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Rakellenes tioszemikarbazonok és fémkomplexeik: a stabilitas és
a biologiai aktivitas kapcsolata

ENYEDY Eva Anna®"

“Szegedi Tudomanyegyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Dom tér 7., 6720, Szeged, Magyarorszag

1. Bevezetés inaktivalasahoz vezet.!! Ennek kovetkeztében a TSK-k

A tioszemikarbazonok (TSK-k, 1.a. abra) és fémkomplexeik
igen valtozatos szerkezeti ¢és farmakolodgiai hatasu
vegyiiletek.!> Az a-N-heterociklusos TSK-k rikellenes hatasat
mar 1956-ban leirtak;> és a legismertebb képviseléjiik a
3-amino-piridin-2-karbaldehid-TSK  (Triapine, 1.b. d&bra)
klinikai fazis /Il tesztelés alatt 4ll.* A Triapine mono- és
kombinalt terapiakban biztatd eredményeket mutatott mieloid
leukémia esetén,’ viszont rdvid bioldgiai felezési ideje miatt
szolid tumorokkal szemben joval kevésbé hatékony és
alkalmazasat SZamos mellékhatas pl. hanyas,
methemoglobinémia kiséri.® Mindezek a problémdk tovabbi
TSK-k fejlesztését sztondzték, melyek kozott szamos igéretes
a-N-piridil TSK-t talalunk (1.c. 4bra),”” mig a 2015-ben
human klinikai kisérletekbe keriilt COTI-2 (1.b. abra) egy
tetrahidrokinolin-szarmazék.'”
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1. Abra. Tioszemikarbazon (TSK) alapvéz (a). Klinikai vizsgalatban 1évé
Triapine és COTI-2 (b). Néhany igéretes TSK (c).

A Triapine és szarmazékainak biologiai hatasa elsGsorban a
DNS bioszintézisében kulcsszerepet jatszd ribonukleotid
reduktaz (RNR) enzim inhibiciojan alapul. A RNR a
dezoxiribonukleotidok ~ képzddését  katalizalja,  aktiv
centrumaban két vasion és egy Tyr gyok taldlhato. A
tumorsejtekben a fokozott osztodas miatt az RNR expresszid
megnd, igy ennek az enzim gatlasa potencialis célpont a
rakterapia soran. Az altalanosan elfogadott hatasmechanizmus
alapjan a Triapine az enzim R2 alegységével 1ép
kolesonhatasba. A képz6do vas(I)-TSK komplex kdzvetleniil
vagy még inkabb az oxigénnel valo reakcidja soran képz6do
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) altal képes a katalitikus
centrumban 1évé Tyr gyokot kioltani, ami az enzim

* Tel.: +36 62/544 334 ; fax: +36 62/544 340; e-mail: enyedy(@chem.u-szeged.hu

vas(I/II)ionokkal képzett komplexeinek oldatbeli stabilitasa
¢és redoxi tulajdonsaga egyértelmiien befolyasol(hat)ja a TSK-k
biologiai hatasat.

A TSK-k alapvetden a kénen és az azometin-N-en keresztiil
koordindlédnak a vasionokhoz. A hidrazin-NH csoport
deprotonalodhat és tiolatszerti kotési mod johet létre a
tion-tiol tautomerianak (l.a. &bra) koszonhetden. Az
a-N-piridil TSK-k haromfogli, (Npiriqi1sN,S) donoratomokat
tartalmazé ligandumok, semleges vagy anionos modon
koordinalédnak."'> A koordinacids sajatsigok tovibb
varialhatok a kén egyéb kalkogénatomra (O,Se), vagy pl. a
piridil-N fenolos-OH csoportra vald cseréjével. Mindez
lehetdvé teszi a stabilis komplexképzést szamos egyéb
fémionnal is a vasionokon kiviill (pl. réz(Il), platina(Il),
nikkel(IT), cink(I), vanadium(IV/V)).'? J61 ismert az is,
hogy nem csak a TSK-k, hanem fémkomplexeik is jelentds
antitumor  hatdssal  birnak."? A komplexképzés
megvaltoztatja a lipofilitast, a toltést €s a méretet, ezaltal a
transzportfolyamatokat, de eltér6 hatdsmechanizmust is
eredményezhet. Pl. a réz(II)-TSK komplexek antiproliferativ
hatasa ROS termelddéséhez kothetd a fémkomplex
fiziologias redukaloszerek 4ltali redukcidjat kovetben.!'®
Egyes réz(II)-TSK  komplexek viszont a DNS
topoizomeréaz-Ila inhibicidjan keresztiil hatnak.'*

A TSK-fémkomplexek fizikai-kémiai karakterizaldsa
altalaban szilard fazisban és szerves olddszerek oldataban
torténik a viszonylag rossz vizben valé oldhatésaguk miatt.
A farmakoldgiai hatds megértéséhez viszont alapvetéen
fontos, hogy ismerjiik, milyen formaban vannak jelen ezen
fémkomplexek a vizes oldatokban, mert az eltérd lehet az
eredeti szilard formatol. A kiilonbozé TSK-k RNR
inhibicidjanak megértéséhez pedig vas(Il/Ill)ionokkal valo
kdlesonhatas teljesebb ismerete sziikséges. Az irodalomban
azonban meglehetésen hidnyosak az ilyen jellegi
oldategyensulyi eredmények. Ez indokolta a 2009-t61
elinditott vizsgélatainkat,'> mely soran szamos kiilonbdz
donorcsoportot és szubsztituenseket tartalmazo TSK (2.
abra) vas(I1I/II)-, réz(II)-, gallium(III)-, nikkel(I1)-, cink(IT)-
¢és vanadium(I'V/V)ionokkal képzett komplexeinek oldatbeli
viselkedését tanulmanyoztuk. 64 A képz6dd
fémkomplexek 0Osszetételének, stabilitdsanak és redoxi
tulajdonsagainak Gsszehasonlitd jellemzése mellett az a
célunk, hogy feltarjuk ezen paraméterek hogyan fiiggnek
Ossze a bioldgiai aktivitassal. Jelen kézleményben az eddig
publikalt legfontosabb eredményeinket foglaljuk dssze.
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2. A tioszemikarbazonok és fémkomplexeik oldat-
egyensulyi vizsgalata

2.1. A vizsgalt tioszemikarbazonok proton disszociacios
folyamatai és lipofilitasuk

A TSK-k jellemzdéen vizben rosszul oldodo vegyiiletek,
emiatt a legtdbb oldategyensulyi mérést
keverék-oldoszerben  (30% (m/m)  dimetil-szulfoxid
(DMSO/H,0)) végeztik. A vizsgalt TSK-k szerkezeti
képletét a 2. abra (és 1.b) mutatja.
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2. Abra. A vizsgalt tioszemikarbazonok szerkezeti képlete és roviditésiik.
(SSC egy szemikarbazon)

Ha a ligandumok oldékonyséaga jobb volt (S = 1 mM)), ill. az
alkalmazott mérési modszer nem igényelt magas
koncentraciot (pl. spektrofotometria, fluorimetria) akkor
tiszta vizes kozegben is torténtek mérések.

Néhany TSK pH-potenciometrias mdodszerrel meghatarozott
proton disszociacios allanddjanak negativ logaritmusat
(pK,) mutatja az 1. tablazat. Az o-N-piridil TSK-knak két
disszocidbilis protonja van.'>!® Az elsé deprotonalodasi
folyamat a piridinium nitrogénhez (N'H") rendelhetd, mig a
masodik a tioszemikarbazid-rész hidrazin nitrogénjéhez
(N*H). Ebben a masodik 1épcsézetes folyamatban képzddd
L- formaban a negativ toltés foképp a kénatomon
lokalizalédik a tion-tiol tautomérianak koszonhetéen (1.a.
abra). A metil- és aminocsoportok jelenléte egyértelmiien
befolyasolja a ligandumok pK,-it (1. tablazat); a hatas
nagysaga és iranya a szubsztituensek pozicidjatol fiigg. Az
N-terminalis elektronkiildéd metilcsoportok (R3) a pK;-t
novelik, mig a pK,-t ~fél nagysagrenddel csokkentik. Az R,
pozicidban 1évé metilcsoport mindkét pK, -t noveli. Viszont
az aminocsoport ugyanezen pozicioban a pK -t gyakorlatilag
nem befolyasolja, de megnoveli a pK,-t. A Triapinban 1évd
aminocsoport (R;) jelentdsen ndveli a piridinium nitrogén
bazicitasat az FTSC alap ligandumhoz viszonyitva, de
csokkenti a hidrazin nitrogén pK,-jat. A piridin helyett
fenol-gytriit tartalmazd STSC-nek is két disszociabilis
protonja van, de a teljesen protonalt ligandum (H,L)
semleges.'® Az elsé deprotondlédas itt a fenolos
hidroxilcsoporton torténik, mig a pK, ugyantgy a hidrazin

nitrogénhez rendelhetd. A HL™ forma negativ tdltése felelds a
pK, tobb mint egy nagysagrenddel valdo novekedéséért az
FTSC-hez hasonlitva. A kénatom oxigénre torténd cseréje
(STSC — SSC) a hidrazin nitrogén pK-jat szintén
megnoveli, értéke a mérheté pH-tartomanyban mar nem
hatarozhaté meg. Igy az SSC szemikarbazon esetében pK,

------

pK, a karbamoilcsoporthoz.??

Az 1. tablazatban szerepld ligandumok fiziologias pH-n a
semleges HL formdjukban vannak jelen, kivételt az STSC
jelent. A semleges toltés segiti a vegyliletek sejtes felvételét,
viszont a rossz vizoldhatdsaghoz is hozzajarul. Az optimalis
hidro-lipofil sajatsag megtalalasa érdekében az FTSC, PTSC
¢s STSC ligandumokra disszociabilis protonokat tartalmazo
farmakofor szubsztituensek (Pro, morfolin, metil-piperazin)
kertiltek, ¢és a kapott vegyliletek mar sokkal jobb
vizoldékonysaguak voltak (2. dbra).'%-2!:23

1. Tablazat

Néhany kalkogénszemikarbazon proton disszociacios allanddjanak tizes
alapu negativ logaritmusa (pK,) *, n-oktanol-viz megoszlasi hanyadosanak
logaritmusa (IgD4)" és a ligandumok protonaltsagi allapota pH = 7,4-n.
{t=25,0°C,1=0,1 M KCl}

pKi pK: IgD74 % (pH 7,4)
Triapine  3,92°¢ 10,78°¢ +0,854 100% HL
FTSC 3,13¢ 11,13¢ +0,73+0,01  100% HL
PTSC 3,38¢ 10,54°¢ +1,15° 100% HL
APTSC 4,31°¢ 10,29°¢ +1,30 " 100% HL
FaTSC 3,15¢€ 11,61°¢ - 100% HL
AcTSC 3,64°¢ 11,52% - 100% HL
STSC 8,894 12,59 ¢ +1,74¢ 96% H,L, 4% HL"
SSC 198 9,328 +1,04 8 100% HL

a30% (m/m) DMSO/H,0 oldészerelegyben meghatarozva, L a
ligandumok teljesen deprotonalt formajat jeléli; ® Tovabbi 1gD5 4 értékek:
Morf-PTSC = +0,61,” mPip-PTSC = -0,03,” L-Pro-FTSC = <-1,7,°
L-Pro-STSC = -0,60;'°  15. hivatkozas; ¢ 18. hivatkozds; © 16. hivatkozas;
24, hivatkozas; € 22. hivatkozés, SSC szemikarbazon.

A TSK-k pK,-it UV-lathato spektrofotometria segitségével is
meg lehetett hatdrozni, mert a proton disszociacios
folyamatokat jol detektalhatd spektralis valtozasok kisérik.
Masrészt ezek a ligandumok a konjugalt elektron-
rendszeriiknek ¢és merev szerkezetilknek kdszonhetéen
fluoreszcensek, pH-fliggd emisszios spektrumaik felbontdsaval
a savi disszociaciés allandok szintén meghatarozhatok. 1819
Emisszios maximumuk a lathaté hullamhossz-tartomanyba
esik, ami lehetdvé teszi a sejtbejutdsuk ¢€s eloszlasuk
monitorozasat fluoreszcens mikroszkopiaval.?>

A "H NMR spektroszkopia segitségével nemcsak a TSK-k
deprotonalddasa kovethetd nyomon, hanem az izomerek
jelenléte is. A Z/E izoméria a C=N? kettds kotéshez
kapcsoloddan jon létre, az izomerek aranya fiigg az
oldoszertdl és a pH-tol is. Az a-N-piridil TSK-k polaris
oldoszerekben jellemzéen az E-formaban fordulnak eld. Az
N-terminalis dimetilezett szarmazékok esetén a Z-izomer
jelenléte is jelentds, pl. a PTSC-nél a Z izomer aranya eléri a
~40%-ot a 30% (m/m) DMSO/H,O elegyben semleges
pH-n.'¢
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A PTSC morfolin- és metil-piperazin-konjugatumai (2. abra)
extra deprotonal6dé csoportokat tartalmaznak (Morf-PTSC:
morfolinium-NH*, mPip-PTSC: két piperazinium-NH") a
piridinium €s hidrazin nitrogéneken kiviil. Vizes oldatukban
mért pH-fiiggd "H NMR spektrumaik elemzésével nemcsak
az E és Z izomerek aranyat, hanem a deprotonalodasukhoz
tartoz6 mikroallandokat is meghataroztuk, ahogyan a
Morf-PTSC példéja is mutatja a 3. dbran. Az izomerek eltérd
savi disszociacios allandoi az egyes protonaltsagi fokok
esetén intramolekularis hidrogénhidak jelentétével (3.b.
4bra) jol értelmezhetd voltak.?

8,4 8,2 8,0 7,8 7.6 7.4
8/ ppm
5
64 -~
b) H%F/(N)\/O HWIINJ\/’O
wtt HLE) T Tw HLZ)
c) 5 'il/ S VII
i H,L2* (E) H,L* (E
go [ LL* (E) L-(E)
< 60 - HL (E)
40 -
Lz
HL (2)
20 ~ H,L* (Z)
0 T T T T T
1 3 5 7 9 11
pH

3. Abra. A Morf-PTSC ligandum 'H NMR spektruma az aromés régioban
pH =7,58-n (10% D,0), sziirke keretben a Z izomerhez tartoz6 csucsok
vannak jelolve (a). A HL forma E és Z izomerje (b) és
koncentracioeloszlasi gorbéi a 'H NMR mérések alapjan meghatérozott
mikroallandok™ segitségével szamolva (c). {I=0,1 M KCI; t =25 °C}

A TSK-k fiziologias pH-n meghatarozott megoszlasi
hanyadosainak (IgD7 4, 1. tibldzat) 6sszehasonlitasakor fontos
figyelembe venni a vegytiletek aktualis protonaltsagi allapotat
és igy toltését, melyek a meghatarozott pK,-k segitségével
konnyen megadhatok. A vizsgdlt TSK-k lipofilitisa
nagymértékben fiigg a szubsztituensekt6l. Az FTSC-hez
a lipofilitast csak kis mértékben, mig az N-terminalis
dimetilezés nagyobb mértékben ndveli azt, a vartnak
megfeleléen.'®>* A piridin-nitrogén  helyett  fenolos
OH-csoport jelenléte a molekuldban egy nagysagrenddel
megndveli a IgDy, értéket (vé. FTSC és STSC),'® a kén
oxigénre torténd cseréje pedig csokkenti azt (vo. STSC és
SSC).22 A farmakofor szubsztituensek (Pro, morfolin,
metil-piperazin) bevezetése a hidrofilitads novelésével jart, de
eltéré mértékben. A morfolincsoport pH = 7,4-n gyakorlatilag
mar deprotonalt formaban van a Morf-PTSC-ben, a molekula
97%-ban semleges, ami miatt a IgD;, értéke a PTSC
ligandumétol a varthoz képest csak kisebb mértékben
alacsonyabb.?® Ezzel szemben a mPip-PTSC vegyiiletben a
metil-piperidinium nitrogén 74%-ban protonalt, aminek
koszonhetéen a molekula hidrofilebb.?* A Pro-konjugatumok
egyértelmiien  hidrofilebb  karaktertieck a referencia-
vegyliletikhoz képest: 1gD;4 értékikk tobb mint 2
nagysagrenddel kisebb, ami az aminosav-rész ikerionos
szerkezetének (Np, H', COO") kdszonhetd. !0

2.2. Réz(IT)komplexek

A réz(I1)-TSK komplexek rakellenes hatdsa mar t6bb mint
negyven éve ismert;% szamos olyan komplexet 4llitottak eld,
melyek a ligandumukhoz képest joval nagyobb aktivitassal
bir. A komplexek nagy szama ellenére az irodalomban
elvétve talalhatd termodinamikai adat a vizes oldatbeli
viselkedésiikre vonatkozéan.”’ Az altalunk eddig vizsgalt
réz(I1)-TSK komplexek ugyan valtozatos sztochiometriat és
koordinaciés modot mutatnak, viszont kozos jellemzdjiik,
hogy vizes kozegben bioldgiailag relevans koriilmények
kézott (pH = 7,4, uM-os koncentracidtartomany)
kiemelkedd stabilitistiak.!>1820-2223 A speciaciot és a
komplexek  szerkezetét mindig pH-potenciometria,
elektronspin  rezonancia (ESR) spektroszkopia  és
UV-lathatd spektrofotometria kombinalt hasznalataval
hataroztuk meg, az egyes publikaciokban megadott kisérleti
koriilménynek mellett.

Az o-N-piridil és a szalicilaldehid TSK-k alapvetden
haromfogii  ligandumok, a réz(Il)ionnal elsdsorban
mono-ligandumu komplexeket képeznek. Reprezentativ
példaként az STSC komplexképzése lathato a 4. abran. A
savas pH-tartomanyban képzddé protonalt komplexben
([Cuw(LH)T") a ligandum (O~,N,S) donoratomokon keresztiil
koordinalodik, mikdzben a hidrazin-N még protonalt
forméban van. Ennek deprotonaldodasaval jon létre a
ligandum (O°,N,S) dianionos koordinacidja a [CuL]
komplexben, majd a pH-t tovabb novelve képzddik a vegyes
hidroxido [CuL(OH)]" komplex.'®

OH,
O 9,=2,0945
. :[ s A=7316
sz_] /N\N)\NHZ i _
O Gy 00=2,1084 o o]
i [ Ase826 @/C“s
TN NR o=2,0891 /N\N)\NHz
T 4,=855G X
100 ]
[CuL]
< 80 ﬂC\ULH]*
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]
2 40 1 [CuL(OH)-
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0 T T T T T T T T
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4. Abra. A réz(I1) — STSC (1:1) rendszer koncentracioeloszlasi

gorbéi, a komplexek szerkezete és izotrop ESR paraméterei.'®
{30% (m/m) DMSO/Hzo, Cstsc = Ccuan = 1 IIlM, 1= 0,1 M KC], t=25 OC}

Ugyanez a koordinaciéos séma figyelhetd meg az
L-Pro-STSC szarmazéknal,' és az a-N-piridil TSK-knal
(pl. Triapine) is,'> csak utobbi esetben a fenolato-O- helyett
a-piridin-N  koordinaloédik. Ugyanakkor az a-N-piridil
TSK-k  ligandum feleslege esetén bisz-komplexek is
képzédnek, a TSK-k (N,N), (N,S’) koordinacidjaval
kiilonboz6 kotési izomerek jonnek létre. A Triapine, PTSC
és APTS ligandumokkal ESR csendes [Cu,L;]" dimer

részecske is megjelenik pH = 5 — 9 tartomanyban, melynek
képzddését elektrospray ionizacios tomegspektrometria
(ESI-MS) médszerrel is sikeriilt igazolnunk.”> Az
L-Pro-FTSC esetén az aminosav-rész is részt vesz a
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koordinacioban, a ligandum o6tfogiiként koordinalodik a
(COO",Np,,,N,N,S") donoratomokon keresztiill négyzetes
piramisos  geometriai  elrendezésben, ¢és  kizarolag
mono-ligandumi komplexek képzédnek.?’ A morfolin és a
metil-piperazin-konjugatumok  nitrogén  donoratomja
szintén részt vesz a fémion megkotésében, és az igy 1étrejovo
négyfogu koordinacio jelentds stabilitasnovekedéssel jar az
alap PTSC ligandumhoz viszonyitva.?3

14 47
12 17

p[Cu]

Triapine
APTSC
PTSC
Morf-PTSC
mPip-PTSC
L-Pro-FTSC
STSC
L-Pro-STSC
SsC

5. Abra. A réz(I) ? TSK (1:1) rendszere a meghatérozott stabilitasi
allandok'> #2022 segitségével szamolt p[Cu] értékek pH = 7,4-n. {30%
(m/m) DMSO/H,0 vagy H,O: Morf-PTSC, mPip-PTSC, L-Pro-FTSC
esetén; ¢, = coyqn = 1 mM; 1=0,1 M KCI; t =25 °C} (SSC egy
szemikarbazon)

A réz(II)-TSK komplexek stabilitasa fiziologias pH-n a
ligandumok pK,-i és a komplexekre meghatarozott
stabilitdsi szorzatok!>!8-2022.23 segitségével szamolt pM (=

p[Cu] = —Ig[Cu]) értékek alapjan jol 6sszehasonlithatd (5.
abra). Minél kisebb a ligandumhoz nem kotott fémion
koncentracioja, azaz nagyobb a p[Cu] értéke annal nagyobb
a ligandum fémkoto képessége az adott koriilmények kdzott.
Az adatok alapjan ezen rézkomplexek stabilitasa
kiemelkedé, mert 1 puM-os oldatukban pH = 74-n a
bomlasuk < 1%-0s. A p[Cu] értékek Osszehasonlitasaval a
kovetkezo hatasok figyelhetok meg:

i) az N-terminalis dimetilezés kis mértékben noveli a
rézkomplexek stabilitasat (vé. Triapine ¢s APTSC);

ii) a piridin-N fenolos-OH csoportra torténd cseréje noveli a
réz(I1l)-kotd képességet pH 7,4-n (vé. Triapine és STSC);
iii) a S/O cserével jelentdsen csokken a réz(Il)komplexek
stabilitasa (vé. STSC és SSC);

iv) a Pro jelenléte, ha donoratomjai nem vesznek részt a
koordinacioban, akkor alig noveli a réz(Il)-kotés erdsségét
(vo. STSC és L-Pro-STSC);

v) a koordinacioban résztvevo extra donoratomok jelentésen
novelik a stabilitast (Id. Morf-PTSC, mPip-PTSC,
L-Pro-FTSC).

Az 5. abran szereplé TSK-k koziil a Triapine, APTSC, PTSC
mutat kiemelkedd proliferaciogatlast (ICso <1 pM, 41M
humén petefészek rékos sejtvonal),” mig az L-Pro-STSC
kicsi (ICsy = 62 és >100 mM, CH1 human petefészek és
SW480 vastagbélrdk sejtvonalak),!® a tobbi ligandum
elhanyagolhaté (ICs, >100 mM) hatast gyakorol.!®2022.23 A
ligandumok antiproliferativ hatasa nem korrelal a
réz(I)komplexek stabilitasaval. A Triapine €s APTSC
réz(Il) komplexének aktivitasa a ligandum sajat hatasdhoz
hasonl6,”* mig a TSK-konjugatumok (Morf-PTSC,

mPip-PTSC, L-Pro-FTSC, L-Pro-STSC) esetén a
réz(Il)komplexek antiproliferativ  hatasa egyértelmiien
nagyobb.!*2023 (A tobbi esetben még nem ismertek az ICs,
értekek.) Ezek a citotoxikus réz(Il)komplexek tobbnyire
kiemelkedd stabilitdstiak, de Onmagaban ez még nem
magyarazhatja a nagyobb biologiai aktivitasukat, bizonyara
szerepe van a redukalhatosaguknak is. Ennek dssze-hasonlito
vizsgalata jelenleg folyik laboratériumainkban; eldzetes
méréseink jelentds kiilonbségeket mutattak az egyes
donorcsoportok esetén az aszkorbinsav és glutation altali
redukciok mértékét és sebességét illetden.

2.3. Vas(Il)- és vas(IlT)komplexek

A daganatos sejtek fokozott proliferacidja miatt nagyobb a
vasfelvételiik, emiatt emelkedett a sejtfelszini transzferrin
receptor ¢s a RNR enzim expresszidja. Ez indokolta a
vaskelatorok kemoterapiaba torténd potencialis bevezetését.
Viszont a hematologiai betegségekben hasznalt klasszikus
vas(III)-kelatorok oxigén donoratomokat tartalmaznak (pl.
deszferrioxamin, deferiprone) és meglehetdsen hidrofilek,
ami miatt antitumor hatasuk csekély. Az o-N-piridil TSK-k
rdkellenes hatdsa viszont nem csupan a vas(IIl)ionok
megkotésén alapul, er6s RNR inhibitorok, amihez
sziikséges, hogy fiziologias koriilmények kozott reverzibilis
redoxi reakcidban vegyenek részt. Az o-N-piridil TSK-k
hatasmechanizmusanak jobb megértéséhez mindenképen
sziikséges a vas(Il)- és vas(Ill)ionokkal képzett komplexek
vizes oldatbeli stabilitasanak az ismerete.

A vas(Il)ionokkal az o-N-piridil TSK-k és az STSC (2. abra)
mono- ([FeLH], [FeL], [FeL(OH)]) ¢és az oktaéderes
geometridnak koszonhetden biszkomplexeket ([FeL,H] és
[FeL,]) képeznek; a wvas(Ill)ionokkal pedig dontden a
deprotonalt hidrazin-N-t tartalmazo [FeL ] és [FeL,] komplexek
jonnek 1étre a vizsgalt pH-tartomanyban. (A komplexek toltését
az egyszeriség kedvéért nem adjuk meg.) A meghatarozott
stabilitasi 4llandok!>%!® birtokaban elmondhatjuk, hogy pH =
7,4-n mindkét fémionnal az [FeL,] Osszetételi komplex az
uralkodo6 részecske. Ezekben a komplexekben a ligandumok
haromfoguként, az (N,N,S") vagy (O,N,S") donoratomokon
keresztiil koordinalédnak (6.b. abra).
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6. Abra. A vas(Il) (vagy vas(Il)) ? STSC ? FTSC (1:2:2) hipotetikus
rendszerben a fémionok megoszlasa a két ligandum ko6zott pH = 5,0 és
7,4-n a vaskomplexek stabilitasi szorzatai'®'® segitségével szamolva (a).
{30% (lTl/m) DMSO/HZO, Cpe = 1 l'l'lM, Cgrsc = CsTsc = 2 Il‘lM, 1= 0,1 M
KCI; t=25°C} Az FTSC és STSC ligandumokkal képzddé [FeL,]
biszkomplexek szerkezeti képlete (a toltés az egyszeriiség kedvéért nincs
feltiintetve) (b).
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A legegyszertibb a-N-piridil TSK (FTSC) és az STSC esetén
jol szemléltetetd a +2 és +3 toltésii vasionok felé mutatott
eltérd preferencia, melyet a 6.a. abra mutat. A vas(Il)ionok
pH = 7,4-n az FTSC-vel, mig a vas(Ill)ionok az STSC-vel
képeznek stabilisabb komplexet a hard-szoft karakteriiknek
megfelelden.

A koordinalodd donorcsoport tipusa mellett jelentdsen
kihatnak a vaskomplexek stabilitdsara az alap TSK véazhoz
kapcsolddo szubsztituensek is, melyek befolyasoljak az
antiproliferativ hatast. Valasztott TSK-k (és az SSC
szemikarbazon) sejtproliferaciot gatld hatasat jellemzd

pICsy (= —1glCs) értékeket mutat a 7.a. abra.
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7. Abra. Valasztott TSK ligandumok proliferaciot gatld hatasat jellemzd
pICs értékek (ICso: mol/dm®) humén petefészekrak sejtvonalakon (CHI,
41M) (a).'®192*® A vas(II) és vas(IT) biszkomplexek stabilitasi
szorzatainak kiilonbsége: 1gB[Fe"'L,] — IgB[Fe"L,] (b). A vas(IT) — TSK és
vas(I1l) — TSK rendszereke a meghatéarozott stabilitasi allandok'>'¢181%22
segitségével szamolt pM értékek pH = 7,4-n, ahol [M] a ligandumhoz nem
kotott vasion egyensulyi koncentracidja. {30% (m/m) DMSO/H,0 cg. = 1
mM; ¢, = 10 mM; I =0,1 M KCI; t =25 °C} (c).

Ezen TSK-k wvas(Il)- és vas(Ill)ionok fel¢ mutatott
affinitasbeli kiilonbségét jellemzi az [FeL,] biszkomplexek
stabilitasi szorzatainak kiilonbsége (7.b. bra).!> 16181922 E7
alapjan elsésorban azok a ligandumok mutatnak csekély
biologiai  aktivitdst (kis plCs, értékek), melyek
vas(ll)komplexeinek  nagyobb a Igb értéke a
vas(Il)komplexeihez hasonlitva (FaTSC, L-Pro-FTSC,
STSC, SSC). A vas(I/III)komplexek stabilitasi szorzatainak
viszonyatol figg a vas(Illl)/vas(Il) rendszer redoxi
potencialja, ez viszont csak az a-N-piridil TSK-kra ismert a
7. 4abran 1évé vegyiiletek koziil.'® A meghatarozott
formalpotencial értékek +40 — +160 mV kozé esnek az
FaTSC kivételével; egyértelmti linedris fiiggést nem
mutatnak az ICs, értékekkel. Viszont a kivételt jelentd
FaTSC komplexeihez tartozo potencial érték kisebb (E” =
-170 mV), és ez a ligandum a sorozatban a legkevésbé aktiv.
Erdemes figyelembe venni a vasionokkal képz6dé
komplexek stabilitasanak megitélésekor a fémionok eltérd
hidrolizisre valé hajlamat is. Ennek megfeleléen lettek pM
értékek szamolva pH = 7,4-n, melyeket a 7.c. abra mutat.

Ezen ¢értékek alapjan elmondhatd, hogy 0Osszefiiggést
elsésorban a pICs, és p[Fe(Il)] értékek kozott lathatunk:
minél nagyobb p[Fe(Il)], azaz a vas(II)-kotés erdssége, annal
erésebb a ligandum sejtproliferaciot gatld hatasa. Ezen
korrelacié megerdsitéséhez Gjabb ligandumok bevonasaval
tovabbi vizsgalatokat végziink jelenleg.

2.4. Gallium(IIT)komplexek

A gallium(Il)komplexek rakellenes hatdsa a fémion
vas(IIT)ionokhoz hasonlé koordinacids kémiai sajatsagan és
biokémiai anyagcsere Utjan alapul, viszont a gallium(III)
nem redoxi aktiv fiziologids koriilmények kozott és emiatt a
Fe/Ga csere utan a vastartalmi biomolekula nem képes
ellatni a funkcidjat. Szamos gallium(III)-TSK komplex
jelentés citotoxicitast mutat,'?7 de oldatbeli stabilitdsukrol
korabban nem volt informacio.

A vizsgalt gallium(III)-TSK  komplexek a vartnak
megfeleléen hasonld szerkezetlieck oldatban, mint a
vas(Ill)komplexek.'1822 A meghatérozott stabilitasi
szorzatok egyértelmli linedris korrelaciot mutatnak a
vas(Ill)komplexek megfelelé allandoival. Azaz a
gallium(III) is egyértelmiien stabilisabb komplexet képez az
(O",N,S"), (O,N,O") donoratomokat tartalmazé STSC, SSC
ligandumokkal az (N,N,S") donor a-N-piridil TSK-okhoz
viszonyitva. Ugyanakkor a stabilitasuk joval kisebb a
vas(Ill)komplexekéhez képest, olyannyira hogy pl. az FTSC
esetén a [Gal,]" komplex 0,5 mM-os oldatdban pH=7,4-na
bomléas 100%-osnak tekinthetd, de az STSC esetén is ez
52%. Biologiai hatasuk igy nem kothetd a komplex eredeti
formajahoz, valészinii a ligandum-, fémioncsere.
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8. Abra. A PTSC és a gallium(III) - PTSC (1:2) rendszer fluoreszcens
emisszios intenzitisa 470 nm-en a pH fiiggvényében vizben.'® {lzx =
395 nm; cgaam = S mM; ¢ = 10 mM; I=0,1 M KCI; t =25 °C} Beszurt
abrak: a PTSC ligandum és a gallium(III) ? PTSC (1:1) rendszer 3D
fluoreszcens spektrumai pH = 4,2-n.

Fontos megemliteni, hogy a gallium(III)-TSK komplexek
fluoreszcensek, gerjesztési és emisszios spektrumuk eltér a
szabad ligandumétol, ahogy a 8. dbra 3D spektrumai is
mutatjak. Ez lehetéséget ad a komplexképzodés
monitorozasara tiszta vizes kozegben a modszer alacsony
koncentraci6 igénye miatt. A 8. abra a PTSC és a komplex
emisszids intenzitasanak pH-fliggését mutatja. A két gorbe
lefutasanak kiilonbsége egyértelmlien ramutat arra, hogy a
fémkomplex csak pH = 2 — 6 kdzott van jelen az oldatban,
nagyobb pH-kon disszocial.
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2.5 .Vanadium(IV/V)komplexek

Az irodalomban szamos citotoxikus vanadium(IV/V)-TSK
komplexet is leirtak,> de vizes oldatbeli stabilitasukrol nem
volt adat. A pH-potenciometrids, ESR spektroszkopids és
UV-lathato spektrofotometrias vizsgalataink azt
mutatték,”??* hogy kizarélag monokomplexek képzédnek
([MLH], [ML], [ML(OH)]), és pH = 7,4-n a [VIVOL(OH)]
ill. [VVO,L] részecskék a dominansak. Stabilitasuk
nagymértékben fiigg a fémion oxidacios allapotatol: a
VVO," komplexek a nagyobb stabilitastuak; mésrészt fiigg a
koordinal6odd donoratomokrol. A stabilitasi trend mindkét
oxidacios allapota fémionnal: STSC > SSC > PTSC >
APTSC > Triapine. A vanadium(IV) Triapine-nal képzett
komplexe olyan kis stabilitast, hogy fiziologias pH-n
disszociacidja teljesnek mondhatdé mar az 1 mM-os
ligandumok koérében csak a vanadium(V)-STSC komplex
proliferdcio6 gatlasa haladta meg a ligandum 6nallé hatasat.>*

3. Osszefoglalas

Rakellenes vegytiletek fejlesztésekor alapvetden fontos a
szerkezet-aktivitds  Osszefiiggések vizsgalata. A TSK-k
antitumor hatdsa elsdsorban a vastartalmi RNR enzim
inhibicidjan alapul és igy Osszefliggésbe hozhato a vegyiiletek
vasionok felé mutatott affinitasaval. Masrészt a TSK-k egyes
fémkomplexei is jelentds antiproliferativ hatassal birnak rakos
sejteken, hatasmechanizmusuk megértéséhez sziikséges a
komplexek fiziologias koriilmények kozotti formainak és azok
stabilitasanak  ismerete. ~Mindezek miatt  végeztiink
Osszehasonlitd  oldategyenstlyi  vizsgalatokat —valtozatos
szerkezeti és koordinacios tulajdonsagi TSK-kkal. A
legfontosabb ~ eredményeket  foglaltuk  6ssze  jelen
kozleményben a ligandumok lipofilitisa, protonalddasi és
réz(Il)-, vas(Il)-, vas(Ill)-, gallium(Ill)-, vanadium(IV)- és
vanadium(V)-ionokkal valdo komplexképzési folyamataikkal
kapcsolat-ban, dsszefliggést keresve a rakellenes hatéssal.

Megallapitottuk, hogy a  vizsgalt TSK-knak a
metil-piperazin-konjugatum kivételével fiziologias pH-n a
semleges toltésti formajuk az uralkodo. Lipofilitasuk fiigg az
alapvaztol: a szalicilaldehid szarmazékok lipofilebbek, mint
az a-N-piridil tipustak; és fiigg a szubsztituensektdl is: az
N-terminalisan metilezett vegyiiletek lipofilebbek, mig a
TSK-konjugatumok  (Pro, morfolin, metil-piperazin)
hidrofilebbek.

A vizsgalt fémionok korében a réz(Il)komplexek adodtak a
legstabilisabbnak, kiilondsen kiemelkedd a stabilitas a négy- ill.
otfogli ligandumként koordinalbdé Morf-PTSC, mPip-PTSC
és L-Pro-FTSC esetében. Ezen utobbi vegyiiletek
réz(Il)komplexeinek proliferacio gatld hatasa egyértelmiien
meghaladja a ligandumok sajat hatasat. A vas(Il/Ill)ionokkal
semleges pH-n biszkomplexek képzddnek; és a TSK-k
affinitisa a vas Kkétféle oxidacios allapoti ionjahoz
nagymértékben fligg a koordinal6dd donoratomok tipusatol.
Az (N,N,S") kotésmad a vas(Il), mig az (O7,N,S") koordinécio a
vas(IIT)ionokkal valo komplexképzésnek kedvez. A komplexek
stabilitasat a szubsztituensek is befolyasoljak. Azt talaltuk,
hogy a TSK-k antiproliferativ hatdsa erdsen korreldl a

vas(Il)komplexek stabilitasaval. A TSK-k gallium(III)-
ionokkal képzett komplexeinek Osszetétele és geometridja
igen hasonl6 a vas(Il)ionokkal képzddokkel, viszont alapvetd
kiilonbség a gallium(Ill)komplexek kisebb stabilitasa. Ennek
megfelelden bioldgiai hatasuk a legtobb esetben nem kothetd a
komplex eredeti, [Gal,] formajahoz. A vanadium(IV/V)
ionokkal mono-ligandumti komplexek képzddnek, melyek
stabilitésa az o-N-piridil TSK-k esetén joval kisebb az
(O N,S) donoratomokat tartalmazé6 STSC ligandummal
képzett komplexekhez képest. A  ligandum  6nallo
antiproliferativ  hatasdit csak a vanadium(V) STSC
ligandummal képzett komplexe haladta meg.

A meghatarozott oldategyenstlyi adatok segitségével
megadhato a TSK-k és fémkomplexeik megjelenési formaja
fiziologias pH-n, vizes oldatban, mely gyakran kiilonbozik
az eredetileg szilard formaban eldallitottdl, viszont nagyobb
valészintiséggel lehet felelds a bioldgiai hatasért. Ezen aktiv
formak ismerete mindenképpen hozzajarul a hatas-
mechanizmus értelmezéséhez.
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Anticancer thiosemicarbazones and their metal complexes: relationship between stability and bioactivity

Thiosemicarbazones (TSCs) are versatile compounds regarding
their structures, metal binding abilities and pharmacological
properties including anticancer activity. Among the TSCs the
most studied representative is Triapine (3-aminopyridine-2-
carboxaldehyde thiosemicarbazone) which has already been
evaluated in several clinical phase I and II trials showing
encouraging results in the treatment of hematological
malignancies such as myeloid leukemia, although was found to
be inactive against solid tumors. A novel promising TSC,
COTI-2 has recently entered into human clinical trials. Due to
the success of these compounds TSCs and their metal
complexes have gained improving focus and attention. The
iron-requiring enzyme ribonucleotide reductase is most
probably the main target for Triapine and related TSCs. This
enzyme is responsible for the production of
deoxyribonucleotides required for the DNA synthesis, thus for
the cell proliferation. Triapine acts as an efficient inhibitor of
this enzyme via destruction of the iron-dependent tyrosyl
radical. Consequently, the iron binding ability of the TSCs and
the redox properties of their iron complexes are assumed to
affect the biological activity. Copper(Il) complexes of TSCs
show remarkable antitumor effect as well, although their
efficacy is mostly connected to their cellular redox cycling.
Some copper(Il) complexes are reported to inhibit efficiently
topoisomerase-Ila. Despite the large number of TSC
compounds studies on their solution behavior are fairly rare in
the literature. However, the knowledge of the speciation and the
most plausible chemical forms of these compounds in aqueous
solution under physiological conditions is a mandatory
prerequisite. Characterizations of these TSC complexes are

generally performed in solid phase or in the solutions of organic
solvents in most of the studies in the literature. Our aim is to
understand how the structural changes on the TSC scaffold
affect the protonation processes, lipophilicity, the metal binding
abilities and the redox properties revealing correlation between
these parameters and their antiproliferative activity. In the
present work the most important results obtained on the
copper(Il), iron(I/IIT), gallium(Ill) and vanadium(IV/V)
complexes of various TSCs are summarized.

Triapine belongs to the family of o-N-pyridyl TSCs and
possesses two dissociable protons. Its first deprotonation
process can be attributed to the pyridinium unit, while the
second one to the hydrazinic N>-H group of the
thiosemicarbazide moiety. In the latter the resulting negative
charge is mainly localized on the S atom via the thione—thiol
tautomeric equilibrium. The presence of the various substituents
such as methyl and amino groups on the a-pyridyl TSC
backbone undoubtedly affects these deprotonation processes.
Based on the proton dissociation constants determined it was
pointed out that the studied TSCs are neutral at physiological pH
except a methylpiperazine conjugate. Their hydro-lipophilic
character also strongly depends on the TSC scaffold itself and
the type of the substituents. Namely, the salicylaldehyde TSC is
more lipophilic than the corresponding a-N-pyridyl TSC, the
N-terminally dimethylated compounds are more lipophilic,
while the pharmacophoric group containing TSC-conjugates
(Pro, morpholine, methylpiperazine) display  higher
hydrophilicity, thus higher water solubility. The TSCs usually
have limited water solubility, thus most of the solution
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equilibrium studies were performed in solvent mixtures (30%
dmso/water). Notably the studied TSCs are fluorescent
compounds due to their rigid structure and the conjugated
electron system. Therefore the pK, values of these ligands could
be determined via the deconvolution of the pH-dependent
emission fluorescence spectra even in pure water at the applied
low concentrations. "H NMR spectroscopy was found to be
advantageous for the detection of the presence of Z/E isomers
with respect to the C=N? azomethine double bond and for the
determination of the microscopic proton dissociation constants
of these isomers as well.

The a-N-pyridyl and salicylaldehyde TSCs are basically
tridentate ligands coordinating via (Npy,,N,S) or (O",N,S) donor
set, respectively. The speciation and the solution structures of
the complexes were determined by the combined use of
pH-potentiometry, UV-visible spectrophotometry, fluorometry,
'H, °'V NMR and EPR spectroscopy depending on the type of
the studied metal ions. However, the studied copper(Il)
complexes display the formation of species with diversified
stoichiometry in solution (e.g. [CuLH], [CuL], [CuL(OH)],
[CuL,H], [CuL,], [Cu,L;]), a common feature was observed,
namely their significantly high stability under biologically
relevant conditions such as pH 7.4 and mM concentration range.
Among the studied metal complexes copper(Il) compounds
were found to be the most stable in solution, especially in the
case of the Morf-PTSC, mPip-PTSC and L-Pro-FTSC ligands
(Fig. 2.) which are able to coordinate to the metal center via four
or five donor atoms due to the presence of additional functional
groups. It was also observed that the N-terminally dimethylation
can slightly increase the stability of the copper(Il) complexes.
The antiproliferative activity of these latter copper(Il)
complexes exceeds that of the metal-free ligand precursors.
Based on the stability data it could be concluded that the
exchange of the pyridine nitrogen to the phenolic hydroxyl
group increases the copper(Il) binding ability of TSCs at pH 7.4,
while the sulfur/oxygen exchange in the thiosemicarbazide
moiety leads to significant decrease in the complex stabilities.
The tridentate TSCs form bis-ligand complexes with iron(II)
and iron(III) ions at neutral pH, and the affinity towards the iron
ions in the two kinds of oxidation states is strongly affected by

the type of the coordinating donor atom sets. The (N,N,S")
binding mode is favored by the iron(II) ions, while iron(IIT) ions
form higher stability complexes with ligands with (O,N,S")
donor set at neutral pH. The stability of the complexes is
modified by the various substituents. It was found that the
antiproliferative activity of the TSCs shows correlation with the
stability of the iron(Il) complexes. The stoichiometry and
structure of the gallium(IIT) TSC complexes are rather similar to
those of the iron(III) species, although their solution stability is
much lower. The stability constants of the [Ga(III)L;]
complexes are lower by 2-3 orders of magnitude showing an
unambiguous linear correlation with those of the [Fe(III)L;]
complexes. Thus gallium(II) ions exhibit higher affinity
towards ligands possessing (O’,N,S") and (O",N,O") donor sets.
E.g. in the case of the simplest a-N-pyridyl TSC (FTSC) the
[Ga(II)L,] complex suffers a complete decomposition at pH 7.4
already in the mM concentration range. Therefore the biological
effect of the gallium(IIl) complexes of TSCs in many cases
cannot be connected to the original chemical form, [Ga(III)L,],
obtained in solid phase. It should be noted that the gallium(IIT)
complexes of TSCs are fluorescent, which allows the
monitoring the complexation processes in pure aqueous
solution in fairly low concentrations. The tridentate TSCs form
mono-ligand complexes with vanadium(IV/V) ions exclusively
such as [MLH], [ML], [ML(OH)]. The predominating species
are [V(IV)OL(OH)] and [V(V)O,L] at physiological pH. The
stability of the complexes depends on the oxidation state of the
vanadium ion and the type of the coordinating donor atoms.
Namely, vanadium(V) forms the higher stability complexes and
the stability of the a-N-pyridyl TSC complexes is much lower
compared to that of the salicylaldehyde TSC.

On the basis of the determined stability constants the actual
chemical forms of the TSCs and their metal complexes in
solution can be predicted, which may differ from the original
composition and can be responsible for the biological effect.
The deeper knowledge of these active forms and their solution
stability contributes to understanding of the alterations in the
efficacy of these compounds, the mechanism of action and may
help in the development of more effective chemotherapeutics.
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