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|. Bevezetés és célkitiizés

A ciszplatint és két masik torzskonyvezett szarmazékat (karboplatin, oxaliplatin)
gyakran hasznaljak daganatos megbetegedések kezelésekor. Azonban a rakellenes
hatashoz er6s mellékhatasok parosulnak, emellett Kialakulhat a ciszplatin-rezisztencia,
fontos teriilete olyan 1j fémkomplexek kifejlesztése, melyek szelektivebbek és a
rezisztens sejteken is hatdsosak. A szakirodalomban mar szamos rékellenes hatdst
Ru(Ii/1n)-, Os(I1)-, Ir(1)- és Rh(IID)-komplex kifejlesztését mutattak be. Ezekkel
parhuzamosan a fizikai-kémiai tulajdonsiagok és az oldategyensulyi folyamatok
vizsgalata kiemelten fontos, hiszen a fiziologias koriilmények kozott megjelend
dominans forma ismerete segitheti a hatdsmechanizmus megértését. A klinikai
vizsgalatok eredményeinek értelmezéséhez is hozzajarulhatnak az ilyen adatok.

A ruténium  vegyiiletei  kozil a  NAMI-A  (imidazoélium-transz-
[Ru(1)Cly(imidazol)(DMSO0)]), a BOLD-100 (natrium-transz-[Ru(l11)Cl,(indazol),])
és a TLD1433 ([Ru(ID)(4,4"-dimetil-2,2"-bipiridin),-(2-(2',2":5",2"-tertiofén)-imidazo-
[4,5-f][1,10]fenantrolin)]Cl,) azok a komplexek, melyek elérehaladott klinikai fazis 1/11
vizsgalatok alatt alltak vagy allnak. A hatasmechanizmusuk alapjan eltérnek ezek a
komplexek. A NAMI-A attétképzOdést gatld hatdsa, a sejtekbe nem jut be, ezzel
szemben a BOLD-100 a sejtekbe belépve fejti ki citotoxikus hatasat, mig a TLD1433 a
fotodinamias terapidban hasznalatos. A félszendvics Ru-komplexek Ru(ll) fémiont
tartalmaznak. Ezek dontd tobbségében egy kétfogu ligandum és egy egyfogu tavozo
csoport koordinalodik a fémionhoz az n°/n’-haptocitasa ligandum mellett. Az egyes
ligandumok (arén, kétfogn vagy egyfogh ligandum) vagy a fémion lecserélésével
(Ru(lt), Os(I1), Rh(H), Ir(11)) valtoztathato az oldatkémiai viselkedés, ezen keresztiil a
rakellenes hatas is fokozhato. Megfeleld tavozo csoporttal a szelektivitas is novelhetd,
kihasznalva a rakos szoveteknek és sejteknek az egészségestdl eltérd sajatsagait, mint
pl. a redukalo kozeg és a savasabb kémhatas.

Munkam célja:

- Félszendvics Ru(Il)- és Rh(IIT)-komplexek szilard formaban torténd szintézise,
melyek egy kétfogi és egy egyfogl ligandumot tartalmaznak az m°m°-haptocitisa
ligandum mellett, tovabba a komplexek karakterizalasa és rontgenkrisztallografias
vizsgalatra alkalmas egykristalyok elGallitisa. A tervezett komplexekben a
fémorganikus rész  Rh(n®-CsMes), Ru(n®-p-cimol) és Ru(n’-toloul) (réviditve:
Rh(CsMes), Ru(Cym) és Ru(Tol)); a kétfogh ligandumok egyszerli kismolekuldk,
melyek (0,0), (N,0) és (N,N) donoratomokat tartalmaznak, mig az egyfogu ligandum
kloridion (1. abra) vagy egy egyfogu nitrogén-donor kismolekula (2. abra).
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1. abra: A dolgozatban vizsgalt komplexeket alkotd fémorganikus egységek és kétfogh
ligandumok szerkezeti képlete és neve. HQCI-Pro = (S)-5-kloro-7-((prolin-1-il)metil)-8-hidroxi-
kinolin; dmen = N,N -dimetil-etilén-diamin; tmeda = N,N,N’,N -tetrametil-etilén-diamin.

- Kiemelt célom az 1. abran 1évé komplexek részletes oldategyensulyi vizsgalata:
A ligandumok savi disszociacios allanddinak, a fémkomplexek stabilitasi
allandoéinak és a koordinalt vizmolekula deprotonalodasi és egyéb szubsztiticios
folyamatait (klorid- és bromidionokra torténd csere, egyfogii N-donor
koordinacidja) jellemz6 egyensulyi allandoknak a meghatarozasa pH-
potenciometria, ultraibolya-lathato (UV-vis) spektrofotometria ¢és 'H
magneses magrezonancia (NMR) spektroszképia alkalmazasaval.

- A félszendvics fémorganikus komplexek kolcsonhatasanak — jellemzése

biomolekulakkal (human szérum albumin és DNS) és azok modelljeivel (1-metil-

imidazol és guanozin, 2. abra) ultrasziiréses, fluorimetrias és spektrofotometrias

modszerek segitségével, a kot6hely-modell kismolekulak alkalmazasaval a fehérje vagy

DNS-preferencia kimutatésa.
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2. abra: A vizsgalt vegyes ligandumu komplexeket alkotd egyfogu és kétfogu ligandumok és
fémorganikus részek szerkezeti képlete és neve.

1. A fémkomplexek eldallitasa és vizsgalati médszerek

A komplexekhez sziikséges ligandumok és félszendvics dimer prekurzorok a Sigma
Aldrich termékei és tovabbi tisztitds nélkiil lettek felhasznalva. A [Ru(Tol)Cly],
prekurzort kutatdocsoportunkban allitottak el korabban, az L-prolin-8-hidroxi-kinolin
hibridmolekulat (HQCI-Pro) Dr. Szatmari Istvan laboratériumaban szintetizaltak. A
komplexek elballitasa az adott dimer prekurzor és az adott ligandum metanolban vagy
vizben vald elegyitésével és szobahdmérsékletii kevertetésével tortént. A levalasztas,
sziirés és mosas utan lassu kristalyositassal tobb esetben is egykristalyok néttek, melyek
rontgendiffrakcios mérésre voltak alkalmasak. A szilard komplexek karakterizalasa
nagyfelbontasu elekrospray ionizaciés tomegspektroszkopia (HR-ESI-MS), H és
3C NMR médszerekkel tortént.

A térzsoldatok témeg szerinti beméréssel késziiltek A fémorganikus kationok ésa
disszociacids és hidrolizis allandok) pH-potenciometrias titralasokkal (0,20 M (KCI
vagy KNO3) vagy 0,10 M (KCI) ionerdsség mellett) hataroztuk meg. A pH-t kombinalt
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ivegelektroddal mértilk, a KOH-mérboldatot egy szamitogép altal vezérelt Metrohm
665 Dosimat automata biirettaval adagoltuk egyensulyra vald titralast alkalmazva. A
titralasi adatsorokat a HYPERQUAD nevii programmal értékeltiik ki.

Az UV-vis spektrofotometria szamos reakcio kovetésére alkalmas volt, mivel a
ligandumok nagy része kromofoér csoportot tartalmaz (UV-tartomany), emellett a
komplexek toltésatviteli savja az UV és a lathato tartomany hataran helyezkedik el. A
toltésatviteli sav érzékeny, mig a komplexképzddés és kiszoritas esetén mindkét sav
jelent6s valtozast mutat. A spektrumokat egy Agilent Cary 8454 diddasoros
spektrofotométeren vettiik fel és a PSEQUAD nevii programmal értékeltiik ki.

Mivel a félszendvics Ru(ll)- és Rh(IIl)-komplexek diamagneses anyagok, igy
NMR spektroszképias modszerrel is vizsgalhatok. A lassi komplexképzddési
reakciok és a ligandumok kozotti kompeticid tanulmanyozasakor, tovabba a speciacid
alatamasztidsara (mas modszerek mellett), illetve a savi disszociacios allandok
meghatarozasaban is fontos ez a technika. Az eléallitott vegyiiletek karakterizalasanak
egyik legfontosabb 1épése a *H (és tobb esetben a *C) NMR spektrumok rogzitése,
mellyel az el nem reagilt reaktinsok jelenléte is vizsgalhatd. A vizes mintakat
10% (v/v) D,O/H,0 koézegben mértiik, mig a karakterizalasnal apolarosabb deuteralt
oldoszereket hasznaltunk (pl. metanol-d4, DMSO-dg). Méréseinket egy 500 MHz-es,
Bruker Avance III HD Ascend 500 Plus késziiléken végeztiik.

A nagy moltomegli biomolekulakkal vald kolcsonhatas vizsgalatdhoz elsGsorban
ultrasziirést végeztiink. Az eldzetes mérések alapjan megallapitott inkubacios id6
lejarta utan a mintakat egy Millipore Amicon Ultra-0.5 membransziirén sziirtik le,
mely a 10 kDa-nal kisebb tomegii vegyiileteket engedi at. A sziirletbeli Koncentraciokat
UV-vis spektrofotometridsan hataroztuk meg. Kiegészité mérésként
spektrofluorimetriat is alkalmaztunk. A human szérum albumin Trp214
aminosavanak szelektiv gerjesztésével az annak kozelében vald kotédést vizsgaltuk
annak emisszios jelének a kioltasan keresztiil, emellett az etidium-bromid DNS-b6l
valo felszabadulasa is jol kovethetd fluorimetridsan, a fémkomplex adagolasanak
hatasara. A méréseket Hitachi F-4500 tipust spektrofluoriméterrel végeztiik.

A kiegészité méréseket egylittmiikddé partnereink végezték: HR-ESI-MS (Dr.
Kele Zoltan), egykristaly rontgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozas (Dr. May
Nora V., Alexander Roller), in vitro citotoxicitas rakos sejteken (Dr. Michael A.
Jakupec, Dr. Spengler Gabriella, Dr. Szakics Gergely), antibakterialis hatas
vizsgalata (Dr. Spengler Gabriella) és fémakkumulacios mérések totalreflexios
rontgen fluoreszcencia spektrometriaval (TXRF, Dr. Szoboszlai Norbert).
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T1. Megmutattuk, hogy a természetes eredetii, (O,0) donoratomokat tartalmazé
2-hidroxi-naftokinonok (lawsone és ftiokol) és a B-diketon kurkumin félszendvics
Ru(Cym)-, Ru(Tol)- és Rh(CsMes)-komplexeinek vizes oldatbeli stabilitasa kisebb,
mint a szakirodalomban korabban jellemzett 3-hidroxi-pir(idin)on ligandumok
komplexeinek. Megallapitottuk, hogy ezen ligandumoknal a rikellenes hatasért
nem a fémkomplex a felelés, mivel azok pH = 7,4-en és a tapoldat komponenseinek
jelenlétében akar teljes mértékben disszocialnak.

T1.1 Vizes oldatban a meghatarozott egyensulyi allandok alapjan megallapitottuk,
hogy a naftokinonok komplexei kis stabilitastiak. Fiziologias pH-n a Ru(ll)-tartalma
komplexek teljes mértékben disszocialtak, mig a [Rh(CsMes)(ftiokolat)(H,O)]*
komplexbdl ~15% van jelen (c = 100 puMm).

T1.2 Megmutattuk, hogy a legkisebb [B-diketon molekula, az acetil-aceton, a
vizben rosszul oldédé kurkumin megfeleld modellje, mind az oldategyensulyi
vizsgalatok, mind a szilard fazist szerkezetek szempontjabol.

T1.3 Ezen ligandumok esetén a [Ru(arén)(H,0)3]?* kationok erésebb hidrolitikus
hajlama miatt a [Ru(arén)(L)(H,0)]* komplexek nagyobb mértékben disszocidlnak,
mint a Rh-analégok pH = 7,4-en. Az aminosavak és fehérjék kiszoritjak az acetil-
acetont komplexébél, és ezt javasoljuk a kurkumin komplexeire is. Megallapitottuk,
hogy a kurkumin rakellenes hatdsa cs6kkent a Ru(arén) jelenlétében, mig valtozatlan
maradt a [Rh(CsMes)(H,0)s]%* kationok mellett.

T2. Ramutattunk arra, hogy egy extra negativ toltés jelenléte a 2-pikolinsav-tipusu
ligandumon csokkenti a félszendvics Rh(CsMes)- és  Ru(Cym)--komplex
halogenidionok (CI, Br) iranti affinitasat. Elsoként igazoltuk, hogy az arén
ligandum disszociacioja lejatszédhat 2-pikolinat-tipusu ligandumok Ru-
komplexeinél is, kétfogu ligandumok (pl. 2,4-dipikelinsav és 1,10-fenantrolin
(phen)) feleslegének hatasara.

T2.1 Az id6- és pH-fiiggd UV-vis spektrumok elemzése azt mutatta, hogy a
Ru(arén)-komplexek képzédése lassabb, mint a Rh(CsMes)-komplexé, azonban minden
esetben nagy stabilitastt komplexek képzédnek. A [Rh(CsMes)(2,4-dipikolinat)(H,0)]
komplex stabilitasi allandojat 2-pikolinattal végzett ligandum-kiszoritasos méréssel
'HNMR  spektroszkopias modszer segitségével hataroztuk meg. A Ru(Cym)-
komplexnél kiszoritas helyett a p-cimol disszocial.

T2.2 Ramutattuk arra, hogy a halogenidion-affinitassal szemben a komplexben
koordinalt viz deprotonaldédasara nincs hatassal az extra karboxilatcsoport.
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T3. Bizonyitottuk, hogy a 8-hidroxi-kinolin ligandum és fémkomplexeinek vizben
valo oldhatésagat jelentds mértékben noveli az L-prolinnal valé dsszekapcsolas.
Igazoltuk a korabbi feltevést, hogy a 8-hidroxi-kinolin alapvaz 7. pozicioban 1évé
—CHy—N- csoport megnéveli a rakellenes hatast a doxorubicin-rezisztens Colo320
rakos sejteken. Ez a hatas a HQCI-Pro ligandum és Rh(CsMes)-komplexe esetében
is megfigyelheté. Vizsgalataink alapjan ramutattunk arra is, hogy a Ru(Cym)- és
képest kisebb aranyu sejtbe valo bejutasuk lehet az oka ezen komplexek kisebb
citotoxicitasanak.

T3.1 Megillapitottuk *H és 3C NMR spektroszkopiai mérések alapjan, hogy a
HQCI-Pro ligandum félszendvics Ru(Cym)- és Rh(CsMes)-komplexei kétféle izomer
formajaban vannak jelen a vizes oldatban. A koordinalddott fenolat-O™ és a protonalt
aminocsoport kozott 1étrejott intramolekularis hidrogénkotés eredményezi a prolin-

megtorténik. A flexibilis etilén-diamin és az (O,0) donor deferipron nem szoritjak le a
p-cimolt, a merev (N,0) és (N,N) donoratomokat tartalmazd kétfogh ligandumok
viszont igen.

T4. Megmutattuk, hogy az (N,N) donoratomokat tartalmazé diamin és polipiridin
tipusi ligandumok nagy stabilitisii komplexeket képeznek félszendvics
[M(arén)(H,0)3]*" kationokkal. Kivételt képeznek azok a ligandumok, melyekben
metilcsoport van a nitrogén mellett, és igy fesziilt a komplexeik szerkezete. A
doxorubicin-rezisztens sejteken nagyobb citotoxicitast mutaté ligandumok
Rh(CsMes)-komplexe szintén mutatta ezt a szelektivitast, azonban a Ru(Cym)- és
Ru(Tol)-komplexeknél kisebb rikellenes hatas és szelektivitas volt mérheté. Az

T4.1 A doxorubicin-rezisztens MES-SA/Dx5 sejteken a phen és a 4,4’-dimetil-
2,2’-bipiridin erésebb citotoxikus hatast mutat, mint az érzékeny MES-SA sejteken. Ez
a viselkedés a Rh(CsMes)-komplexeikre is igaz. A Ru(arén)-komplexek valdsziniileg az

komplex nagyobb aranyt képz6dése miatt mutatnak kisebb rakellenes hatast.

T5. Azonos koriilmények kozott, fiziolégias pH-n az alabbi sorrendet allitottuk fel
a komplexek stabilitasara vonatkozoan, adott fémorganikus akvakation esetén
(pM*  értékek, azaz a ligandumhoz nem kotott fémion egyensulyi
koncentraciéjanak negativ logaritmusa alapjan):
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(O,0)ratokinon < (O,0)p.diketon < (O,O)nigroxi-pircidimon < (N,O)2-pikotinat < (N, O)g-hidroxi-kinolin
< (N,N).

A pK,[M(arén)(L)] és Ig K’(H,O/CI") egyensulyi allandék a Ru(Tol) < Ru(Cym) <
Rh(CsMes) sorrendet mutattak.

T5.1 A komplexképz6dés sebessége adott akvakation esetén:
(N,N) < (N,0) < (0,0).

T5.2 Megmutattuk, hogy a [Rh(CsMes)(H,0),]*" triakva kation kisebb hidrolitikus
hajlamanak koszonhetéen a Rh-komplexek vannak nagyobb aranyban jelen pH = 7,4-
en, egyediil az (N,0) donor ligandumok Ru(Cym)-komplexének stabilitasa mulja feliil a
Rh(CsMes)-komplexekét.

T5.3 A nagyobb pK,[M(arén)(L)] nagyobb lg K’(H,O/CI") allandéval jar, mely az
M-0(viz) kotés erfsségével magyarazhatd: az erdsebben kotott vizmolekula rosszabb
tAvozo csoport, és jobban polarizalt O-H kotései savasabb protonokat eredményeznek.

T6. A viz-kloridion cserealland6 predikciojara felallitottunk két modellt. Az elsé
modell csak a Rh(CsMes)-komplexekre érvényes, a szerkezetek geometriai
paramétereit hasznaltuk fel. A masik, kiterjesztett modell a Rh(CsMes)- és
Ru(arén)-komplexekre egyarant érvényes.

T6.1 Tizenkét Rh(CsMes)-komplex szerkezeti adatait hasznaltuk fel az els6
modellben. Az egyenlet:

szamolt 1g K’(H,O/CI") = 27,59 x (Rh—CsMes centroid tavolsag) — 0,23 x szog(X—Rh—
Y) — 0,23 x (CHj; kitérése a CsMes sikbol) + 0,46 x [Rh(CsMes)(L)] toltése — 28,75.
T6.2 Tizenhét Rh(CsMes)-komplex + kilenc Ru(Cym)-komplex + hat Ru(Tol)-
komplex adatait felhasznalva a masodik modellben:

szamolt 1g K’(H,O/CI") = - 0,24 x Ig S[My(arén),H.3] — 0,63 x pK[M(arén)(L)] + 4,53.

T7. Olyan félszendvics Ru(Cym)- és Rh(CsMes)-komplexeket allitottam eld,
melyek a rikos szovet savas pH-jan aktivalédnak. Aktivalédas (azaz az egyfogi

ekonazol) valasztasaval mind a rakellenes, mind az antibakterialis hatasban.

T7.1 Egyfogii N-donor ligandumok koordinacidjat vizsgaltuk nagy stabilitasu
etilén-diamin, phen és 8-hidroxi-kinolin komplexekhez. A heterociklusos egyfogu
ligandumok komplexei kelléen stabilisak, az imidazol nitrogént tartalmazo ligandumok

.....

T7.2 A Ru(Cym)-komplexek tobbsége nem mutatott hajlamot vegyes ligandumu
komplexek képzésére, szemben a Rh(CsMes)-komplexekkel.
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T7.3 A Dbiolégiai vizsgalatok soran kis valtozas utal a savas aktivalodasra a
[Rh(CsMes)(phen)(1-metil-imidazol/piridin)]** komplexek esetén, Colo320 sejteken. A
[Rh(CsMes)(phen)(ekonazol)]** komplex antibakterialis hatdsa nagyobb volt érzékeny
és rezisztens E. coli sejteken pH = 6-on, mint pH = 7-en.

T8. Bizonyitottuk a hisztidin koordinaciéjat a fémkomplexekhez, melyhez hasonlé
folyamat jatszodik le a huméan szérum albuminnal (HSA) valé kélcsonhatas esetén
is. Ezen kisméretii Rh(CsMes)-komplexek koziil tobb citotoxikus és nem
citotoxikus komplex is azonos mértékben kotédik a DNS-hez. Kotdhely modell
vegyiiletekkel tortént vizsgilataink azt mutattadk, hogy az [Rh(Cs;Mes)-
(2-pikolinat)(H,O)]* komplexekhez a fehérje-modellként alkalmazott 1-metil-
imidazol nagyobb mértékben kiotddott, mint a DNS-modell guanozin.

T8.1 A hisztidin koordinacidja az acetil-aceton esetén a ligandum kiszoritasat
jelenti, mig a HQCI-Pro komplexeknél vegyes ligandumi komplexek képzédnek.

T8.2 Ultrasziiréses méréseink alapjan elmondhatd, hogy azonos koriilmények
kozott az akvakation kotédott a legnagyobb mértékben a DNS-hez, melyet a 8-hidroxi-
kinolin komplexe, majd az (N,O)apikoinat €8 (N,N) donor ligandumok komplexei
kovetnek.

T8.3 Fluorimetrids mérésekkel bizonyitottuk, hogy a DNS-bazisok kozé
interkalalodott etidium-bromid a komplexek megkotddésekor felszabadul. Valosziniileg
a fémkomplex kotédésének hatisara a DNS szerkezete torzul, ami az etidium-bromid
részleges felszabaduldsaval jar.

IV. Az eredmények alkalmazasi teriiletei

A dolgozatomban bemutatott komplexek ligandumai kisméretii vegyiiletek, melyek
adott ligandumtipusok legkisebb képviseldi, a dolgozatban bemutatott oldategyensulyi
tulajdonsagok a nagyobb, hatdsosabb ligandumokra is jo kozelitést adnak. Az arén
ligandumok komplexeinél segiti az adott komplex inaktivitasanak megértését, valamint
a fémcentrum cseréjének hatasat a reakcidkra tobb oldalrol is bemutattuk. A kloridion-
viz cseredllando predikcidjara bemutatott modellek lehetdséget adnak a fizikai-kémiai
tulajdonsagok tervezésére, mar a komplexek eldallitisa el6tt. A ligandumok és
komplexeik eléallitasa és tisztitdsa anyagigényes, ezért hasonld, pontosabb modellek
felallitasaval és okos tervezéssel elkeriilhetdk bizonyos zsakutcék a fejlesztésben.
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