a megfelelé
hidroxilamin keletkezik, ami az oldatban szabadon 1év6 Pd(II)-ionokat
Pd(0)-va redukalja. Megallapitottuk, hogy a Pd(II)-indukalt
ligandumhidrolizis mértéke korreldl a ligandumban 1évé N-
donoratomok szamaval, igy lassu, kozel Osszemérhetd sebességii
hidrolizis  jatszodott le a  3N-donor AlaAlaNHOH és
AlaGlyGlyN(Me)OH  ligandumokkal, mig gyors folyamatot
tapasztaltunk a mindossze 2N-donor AlaAlaN(Me)OH ligandummal.
Ezutobbi esetben a hidrolizis mar a titralds iddtartama alatt jelentds
mértékben eldrehaladotta valt, megakadalyozva ezzel az egyensulyi
vizsgalatokat.

3.5 Jellemeztiik a Pd(II)-ionok kolcsonhatasat di- és tripeptidek
hidroxipiridinon konjugatumaival.

3.5.1 Kimutattuk, hogy a Pd(Il)-ion a peptidkonjugatumok (0O,0)-
donor egyégének modelljeként szolgalo DHP-vel a pH ~ 3-6
tartoméanyban nagy stabilitasa [PAHL]*" és [PdL]" komplexeket, mig
pH ~ 6 folott rosszul oldodo [PdL;] osszetételi biszkomplexet képez.

3.5.2  Megmutattuk, hogy a hidroxipiridinon alapu
peptidkonjugatumok elsddleges Pd(II)-kotohelyeinek a peptidvaz N-
donoratomjai szamitanak. A dipeptid szarmazek esetében ekvimolaris
oldatban kizarolag a peptidvaz koordindcidja kovetkezik be,
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ugyanakkor a  tripeptidszdrmazék
esetén, noha a komplexképzodés a
peptidvaz (NH2, Namig) donorainak
koordinacigjaval indul, a pH ~ 3,5-8,5
tartomanyban az O-donor egység
részvételével egy (NHz, Namig) + (O,0)
kotésmoda  [PdoHoLz]  Osszetételd
dimer részecske is megjelenik (5. dbra).

3.5.3 Megallapitottuk, hogy a peptid-

hidroxipiridinon konjugatumok fémionfelesleg jelentétében kétmagvu
komplexeket képeznek a Pd(IT)-ionnal, amikor is az (NHz, Namid) kelat
kialakulasat kovetéen egy masodik fémion a szabadon maradt
hidroxipiridinon egységhez kotodik. Az igy képzdédott kétmagvu

5. dbra Az AlaGlyGIlyHP
[Pd2H_;L,] komplexének
szerkezete

komplexek a teljes vizsgalt pH-tartomanyban kimutathatoak.

10
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3.5.4 Eléallitottunk és jellemeztiink egy AlaGlyGlyHP ligandummal
képz6dott, [PAdHLCIy]-2H.O  osszetételli  komplexet, melynek
szerkezetét tobbek kozott egykristaly rontgendiffrakcidval is igazoltuk
(6. d@bra). Kimutattuk, hogy az igy nyert komplexben ciszplatinszerti,
2N+2Cl  koordinaciés mod  figyelheté —meg, mikozben a
hidroxipiridinon egység szabadon marad.

6. dabra A [PdHLCI,]-2H0 kristalyszerkezete

3.5.5 lgazoltuk, hogy a [PdHLCI;]-2H.O komplex képes
kolcsonhatast kialakitani az egyszerit DNS-modellként szolgald 9-
metilguaninnal. A komplex egy ekvivalens 9-metilguanint képes
megkotni, ami a 7-es pozicidban 1évé N-atomjaval kotédik az (NHo,
Namid) kelatban 1év6é fémionhoz, mig annak negyedik koordinacios
helyét kloridion vagy vizmolekula foglalja el.

11
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3.6 Felderitettiik a peptid-hidroxipiridinon Kkonjugatumok
Co(lll)- és Pd(I)-tartalmia heterodinuklearis komplexeinek
oldatbeli viselkedését.

3.6.1 Kimutattuk, hogy a [Co(tren)]** ion szelektiven a
peptidkonjugatumok (O,0)-donor egységéhez kotédik [Co(tren)HL]®*
Osszetételli komplexek képzddése kozben, igy alatamasztottuk a
Co(lI1)-ion O-donor preferenciajat.

3.6.2 Megallapitottuk, hogy a di- ¢és tripeptid szarmazékok
[Co(tren)HL]** komplexei pH ~ 3 alatt részleges disszociaciot
szenvednek.

3.6.3 lgazoltuk, hogy a [Co(tren)HL]*" oldatokban Pd(Il)-ionok
jelenlétében Pd(Il)- és Co(Ill)-tartalma, kétmagvi komplexek
képzédnek. Ezen komplexekben a [Co(tren)]** (O,0), mig a Pd(I)
(NHz, Namig) majd a pH novelésére (NHz, Namig, Namid) kelatokban
helyezkedik el. Kimutattuk, hogy a fiziologias pH-tartomanyban ez
utobbi kdtésmodu komplexek jelenléte a meghatarozé mind a dipeptid,
mind a tripeptid szarmazék esetében.

12
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IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Munkank soran részletesen tanulmanyoztuk (O,0)-donor egységet is
tartalmazo peptidkonjugatumok kdlcsonhatasat félszendvics szerkezetii
Ru(ll)- és Rh(IIl)-, valamint a siknégyzetes Pt(II) modelljeként
szolgalo Pd(Il)-ionokkal. Jellemeztiik a platinafém-peptidkonjugatum
kdlcsonhatasok soran képz6dé komplexek Osszetételét, szerkezetét €s
stabilitasat, valamint feltérképeztik a Pd(II)- és Co(Ill)-tartalmu
részecskék — mint varhatoan hipoxia-aktivalt, rakellenes hatasu
kétmagvu komplexek — oldatbeli viselkedését.

Noha az altalunk elvégzett vizsgalatok alapkutatas jellegliek,
eredményeink irdnyt mutathatnak 1j tipusu terapias komplexek
kifejlesztéséhez. A  kiilonbozé koriilmények mellett képz6dd
komplexek kotésmodjainak, valamint a fémionok donoratom
preferencidinak ismerete hasznos segitséget nyujthat a komplexek
szintéziséhez alkalmazhat6 reakciokoriilmények optimalizalasaban. Az
egyensulyi eredmények segithetnek megérteni a majdan eldallitott és
szervezetbe juttatott komplexek biotranszformaciés folyamatait,
valamint nagy szolgalatot tehetnek a szerkezet-hatas Osszefliggés
felderitésében.
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