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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A ciszplatin és a masodik generacios platina(Il)-komplexek ma a legsikeresebben
kialakul6 sejtrezisztencia korlatozza az alkalmazhatdsagukat, emellett pedig nem mutatnak
kell6 szelektivitast a rakos sejtek fel¢, amely toxikus mellékhatdsokban nyilvanul meg.

Az elmult évtizedekben ezért folyamatosan kutattdk az egyéb rakellenes hatast
atmenetifém komplexeket, melyek koziil a legigéretesebb eredményeket ruténium
vegytiletekkel érték el: az oktaéderes Ru(III)-komplexek harom képvisel6je a Klinikai
kiprobalasig is eljutott. Mivel ezek hatasmechanizmusanak fontos 1épése az in Vivo
redukcio a megfeleld Ru(Il)-vegytiletté, ezért a Ru(Il)-komplexeket is vizsgalni kezdték.
Ez az oxidacids éallapot stabilizalhatdo tgynevezett félszendvics tipusi fémorganikus
vegyiiletekben, ahol a fémionhoz egy aromds ligandum kapcsolodik 5 vagy 6 fém-szén
kotést kialakitva, a harom szabadon maradd koordinacios helyet pedig kelatképzo és
egyfogu ligandumok is elfoglalhatjak (1. abra). A képzO6dd vegyiiletek fizikai-kémiai
tulajdonsagai fliggenek az aromas ¢és a kelatképzd ligandumtdl, valamint a fémcentrum
mindségétdl is, igy ezek a tulajdonsagok hangolhatok, ami eldnyds lehet a bioldgiai
alkalmazas szempontjabol. A félszendvics platinafémionok szamos in vitro rakellenes
hatasa komplexét allitottak mar eld, a Ru(ll) mellett az Os(1)-, Rh(lll)-, és Ir(II)
fémionokkal is. A vegyliletek hatdsmechanizmusanak megértéséhez fontos tisztazni az €16
szervezetben veliikk lejatszodd folyamatokat, amihez ismerniink kell a vizes oldatban
beloliik képzodd részecskék Osszetételét és stabilitdsat is. Az utdbbi idoben ezért
részletesen vizsgaltdk ezen fémionok hidrolitikus folyamatait, valamint oldatbeli
kolesonhatasukat  kiillonbozd  kelatképzokkel, ¢és kis- és nagy molekulatomegii
bioligandumokkal.

Kelatképzd ligandumként a kivaldé komplexképzd tulajdonsdgi hidroxamsavakat
alkalmaztuk. Ezek szamos fémionnal képeznek stabil komplexeket, aminek révén biologiai
szerepilk is jelentds (szideroférok, metalloenzim-inhibitorok), ¢és gydgyaszati
alkalmazasban is allnak terapias fémkelatorokként. Lényeges, hogy egyes képviseldik
rakellenes hatassal is rendelkeznek. Ezek legfontosabb péld4ja a szuberoilanilid-
hidroxamsav (SAHA), amely a klinikai gyakorlatban alkalmazott kemoterapias szer. Ha a
hidroxamsav egyéb kelatképzd donorcsoportot is tartalmaz, az jelentésen moddosithatja a
molekula koordinacids sajatsagait. Erre a legismertebb példat az aminosav-hidroxdmsavak
jelentik, ahol egy amin nitrogén a tovabbi donoratom. A kétféle kelatképzé donorcsoport
egyidejli jelenléte miatt ezek hidligandumok is lehetnek tobbmagvu komplexekben, ami
gylrlis szerkezetek képzddését is jelentheti, melyeket fémkorona (,,metallacrown”)
komplexeknek neveznek az irodalomban. Hasonlo szerkezetii tobbmagvi komplexek a
félszendvics platinafémionok esetén is gyakoriak, és az ilyen tipusi vegyiileteket
kiterjedten tanulmanyozzak kiilonleges fizikai-kémiai tulajdonsagaik miatt.

Mivel a félszendvics platinafém komplexek potencidlisan rakellenes hatastuak, és
ismert egyes hidroxamsavak tumorellenes hatasa is, a kombinaciojukkal esélyiink lehet
megnovekedett aktivitdsu vegyliletekhez jutni. Ezért munkank sordn célul tiiztik ki a
félszendvics platinafémion — hidroxamsav kolcsonhatasok oldategyensulyi vizsgalatat, a



képz6dé komplexek szilard formaban valod eldallitasat, szerkezeti vizsgalatat, és in vitro
bioldgiai tesztjét is. A vizsgalatokba négy kiilonb6zé fémiont, a [(n°-p-cimol)Ru(H20)3]>,
[(m®-p-cimol)Os(H20)3]%,  [(M°-Cp*)Rh(H20)3]** és  [(m°>-Cp*)Ir(H.0)s]** kationokat
vontunk be, melyek szerkezete az 1. abran lathatd. A vizsgalt ligandumok szerkezetét a 2.
abran tiintettem fel.
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1. abra: A vizsgalt félszendvics szerkezetli platinafémionok szerkezeti
képlete (M = Ru/Os; M’ = Rh/Ir)

A fenti félszendvics ruténium -és ozmiumion kutatdocsoportunkban korabban eldallitott
monohidroxamat komplexei nem mutattak citotoxikus hatast, igy a vizsgalatainkat
Kiterjesztettik az aminohidroxdmsavakra is. Ezen ligandumok esetén a hidroxamat
csoporthoz képest kelatképzd helyzetben egy tovabbi nitrogén donoratom taldlhatd, igy
varhatoéan inertebb, és remélhetdleg nagyobb biologiai aktivitast mutaté komplexek
képzddnek. Emellett a tovabbi nitrogén donor mindségének szerepét vizsgalva imidazol
hidroxamsavakkal is vizsgaltuk az emlitett fémionok oldatbeli kolcsonhatasat, igy arra is
valaszt kaphattunk, hogy a félszendvics platinafémionok esetén a hidroxamat- és az
imidazol csoport koziil melyik a jobban preferalt kotéhely.



II. AZ ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A vizsgélt amino -és imidazol hidroxdmsavakat mi allitottuk el irodalmi recepteket
kovetve, €s néhany esetben azok modositasaval 01j szintézismodszereket kidolgozva.

pH-potenciometrias modszert alkalmaztunk a ligandumok tisztasdganak
platinafémionokkal képz6d6é komplexeik 0Osszetételének ¢és stabilitdsi allanddinak
meghatarozasara. A méréseket T = 25,0 °C-on, alland6 0,20 mol/dm?® ionerésség mellett
végeztiik, amit KCI vagy KNO3 hasznalataval allitottunk be. A méréseket Mettler Toledo
DL50 ¢és T50 automata titratorokkal végeztiik; DGi 114-SC elektroddal (KCl ionerdsség
mellett), vagy Metrohm double junction elektroddal (széria szam: 6.0255.100; KNOj3
ionerdsség esetén). A mérési adatokbol a ligandumok protonalddéasi allandoit a
SUPERQUAD, a fémkomplexek stabilitasi allandoit pedig a PSEQUAD programmal
szamitottuk. A kapott allandok alapjan az egyes rendszerekre adott koriilmények kozott
érvényes koncentracio-eloszlasi gorbéket a MEDUSA programmal szerkesztettilk meg.

A pH-metrias oldategyensulyi modellek aldtdmasztisara, és a képz6dd komplexek
szerkezetének vizsgalatara 1D és 2D 'H NMR médszereket alkalmaztunk. Az NMR-
titrdldsokhoz kiilonb6zd pH-ra bedllitott egyedi mintdkat készitettiink nehézvizben,
melyeket szobahdn, vagy néhany esetben 5 °C-on mértiink, allandé 0,20 mol/dm®
ioner8sség mellett. A 2D NMR mérések egy része DMSO-d° oldoszerben tortént. Az NMR
méréseket Bruker WP 360 SY, és Bruker Avance 400 tipust spektrométereken végeztiik, a
kiértékeléshez a MestReNova programot hasznaltuk.

A egyes rendszerekben azonositott komplexek kimutatdsdra ESI-TOF-MS médszert
is alkalmaztunk. A mintak vizben késziiltek, melyeket kiilonboz6 pH értékekre allitottunk
be. Kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyokat alkalmaztunk, 0,2-0,5 mmol/dm® fémion
koncentracid mellett. Az eldallitott szilard komplexek tomegspektrometrias vizsgélata
metanolban tortént. A méréseket Bruker micrOTOF-Q ESI-TOF késziilékkel végezték a
Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén. A mérések pozitiv modban késziiltek,
a kiértékeléshez a DataAnalysis programot hasznaltuk.

Az elballitott j szilard komplexek szerkezeti és analitikai jellemzésére a "H NMR és
ESI-TOF-MS moddszerek mellett elemanalizist, infravoros spektroszképiat és
egykristaly rontgendiffrakciot alkalmaztunk. Az elemanalizist és IR spektroszkopias
méréseket Dr. Kiss Attila végezte a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén. Az
infravoros spektrumokat Perkin Elmer FTIR Paragon 1000 PC késziiléken rogzitették a
KBr pasztillas modszerrel, az elemanalizis méréseket pedig Elementar Vario MICRO
CUBE késziilékkel végezték. A rontgendiffrakcios méréseket Dr. Bényei Attila végezte a
Debreceni Egyetemen, Bruker-Nonius MACH3 diffraktométer hasznalataval. A
mérésekhez a Mo karakterisztikus Ko sugarzasat hasznaltuk (A = 0,71073 A). A mérési
adatokbol a szerkezeteket a SIR-92 programmal hataroztuk meg a legkisebb négyzetek
modszerével.

Siiriségfunkcional-elmélet (DFT) szamitasokat alkalmaztunk a vizsgalt
rendszerekben  képz6dd  tobbmagvii  komplexek  valoszintsitett —szerkezetének
alatamasztasara, és oldatbeli stabilitasanak vizsgalatara. A szamitasokat Dr. Lihi Norbert



és Dr. Purgel Mihaly végezték a Debreceni Egyetemen, a Gaussian09 programcsomag
hasznalataval.

Az eldallitott komplexek in vitro biologiai tesztjét, valamint sejtfelvétel-vizsgalatat
nemzetkozi egyiittmiikodés keretében Prof. Jana Kasparkova és munkatarsai végezték el
kiilonboz6 raksejtvonalakon. A citotoxicitas-vizsgalatokhoz a neutral red (NR)-modszert
alkalmaztak.



III. A VIZSGALT LIGANDUMOK
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2. abra: A vizsgalt ligandumok teljesen protonalt formainak szerkezeti képletei, és a
hasznalt roviditéseik.



1V. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A félszendvics szerkezetii platinafémionok monohidroxamsavakkal valo
kolcsonhatasai

1.1. A szekunder meahaH ligandum esetében mind a négy fémorganikus kationnal
végeztiink oldategyensulyi vizsgalatokat. Kimutattuk, hogy mind a négy kation esetén
nagy stabilitdist  monohidroxamat-komplexek  képzddnek [ML]"  &sszetétellel.
Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 fémionokkal képzodd komplexek termodinamikai
stabilitasa kozott Gsszességében nincs nagy eltérés (1. tablazat). Ugyanakkor a [(n®-p-
cimol)Ru(H20)s]** és a [(n°-Cp*)Rh(H,0)3]** kationok 8sszevetésében mar észrevehetd
stabilitasbeli kiillonbség mutatkozik az elbbi javara.

1. tablazat: A vizsgalt félszendvics platinafémion — meahaH rendszerekben képz6do
komplexek stabilitasat jellemz6 1gp értékek (I = 0,20 M KNOs; T = 25,0 °C; zardjelben az
allandok 3o standard deviacio értékeivel).

fémion  [(n°-p-cym)Rul™ [(n’-p-cym)Os**  [(m>-Cp )Rh]*  [(>-Cp)Ir]*

[ML]* 10,99(2) 10,06(2) 8,43(1) 10,09(1)
[MLH_4] 1,84(4) 3,0(2) ~1,36(6) 2,07(11)
PKwmL 9,15 7,06 9,79 8,02

1.2. Kimutattuk, hogy az [ML]® komplexekbdl minden esetben vegyes
hidroxidokomplexek alakulnak ki a fémcentrum harmadik koordinacids helyét elfoglald
vizmolekula deprotonaldédasaval. Az ehhez a folyamathoz rendelhet6é pKyy érték koveti azt
a sorrendet, melyet a szabad félszendvics akvakationok hidrolizise esetén

megallapithattunk.

1.3. Megmutattuk, hogy a két 4d .

platinafémion esetében, fiziologias pH-n a fOO _  Ru Rh

meahaH a fémorganikus kationok szinte

teljes mennyiségét a  potencialisan 80 -

biologiailag aktiv [ML]" komplexben kéti, 60 -

1:1  fémion-ligandum  arany  esetén. 40 -

Ugyanakkor a joval nagyobb hidrolizis 20 . Ir
hajlamot mutaté 5d fémionoknal a meahaH Os

semleges pH-n  mar nem  képes 0 -

megakadalyozni azok teljes hidrolizisét (3. 3. dbra: Az [ML]* komplex részarénya a
abra). vizsgalt félszendvics platinafémion —
14 Az ahaH  példdjan  keresztlil | oanati -1 rendszerekben 7,4-es pH-n.
megmutattuk, hogy a vizsgalt félszendvics | =0,20 M KNOs, Cy = 2 mM.
ruténium -€s rodiumion primer

6



hidroxamsavakkal tobbmagvi komplexeket is képez oldatban. Igazoltuk, hogy a
kialakulasukban a hidroxamat nitrogén is fontos szerephez jut a deprotonalddasat
kovetben, esetenként a fémionhoz torténd direkt koordinacidval.

1.5. A [(m°>-Cp*)Rh(H20)s]** kation ahaH és bhaH ligandumokkal képz8dé komplexeit
szilard formaban is elballitottuk, jellemeztik, és az acetohidroxamat-komplex
molekulaszerkezetét rontgendiffrakcios modszerrel kozvetleniil is meghataroztuk (4. abra).

Kimutattuk, hogy a korabbi, [(nﬁ-
p-cimoRu(H0)s]*" &5 [(n°p-
cimol)Os(H,0)3]** kationok
esetén megfigyelt tendencia a
félszendvics rodiumion esetén is
érvényes: egyéb  koordindl6do
ligandumok hianyaban
szimmetrikus, [M,L;] tipusu
részecskék képzddnek, melyekben
a hidhelyzetli hidroxamat
ligandumok az oxigén

4. abra: A [{(n>-Cp*)Rh}»(u?-aha),]** Kation donoratomjaikkal teljesen telitik a
két fémion koordinacios szférait.

rontgendiffrakcios szerkezete. (A hidrogénatomokat
nem tiintettiik fel). Koordinal6do ligandumok

(példaul kloridionok) jelenlétében
ugyanakkor ,klasszikus”, egymagvi hidroxamat-komplexek képzddnek, melyekben az
egyfogu ligandum foglalja el a fémcentrum harmadik koordinacios helyét.

2. A félszendvics szerkezetii platinafémionok kolcsonhatasa az amino -és imidazol
hidroxamsavakkal

2.1. Ezen ligandumokkal a komplexképzddés kvantitativ leirdsa csak a [(ns-
Cp*)Rh(H,0)3]** kationnal volt lehetséges (a félszendvics ruténiumion esetén a lassu
komplexképzddés gatolta a pontos méréseket). Ehhez elészor a kiillonbozé szerkezetii
aminohidroxamsavakat modellezd, egyszeriibb ligandumok hasznélataval hataroztuk meg a
kiilonb6zo rodium-kelatok pH-fiiggd, latszolagos stabilitasat (ehhez irodalmi adatokat is
felhasznaltunk). Kimutattuk, hogy az o&ttagd (Namino,Nnidroxamst) Kelat a legnagyobb
stabilitast, ugyanakkor a hattagi megfeleldje széles pH-tartomanyban &sszemérhetd
stabilitast a hidroxamat (O,0) kelattal.

2.2. Megmutattuk, hogy a [(1°-Cp*)Rh(H20)3]*" — aminohidroxamsav 1:1 rendszerekben
eltérd szerkezetli és stabilitdsu komplexek képzddnek, melynek oka a kialakuld (N,N)
kelatok eltérd mérete, és igy eltérd stabilitdsa. Az a-alahaH esetén az ottagu (N,N) kelatot
tartalmazé [ML]" részecske (5. 4bra/l. szerkezet), valamint a benne 1évé koordinalt
vizmolekula deprotonalddasaval képzddo vegyes hidroxidokomplex a meghatarozo.
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5. bra: A [(n°-Cp*)Rh(H,0)3]*" — aminohidroxamsav
rendszerekben képzddd néhany komplex javasolt
oldatszerkezete. (11. szerkezet: B-alahaH: n = 2; y-abhaH: n = 3).

A P-alahaH esetében még az ekvimolaris rendszerben is az [M,LH_1]** komplex az
uralkod6 pH = 4-7 kozott, a hidroxamato-kelat és a hattagii (N,N) kelat 6sszemérhetd
stabilitasa miatt. A y-abhaH esetén emellett mar nagyobb szerephez jut a csak hidroxamat
(0,0) kelatot tartalmazo [MLH]*" is (5. abra/IL. szerkezet). A két utobbi ligandumnal pH =
7 felett hasonld Gsszetétell, de eltérd szerkezetli [M,L;] tipusti komplexek képzédnek. A
szerkezeti alapegységiik a P-alahaH esetén az [MaLH_4]** komplex alapvéza (lasd
kovetkezé pont), a y-abhaH ligandumnal viszont a hidroxamat (O,0) kelat (5. abra/IIl.
szerkezet). Az utobbi ligandum esetén a valdszinisitett szerkezetet DFT szamitasokkal is
alatdmasztottuk.

2.3. Megmutattuk, hogy a harom vizsgalt aminohidroxamsavval fémionfelesleg esetén az
[MaoLH_1]** 6sszetételii komplex, és annak deprotonalt formai a meghatarozok. Ebben a
részecskében a ligandumok hidként kotnek 6ssze két fémorganikus kationt az (O,0) -és
(N,N)-kelatképz6 donorcsoportjaikkal, a fémcentrumok harmadik koordinacids helyét
pedig vizmolekula, hidroxidion, vagy kloridion foglalja el (lasd a 6. abrat). Emellett az
aminohidroxamatok lagos kozegben is stabilan kotik a félszendvics rodiumiont, melynek
hidrolizise még 11-es pH-nal sem szdmottevo.

2.4. A [(n°-p-cimol)Ru(H,0)s]** kation csak a y-abhaH ligandummal mutat gyors
komplexképzddési reakciokat. Megallapitottuk, hogy itt a képz6dé komplexek hasonlo
Osszetételiek, ugyanakkor valamivel nagyobb stabilitdsuak, mint a félszendvics rédiumion
esetén. A lugos pH-tartomanyban mas Osszetételli komplexeket jeleztek a pH-metrias
szamitasok, mint a rodiumionnal, ugyanakkor NMR vizsgalatokkal azt is megmutattuk,
hogy a képz6d6 komplexek tobbféle izomer szerkezetben is jelen lehetnek egyidejiileg.



2.5. A félszendvics ruténiumion [MoLH_1]** 6sszetételli a-alaninhidroxamat komplexét két
vegyiilet formdjaban szilard fazisban is eldallitottuk, kiilonbozé ellenionokkal. Mindkét
komplex szerkezetét egykristaly rontgendiffrakciés modszerrel hataroztuk meg (6. abra).

A mérések igazoltdk a 2.3.
pontban  leirt  szerkezetet.
Emellett eldallitottuk a [(n5-
Cp*)Ir(Hz0):]""
alaninhidroxamat komplexét is.
Megmutattuk, hogy ez a
vegyiilet a félszendvics
rodiumion esetén fent leirt
szerkezettel analog, melyben az
a-alaha ligandum ottagi (N,N)
kelatot képezve kotoédik a
fémionhoz.

2.6. Megallapitottuk, hogy a két
vizsgalt imidazol hidroxamsav

kation o-

6. abra:
savas l}fozegben hasonld | A [£(n-p-cym)Rula(u’-a-alahaH_1)(H,0)Br]Br-H,0
osszetetell cgymagvu rontgendiffrakcios szerkezete.
komplexeket képez a

félszendvics rodiumionnal alkotott ekvimolaris rendszereikben (7. abra). Ezen komplexek
egyike sem tartalmazza a hidroxamato-kelatot, a ligandumok N3 imidazol nitrogénje
ugyanakkor mindegyikiik esetén részt vesz a koordinacioban. Vagyis igazoltuk, hogy a
[(n°-Cp*)Rh(H20)3]** kation esetén a ligandumok imidazol N3 donoratomja az a
horgonycsoport, amelyen a komplexképzddés elkezdddik.

©
M-- -0 R e _OH
-0 M- N M- N7

I’ | \\\ II
N
45
N
H

7. dbra: Az imidazol hidroxamsavak rendszereiben képz6d6 egymagvu komplexek
legvaldsziniibb oldatszerkezetei. (M = félszendvics platinafémion; R =
metilcsoport (N-Me-Im-chaH), vagy hidrogén (Im-chaH)).
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2.7. Megmutattuk, hogy a semleges és lugos pH-tartomanyban mindkét imidazol
hidroxamsav tobbmagvi komplexeket képez a vizsgalt félszendvics platinafémionokkal.
Ezen részecskék szerkezete a primer és a szekunder ligandum esetén eltérd; de hasonlo



Osszetételll, gyliriis szerkezetli komplexekrdl van sz6. A feltételezett négymagvi komplex
szerkezetét a szekunder ligandum esetében DFT szdmitasokkal is alatdmasztottuk.

2.8. Kimutattuk tehat, hogy az imidazol hidroxamsavak vizsgalt rendszereiben egész mas
szerkezetli komplexek képzodnek, mint az aminohidroxamsavak esetén. Ezen komplexek
egyike sem hidroxamat-koordinacioju, vagyis igazoltuk, hogy az imidazol csoport €s az ezt
tartalmazo kelatok preferaltabb kotohelyek a félszendvics platinafémionok szamara.

3. Az eloallitott komplexek biologiai tesztje

3.1. Az in vitro biologiai tesztek soran az 6t Gj eléallitott komplex nem mutatott citotoxikus
hatast a vizsgalt raksejtvonalakon a pmol/dmg-es koncentracié tartomanyban. Ezzel
igazoltuk, hogy a korabban vizsgalt félszendvics ruténium -és ozmium — monohidroxamat
komplexek rodium analdgjai is inaktivak, tehat a fémion mindsége ugy tiinik nem
befolyasolja a  rakellenes hatdst. Masrészt —megmutattuk, hogy bar az
aminohidroxamsavakkal valoban inertebb komplexek képzddnek, ez nem jart a bioldgiai
aktivitas novekedésével.

3.2. Az iridium — a-alaninhidroxaméat komplex rakos sejtek altali felvételét is vizsgaltuk az
A2780 sejtvonalon a ciszplatinnal valé Osszehasonlitasban. Megmutattuk, hogy a
vegyiiletet a sejtek hatékonyabban képesek felvenni, mint a ciszplatint. A citotoxikus hatas
ennek ellenére tapasztalt hidnya igy valosziniileg a sejten beliili célmolekulakkal valo
korlatozott kdlesonhatésra vezethetd vissza.
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V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A munkdnk soran kiilonb6zd, félszendvics szerkezetii  platinafémionok
kolcsonhatasat tanulmanyoztuk hidroxamsav tipust ligandumokkal. Az oldatban lejatszodo
folyamatok leirasa mellett tobb vegyiiletet szilard formaban is eldallitottunk,
meghataroztuk a szerkezetiiket, és vizsgaltuk a bioldgiai aktivitasukat is rakos sejteken.

Vizsgalataink alapkutatas jellegick, az eredményeink ugyanakkor a jovOben
gyakorlati alkalmazdsokhoz is hasznalhatok lehetnek: munkank nyoman tovabb boviilt a
potencidlisan rékellenes hatasu félszendvics platinafém-komplexek csalddja, eredményeink
pedig hozzdjarulhatnak 0j vegyiiletek kifejlesztéséhez, melyek megfeleld termodinamikai
¢s kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezhetnek a kivant biologiai hatas eléréséhez. Az
eléallitott vegylileteken elvégzett bioldgiai tesztek pedig segithetnek majd a rakellenes
hatast fémkomplexekre vonatkozo szerkezet-hatds 0sszefliggések felallitdsaban is.
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