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1. BEVEZETES

A fémionok és fémkomplexek az €16 szervezetekben fontos szerepet toltenek be, legyen
sz0 akar a metalloproteinek aktiv centrumairdl, a fotoszintézisrdl vagy az ingeriiletek
terjedésérél [1]. Sokrétii és kozponti szerepik nem tikrozédik a gyogyszeres
terapiaban, mivel csekély aranyban alkalmaznak fémvegyiiletet betegségek kezelésére
[2]. Tobbek kozott GA(I11)- és Mn(II)-komplexeket hasznalnak a magnesesrezonancia
képalkotas (MRI) kontrasztanyagaiként [3], az Au(l)-tartalma auranofint a reumatoid
artritisz kezelésére alkalmazzak [2], a kiilonb6z6 bizmuttartalma vegyiiletek a
Helicobacter pylori altal okozott gyomorfekély ellen hatasosak [2], ill. szdmos
radioaktiv elem a sugarterapidban hasznalatos [4]. A malariacllenes, vastartalmu
ferrokvinnel 1I. fazisu klinikai vizsgalatokat folytattak, mely ferrocén részt tartalmaz
[5]. Kiemelt érdekl6dés Gvezi a fémtartalmii antibiotikumokat, melyek a rezisztens
baktériumokon is hathatnak és a korhazi fertézések ellen lehetnek bevetheték a jovoben
[6]. A 2019-ben kitort koronavirus-jarvany felélinkitette a virusellenes fémkomplexek
iranti  érdeklodést, pl. Bi(Ill)- ¢és Re(I)-komplexek virusellenes hatasat is
tanulmanyoztak [7].

Mindezek mellett, a legnagyobb eldrelépés a rakellenes fémkomplexek tervezésében
tortént. A Pt(ll)-tartalmt ciszplatin és szarmazékainak sikertorténete [2,8] nyoman a
rakellenes szerek kozott varhaté a legkodzelebbi fémvegyiilet gyodgyszerként valod
engedélyezése. A jelenlegi platinatartalmi gyogyszerek hatasat foként a DNS-hez valo
kotédéshez rendelik, a citotoxikus fémkomplexek azonban ettdl eltérd6 modon is
hathatnak, pl. enziminhibicion keresztiil [9,10]. A klinikumban gyakran kialakul a
kezelés alatt rezisztencia a gyogyszerrel szemben, €s sulyos mellékhatdsok is
megjelenhetnek. Ezekre valaszként szamos kutatocsoport fejleszt rakellenes
hatoanyagokat, koztiik fémkomplexeket is, melyekben Pt(11/1V)- [8], Ga(lll)- [11],
Co(I)- [12] vagy éppen Ru(Il/Ill)-ionok [13,14] talalhatok (1. abra). A Pt(IV)-
komplexek koziil tobbel klinikai fazis vizsgalatokat végeztek [8], de az engedélyezés
még varat magara. Ennek egyik f6 oka, hogy szerkezetiikb6l eredden
farmakokinetikdjuk sokkal bonyolultabb lehet, mint a nem fémtartalmti Szerves
vegylileteké. A fémion hidrolizise, komplexképzd reakcioi és redoxireakcioi sokkal
koriiltekintobb vizsgalatokat igényelnek még az egyszerii 6sszetételli komplexeknél is,

Osszehasonlitva a szerves vegyiiletek lehetséges reakcioival [15].
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1. abra: A harom vilagszerte hasznalt platina(ll)komplex és néhany rakellenes hatast mutato,
(pre)klinikai fazisban lev6 fémkomplex szerkezete.

A Ru(l)-tartalma fémkomplexek klinikai vizsgalatai jelenleg is folynak. A Ru(ll)-
komplexek koziil egy jelentés csoport polipiridin ligandumokat tartalmaz, melyek
képesek a +2-es oxidacios allapotot stabilizalni [16]. Az ilyen szerkezeti komplexek
DNS-hez vald kotddését és enziminhibicios tulajdonsagat mutattak ki [16]. A Ru(ll)
forma félszendvics elrendezésben is stabilizalhatd, egy arén ligandum n°-haptocitasa
ligandumként szintén megvédi a fémiont a nemkivanatos reakcioktol [13]. A Ru(arén)
mellett az Os(arén) [17,18], Ir(CsMes) [19] és Rh(CsMes) [20] komplexeinek
eloallitasat is kozolték.

Részletes oldategyensulyi mérésekkel meg lehet ismerni a speciaciot, biomolekulak
bevonasaval a szervezetben lejatszodd folyamatok egy részét is modellezhetjiik.
Dolgozatom f6 célja rakellenes hatasu félszendvics Ru(Il)- és Rh(II)-fémkomplexek
eléallitasa és ezek oldategyensulyi vizsgalata. A fémionok mellett az arén ligandum
hatasat is tanulmanyoztuk, ezért a Ru(ll) esetén p-cimol mellett toluol komplexeket is
eléallitottunk. A kétfogh ligandumok tobb tipusaval foglalkoztunk. A nagy stabilitast
komplexekbdl kiindulva tovabbi, vegyes ligandumu félszendvics komplexeket
allitottam eld, melyek célja a szelektivitas fokozasa a rakos sejtek kozelében torténd
aktivalodas révén. Mivel a daganatos betegek szervezete legyengiil, egyéb fertdzésekre
is érzékennyé valik. Ezért a vegyes ligandumu komplexek koziil tobbre antibakteridlis

vizsgalatot is végeztiink, rezisztens és érzékeny baktériumtorzseket is felhasznalva.



2. IRODALMI HATTER

2.1. Rezisztencia és szelektivitas

Uj gyogyszerekre kifejlesztésére azért van sziikség, mivel a citotoxikus kemoterapias
szerek (akar fémkomplex, akar szerves vegyiilet) hasznalata stlyos mellékhatasokkal
jarhat rovid és hosszl tavon is [21,22]. A kemoterapias szerekkel szemben multidrog

rezisztencia (MDR) is kialakulhat. Az ezt el6idéz6 okok a 2.a abran lathatok.

Koénnyebben
a) Fokozott DNS- b) at'jarhato
Iy javita érfalak
javitas

Fokozott
tapanyagfelvétel Csékkent
/ oxigénszint:
& hipoxia és
A savas
kémhatas

Efflux

Megnoveke-
dett glutation-
koncentracio

2. 4bra: a) A réakos sejtekben kialakul6d rezisztencia jellemzoéi: efflux pumpdk altal eldsegitett
hatoanyag-eltavolitas a sejtbdl [23], fokozott DNS-javitas, a DNS-hez ko6t6d6 vegyliletek
eltavolitasa [23] és emelkedett glutation (GSH)-szint [23]. b) A rakos szovet egészségest6l
eltéré tulajdonsagai: hipoxias kornyezet és savas kémhatas (Warburg-hatas) [24], a gyakori
osztodas miatti fokozott tapanyagfelvétel érdekében [25] az érfalak konnyebb atjarhatésaga
[26].

A rezisztencia kikeriilése mellett ugyanolyan fontos a szelektivitas novelése és igy a
mellékhatasok csokkentése. A rakos sejtek sajatos anyagcseréjiik miatt szamos
tulajdonsagukban eltérnek az egészséges sejtektdl, melyeket felhasznalhatunk a
szelektivitas novelésére, ezeket mutatja be a 2.b abra. Hipoxias allapot alakulhat ki [24],
emellett a megemelkedett GSH-koncentraci6 redukald koérnyezetet eredményez (utdbbi
megvédheti a sejtet a citotoxikus fémkomplexektdl az azokhoz torténd koordinacidjaval
is [23]). Ennek kovetkeztében a sejtek anyagcseréje megvaltozik, sav termelddik
nagyobb mennyiségben. Az érfalak konnyebb atjarhatosaga miatt a fehérjék feldusulnak
a tumor kornyezetében, ezt ,fokozott permeabilitds és visszatartds” néven szoktak
emliteni, ez is novelheti kismértékben a szelektivitast, pl. fehérjéhez kotodott

vegyitileteknél [26].



2.2. Rakellenes fémkomplexek a (pre)klinikai vizsgalatokban

A platinafémek rakos daganatok elleni felhasznalasa nem ujkeletii 6tlet. Az 1970-es €s
1980-as években felfedezték a mer-[Rh(111)(NH3)sCls] [27] és fac-[Ru(l11)(NH3)sCls]
[28] komplexek rakellenes hatasat, azonban a ciszplatin mellett az ilyen tipusa
komplexek fejlesztésére kevesebb figyelem jutott. A ciszplatint 1978-ban
engedélyezték, 2005-ben az Osszes kezelés ~50%-aban hasznaltak platinakomplexet,
monoterapiaban vagy kombinalva masik citotoxikus szerrel [29]. Ebbdl lathat6 a nagy
piaci igény az 0j és hatasos rakellenes (fém)vegyiiletekre, melyért szamtalan jelolt
verseng. A platinakomplexek kivaltasara azért van sziikség, mivel hasznalatuk soran
stilyos mellékhatasok és rezisztancia is felléphet [21-23].

A ciszplatin és két szarmazéka (oxaliplatin, karboplatin, 1. abra) vilagszerte hasznalt
gyogyszerek, mig masik négy platinakomplex a tavol-keleti orszagokban hasznalatos a
klinikumban [8,30]. A Pt(IV)-komplexek a rakos szovet hipoxias, reduktiv
kornyezetében képesek redukalodni és igy aktivalodni [8]. Szamos klinikai vizsgalatot
végeztek veliik, ezek koziil az iproplatin (cisz,transz,cisz-[Pt(IV)Cl,(OH),(izopropil-
amin),], 1. abra) a legtobbszor vizsgalt platinavegyiilet, mellyel mar 38 fazis I-I1l

vizsgalatot végeztek [8].

A ,redukcio altali aktivalodas” hipotézist a

—Ina
Ru(ll)-komplexek esetén is feltételezték, azonban Q‘ w1
err6l bizonyitottak, hogy nem feltétleniil igaz [14]. cu,,,%T, e /N’)

A Ru(ll)-tartalmi NAMI-A (imidazélium-transz- °"Eu‘\°' :/F‘\z: oy
[Ru(I11)Cl4(imidazol)(DMSO)]) klinikai vizsgalatai 8 /|0 M
elakadtak [14], azonban a BOLD-100-zal (natrium- BOLD-100 NAMI-A
transz-[Ru(l11)Cly(indazol);],  korabbi  nevén Ao

KP1339 ¢és IT-139) fazis 1 vizsgélatok jelenleg is EM:T’%«Q’

folynak (3. 4bra) [31]. EI8bbi komplex ':"’Il/f”’
attétképzodést gatlo hatast, mig utdbbi citotoxikus N= NHS

hatast fejt ki [14]. DNS-hez valé kotddésiiket TLplass W

kimutattdk, azonban valosziniisithetd, hogy fehérje |3 4p..  Klinikai  tesztelésen

a célmolekulgjuk. A NAMI-A és a BOLD-100 |atesett/tesztelés alatt allo  Ru-
tartalmu fémkomplexek szerkezete.

prodrugnak tekinthetok, mivel gyors

ligandumcsere-folyamatok soran elveszitik eredeti ligandumaik egy részét [14]. A
Ru(ll)-komplexek iranti érdeklédés is fellendiilt. Ennek egyik eredménye a TLD1433
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koddal ellatott komplex ([Ru(11)(4,4'-dimetil-2,2"-bipiridin),
(2-(2',2":5" 2"-tertiofén)-imidazo[4,5-f]-[1,10]fenantrolin)]Cl,) (3. abra), amely
polipiridin tipusu ligandumokat tartalmaz, varhatéoan fotodinamias terapiaban lehet
bevetni. A hugyholyagrak kezelésében eddig sikeres kezeléseket folytattak vele a

klinikai kisérletek soran [16,32]. Egy n°®

-haptocitasu arén ligandum szintén képes a
kationt Ru(Il) formaban tartani fiziologias koriilmények kozott [13]. A félszendvics

szerkezet el6ny0s tulajdonsagait a 4. abra mutatja be.

2.3. A vizsgalt fémionok jellemzése

A ruténium ¢és a rédium két atmenetifém, a periddusos rendszer d-mezdjében, az 5.
periodusban, a 8-9. csoportban helyezkednek el. A platinafémek csoportjaba tartoznak,
altalanosan kis reaktivitas jellemzi ket elemi allapotban. A ruténium a +2 — +8, mig a
rodium +1 — +6 oxidacios allapotot érhet el, ezek koziil fiziologias koriilmények kozott
a Ru(lI/INI/1V) és a Rh(II/III) oxidaciés allapotok fordulnak el [33]. A kiilonb6zo
kationok akvakomplexeiben magneses magrezonancia (NMR) spektroszkdpiasan
meghatarozott vizcsere reakcid sebesség alapjan altalanos informaciot kapunk a kation
komplexképz6dési reakcidinak sebességére. A Rh(l1l) az egyik leginertebb kation, és a
Ru(lll)-kation is inertebb a Pt(ll)-ionnal [34]. A Ru(ll) gyorsabb reakciokat mutat, a
koordinalt viz élettartama percekben mérhetd. Ennek ismerete azért fontos, mert a
platinavegyiiletek hatasossagat inert komplexeik lassu reakciodinak koszonhetik [8].

Természetesen a koordinalt ligandumok hatassal vannak erre, pl. a NAMI-A gyorsabb

ligandumcsere-folyamatokat mutat, mint a

BOLD-100 [14]. Ez tobbszorosen igaz a Nagyobb Labilisabb
o . lipofilitas kétohelyek
dolgozatomban  szereplé  félszendvics (arén (gyorsabb

ligandum) reakciok)

Ru(ll)- és Rh(III)-triakvakationok esetén
is, mivel az n°m’haptocitisa  arén
ligandumok er6s transz-hatast fejtenek ki a

harom mésik koordinaciés kotésre. Igy az

alapvetden inert fémionok sokkal gyorsabb Oxidaciétol Kisebb
valé hidrolitikus
reakcidkra lesznek képesek (4. dbra). Ez a védelem hajlam

[Ru(11)(n®-p-cimol)(H,0)3]** (roviden
[Ru (Cym)(H20)3]2+) esetében  kisebb 4. abra: A félszendvics szerkezet el6nyei.

valtozast okoz, azonban a [Rh(I11)(n°-CsMes)(H20)s]** (réviden [Rh(CsMes)(H20)s]*")
5




vizesere sebességi allanddja 14 nagysagrenddel megné az [Rh(H;0)e]** kationéhoz
képest: k = 10°—10% s [27].

A prekurzor dimer ([(M(arén)),Cls]) kloridohidas komplexe vizben disszocial, a
Kloridionok részben vizre cserélédnek. Vizes kozegben a félszendvics akvakationok
(4ltalanos képlet ([M(arén)(H,0)3]*") hidrolizalnak. Kloridionok jelenlétében a
hidrolizis (azaz hidroxidokomplex képzdédése) visszaszorul, mivel ezek koordinalddni
képesek ezekhez a fémionokhoz [35]. A képz6ddé kloridokomplexek Osszetételét a
[Ru(Cym)(H,0)3]*" esetén Bird és munkatarsai részletesen vizsgaltak [35]. Kideriilt,
hogy a kiilonb6z6 vegyes ligandumu akva-, hidroxido- és kloridokomplexek helyett a
rendszer jol leirhaté a [(M(arén)),(OH)2(H,0),]* és a [(M(arén)),(OH)s]* részecskék
([(M(arén)),H.,] és [(M(arén)),H.3]) alkalmazasaval a pH-potenciometrias modellekben.
széles pH-tartomanyban (pH = 0,7-11,5) [35-37]. Az arén ligandum és a fémion
cseréjének hatasat is megvizsgaltak a hidrolizisre, melyet kutatocsoportunk egészitett ki
a [Rh(CsMes)(H,0)s]** hidrolizisallandoinak megadasaval [35,36]. A hidrolizis mértéke
az Os(Cym) > Ir(CsMes) > Ru(Cym) > Rh(CsMes) sorrendben csokken. Ennek a
hidrolizisnek nagy hatasa van a komplexek latszolagos stabilitasi allandojara, mivel a
és [Rh(CsMes)(H,0)s]** hidrolizisét jellemzé allandokat az 1. tiblazat tartalmazza. Az
arén gylrli megvalasztasa nagy hatassal van a komplex fizikai-kémiai tulajdonsagaira,
ahogy ezt Bir6 és mtsai. IS bemutattak a hidrolizis vizsgalataval [35]. Eredményeik
alapjan az akvakation hidrolizise annal nagyobb pH-n kovetkezik be, minél tobb
elektronkiildd csoport van az arén ligandumon. Ezek alapjan a [Ru(Cym)(H0)s]*
kevésbé hidrolizal, mint a [Ru(Il)(n’-toluol)(H,0)s]** (réviden: [Ru(Tol)(H20)s]*")

kation.

1. tablazat: A félszendvics [Ru(arén)(H,0)s]** akvakationok hidrolizisallandoi.

Ru(Tol)? Ru(Cym)? Rh(CsMes)”
lgA[(M(arén)),H.,] -6,50° - -7,12° - -11,12° -8,53¢
lgB[(M(arén)),H._q] -10,56° -7,97° -11,88° -9,16° -19,01° -14,26°

a: Id. [35]; b: Id. [36]; ¢: 1 = 0,20 M KCI; d: 1 =0,20 M KNO4

A Ru(Il) és Os(Il) komplexei esetén semleges benzolszarmazékok toltik be ezt a

szerepet, legtobb esetben ez a p-cimol. A p-cimol valasztasa azért is elényds, mivel a
6



prekurzor eldallitisa egy konnyen elérhetdé monoterpénbdl indul ki, melybdl egy
egyszerli oxidacios 1épésben alakul ki a p-cimol [38]. A Rh(III) és Ir(Il) félszendvics
komplexeiben pentametil-ciklopentadienid anion (CsMes') vagy annak szarmazéka tolti
be az arén szerepét. Felmeriilhet a kérdés, miért nem a metilcsoport nélkiili CsHs
ligandum hasznalata terjedt el. Annak prekurzora egy kis oldhatosagu polimer
([Rh(CsHs5)Cl3]n), szemben a kiilonbdz6 oldoszerekben jol oldédd [Rh(CsMes)Cly]2
prekurzorral, utobbindl a kozponti fématom nagyobb sztérikus arnyékolasa
megakadalyozza a polimer képzédését [39,40]. Emellett a Rh—-CsHs kotés sokkal
reaktivabb [39], mig a Rh-CsMes egység vizes kozegben széles pH-tartomanyban
stabilis. Ezeknek az oka a CsMes erésebb m-donor és gyengébb m-akceptor hajlama, a

ligandum—fém kotésnek nagyobb a kovalens karaktere [40].

2.4. Az eddig vizsgalt félszendvics komplexek jellemzése

Igen elterjedt a félszendvics komplexek olyan kialakitdsa, mely soran a koordinacios
szférat az arén ligandum mellett egy egyfogi és egy kétfogu ligandum teliti. Ezt a
szerkezetet ugynevezett ,.haromlablli zongoraszék-szerkezetnek” nevezik, melyben
minden elemnek fontos szerepe van. Az arén szerepét az el6z6 fejezetben targyaltuk. Az
egyfogu ligandum a tdvozo csoport szerepét tolti be a legtobb esetben (kivéve S- vagy
P-donoratom esetén), mely vizes oldatban vizre cserélddve hozza l1étre az aktiv akva
format. A vizmolekulat végiil a célmolekula koordindlodd csoportja szubsztitualja. A
ligandumok valtoztatasaval hangolhatok a kiilonb6z6 fizikai-kémiai tulajdonsagok, pl. a

komplex stabilitasa, lipofilitasa vagy a viz lecserélddésének sebessége.

2.4.1. RAPTA-komplexek

A félszendvics vegyliletek egyik jelentds csoportjdban az egyfogu ligandum az,
amelyik nem tavozik, mig a két masik koordinéacios helyen konnyebben disszociald
ligandum(ok) helyezkednek el. Ezek az in. RAPTA-komplexek, melyek elnevezése a
Hruténium arén 1,3,5-triaza-7-foszfaadamantan (PTA)” szavak angol megfeleléinek
kezddbetiiibol all ossze [41]. A foszfin ligandum foszfor donoratomjaval egy erds
koordinacidés kotést alakit ki, ami miatt gyakorlatilag nem disszocial a Ru(ll)
centrumrdl. A PTA ligandum eldnye a tobbi foszfinnal szemben a jobb vizoldhatosag,
emellett a levegd oxigénje altal torténd oxidaciora sem érzékeny. Az egyfogu ligandum

mellett a komplexek kialakitdsahoz a platinakomplexeknél is alkalmazott
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tavozocsoportokat hasznaltak fel (5. abra), pl. két kloridiont (RAPTA-C), oxalatot
(oxali-RAPTA) vagy ciklobutan-1,1-dikarboxilatot (carbo-RAPTA) [41], emellett akar
biologiailag aktiv (O,0) donoratomokat tartalmazé kétfoghi ligandum is lehet, mellyel
akar kettés rakellenes hatas érhet6 el [42,43]. A RAPTA-C esetében a ciszplatinhoz

hasonldan a kozeg kloridion koncentracidja befolyasolja a kloridokomplex és az aktiv

akvaforma aranyat. Ioncserével

meghatarozott egyensulyi allandok alapjan _@_/ _@_/
I |

megallapitottak, hogy a két kloridion kozel

Ru Ru ~
egyszerre tavozik a komplexbdl [44]. Az els6 c* | (\?N\I o* | (\rNj
) ’ . ’ ) Cl NN OK[rO N\\/N
vizsgalatokban kimutattdk a DNS-sel valo ~ o
RAPTA-C oxali-RAPTA

kolcsonhatast in vitro, ahol enyhén savas

5. abra: Két példa a RAPTA-komplexekre:
RAPTA-C és oxali-RAPTA.

pH-n nukledz aktivitas volt tapasztalhato, €s

igy a rakos sejtekre szelektiv hatast vartak

[45]. Az in vitro citotoxicitasi adatok azonban nem ezt mutattak, gyakorlatilag a
toxicitas hianya jellemzi a RAPTA-komplexeket. Ezt kudarcnak is tekinthették volna,
azonban folytatva a vizsgalatokat, in vivo modelleken attétképzédést gatldo hatasukat
mutattadk ki, mely hasonlé a NAMI-A komplexek hatdsahoz [14]. Ez igazan biztatod
eredmény, mivel a citotoxicitds hianyaban az egészséges sejtekre nem artalmas
rakellenes szer fejlesztése keriilt latotérbe. Az egykristaly rontgendiffrakcidosan
meghatarozott nukleoszéma adduktumban a DNS-sel szemben fehérje preferenciat
mutatott a RAPTA-C [46]. Osszetett proteomikai vizsgalatok ralatast adnak a RAPTA-
komplexek célpontjairdl; a taldlatok kozott rakkal szorosan 0sszefliggd extracellularis,
sejtciklust szabalyoz6, riboszomalis és hisztonfehérjéket is talaltak [47,48].

A Rh(CsMes) és Os(Cym) RAPTA-analogok szintén nem mutattak jelentOs
citotoxicitast (ICsp > 200 uM) [49], azonban attétképzodést gatld hatasukat nem
vizsgaltak. Az I1Csp (UM) érték az a koncentracioérték, aminél a vizsgalt sejtkultiiraban a
sejtek 50%-a elpusztult a megadott inkubacios id6 alatt. Emellett a vizes kozegben
felvett NMR spektrumokon megfigyelhetd, hogy a Rh—PTA kotés kozel sem annyira
inert, mint a RU-PTA koétés, mivel mar 1:1 fémorganikus kation:ligandum aranyu

komplex feloldasakor is megjelennek a bisz- és triszkomplexekre utal6 jelek [50].



24.2. Az [M(arén)(0O,0)(Z)] tipusu komplexek

A félszendvics komplexek tervezésekor elterjedtebb az az elrendezés, melyben egy
kétfogu kelatképzé ligandum képez komplexeket. Ebben az esetben az egyfogu
ligandum t6lti be a tavozd csoport szerepét. Leggyakrabban (O,0), (N,O) és (N,N)
donoratomok vesznek részt a koordindcioban, azonban talalhatok példak a
szakirodalomban egyéb donoratomokat tartalmazo ligandumok komplexeire is. Az

(0,0) donor ligandumok néhéany tipusat mutatja be a 6. abra.

o o _ -
O N _(2—NH
a o
n
(o)
flavonolok 2-hidroxi- monohidroxamat
1,4-naftokinonok aminohidroxamat
o o o o o O
-0 NSNNF SN PN \
® ® "
HO OH
kurkuminat acetilacetonat 3-hidroxi-2-metil-

4H-pir(idin)on

6. éabra: (0,0) donor kétfogu ligandumok alapvazai egyszeresen deprotonalt, koordinalt
formainak szerkezetei, szinnel jeldlve a koordinacioban résztvevé donoratomokat.

Ezek kozott szamos vegyiilet a természetben is megtalalhatd, Gnmagukban is
mutatnak rakellenes hatast. Félszendvics kationokkal valdo kombinaciojuk a
citotoxicitdst ¢és a szelektivitast novelheti. A flavonoidok Onmagukban ¢és
fémkomplexben kdotve is kifejtenek enziminhibicios hatést, kiilonds tekintettel pl. a
topoizomeraz Ila. enzimre [51]. Annak ellenére, hogy a Ru(Cym) fémorganikus
komplexek novelték ennek az enzimnek az inhibicidjat, a CH1 és SW480 rakos sejteken
kisebb volt a citotoxicitasuk a szabad ligandumokhoz képest, minddssze az AS549
sejteken jegyeztek fel szamos esetben latvanyos javulast [51]. Legtobbszor a ligandum
citotoxikus aktivitasa nem javult a komplexképzéssel [52], emellett el6fordult, hogy a
lathatok Os(Cym)- és Ru(Cym)-komplexek esetén, mig a Rh(CsMes)-komplexek
nagyobb stabilitast mutattak semleges pH-n [53].

A 2-hidroxi-1,4-naftokinonok a K-vitamin szarmazékai és kinoidalis szerkezetiikbol

adodoan redox aktiv vegyiiletek, melyek reaktiv oxigénvegyiileteket (ROS) képeznek a
9



sejtekben, melyek végiil sejthalalhoz vezethetnek. A naftokinonok, mint pl. a lapachol
esetén a komplexek rakellenes aktivitdsa nagymértékben feliilmulta a ligandumét, mig
ugyanez nem igaz az analdg oxim ligandumoknal [54]. A hipoxias (azaz oxigénhianyos)
kozegben a rakellenes hatas jelentésen lecsokkent a normoxiashoz képest [43], ami
szintén a ROS-képzddést erdsiti meg.

Mar régota ismert a p-diketondt tipust ligandumok természetben megjelend
formainak (gingerol, kurkumin, dibenzoil-metan) rakellenes hatasa [55,56], melyet
szintetikus  szarmazékaik sokszor felilmulnak [56-58]. Fémionokhoz vald
koordinacidjukat mar koran felismerték, legegyszertibb képviseldjiiket, az acetil-acetont
(acacH) elvalasztasi miveletekben hasznaltak [59]. Félszendvics komplexeiket mar a
2000-es években eldallitottak Sadler és mtsai.; és rakellenes hatasuk mellett
oldategyenstlyi vizsgalatokat is folytattak [60]. Az acetil-aceton ruténium
komplexeiben az aréngyiirii modositasanak vizsgalatainal a p-cimol alkalmazasa esetén
érték el a legnagyobb citotoxicitast [61]. A [Ru(Cym)(acac)Cl] vizben feloldva gyorsan
elveszti kloridionjat, az akvakomplex purinbazisokkal vegyes ligandumu komplexet
képez [60]. A kotott vizmolekula deprotonalddasat a pKa[M(arén)(L)] = 9,41-es érték
jellemzi kloridion mentes kozegben [60], mig stabilitasi allandojat Bird és mtsai.
hataroztak meg (Igk[M(arén)(L)] = 8,77, 1 =0,20 M KCI) [62]. Utobbi mérésekbol
kideriilt, hogy a komplex pH = 8-8,5-an, mar mM-0s koncentracidban is disszocial. A
[-diketonatok Rh(lI1)-mal és Ir(I1T)-mal képzett félszendvics komplexei kivétel nélkiil
antibakterialis hatast mutattak [63]. A kurkumin és szarmazékai esetében a komplex a
ligandummal kozel azonos vagy nagyobb ICsy értéket mutatott [64,65], azaz a hatast
nem javitotta a komplexképzés. A PTA-val alkotott vegyes ligandumt komplexeikb6l
felszabadul az (O,0) donor ligandum, mely folyamat reakcidsebessége a kloridion
komplexnél kisebb aranyban jatszodik le, azonban igy is kérdéses, hogy a bioldgiailag
relevans kozegben melyik kémiai forma fejti Ki a citotoxikus hatast.

Bir6 ¢és mtsai. az acacH mellett egyéb (O,0) donor ligandumok komplexképzo
sajatsagait is vizsgaltak [62]. Dikarbonsavak, egy pirokatechin-szarmazék és 3-hidroxi-
4H-pir(idin)on alapvazzal rendelkezd ligandumok keriiltek 0Osszehasonlitasra. A
legkisebb stabilitds a dikarbonsavak ¢és a fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé
ligandumok esetén volt tapasztalhatd, mig a 3-hidroxi-1,2-dimetil-4H-piridinont
(deferipron, dhp) tartalmazé mintaban volt a komplex a legszélesebb tartomanyban
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jelen. A dhp és a 3-hidroxi-2-metil-4H-piron (maltol) Os(Cym) komplexe jelent6s
mértékben disszocial fizioloégias pH-n (pH = 7.40), ami a fémcentrum nagyobb
hidrolitikus hajlamanak is koszonheté [66]. A Rh(CsMes)-kation nagy stabilitasa
komplexeket képez mind a két ligandummal, a maltol- és a dhp-komplexek koziil az
utébbiak mutattak a nagyobb stabilitast [36,67]. A komplexek citotoxicitasa valtozo
mértékil, altalanosan a maltol és dhp esetén kis/kozepes citotoxicitas a jellemzd, az
(S,0) donor tiomaltol és szarmazékai ehhez képest megnovekedett rakellenes hatdst
mutatnak [68]. A félszendvics Rh(CsMes) és Ru(Cym) maltol és dhp komplexeinek
human szérum albuminhoz (HSA) torténd kotddését kutatdocsoportunkban korabban
vizsgaltak [69], ez alapjan legalabb 3-5 kotohely feltételezhetd, melyek felszini
hisztidin oldallancok lehetnek. Ez azért is fontos, mivel a vérben nagy valdszinliséggel a
szallitofehérjékkel hathat koleson egy fémkomplex: ezek legnagyobb mennyiségben a
human szérum albumin (HSA) és a human szérum transzferrin (koncentracioik: 630 és
37 uM) [70,71]. Kotézsebeikben képesek masodlagos kotések kialakitasara, emellett
aminosav-oldallancaikal koordinativ. mddon is megkothetik a fémionokat és a
fémkomplexeket. Igy megnovekedhet azok eliminiciés ideje és a . fokozott
permeabilitas és visszatartas” révén a rakos sejtek iranti szelektivitasuk is fokozodhat
(Id. 2.1. fejezet) [26,72]. Azon Rh(CsMes)-komplexek, melyek kisebb termodinamikai
stabilitast mutatnak, disszociativ modon kotddtek a fehérjéhez (a kétfogi ligandum
felszabadult), mig a nagyobb stabilitasi komplexek asszociativan, azaz a kétfogh
ligandum elvesztése nélkiil, vegyes ligandumt komplexet képezve kotédnek. Léteznek
komplexek, melyek egy része asszociativan, masik része disszociativan kotddik, pl. a
[Ru(Cym)(dhp)CI]. A kotés moddjaban valdszinlileg donté szerep jut a komplex
stabilitasanak és inertségének is, mely alapvetd a kés6bbi hatdsmechanizmus
szempontjabol.

A hidroxdmsavak néhany képviseldje szintén megtalalhatd a természetben (pl.
szideroforok), erds fémion-megkotd tulajdonsaguknak koszonhetéen metalloenzim-
inhibitorok, mint azt a hiszton-deacetilaz esetében is kimutattak [73]. Feltételezett
hatasmechanizmus alapjan ezen ligandumoknal a fémkomplex mintegy ligandum-
szallitd szerepet tolthet be, a rdkos sejtbe jutva a komplex disszocidl, majd a
hidroxdmsav ~ meggatolja egyes enzimek miikodését. A  legegyszeriibb
monohidroxamsavak ~ (O,0)  donor  ligandumokként  viselkednek,  mivel

karbonilcsoportjuk ¢és a hidroxamatcsoportjuk oxigén atomjai képesek Ottagu
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kelatgyirit kialakitani [74-76]. Mig a szilard fazist vizsgalatok kétmagvi komplexek
képzddését valoszinisitik, az oldategyensulyi vizsgalatok ezt kevéssé tdmasztjak ala. Az
Os(Cym) komplex redoxi reakcidban részlegesen elvesziti arén ligandumat, igy
képzddhetett vegyes Os(I1)-Os(VI) komplex a kristalyosodas soran [75]. Az
aminohidroxamsavakban a hidroxamsavcsoport mellett egy aminocsoport is jelen van a
molekula masik részén. Ezen komplexek valtozatos médon koordindlodnak, egymagvu
komplexekben (O,0) ¢és (N,N), mig kétmagvi komplexeikben (N,N,O) donoratomok
koordinalédnak a fémionokhoz, pH-t6l fiiggden [77,78]. Komplexeik nagy stabilitast
mutatnak, az aminohidroxamatok nagyobb mértékben kotik még lugos kozegben is a
mint a monohidroxamatok. Az eldzetesen feltételezett

félszendvics kationokat,

hatasmechanizmus ellenére citotoxikus aktivitast nem mutattak rakos sejteken [77,78].

2.4.3. Az [M(arén)(N,0)(Z)] tipusu komplexek

A (N,O) donoratomokat tartalmazé ligandumok koziil két f6 alapvazzal bird
vegyiiletcsoport hasznalata terjedt el: a 8-hidroxi-kinolinat tipustak és a 2-pikolinat

alapvazas ligandumok (7. abra). A jo vizoldhatosagh 2-pikolinat (pic) a triptofan

metabolizmusaban jelenik meg a -

- N=
szervezetben  [79]. Onmagaban  nem C}_{“j @)
citotoxikus vegyiilet, azonban antiviralis o \_7#

L ad = : : 2 2-pikolinat - 8-hidroxi-
hatasat tobb esetben is kimutattak [80]. HN O Kimolingt

Szarmazékainak is van biologiai szerepe, pl. a g o

2,6-dipikolinat a baktériumok védekezésében
jatszik szerepet [81]. A 2,4-dipikolinat és
szarmazékai hiszton-demetilaz és aszpartat-/-

hidroxilaz enzimek inhibitorai [82,83]. A 2-

a-aminosavak

7. abra: Az (N,O) donor ligandumok
leggyakrabban alkalmazott tipusainak
szerkezetei képlete, a koordinalt formak
alapvaza.

pikolinat félszendvics kationokkal képzett
komplexei koziil az Os(1l) [84] > Ru(ll) [85] > Rh(lll) [67] ~ Ir(11) [86] sorrendben
csokken a citotoxicitas rakos sejteken. Egyéb 2-pikolinatok Ru(Cym) komplexei is
kozepes vagy kis citotoxikus aktivitast mutattak [85,87], tovabba a Ru(Tol) és
Rh(CsMes) [88,89].

[Ru(Cym)(izokinolin-3-karboxilat)Cl] komplexnél volt mérheté a citotoxicitas; a

analogok sem voltak citotoxikusak Mindossze a

komplex a rakos sejtekre nézve szelektiv, a normal sejteken kisebb toxicitast mutatott

[85]. Ezen komplexek stabilitaisa mindig nagyobbnak mutatkozott, mint az (O,0)
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donorok esetén [67]. Az [Os(Cym)(pic)(L)] komplexek (L = 9-etil-adenin vagy 9-etil-
guanin) idébeli kovetésébdl kideriilt, hogy az adenin vegyes ligandumti komplexe
kisebb stabilitasu a guanin komplexéhez képest, 20 uM koncentracidban feloldva vizben
1 nap utdn nagyaranyu disszociacié kovetkezik be [84]. A [Ru(Tol)(pic)(H.0)]" DNS-
bazisokkal és 1-metil-imidazollal (mim) val6 reakcidja soran a kétfogu ligandum nem
disszocial, ehelyett vegyes ligandumu komplex képzédik minden esetben [88]. Utobbi a
fehérje hisztidin aminosav-oldallancanak modellje. A HSA-val valé kolcsonhatasrol
elmondhat6d, hogy a [Rh(CsMes)(pic)Cl] részben disszociativ, részben asszociativ
modon kotddik, szemben a [Ru(Cym)(pic)Cl] komplexszel, mely kizarolag asszociativ
modon kotoédik [69].

A 8-hidroxi-kinolin (8HQ) alapvaz merev aromas szerkezetével stabilis
fémkomplexek kialakitasara képes. A 8HQ és szarmazékai szertedgazo farmakologiai
aktivitdst mutatnak, tObbek kozott rak- és virusellenes, antibakterialis és
gyulladascsokkentd hatast [90], melyek tobb esetben felerésddnek pl. Cu(Il)- és Zn(II)-
ionok jelenlétében. A kliokinol (5-klor-7-j6d-8-hidroxi-kinolin) gombas és protozoalis
eredeti fertézések ellen alkalmazott gyogyszer volt, emellett a Parkinson- és
Alzheimer-korra valé jotékony hatasat is vizsgaltak [91]. Az [*!In(111)(8HQH.1)4]
komplex radiodiagnosztikaban hasznalatos szer [92], mig a KP46 ([Ga(IIT)(8HQH.1)3])
klinikai vizsgalatokba bekeriilt rakellenes vegyiilet [11]. Szakéacs és mtsai. olyan 8-
hidroxi-kinolin tipusu vegyiileteket talaltak, melyek multidrog-rezisztens rakos sejteken
nagyobb hatast mutatnak, mint a nem rezisztens sejteken [93]. Turel és mitsai.
részletesen vizsgaltak kiilonbozd, az 5. és 7. pozicidban szubsztitudlt szarmazékok
félszendvics komplexeit, melyek rakellenes és antibakterialis hatast mutattak [94,95].
Valoszinii célpontként a katepszin B-t tartjak szamon, melynek inhibicidjat in vitro
kimutattak [95,96]. Az [Os(Cym)(8HQH.;)CI] komplex a 2-pikolinat analdognal
gyengébb rakellenes hatast mutatott [84], szemben a Ru(Cym) és Rh(CsMes)
komplexekkel [97]. A legtobb esetben a halogénatomokat is tartalmazo 8-hidroxi-
kinolinok legnagyobb probléméja a kis vizoldhatosdg mind a ligandum, mind
fémkomplexeik esetén, ahogy erre Hartinger és mtsai. is ramutattak [98]. Egy
megoldast nyajt a p-cimol lecserélése egy vizoldhatobb verziora. Egy védett
fenilalaninra cserélve az arén ligandumot akar ~12-szeres maximalis koncentracid is
elérhet6 [99]. Az igy elallitott komplexek citotoxicitasa nem romlott minden esetben, a

8HQ komplexe esetén még javult is a p-cimol analéghoz képest. Egy masik lehetéség a
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kétfogt ligandumon egy t6ltéssel rendelkez6 csoport elhelyezése. Kutatocsoportunkban
korabban két ilyen ligandum és komplexeik vizsgalatat mutattak be [97]. A 8-hidroxi-
kinolinok rossz vizben valo oldhatosdga a gyogyszerként vald alkalmazasukat gatolja,
emiatt probaltak az oldhatdsagot ndvelni a rakellenes hatas megtartasa/novelése mellett,
pl. piperidin- és szulfonatcsoportok beépitésével [97]. Az eldbbi nem novelte meg
szamottevéen az oldhatosagot, mig utdbbi nagymértékben javitotta, azonban a
rakellenes aktivitas lecsokkent. Oldategyensulyi vizsgalatok alapjan nagy stabilitasu
komplexek képz6dnek, melyek nem disszocialnak még lagos pH-n sem [97]. A
kloridokomplex képzddésére utal. A vizsgalatok alapjan a 8. dbrén lathato egyensulyl
folyamatok jatszodhatnak le altalanosan egy ilyen tipusti komplexnél: az akvakation

hidrolizise, komplexképzddés és a koordinalt viz szubsztitucios reakcioi.
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8. abra: A félszendvics rodium- és ruténiumkomplexek vizes oldatban leggyakrabban lejatsz6do
reakcioi.

Egyéb (N,O) donor ligandumok koz¢ sorolhatok az aminosavak, melyek aminosav-

tipust koordinacioval képesek koordinaldodni. A Ru(Cym) és az Os(Cym) a-aminosav-

komplexeit eloallitottak, melyeket kis oldatbeli stabilitas és Kis citotoxikus aktivitas

------

meg]eleneset azonban egy koordinalodo oldallanc (pl. a metionin-tioéter) jelentdsen

visszaszorithatja [100,101], viszont ez a citotoxikus hatast nem javitotta.
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24.4. Az [M(arén)(N,N)(Z)] tipusu komplexek

A (N,N) donor kétfogt ligandumok félszendvics komplexeinek kiterjedt szakirodalma
van. A ligandumokat leggyakrabban amin és imin jellegli nitrogéneket tartalmazokra
lehet csoportositani, az imin jelleglieck kozott lehet heterociklust alkotdé vagy egy
kettoskotésben 1évé nitrogén (pl. Schiff-bazisok vagy azovegyiiletek). Szamos
vizsgalaton estek at az ilyen tipusu komplexek elsé képviseldi, a Sadler és mtsai. altal
eléallitott RAED-komplexek (a ruténium arén etilén-diamin szavak elsé betiiibdl),
melyek er6s citotoxikus hatast mutattak rakos sejteken [102]. A komplexek kozott tobb
is rendkiviil jo sztereoszelektivitassal képes transzfer hidrogénezési reakciokra, melyet
tobb szubsztrat esetén bizonyitottak [103].

A diamin jellegli ligandumok legegyszeriibb képviseldje a RAED-komplexekben is
megtalalhato etilén-diamin (en), mely oOttagh kelatgytr(t képez. Szamos RAED-
komplex pK, értékét és viz—kloridion csereallandodjat hataroztak meg (utobbit kinetikai
modszerekkel) [104]. A pK, értékek magasabbak voltak az Os-analogokhoz képest
[105], azonban a [Rh(CsMes)(en)(H,0)]** deprotonalédasa még a RAED-komplexeknél
is nagyobb pH-n jatszodik le [37]. Ezen értékek alapjan a Rh(CsMes) esetében nem, mig
a masik két kation esetében szamolni kell a vegyes ligandumt hidroxidokomplex
nagyobb aranyt képzddésével fizioldgias pH-n. Deprotondlodés sordn a komplex toltése
eggyel csokken, mely alapvetdéen kedvezd folyamatnak szamit, mivel a lipofilitasa
nagyobb a kisebb toltésli részecskéknek. Azonban a hidroxido vegyeskomplex
reakciokészsége elmarad az akvakomplexétdl [106], mivel rossz tavozo csoport a OH
ion, igy ennek a folyamatnak a fiziologias pH-n vald visszaszoritasa fontos. Mint ezt
kordbbi munkankban is megmutattuk, a kozeg kloridion-tartalma visszaszoritja ezen
inert részecske képzddését [37], ami azért is fontos, mert a szervezet kiilonbozo
viztereiben is jelen van a kloridion kiilonb6z6 koncentracidkban (~100 mM a vérben,
~24 mM a citoplazmaban és ~4 mM a sejtmagban) [107]. A [Rh(CsMes)(en)(H.0)]**
komplex nagy stabilitasunak mutatkozott, és fiziologias pH-n stabilitasa meghaladja az
(N,O) donor 2-pikolinat és az (O,0) donor deferipron ligandumokkal képzett
komplexekét [37].

Onmagaban sem az etilén-diamin, sem a prekurzor dimerek nem toxikusak, azonban
a RAED-komplexek tobbnyire erésen citotoxikus vegyiiletek [61]. Mar a korai
vizsgalatokban szerkezet-hatas Osszefiiggéseket végeztek. Megvizsgaltak az aréngytri
cseréje mellett az etilén-diamin hosszabb szénlancu diaminokra vagy o-diamino-
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benzolra torténd  cseréjének

: =N
hatasat [61]. Ezek alapjan az ]+ \

D @ !

"trgy,,

RM175 kéddal ellatott [Ru(n°’- ) HzN\«j‘“ﬁﬁN’;nkaksma,és
bifenil)(en)CI](PFs)  komplex HN&»‘*H\ ©l RM17S A vy

(9.a abra) lett a szubsztitualt [Ru(n®-tetrahidroantracén)(en)(guanozin)]?*
benzolgyiriit tartalmaz6 | ©) d) e —pr,
komplexek koziil a legaktivabb, >¢< I \‘Q— Or'«\

mig a kondenzalt gyliriis I\N\\“"Rh\OHZ |\“""'(:\j\|:'|1

aromas molekuldk kozil a Z |N/\ l_

tetrahidroantracént tartalmazd | [Rh(CoMes)bpy)(H,0)12* [Os(Cym)(d-(2-piridilazo)-N,N-dimetil-anilin)|(PFe,

analog lett a legnagyobb 9. abra: Az (N,N) donor ligandumok legnagyobb

citotoxicitdst mutaté vegyiilet citotoxikus és/vagy katalitikus hatdst mutato félszendvics
komplexei: a) RM175, b) az arén ligandum szerepe a

(IC50(A2780) = 3 ¢és 0,4 uM). | RAED-komplexek guanin kotésekor [108], c-d) nagy

Az Os(arén)-analogok szintén katalitikus aktivitast mutaté komplexek.

jelentés mértékben citotoxikusak [105], ezzel szemben a Rh(CsMes)-re torténd cserével
eltinik ez a hatds [27]. A nukleozidokkal és mononukleotidokkal torténd
kolcsonhatasukat tobbféle mddon tanulmanyoztak. NMR-mérések alapjan a kompleX a
guanin 7-es pozicioban 1évé nitrogénjével Iétesit kotést szelektiven [106]. A
szelektivitas egyértelmii, az adeninhez valo k6tddés nem preferalt sztérikus okok miatt.
Kristalyszerkezetek alapjan a tetrahidroantracént tartalmazo komplex arén liganduma
stabilizalja a vegyes ligandumtl komplex képzddését, egy n-n stacking kdlcsonhatasnak
koszonhetéen (9.b abra) [108]. Az arén = bifenil RAED-komplex esetben a DFT
szamolasok szintén egy m-m stacking kolcsonhatést josoltak, melyben két komplex két
kiilon guaninhoz kotodik, az arén ligandumokkal egymas felé fordulva stabilizaljak a
DNS megtort szerkezetét [109]. A DNS-hez vald kot6dést is részletesen vizsgaltak.
Gélelektroforézissel a guanin iranyaban kiemelkedd szelektivitast mutattak ki, emellett
a DNS cirkularis dikroizmus (CD) spektrumain is jelentds valtozast okoznak ezek a
komplexek [110]. A kapillaris zona elektroforézis (CZE)-elektrospray ionizacios
tomegspektroszkopia (ESI-MS) vizsgalatok is bizonyitjak a DNS preferenciat [111]. A
[Ru(Cym)(en)CI]" komplex nukleoszomaval valé reakcidja esetén a DNS mellett a
hiszton fehérjékkel is reagalt [46]. Azonban felfedezték, hogy a RAED-komplexek
katalizaljak a tiolatok oxidaciojat, igy pl. a glutationt (GSH) vagy épp a HSA cisztein
oldallancat is oxidalhatjak [112,113]. A Ru(ll)-, Os(ll)- és Rh(llI)- tartalmti RAED-
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analogok képesek a korabban emlitett transzfer hidrogénezési reakciora, pl. a piruvatot
laktatta vagy a NAD'-t NADH-va redukaljak, felboritva igy a sejt anyagcseréjét
[114,115]. A reakciét katalizalja a Ru(Cym)-kitozan komplex is, melyben a kitozan két
aminocsoporttal koordinalddik [116], és kitlinG sztereoszelektivitast mutatott.

Az imin jellegii nitrogén donoratomok kozil a 2,2°-bipiridin (bpy) és az 1,10-
fenantrolin ~ (phen) a  két legfontosabb  oligopiridin  ligandum. A
[Rh(CsMes)(bpy)(H20)]** komplex (9.c abra) transzfer hidrogénezési reakcioja mar 34
éve ismert [118,119], igy err6l szamos publikacio sziiletett mar. A keletkezo
hidridkomplex képes regioszelektiven a NAD"-t és FAD-ot is redukdlni [119,120]. Az
Ir(CsMes)-analogok az ellentétes iranyu folyamatot katalizaljak [114], itt a NADH
oxidacidjaval képzddik a hidridkomplex, amely aztan az O, redukcidjara és igy ROS-
képzésre forditodik. Ezek a katalizalt reakciok azonban szabad kotéhelyet igényelnek,
pl. a koordinaldédni képes jodidon, hisztidin vagy cisztein jelenlétében a katalitikus
aktivitas jelent6sen lecsokken [120]. Akar vizes kozegben alkalmazott homogén
katalizatorként, akar citotoxikus rékellenes gyogyszerként szeretnék felhasznélni ezen
félszendvics komplexeket, oldategyensulyi folyamataikat fontos megismerni. Kordbbi
munkéank soran kozoltik a [Rh(CsMes)(bpy)(H,0)]** komplex stabilitasi allandéjat és
jellemeztiik koordinalt vizmolekuldjanak deprotonaldédasat kloridionokat tartalmazé és
attol mentes kozegben is [37]. A komplex képzddése lassabb az (0,0) és (N,O) donor
ligandumok hasonld reakcidjaval Osszehasonlitva. A bipiridin az etilén-diaminnal is
jobb fémionkotd tulajdonsaggal bir, sem savas, sem bazikus pH-n nem jelenik meg a
szabad ligandum ¢és az akvakation. Az 6sszehasonlitas pM* értékek alapjan tortént. Ez a
mely magaban foglalja az akvakomplex és a kiilonboz6 kétmagvt hidroxidokomplexek

mennyiségét (1. egyenlet):
pM* = -lg([M(arén)(H20)3]* + 2 x [(M(arén))2(OH),]*" + 2 x [(M(arén))2(OH)s]") )

Minél nagyobb ennek értéke, annal stabilabb az adott koriilmények kozott kepzddo
komplex. Hasonloan nagy stabilitas varhatoé a tobbi fémorganikus kation (Os(arén),
Ir(CsMes) és Ru(arén)) €s a bpy és phen ligandum komplexeinél is, a vizsgalatok soran
nem tapasztaltdk a kétmagvl hidroxidokomplexek képzddését lugos kozegben
[86,105,121,122]. A Ru(arén) és Os(arén) komplexek esetében a vegyes ligandumu
hidroxidokomplex képzddése lassu folyamat (> 2 h) [105,122]. A pK, értékek, melyek
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ezt a folyamatot jellemzik, 5,8-8,7 kozott valtoznak kloridionokat nem tartalmazo
kozegben a négy eltérd fémiont tartalmazd félszendvics komplexekre nézve
[37,86,105,121].

Ezen ligandumok félszendvics komplexeinek a rakellenes hatasa igen valtozo: a
Rh(CsMes) és Ir(CsMes) komplexek citotoxikusnak mutatkoztak [27], mig a Ru(arén) és
Os(arén) komplexek tobbsége nem toxikus a vizsgalt rakos sejteken [61,105,123]. Ez a
trend ellentétes az etilén-diamin félszendvics komplexeinél tapasztaltakkal. Az
[Ir(arén)(phen)CI]* komplexek esetén leirtdk, hogy az arén ligandum méretének
novelésével a lipofilitds mellett a sejtekben torténd akkumulacid és a citotoxicitas is
megnovekedett [86]. A Ru- és Os-analogok is képesek lehetnek erds citotoxikus hatast
kifejteni, ha a ligandum egy nagyobb méretli planaris vegyiilet, mely DNS-
interkalaciora képes [124,125].

Az aminosavakkal és DNS-bazisokkal vald kdlcsonhatasukat részletesen vizsgaltak:
a guanozin-adenozin parosbol egyértelmiien a guanin preferencia lathatdo az
[Ir(arén)(bpy)CI]" és [Ir(arén)(phen)CI]" komplexeknél [86]. A phen komplexeit a
guanozinra vald nagymértékli szelektivitas jellemezte a DNS-sel végrehajtott
reakcioknal is, melyet RNS-szintézis és gélelektroforézis modszerekkel allapitottak meg
[86,121]. A bpy fluorral szubsztitualt szarmazékaiban aminosavak koziil a ciszteinnel, a
metioninnal, a hisztidinnel és a glutaminsavval is vegyes ligandumu komplexek
képzodésére kovetkeztettek a °F NMR spektrumokban lathaté jelek alapjan [126].
Ennek megfelelden a fehérjékkel kolcsonhatnak, azonban borji szérum albuminnal
altalaban kicsi kotési allandokat tudtak meghatarozni a Ru(arén) és az Os(arén)
komplexei esetén [123,127].

Emellett jelentds vizsgalatok folynak a szintén (N,N) donor ligandumként viselkedd
azo- és iminopiridinekkel, melyek Ru(arén) és Os(arén) komplexei (9.d abra) a glutation
oxidacigjat katalizaljak, és igy képesek erds citotoxikus hatéast kifejteni (10. abra)
[128,129]. Ezekben a jodidion egy olyan segédligandum, mely inerten kotédik a
fémionhoz, nem tavozik el a koordindcios szférabol. Ennek feladata a redox aktiv
kétfogh ligandum redoxpotencialjanak hangolasa, mely valtozik a halogenidion

cser¢jével.
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GSH

GSSG

10. abra: A glutation feltételezett katalitikus oxidacidja azopiridinek félszendvics Ru(arén) és
Os(arén) komplexeinek jelenlétében [128].

A nagy stabilitast komplex a ligandum hordozdjaként is szolgalhat. A megfelelden
funkcionalizalt kétfoga ligandum extra tulajdonsadggal ruhdzhatja fel a komplexet. Egy
ilyen példa a hidroxamsav rész beépitése, mellyel hiszton deacetildz enzimek inhibicidja
érhet6 el [130]. Egy masik példaban a megvilagitas hatasara ROS-képz6 molekularész
beépitésével elérték a citotoxicitas megnovekedését, mely komplex a lizoszoOmakat és a
mitokondriumot képes megcélozni és szelektiven elpusztitani [131]. Tovabbi lehetdség
az arén ligandum funkcionalizalasa, mely megvédheti a komplexet a vegyes ligandumu
hidroxidokomplex képzddésétdl, emellett bizonyos koriilmények kozott felszabadithatja
a harmadik koordinacios helyet, aktivalva igy a komplexet. Ilyen lehet pl. a rdkos szdvet
enyhén savasabb kémhatasa, mely protonalhatja az arén ligandum koordinal6do
szubsztituensét. Ilyen komplexeket terveztek Pizarro és mtsai, ahol a szubsztituens
piridilcsoport vagy karboxilat [133,134], emellett lathaté példa aminocsoport
hasznalatara is [135]. Masik lehetéség pl. egy halogenidiontol eltéré tavozo csoport
beépitése a komplexbe. Egyfogu ligandumok vegyes ligandumu félszendvics
komplexeire szamos szakirodalmi példa talalhato: a bioaktiv O-donor ligandumok
komplexei gyorsan disszocialnak feloldaskor [136], a RAPTA komplexek PTA
liganduma viszont gyakorlatilag nem disszocial (1d. 2.1. fejezet, [41]), akarcsak a kén-
donor ligandumok [124]. Kozéputnak szamitanak a N-donor ligandumok, melyek

protondlodasra képesek, igy alkalmasak lehetnek a savas kozegbeli disszocidciora. A
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szakirodalomban a legtobb esetben piridin-jellegii ligandumok vegyes ligandumu
komplexeit allitottak el6 [137,138].

Lathato, hogy szamos kiilonboz6 félszendvics fémkomplexet allitottak mar eld, ezek
rakellenes hatasa valtozo. A fizikai-kémiai tulajdonsagok és a citotoxicitas valtoztathato
a részek cseréjével, emellett a biomolekuldkkal vald kolcsonhatas (DNS-kotodés,
enzim-inhibicid) is hangolhatd, néhany képviseldjiik jelentds szelektivitast mutat pl.
guaninra. Ezeket szerkezet-hatas Gsszefliggésekben probaljak 6sszefoglalni, azonban

ebbdl nem mindig lehet egyértelmii kovetkeztetéseket levonni [139].
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3. CELKITUZES

Uj rakellenes fémkomplexek, koztik félszendvics Rh(III)- és Ru(II)-komplexek,
kifejlesztése igen intenziven kutatott teriilet. Ezek in vitro (néhanynal in vivo)
vizsgalatai alapjan szamos vegyiilet kifejezetten aktiv rakos sejteken, mig tobb komplex
nem mutat rakellenes hatast. A fémkomplexek szilard fazisu szerkezete és Osszetételiik
csak az oldoszerbe (legtobbszor viz, gydgyszer esetén biofluidum) keriilésig allando.
Oldatban ligandumcsere, vegyes liganduma komplex képzddése, (de)protonalddas, a
folyamatok jelent6s hatassal vannak a fizikai-kémiai tulajdonsagokra, reaktivitasra (pl.
katalitikus aktivitasra) vagy épp a farmakodindmiara és farmakokinetikara. Részletes
oldategyenstlyi vizsgalatokkal meg lehet ismerni és tovabbi szerkezet optimalizalassal
kontrollalni lehet ezeket a folyamatokat. Ezen modszerek alapvetéek, meghatarozo
tulajdonsagokat képesek magyarazni, pl. milyen forma van jelen fiziologias pH-n. Az
egyes oldatkémiai és biologiai tulajdonsagok szerkezett6l valo fiiggésének megértése is
sokat segithet a fémkomplexek célzott tervezésében, és igy egy jovObeni citotoxikus és
szelektiv rakellenes szer vagy éppen egy homogén katalizator sikeres kifejlesztésénél
fontos szerepe lehet. Doktori munkam céljai a kovetkezok voltak:

o Olyan félszendvics Ru(ll)- és Rh(Ill)-komplexek eléallitasa, melyekben egy kétfogu
ligandum és egy egyfogu segédligandum foglalja el a koordinacios helyeket. A
kétfogh ligandumok a legegyszerlibb modelljei az adott (0,0), (N,0) és (N,N)
donoratomokkal rendelkezé ligandumok csoportjanak. Szilard fazisban az egyfogu
ligandum kloridion vagy egyfogii N-donor ligandum. A komplexek szerkezetének
rontgenkrisztallografids meghatarozasara alkalmas egykristalyok eldallitasa.

o Részletes oldategyensulyi vizsgalatok elvégzése kiillonb6zd modszerek kombindlt
hasznalataval, mellyekel a ligandumok savi disszociacios allandoit, a fémkomplexek
stabilitasi allandoit, a koordinalt vizmolekula deprotonalodasi és egyéb
szubsztitiicios folyamatainak egyensulyi allandoit hatarozzuk meg. A kapott
egyensulyi allandok €s az oldatszerkezet kapcsolatainak elemzését is célul tliztiik ki.

o A viélasztott félszendvics fémorganikus komplexek kolcsonhatdsanak vizsgélata
biomolekulakkal (human szérum albumin, DNS) és azok kismolekulas
modellvegyiileteivel, a farmakokinetikai viselkedés €s a hatdsmechanizmus jobb

megértése érdekében.
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4. KISERLETI RESZ

4.1. Felhasznalt vegyszerek

A [Ru(Cym)Cl;],, [Rh(CsMes)Cly],, acetil-aceton (acacH), kurkumin (curcHs), 2-
hidroxi-1,4-naftokinon (lawsone, lawH), 2-pikolinsav (picH), 2,4-dipikolinsav (2,4-
dipicH,), 8-hidroxi-kinolin (8HQ), etilén-diamin (en), N,N’-dimetil-etilén-diamin
(dmen), N,N,N’ ,N’-tetrametil-ctilén-diamin (tmeda), 2-pikolilamin (pin), 2,2’-bipiridin
(bpy), 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridin (dmb), 1,10-fenantrolin (phen), 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin (neokuproin, neo), piridin (pyr), 1-metil-imidazol (mim), metil-amin (mea),
benzil-amin  (bza), benzimidazol (bim), zoledronsav (zol), ekonazol-nitrat
(econxHNOs3), guanozin (gua), adenozin-5’-monofoszfat (AMP), guanozin-5’-
monofoszfat (GMP), 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav (DSS), etidium-bromid
(EB), borju csecsemdmirigy DNS (ctDNS) és human szérum albumin (HSA) a Sigma-
Aldrich terméke. A metanol, etanol, aceton, diklormetan, dietil-éter, n-hexan, KNOs,
KCI, KBr, AgNO3;, AgCF3SO3, Na(BPhs), KOH, KH-ftalat, HCl, HNO3z, KH;POy,
NaH,PO, ¢és Na,HPO, a Reanal Finomvegyszergyar ZRt.-t6l szarmaznak. Ezeket
tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk fel. A [Ru(Tol)Cl,], prekurzort csoportunkban
allitottak el6 korabban ([38] alapjan), a 2-hidroxi-3-metil-1,4-naftokinon (ftiokol) és az
(S)-5-kloro-7-((prolin-1-il)metil)8-hidroxi-kinolin (HQCI-Pro) elballitasa a partnereink
laboratoriuméban tortént (a vegyiiletek sorrendjében: Dr. Wolfgang Kandioller és Dr.
Szatmari Istvan). A ftiokol eléallitasa a szakirodalomban leirt modon tortént [140,141],
a HQCI-Pro az 5-klor-8-hidroxi-kinolin és az L-prolin formaldehiddel t6rténé Mannich-

crer

crer

titralasokkal és a HYPERQUAD nevii programmal hataroztuk meg [142]. A kurkumin
torzsoldata abszolut etanol oldoszerrel késziilt tomegbemérés alapjan, melyet fénytdl
védett helyen taroltuk, elkeriilve igy a ligandum hidrolitikus és fotolitikus bomléasat. A
torzsoldatot minden nap frissen, a mérés el6tt készitettiik el. A kloridion mentes
fémorganikus kation torzsoldatoknal sztdchiometrikus mennyiségii AgNOs-oldat

segitségével valasztottuk le a torzsoldatok kloridion-tartalmat AgCl csapadék

crer
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potenciometrias titralasokkal és a HYPERQUAD nevili programmal hataroztuk meg
[142]. A torzsoldatokat 10 °C-on taroltunk.

A pufferelt mintakat 20 mM-os foszfat pufferrel vagy PBS*-oldattal allitottuk pH =
7,40 értékre. Utobbi 1,5 mM KCl-ra, 100,5 mM NaCl-ra, 12 mM Na,HPOy-ra és 3 mM
KH,PO4-ra nézve. A puffer Osszetétele a vérszérumban levd K', Na' és CI
koncentracidival egyezik meg, ami fontos pl. az albuminos mintak esetén. (A klasszikus
PBS (,,phosphate buffered saline””) pufferben 139,7 mM a kloridionok koncentracidja.)
A ctDNS ¢és nukleozidjainak mintaihoz 20 mM-os foszfat puffert hasznaltunk, mely
4 mM KCl-ot is tartalmazott: ez megfelel a sejtmagban levé Cl” koncentracionak.
meg [143], ezek torzsoldatanak készitésekor KOH adagolasaval segitettiik az oldodast.
A HSA-bo6l minden mérési sorozat eldtt friss torzsoldatot készitettiink, tomeg szerinti
beméréssel. A CtDNS torzsoldatat szintén tomeg szerinti beméréssel allitottuk eld,
azonban itt legalabb hdrom napot vartunk az oldodéssal, majd leszirtik, végiil
abszorbanciabol lehet a koncentraciot (azaz a bazisok szamat) meghatarozni [143], mig
az A(260 nm)/A(280nm) hanyados a tisztasagarol (fehérjetartalmardl) ad informéciot,
mely mindig megfelelének bizonyult (> 1,8).

4.2. Fémkomplexek és egykristalyok eloallitasa és karakterizalasa
4.2.1. (0,0) donoratomokat tartalmazo ligandumok komplexeinek szintézise

Ezen (0,0) donor ligandumok koordinaldédasa esetén egy proton szabadul fel, igy a
szintézis soran bdzist hasznaltam, mely metanolos kozegben natrium-metilat volt. A
proton megkdtésével az egyenstlyt a komplexképzddés felé toljuk el. A lawsone és
ftiokol félszendvics komplexek szilard eldallitasat Heiko Geisler végezte a Bécsi
Egyetemen. A [Ru(Tol)(acac)Cl] és [Rh(CsMes)(curcH,)CI] komplexeket a korabban
publikalt [63] f-diketonatok félszendvics komplexeihez hasonldan allitottam eld. Els6
1épésként a ligandumot (0,25 mmol) deprotonaltam 1 ekvivalens natrium-metilattal
(0,25 mmol) diklormetan/metanol (10 mL/3 ml) elegyében, majd ehhez adtam a
fémorganikus kation dimer prekurzorat (0,1 mmol). Az elegy 4 6ras refluxaltatdsa utan
vakuumban eltdvolitottam az oldoszert, majd a maradékbol diklérmetannal

visszaoldottam a komplexet. Tisztasagukat nagyfelbontast elekrospray ionizacios
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tomegspektroszkopiaval (HR-ESI-MS) igazoltuk, melyet a Fiiggelék F1. tablazataban
tiintettem fel. Ezen komplexek metanolos (L = acac) és metanol/diklormetanos (L =
curcHy) oldatabdl egykristaly nétt 4°C-on, mely alkalmas volt rontgenkrisztallografiai

szerkezetmeghatdrozasra.

4.2.2. (N,0) donoratomokat tartalmazo ligandumok komplexeinek szintézise

A pikolinat tipusu ligandumok koordinacidja is egy proton leszoritasaval jar, azonban a
komplexek savas kdzegben valo nagy stabilitasa miatt nem volt sziikség a keletkezo sav
megkotésére. A 2,4-dipicH, komplexei ([Ru(arén)(2,4-dipicH)CI] és [Rh(CsMes)(2,4-
dipicH)CI]) a ligandum (0,035 mmol) ¢és a fémorganikus kation dimerjének
(0,015 mmol) vizes oldatainak elegyitésével (1 mL) tortént. Ekkor az oldat szine
szemmel lathatoan megvaltozott, narancssargabol citromsarga lett. Ru esetén az aromas
ligandum (toluol vagy p-cimol) irreverzibilis elvesztésének elkeriilése érdekében a
ligandum feleslegét keriiltem, a ligandum oldatat cseppenként adagoltam az oldat
keverésével parhuzamosan. Az oldatokbol 4°C-on lassti beparlas soran egykristalyok
keletkeztek, melyek alkalmasak voltak szerkezetmeghatarozasra. Kutatdécsoportunk volt
tagja, Dr. Jelena Poljarevic allitotta eld a [Ru(Tol)(2,4-dipic)]s komplexet hasonld
eljarassal, azonban metanol-viz elegyet hasznalt oldoszerként. A karakterizalas ‘H és
BC NMR spektroszképidsan tortént (Id. Fiiggelék). Mivel DMSO-ds szerepelt
oldoszerként a kordbban publikalt hasonld komplexnél, ezért itt is ezt hasznaltam.
Azonban méréseinknél jol lathato volt egy 10j jelcsoport, mely a DMSO-dg
koordinacidjanak koszonhetd (Rh: 30%, Ru: 50%). fgy a korabban nem kozolt Rh-
komplex NMR spektrumait CD3OD oldoszerben is megmértem a tisztasag bizonyitasa
érdekében.

A 8-hidroxi-kinolin tipusi  HQCI-Pro ligandum fenolos hidroxilcsoportja
deprotonalddik a koordinéacid hatasara, mig a prolin rész ikerionos formaban marad. A
nagy stabilitas miatt itt sem volt sziikség bazis alkalmazasara. A HQCI-Pro félszendvics
komplexeit is eldallitottam szilard forméban, azonban itt egykristalyt nem sikertilt
eléallitanom. A ligandum (0,016 mmol) és a félszendvics fémorganikus dimerek
(0,008 mmol) metanolos oldatat (1 mL) elegyitettem, itt is tigyelve az (N,O) donor
ligandum feleslegének elkertilésére. Megtigyeléseink alapjan ennél a ligandumnal
gyorsabb, azonnali elszinez6dés (lila) torténik akkor, ha a sorrendre nem tigyeliink, ami

egyértelmiien a félszendvics szerkezet megsziinését jelzi. A reakcidelegyet 1 oran at
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kevertettem szobahdmérsékleten, majd az olddészer részleges elparologtatasa utan a
komplexet dietil-éter hozzaadasaval valasztottam le az oldatbol. Sziirés utan és a
csapadék éteres és hexanos mosasat kovetOen tiszta szilard komplexeket kaptam 84-
90%-os kitermeléssel, melyek karakterizalasa HR-ESI-MS (Fiiggelék F1. tablazat), ill.
'H ¢s °C NMR spektroszkopiasan tortént (Id. Fiiggelék). A jelek duplazodnak bizonyos
protonoknal és szénatomoknal, melyért a kiralitds és izomerek megjelenése a felelds

(5.2.2. fejezet).

4.2.3. (N,N) donoratomokat tartalmazo ligandumok komplexeinek szintézise

A polipiridin ¢és etilén-diamin tipusu (N,N) donor ligandumok komplexeit szintén egy
egyszerl reakcioval allitottam eld, ahogy ezt korabban kozo6lték hasonld komplexeknél
[144,145]: a prekurzor dimerek (1 ekvivalens) és a ligandum (2,2 ekvivalens) metanolos
oldasat kovetden elegyitettem az oldatokat ¢s kevertettem oket 1 oOrdn at
szobahOmérsékleten. Bizonyos komplexeknél egy extra 1épést alkalmaztam, mely soran
a ligandummal valo reakcid elétt eltavolitottam 1 ekvivalens kloridiont Ag(CF3;SO3)
hasznalataval. Utébbi modszerrel romlott a kitermelés, azonban a CF3SOj3 (triflat)
anion hasznalata nagyban névelte az egykristalyok képzodésének valdszinliségét. A
kitermelés 45-95% kozott valtozott, a legrosszabb a neokuproin komplexeinél volt. Az
ellenion cseréjére a komplexképzddés utan is lehetdség van, azonban nem ajanlott a
feltételezhet6en Kisebb stabilitasi komplexek esetén (pl. neokuproin), ahol az Ag(l)
kiszoritotta komplexeibdl a félszendvics kationokat. Lassu g6zdiffiziés modszerrel
sikeriilt a legtobb esetben egykristalyokat eléallitanom, melynek soran a dietil-éter
oldoszerrel vald elegyedése csokkentette komplexek oldhatosagat az oldatban. Tobbféle
ellenion koziil a kloridion és a triflation hasznalata volt sikeres. A mar szakirodalomban
kozolt komplexek tisztasagat NMR spektroszkopiasan ellendriztem (ld. Fiiggelék), a
korabban nem ismert komplexek karakterizalasara HR-ESI-MS modszert is hasznaltam
(Fiiggelék F1. tablazat).

4.2.4. (N,N/O)(N) donoratomokat tartalmazo ligandumok vegyes ligandumu komplexek
szintézise
Elsé lépésként az el6z6 pontban ismertetett modon eldallitottam a kétfoga ligandumok

félszendvics alabbi komplexeit: [Rh(CsMes)(etilén-diamin)CI](CF3;SO3),
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[Rh(CsMes)(phen)CI](CF3SO3) és [Rh(CsMes)(8HQH.;)Cl]. A kdvetkezd 1€pés soran
metanolban a kloridionokat Ag(CFsSO3) soval valasztottam le és az AgCl-ot sziiréssel
tavolitottam el. Végiil az egyfogh ligandum (pyr, mim) koordinaciéjat 10 ekvivalens
ligandum hozzaadasaval és egész éjszakas szobahdmérsékleten vald kevertetéssel értem
el metanolos kozegben, majd az oldat koncentralasaval és lehiitésével szilard anyagot
nyertem, melyet lesziirtem, dietil-éterrel és n-hexannal mostam. A komplexekbdl
egykristalyokat sikeriilt eléallitanom dietil-éter metanolos oldatba tortén6é lasst
diffiziojaval. A [Rh(CsMes)(phen)(mim)]?* és [Rh(CsMes)(8HQH.1)(mim)]" kationok
oldataba BPh,” aniont adva sikeriilt a komplexeket jol kristalyosodd formaba atalakitani.
Az ESI-MS koriilmények kozott a Rh—N(egyfogu) kotés felhasad, minddssze egy
komplexnél sikeriilt kimutatni a vegyes ligandumu komplexre jellemzd cstcsot.

Tisztasaguk igazolasa NMR spektroszkopiasan tortént (1d. Fiiggelék).

4.3. Oldategyensulyi vizsgalatok
4.3.1. pH-potenciometria

A pH-potenciometria alapveté modszer azon fémkomplexek stabilitasi allandoinak
meghatarozasanal, melyek képzddésénél proton termelddik és ez pH-valtozast okoz.
Emellett ligandumok savi disszociacids €és fémionok hidrolizisallandoit és torzsoldataik
pontos koncentraciojat is ezzel a modszerrel hatarozzuk meg. A ligandum
donoratomjaihoz a fémion és a hidrogénionok is képesek kotddni, ezért koztik
versengés 1ép fel. A kovetkezd Aaltalanos egyensulyi egyenlettel irhato fel a

komplexképzddés, ahol az egyszeriiség kedvéért a toltéseket nem jeloljiik:
pM +qL+71H = MyLyH, 2
2. egyenlet, melyre a stabilitasi szorzat a 3. egyenlettel szamithato:

[MpLgH, ]

= TP LAY ©

Ebbdl kovetkezik, ha a titralas soran mérjiik az egyensulyi pH-t, akkor abbdl nagy

pontossaggal meghatarozhatjuk a l1étrejové komplexek stabilitasi szorzatait.

crer

titralasi adatokbol a Gran-modszer [146] segitségével szamoltuk, a mérérendszer

kalibralasat az Irving-féle modszerrel végeztiik [147].
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Az ionerésséget 0,10 M vagy 0,20 M (KCI), kloridion mentes mintakban 0,20 M
(KNQO3) biztositotta. A pH méréséhez 1 M-0s KNOs-oldat tolteti kombinalt
tivegelektrodot hasznaltunk (Orion 8103BNUWP ROSS Ultra Semi-Micro pH) a
kloridion mentes mintakban, igy meggatolhat6 a kloridionok tivegelektrodbol az oldatba
torténd szivargasa, ami keriilendd, mivel a vizsgalt komplexeknél jellemz6 a
kloridionok megkétése (1d. a 5.4.1. fejezetet). A 0,20 M KCI ionerdsség mellett 3 M-0s
KCl-oldattal feltoltott Metrohm (6.0234.100 tipusi) kombinalt iivegelektrodot
hasznaltunk. Az elektrodokat Omega 710A pH-mér6héz csatlakoztattuk. Az ismert
biirettaval adagoltuk, nagy pontossaggal (0,001 cm®), szamitogépes program
vezérlésével Un. egyensulyra vald titralast végeztiink. A titraldsokat argonatmoszféra
alatt végeztiikk, termosztattal 25,0 £ 0,1 °C-on tartva a homérsékletet. Minden nap
kalibralast végeztiink erds sav-erds bazis titralassal, ellenérizve a rendszer stabilitasat.

A mintak minimum 1 mM koncentracioban tartalmaztak az adott ligandumot és/vagy
a fémorganikus kationt. A titralas soran a pH az 1,8-11,5 tartomanyban volt, kivarva
minden pontban az elektrokémiai egyensulyt. Ertelemszertien, ahol lassa a
komplexképzddési folyamat, azoknal a fémion-ligandum rendszereknél nem végeztiink
pH-potenciometrias méréseket. Ugyanez igaz azokra a rendszerekre, ahol mar savas
kozegben is til nagy volt a képz6dott komplex aranya, igy a protonleszoritas nagy része
mar bekovetkezett. A rossz oldhatosagl ligandumok és fémkomplexek szintén nem
mérhetdk, mivel a moddszerhez mM-os koncentracid sziikséges az egész pH-
tartomanyban. Mindezeket figyelembe véve a pH-potenciometridas méréseket foként
csak a ligandumok pKj, és a fémorganikus ionok hidrolizisére vonatkozé 1gf értékeinek
naftokinonok oldhatésaga nem elégséges, mig a tobbi ligandum esetén a til nagy
stabilitas volt akadaly.

Az egyensulyi allandokat a HYPERQUAD nevii program segitségével szamitottuk
[142]. A 2. egyenletre alapozva az asszociatumok stabilitasi szorzatai — megfeleld
kozelito értékeket megadva —a 4., 5. és 6. egyenletek altal leirt 4ltalanos anyagmérlegek
alapjan iteralhatok a megfelelé értékre. Az ,M” a fémorganikus kationokat jeloli
ezekben az egyenletekben. A koordinalt vizmolekulakat nem tiintetjiik fel kiilon, i pedig

az i-edik részecskét/komplexet jeloli:
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u = M1+ D pifipqur MPLLIEH] @

L= L1+ ) Qipiqer ML ©)
i = [H]+ ) 1ifpqur [MIPA LI H] ©)
i=1

4.3.2. UV-lathato spektrofotometria

Ultraibolya-lathatd (UV-vis) spektrofotometriaval azok az anyagok vizsgalhatok,
melyek 200-800 nm-es hullamhossz-tartomanyban fotont elnyelé kromofor csoportot
tartalmaznak. Fémkomplexek esetében elnyelést okozhatnak a fémionok d-d atmenetei,
a fémion és a ligandum kozotti toltésatviteli sav (CT-sav), ill. a ligandum molekulan
beliili elektronatmenetei (ligandumsav). A dolgozatban szereplé fémkomplexek
spektruman a CT-sav valtozasa a leginformativabb. Ezek az UV és a lathatod
hullamhosszak tartomanyanak hataran vannak, emiatt az oldatok narancssarga-
citromsarga szinliek. A ligandumsavok 4ltaldban az UV-tartomdnyban vannak, és
nagyobb molaris abszorbancia jellemzi 6ket. A komplexképzddésre mindkét savtipus,
mig a koordinalt vizmolekula reakcidira a CT-savok érzékenyebbek.

20 mm-es uthossztisagh kvarckiivettakat is hasznaltunk, ill. a kinetikai méréseknél
10 mm-es thosszsagu tandemkiivettat, mindig ligyelve arra, hogy az abszorbancia a
megbizhatéan mérhet6é 0,1-1,5 tartomanyba essen. A spektrumokat Agilent Cary 8454
diodasoros spektrofotométerrel vettiik fel, I = 0,10 M (KCI) vagy 0,20 M (KNO3/KCl)
mellett, 190 nm-t61 1100 nm-ig. A titralasok pH-tartomanya 2-11,5 volt. A nagy
stabilitast komplexeknél egészen pH = 0,7-ig tudtuk csokkenteni a pH-t, ami a 0,20 M
ionerdsség mellett a legsavasabb pH, ami a KCI fokozatos sdsavra torténd cseréjével
itt is 25,0 £ 0,1°C volt. A spektrumokat a PSEQUAD nevii programmal értékeltiik ki
[148], a pH-t a pH-potenciometrianal (4.3.1. fejezet) ismertetett eszkdzokkel mértiik, a

szamolas is az ott leirt egyenleteken alapult, kiegészitve, hogy itt a vizsgalt hullamhossz
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tartomanyban fényelnyeld részecskék molaris abszorbancidit is kozeliti a program, az

ezekbdl szamolt abszorbanciat a mért abszorbanciahoz illeszti.

4.3.3. Madgneses magrezonancia spektroszkopia (NMR)

Az NMR modszerrel a diamagneses anyagok mérhetdok jol. Mivel a Ru(Il) és a Rh(III)
d®-0s elektronszerkezetiiek, kis spintieck, azaz diamagnesesek. Ennél a mérési
modszernél azt a jelenséget hasznaljuk ki, hogy magneses térben a magspinnel
rendelkezd ‘H-atommagok energiaja eltér egymastol. A *H magspinje | = 1/2, igy
2 | +1 =2 energiaszint alakul ki, melyek energiakiilonbsége fiigg attol, hogy mekkora
magneses térben van a minta. A két szint kozti atmenethez olyan foton sziikséges,
melynek frekvencigja 10'-10°Hz koriil van. Egy NMR-késziiléknél a magneses
térerdsség allandd, melynek értékét a Larmor-frekvenciaval fejezik ki. Méréseink soran
ez 500 MHz, a késziilék egy Bruker Avance Il HD Ascend 500 Plus tipus volt.

A kiilonboz6 protonok — kémiai kornyezetiiktol fiiggden — mas és mas erdsségl
magneses teret érzékelnek az eltérd kémiai kornyezet miatt. Igy Hz-ben mérhetd
eltérések jelentkeznek a spektrumban, létrehozva a finomszerkezetet, amit
felhasznalhatunk kvalitativ vizsgalatokra. A jelek multiplicitasa informaciot ad a
szomszédos magok szamardl. A jelek intenzitdsa aranyos a jelet addo magok szdmaval
azonos relaxacids tulajdonsagok esetében, igy a jeleket integralva is tdjékoztatast
kapunk a szerkezetrdl.

Ezek alapjan a rendszerben levé részecskék szerkezetérdl is fontos informaciot
nyerhetiink. Ha a titralasok soran a kémiai eltolodas (NMR-idéskalan gyors csere
esetén) szigmoid gorbe szerint valtozik a pH-fiiggvényében, a pK; (ligandumok és
komplexben kotott vizmolekula proton disszociacios allandoja) szamolhatd. Emellett a
fémkomplex stabilitasi allandoja (IgK) is meghatarozhaté a jelek integraljaibol szamolt
jelaranyok felhasznalasaval a lassu ligandumcsere folyamatok esetében, ekkor ugyanis a
komplexekben kotott és szabadon 1évé formakhoz tartozo jelek elkiiloniilnek. A pH-t a
pH-potenciometridnal (4.3.1. fejezet) ismertetett eszkdozokkel mértiik. Az egyensulyi
allandokat a PSEQUAD nevii programmal szamoltuk [148].

NMR spektroszkopiasan a 0,1-5 mM-0s koncentracidtartomanyban mértiink, ezek
10% (v/iv) D,O-t tartalmaztak. Referenciaként DSS-t alkalmaztunk, melynek
legnagyobb jele 0,0 ppm-nél van. A vizet tartalmazé mintakban vizelnyomast

alkalmaztunk a WATERGATE nevili pulzusszekvencia alkalmazasaval. Azoknak a
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jeleknek az integraljai, melyek a viz jelének kozelében vannak, nem hasznalhatok
szamolashoz, mert ez a jelelnyomas részlegesen hatassal van a kozeli kémiai eltolodas
tartomanyra is. A fémorganikus félszendvics komplexekben a fémion kornyezetének
valtozasa jol kovethet6 az arén ligandum alifas és aromas hidrogénjein keresztiil.
Kiilonésen vonzd a modszer azokban az esetekben, amikor az UV-lathato
spektrofotometria altal nem mérheté folyamatokrol van szo. A kémiailag kismértékben
eltér6 ligandumok szerkezeti eltérései is jol detektalhatoak, jo példa erre tobb ligandum

kiszoritasos folyamat, melyeket pl. az 5.3.2. fejezetben is hasznaltunk.

4.3.4. Ultraszires/UV-lathato spektroszkopia

Az ultrasziirés egy elvalasztasi modszer, melynek segitségével a DNS-hez/fehérjéhez
kotott (HMM, ,.high molecular mass™) és a nem kotott (LMM, ,,Jow molecular mass™)
frakciot valasztjuk el az egyenstly beallasat kovetden. Az Osszedllitott mintat, mely
HSA-t és fémkomplexet vagy CtDNS-t, etidium-bromidot ¢és fémkomplexet
tartalmazott, adott idejii és kortilményti inkubalas utan egy specialis sziirére vissziik fel,
mely csak a 10 kDa-nal kisebb tomegli molekulakat engedi at (M(HSA) ~ 67 kDa,
M(ctDNS) > 100 kDa). A centrifugalast kovetden két frakciot nyeriink: a sziirén marad
a CtDNS wvagy a fehérje és a  hozzajuk  kotétt — fémorganikus
kation/ligandum/fémkomplex, mig a nem kot6dott anyagok atjutnak. Mindkét frakcio
Osszetétele vizsgalhaté arra alkalmas analitikai modszerrel, mi UV-lathato (UV-vis)
spektrofotometriat hasznaltunk a sziirletben levé mennyiség meghatarozasara.

A méréseket 25,0 £ 0,1 °C-on végeztilk HSA esetén, mig ctDNS-nél 37,0 £ 0,1 °C-
on inkubaltuk a mintakat. A HSA koncentracidja allando (50 uM), a hozzaadott
Rh(CsMes)-komplexek koncentracidja pedig mintanként 50, 100, 150, 250 és 450 uM
volt. A ctDNS-koncentracio alatt a bazisok szamat értjiik, ez eltért a két esetben: a
komplexek kotédésének vizsgalatakor 100 uM volt (100 uM komplex-koncentracio
mellett), mig az EB-kiszoritas vizsgalatanal 400 uM volt a ctDNS, 100 uM az EB és
3mM a fémkomplex koncentracidja, mivel az EB-ot tartalmazé mintdk fotometrias
detektalasdhoz ez a koncentracidtartomany idealis.

A HSA-t tartalmaz6 mintak Osszeallitasat kovetden egy-egy mintanal rovidebb (1-5
ora kozti) inkubacios 1d6 utan centrifugalast végeztiink, mig a masik mintat 1 nap

inkubaci6 utan szlrtik le. A sziiréshez Eppendorf Minispin Plus centrifugat
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hasznaltunk, ahol 15-20 percig 10000 rpm fordulatszamon centrifugalodott a minta. A
sztird Millipore Amicon Ultra-0.5 membransziiré volt. Az igy szétvalasztott mintaknak
a fehérje- vagy DNS-mentes LMM frakciojat Agilent Cary 8454 spektrofotométerrel

vizsgaltuk.

4.3.5. Spektrofluorimetria

crer

¢s alkalmas a DNS, a fehérjék és az ezekkel kolcsonhato vegyiiletek vizsgéalatira. Az
ilyen tipusu vizsgalatok a kioltds jelenségén alapulnak. Fehérjék esetében harom
fluoreszcens aminosav van: a fenilalanin, a tirozin és a triptofan (Trp). A HSA
aminosav szekvencidjaban tobb fenilalanin és tirozin is jelen van, azonban egyetlen Trp
talalhato (Trp214) [70]. A gerjesztés hullamhosszat Agx = 295 nm-nek valasztva
szelektiven gerjeszthetd ez az egy aminosav. A Trp214 a IIA domén hidrofob zsebének
(mésik nevén az l-es kotShely) kozelében helyezkedik el. Igy, ha az I-es kétdhelyhez
vagy annak kozelébe kotoédik a vegyiilet, akkor ott megvaltoznak a hidrofob-hidrofil
viszonyok. Ez hatassal lehet a Trp214 emisszidjanak intenzitasara, ami akar teljesen
meg is szlinhet. A HSA kezdeti emisszios intenzitdsa valamely vegyiilet hozzaadasaval
folyamatosan csokken, a csokkenés mértékébdl pedig a fehérje-ligandum
kolcsonhatasrol, a kotés erésségérdl nyerhetiink informaciot [37,69].

A DNS nukleotidbazisai k6z¢é planaris molekulak képesek interkalalodni, mint pl. az
etidium-bromid (EB). Ez egy fluoreszcens molekula, interkalalédas hatasara
fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen né. A DNS kompeticios mérésének esetén a 4:1
arany CtDNS:EB tartalmt mintat titraltuk valamely fémkomplexszel. Ha az emisszids
intenzitas csokken, az altalaban azt jelenti, hogy a kotott EB  koncentracioja
folyamatosan csokken. Ennek eltérd okai lehetnek: 1) a fémkomplex interkalalodéasa és
EB felszabadulasa; ii) a DNS szerkezetének olyan valtozasa a fémkomplex bekotédése
soran (megcsavarodas, megtorés, fesziilés), hogy az EB kotddésére kevésbé alkalmas
térszerkezet alakul ki; de az is eléfordulhat, hogy iii) a szerkezeti atrendez6dés miatt a
kotott EB fluoreszeenciaja kioltodik, ekkor azonban nem szabadul fel EB. Akarmelyik
is a valos folyamat, a fémkomplex megkdtddésrdl van szo, amire a kezdeti fluoreszcens
intenzitas csokkenésének mérésébdl kovetkeztethetiink. A spektrumokat a Microsoft

Excelben talalhato SOLVER nevii bovitményével bontottuk fel, ezekbdl kaptuk a
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valosziniileg szabad és kotott EB moltortjeit. A feladatot egyszeriisitette, hogy sem a
CtDNS sem a fémkomplexek nem fluoreszkalnak az alkalmazott hullamhossz esetén.

A fluorimetrids méréseket igen hig oldatban végeztiik: HSA-ra nézve 1 uM, ctDNS-
re 20 uM (nukleotidra vonatkozoan), EB-ra 5 uM, mig a fémkomplexre nézve 10 uM
(HSA), ill. az EB kiszoritasahoz 50-250 uM fémionra/fémkomplexre nézve. A kis
koncentraci6é hasznalata rendkiviil fontos a jelentés 6nabszorpcid és belsd filter hatas
elkeriilése miatt, de még igy is sziikséges volt korrekcidra a fémkomplexeket tartalmazo
oldatok esetén. Ezt a korrekciot a 7. egyenlet alapjan végeztik el, ahol az Ik és az Iinex
a korrigalt és a mért intenzitas, Ayex) ¢S Axem) az abszorbancia a besugarzas és a

detektalas hullamhosszan [149]:

AyEx)TANEM) (7)

Iorr = Imere X 10 2

Az oldatok pH-ja 7,40-re volt beallitva: HSA esetén PBS* puffert, mig CtDNS esetén
20 mM-os foszfat puffert alkalmaztunk, 4 mM-0s KCl-tartalommal; a mérést Hitachi
F-4500 tipusu spektrofluoriméterrel végeztik 1 cm uthossz mellett. A mintaktol
fliggden eltért a gerjesztés hullimhossza és a kibocsatott fény detektaldsi tartomanya,

amit a 2. tablazat mutat.

2. tablazat: A kiilonbozé fluorimetrids mérésekhez hasznalt gerjeszté ¢€s emisszios

hullamhosszak.
Mérés tipusa Gerjeszté hullimhossz Emisszios tartomany
Trp kioltas 295 nm 305-450 nm
EB kiszoritas 510 nm 530-680 nm

4.4. Egyéb kiegészito vizsgalatok
4.4.1. Egykristdly rontgendiffrakcios szerkezet-meghatarozas

Hazai és nemzetkozi egyiittmiikddés keretében az altalunk szintetizalt fémkomplexek
egykristalyaibol rontgenkrisztallografia segitségével pontos szerkezetmeghatarozast
tudtak végezni szamos fémkomplexen. A megfelelé méretli egykristalyokat két
kutatohelyen is mérték: a Bécsi Egyetem Szervetlen Kémiai Intézetében Alexander
Roller végezte el bizonyos (N,N) donoratomokat tartalmazé ligandumok komplexeinek
¢és a vegyes ligandumt komplexek szerkezetének meghatarozasat, mig a tobbi (N,N)

ligandum, a dipikolinat és az (O,0) donor ligandumok komplexeit Dr. May Nora V.
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(TTK, Budapest) vizsgalta. A szerkezetek megjelenitése és a geometriai paraméterek
kigytijtése a Mercury [150] és Olex2 [151] szoftverekkel tortént, utobbinal a térszogek

szamolasat egy beépitett modul tartalmazza.

4.4.2. Invitro citotoxicitds és antibakteridlis hatas mérése, femakkumuldacio

Egylittmikddd partnereinknek koszonhetden tobbféle rakos sejtvonalon is torténtek in
vitro citotoxicitas mérések, melyeket a 3. tablazatban tiintettem fel. A Colo320/MDR-
LRP és a MES-SA/Dx5 sejtek fokozott P-glikoprotein (ABCBI1) kifejez6désének
hatdsdra a rezisztencia efflux pumpdkon keresztiil valésul meg leginkabb. Ezzel
szemben az A2780cis sejtvonalban a glutation emelkedett szintjének kovetkeztében
kialakulo redukald kornyezet, tovabba a fokozott DNS-hibajavitas is nagymértékben
hozzajarul a ciszplatin és egyéb DNS-en hato vegyiiletekkel szembeni rezisztenciahoz.

Emellett a glutation koordinacidja is csokkenti a citotoxikus vegyiiletek hatasat.

3. tablazat. A felhasznalt rakos sejtvonalak a rakellenes vizsgalatokban.

Egyiittmiikodo partner Sejtvonal neve Rak tipusa
Dr. Michael A. Jakupec A549 nem kissejtes tiidérak
(Institute of Inorganic CH1/PA-1 petefészek teratokarcinoma
Chemistry,  University  of )
) SwW480 vastagbé¢l adenokarcinoma
Vienna)
Dr. Spengler Gabriella (SZTE Colo205 vastagbél adenokarcinéma
AOK, Orvosi Mikrobiologiai vastagbél adenokarcinoma
Colo320/MDR-LRP ) )
¢és Immunbioldgiai Intézet) (multidrog rezisztens)
MES-SA méh szarkoma
méh szarkoma (doxorubicin
MES-SA/Dx5 )
Dr. Szakacs Gergely (TTK, rezisztens)
Budapest) A2780 petefészek adenokarcinoma
. petefészek adenokarcinoma
A2780cis

(ciszplatin rezisztens)

Antibakterialis vizsgalatok Gram-pozitiv €s Gram-negativ torzseken (4. tablazat)
torténtek, pH = 5, 6, 7 és 8-on, melynek soran a minimalis inhibicios koncentraciot

(MIC) hataroztak meg Dr. Spengler Gabriella laboratoriumaban.
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A fémakkumuldciés mérésekhez elézetesen Colo205 sejteket 4 és 24 oOraig
inkubaltuk a fémkomplexekkel. Ezt kovette egy salétromsavas feltards, majd Dr.
Szoboszlai Norbert totalreflexiés rontgen fluoreszcencia spektrometriasan (TXRF)
meghatarozta a sejtek Rh és Ru mennyiségét. Ehhez egy TXRF 8030C spektrométert
alkalmazott.

4. tdblazat Az antibakterialis vizsgalatokhoz hasznalt torzsek.

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Gram-pozitiv érzékeny
Staphylococcus aureus 272123 (MRSA) Gram-pozitiv rezisztens
Escherichia coli (ATCC 25922) Gram-negativ érzékeny
Escherichia coli 32313 Gram-negativ rezisztens

4.4.3. HR-ESI-MS

HR-ESI-MS méréseinket Dr. Kele Zoltan végezte egy Waters Q-TOF Premier

késziiléken, metanol-acetonitril elegyet hasznalva eluensként.
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5. EREDMENYEK

51. (0,0) donor ligandumok félszendvics komplexeinek oldategyensilyi
vizsgalata
A vizsgalt természetben el6forduld (O,0) donor ligandumok a 2-hidroxi-1,4-
naftokinonok csaladjaba tartoznak, név szerint lawsone (lawH) és ftiokol (phthH)
(11. abra). Kiilonleges rakellenes profillal rendelkeznek, mivel dnmagunkban nem
aktivak, viszont félszendvics fémorganikus kationokkal kombinalva egy
nagysagrenddel megnd a citotoxikus aktivitasuk [54], igy érdekes a komplexek
fiziologias koriilmények kozott megjelené dominans formainak meghatarozasa. A bécsi
egylttmiikodd partneriink korabban publikalt [Ru(Cym)(phth)CI] komplexét kiilonb6z6
szerkezeti részeinek lecserélésével ~
szerettiik volna igy modositani, hogy N A
a rakellenes aktivitasan javitsunk. Az
o) (0]

Fiiggelék F2. tablazataban

lawsone ftiokolat

bemutatott 1Csy értékek mutatjak,

hogy sajnos sem a phth—law, sem a @_ 2+_®_{ “ j&ly
| T !

p-cimol—toluol, sem a Cl—Br/l és i i Rh

) ) ) Hzo“nm-l U\OH Hzo““mul U\OH Hzo““ l\OH
még a Ru—Rh/Os csere sem javitott H,0 2 H,0 2 OH, °’
a hatésossé,gon, s6t, a rodium [Ru(Tol)(H0)]%* [Ru(Cym)(H,0)3]>*  [Rh(CsMes)(H,0)s]*

jelenlétében a citotoxikus hatés 11. abra: A vizsgalt 2-hidroxi-1,4-naftokinonok és
fémorganikus akvakationok szerkezeti képlete.

teljesen eltint, harom kiilonb6zo

rakos sejtvonalon (A549, CH1/PA-1, SW480) is mérve. A bromidiont és a jodidiont

tartalmazo anal6gok oldhatosaga oly mértékben lecsokkent, hogy az a citotoxicitasi
méréseket megakadalyozta.

A szilard  komplexeket egylittmikodé  partnereink  allitottak  elé  és
rontgenkrisztallografiasan igazoltak a szerkezetiiket, melyekben a félszendvics
kationhoz egy oxocsoporton €és a deprotonalt hidroxilcsoporton keresztiil koordinalodik
a ligandum. Monokomplexek képzodését feltételezziik oldatfazisban is, Ottagh
kelatgytirti képzddésével. Hat rendszer részletes oldategyensulyi vizsgalatat végeztiik el:
a két ligandum és a [Ru(Cym)(H20)s]**, [Ru(Tol)(H.0)s]*" és [Rh(CsMes)(H,0)s]**

fémorganikus kationok komplexképzddési egyensulyi folyamatait vizsgaltuk. Ezek
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kozott megtaldlhatdé a  bioldgiai mérések alapjdn legaktivabbnak mutatkozo
[Ru(Cym)(phth)CI] és a legkevésbé aktiv [Rh(CsMes)(phth)CI] komplex is.

A korabbi munkak soran 0,20 M (KCI) ionerdsség mellett meghatarozott hidrolizis
allandokat hasznaltuk fel (1. tablazat). A félszendvics ruténium- és rodiumkomplexek
viselkedése a kozeg kloridion-tartalmatol fiigg, oldategyensulyi folyamataik
megvaltoznak a kloridionok koordinacioja miatt, igy az ilyen kdzegben meghatarozott
allandok latszolagos allandoknak tekintendok. Erre jo példa a fémorganikus kationok
KNOj; és KCI mellett mért hidrolizise [35,36], ill. a komplexképzddésre és a koordinalt
viz deprotonalddasara valo hatas (pl. deferipron, maltol, allomaltol, 2-pikolinat, etilén-
diamin, 2,2’-bipiridin, [36,37,67]). A meghatarozott allandokbdl megallapithato, hogy a
kloridionok csokkentik a komplex stabilitasat és novelik a pKyM(arén)(L)] értéket,
mivel a Kloridion verseng mind a kétfog ligandummal, mind a hidroxidionnal. Az
[M(arén)(L)(H20)]" képlet valojaban részben [M(arén)(L)CI] ilyen kdzegben, azonban
az egyszerliség kedvéért ezt a tovabbiakban kiilon nem tiintetem fel. Ezen naftokinonok
savas kozegben nem oldddnak nagy koncentracidban, igy spektrofotometrias méréseket
végeztiink. A ligandumoknak egy-egy savi disszociacios allandéja van, melyek alapjan
savas pH-n veszitik el a protont. A hidroxilcsoport melletti elektronkiildé6 metilcsoport
latvanyosan noveli a pK, értékét 3,90-r61 5,08-ra. A meghatarozott értékek a kordbban
kozolt allandokkal jo egyezést mutatnak [152,153].

Korabbi tapasztalatok alapjan az (O,0) donorokat tartalmazé ligandumokkal gyorsan
beall a komplexképzddési egyensuly, eléméréseink is ezt igazoltak a lawsone és ftiokol
ligandumokkal is. A ligandumokban a koordinalodé csoportok koézvetleniil
kapcsolodnak a delokalizalt elektronrendszerhez, igy fotometridsan jol kovethetd a
koordinaciojuk. A 12.a abran a [Ru(Cym)(H20)s]*" — lawH (1:1) rendszer UV-vis pH-
fliggé spektrumain a 600 nm korili régid emelhetd ki, ahol csak a képz6do
fémkomplexhez kotheté abszorbancia, a ligandum és a fémorganikus kation ebben a
tartomanyban nem nyel el. Az abszorbanciat ezen a hullamhosszon kovetve egy
maximumgorbét figyelhetiink meg, melyet a 12.b abran feltiintettiink. Egyértelmiien
utal az alkalmazott koriilmények kozott. A szamolt koncentracideloszlasi gorbéken

lathato, hogy 200 uM esetén 26% a maximalis fémkomplex arany (pH = 4,72).
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12. abra: a) A [Ru(Cym)(H,0)s]** kation, a lawH ligandum és a kett6t 1:1 aranyban tartalmazo
minta kiilonbozé pH-kon felvett spektrumai. b) [Ru(Cym)(H,0)s]* — lawH rendszer
koncentracioeloszlasi gorbéi, melyek szamolasahoz az 5. tablazatban levé egyensulyi allandokat
hasznaltuk fel. A fémkomplex 570 nm-en mért elnyelése o jellel van jeldlve. {c(lawH) =
c([Ru(Cym)(H,0)3]*") = 200 uM; 1 = 0,20 M (KCI); T = 25,0°C; £ = 2 cm}

A komplex Kis stabilitisa és a Ru(arén) kationok fokozott hidrolizisének
koszonhetden fiziologias pH-n gyakorlatilag fémkomplex nincs is jelen az oldatban. A
Rh esetén kisebb stabilitasi allandot hataroztunk meg, a lawH esetén csak egy maximum
értéket tudtunk megadni, kdlesonhatds nem volt kimutathatd fotometrids mérésekkel. A
stabilitasi allandok szamértéke a kovetkezd trend alapjan valtozik: Ru(Cym) > Ru(Tol)
> Rh(CsMes). A ftiokol komplexei esetén mindharom kation esetén lehetett szamolni
stabilitasi allandot. A [Rh(CsMes)(ftiokolat)(H,O)]" komplexhez tartozik a legkisebb
egyensulyi allando, azonban a kation kisebb hidrolitikus hajlama miatt fiziologias pH-n
még jelen van a komplex (14,5%).

A komplexek ligandumokhoz képest nagyobb rakellenes hatasat a kapott egyensutlyi
allandok birtokaban nem tudjuk megmagyarazni. Az eredményeink azt mutattak, hogy a
legnagyobb rékellenes aktivitasi [Ru(Cym)(phth)(H.0)]" gyakorlatilag teljesen
disszocial vizes kozegben, mig a nem citotoxikus [Rh(CsMes)(phth)(H.O)]" volt a
legnagyobb aranyban (14,5%) jelen fizioldgias pH-n. Az ellentmond6 eredmények
feloldasaként egyfajta szinergista hatas feltételezhetd, mely a deprotonalt ligandum és a

[(Ru(Cym))2(u-OH)3]" részecske egyiittesének koszonhetd.
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5. tablazat: Az (0,0) donor ligandumok savi disszociacios allanddja (K,), és félszendvics
kationokkal képzett komplexeiknek stabilitasi allandoi (K[M(arén)(L)]) és a komplexekben
kotott viz deprotonalodsat (K [M(arén)(L)]) és Kkloridionokra torténd cseréjét jellemzd
(K’(H,O/CI")) egyensulyi allandok. {I = 0,20 M KCI; T =25,0°C}

HL pKa(HL) Ru(Cym) Ru(Tol) Rh(CsMes)
lawH 3,90(1)° lgK[M(arén)(L)]* 3,45(1) 3,31(2) <31
phthH 5,08(1)* IgK[M(arén)(L)]? 4,04(3) 3,78(4) 3,52(3)

b 7,93(9)° 6,44(1)°
acacH 8,76(1) IgK[M(arén)(L)] 8,56° ] ]
8,09(4) 6,48(1)
pKa[M(arén)(L)] - 9,32(3)° -
lgK’>(H,0/CI") - - 1,11(1)°
HsL: 7,72(6)
curcH;  H,L:9,54(1)  IgK[M(arén)(L)] - - 25,76(4)"
HL: 10,32(1)*
a: UV-vis titralas, pH = 2-11,5 d: 'H NMR titralas, pH = 2-11,5
b: pH-potenciometrias titralas, pH = 2-11,5 e: UV-vis, ¢(CI)=0-0,3M,pH=7,3
c: szakirodalmi érték, ref. [62] f: UV-vis, ¢(M(arén))/c(L) = 0-8,6, pH = 6,8

A Kkurkumint (6. abra) és komplexeit az irodalmi attekintésben mar bemutattam,
rakellenes hatdsa jol ismert. Egylittmiik6dé partneriink mérései is ezt igazoljak, ahol
Colo320 rakos sejteken vizsgaltuk meg a kurkumin rakellenes hatdsat 6nmagéban és
félszendvics kationok jelenlétében. Haromnapos inkubaciot kovetden a kurkumin és
Rh(CsMes)-komplexe 15 (1) uM és 12 (£ 1) uM ICsp-értékeket mutattak, ami
gyakorlatilag ugyanolyan hatasossagra utal. A Ru(arén)-komplexeknek kissé csokkent a
citotoxicitasa a ligandumhoz képest (Ru(Cym): 26 =2 uM és Ru(Tol): 20 + 4 uM).

Szamos félszendvics komplex alkotoeleme a kurkumin vagy annak szarmazéka,
melyekben (O,0) donoratomokat tartalmazo ligandumként hattagt kelatgytiriit képez,
azonban részletes oldategyensulyi vizsgalatokat nem folytattak eddig félszendvics
kurkumin komplexekre tiszta vizes kozegben. A hasonld jellegi mérésnél
segédoldoszerre volt sziikség a kurkumin rossz oldhatdsaga miatt, mint pl. a Fe(lll)-
ionokkal valo kolcsonhatas vizsgalata esetén, ahol 50 (v/v)% metanolt hasznaltak [154].
Etanolban vald kitlind oldhatdsdga miatt munkank soran tiszta etanolos torzsoldatot
készitettiink, emellett 5% (v/v) etanol-viz elegyet hasznaltunk a mintakban. Ily médon
kis (uM-os) koncentraciokat lehetett elérni, és spektrofotometriasan is kovetni tudtuk az
egyes folyamatokat. A kurkumin savas kozegben rosszul oldédik, lagos kozegben
oldhatosaga megnd, azonban ekkor hidrolitikusan és fotolitikusan is bomlik. Ezért a

fotometrias titralasok soran fénytdl védtiik a mintdkat, a pH mérése és a kiivettdba valod
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Kivétel utdn a mintarészleteket megmértiik, de tijra mar nem hasznaltuk fel oket. Igy
hataroztuk meg a ligandum harom atfedé deprotonalddasat jellemzé pK, értékeket
(5. tablazat). A legkisebb valdszinileg a f-diketon részhez tartozik, mig a fenolos
hidroxilcsoportok bazikusabb pH-n deprotonalodnak. Az 1:1 fémorganikus triakva
kation:ligandum 6sszetételti mintak komplexképzddésre utald valtozast nem mutattak a
pH valtoztatasakor, igy nem lehetett stabilitasi allandokat szamolni ezekbdl a mérési
adatokbol. A [Ru(Cym)(H.0)s]** és [Ru(Tol)(H0)s]** kationokat tartalmazo
mintdkban csapadékkivaldsra utalt az alapvonal emelkedése, ami feltételezhetden ezek
kurkuminéto komplexeinek kivalasanak koszonheté. A [Rh(CsMes)(H,0)s]* kationnal
oldhatosagi probléma nem volt tapasztalhato. A kurkumint a kationnal titraltuk, a
spektralis valtozas felbontasabol a komplex stabilitasi allandojat meg lehetett hatarozni
(5. tablazat). Mivel a cél az oldatbeli stabilitas részletesebb Gsszehasonlitasa volt, a
kurkuminnak egy olyan modelljét kerestiik, amelynek a Ru(arén) komplexei is
vizoldhaték. Mivel az oldhatésag (és fényérzékenység) korlatozta a kurkuminnal
végrehajtott vizsgalatok tobbségét, ezért a legegyszeriibb vizoldhaté modelljének
viselkedése a kurkumin komplexképz6 tulajdonsagaroél is arulkodhat.

A kurkumin kézponti, koordinaldédoé része egy S-diketon, mely csoportot a legkisebb
ilyen molekula, az acetil-aceton (acacH) modellezi, melyet az 6. abran is lathatunk.
Ennek ¢és szarmazékainak félszendvics komplexeirdl talalhatok adatok a
szakirodalomban, a [Ru(Cym)(acac)Cl] komplex egykristaly rontgendiffrakcios
szerkezete [60] és egyensulyi allandoja is ismert [62]. Szerkezetét a szakirodalomban
talalt [Ru(Cym)(curcH,)CI] [155] komplexszel dsszevetve megfigyelhetd a kotésszogek
¢és -hosszak nagymértékli hasonldsaga, azaz jo szerkezeti modell.

A [Ru(Tol)(acac)Cl] és a [Rh(CsMes)(curcH2)Cl] komplexek esetén nekiink is
sikeriilt rontgenkrisztalografiai mérésre alkalmas egykristalyokat eldallitanunk (13.
abra). Megallapitottuk, hogy a fém-oxigén kotéshossz és kotésszog a haptoligandum
cseréjével (p-cimol—toluol) kismértékben valtozik. A szilard fazist adatokbol is lehet
kovetkeztetni a stabilitasbeli kiilonbségre a Rh(CsMes)- és Ru(arén)-komplexek
Osszehasonlitasakor. A [Ru(Cym)(curcH,)Cl] szerkezete [155] 0Osszehasonlitva az
altalunk eléallitott [Rh(CsMes)(curcH,)Cl1] szerkezetével (13.b abra) révidebb M-O
kotéseket mutat (2,071 A vs. 2,078 A), ami erdsebb kdlcsdnhatést és nagyobb stabilitast

feltételez az elobbiben.
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13. abra: a) A [Ru(Tol)(acac)Cl] és a b) [Rh(CsMes)(curcHy)CI]x2 MeOH egykristaly
rontgendiffrakcios szerkezete. A termalis ellipszoidok 50%-0s valdsziniiséggel jelolik az
atomok pozicidit. Az oldészermolekulakat és a hidrogénatomokat a jobb atlathatosag érdekében
nem mutatjuk.

Az acacH vizben val6 jo oldhatosdga miatt NMR és pH-potenciometrias méréseket is
tudtunk végezni. Az acacH keto-enol tautoméria révén két formaban van jelen vizes
kozegben, melyek kozott lassti csere van a 'H NMR spektroszkopias mérések alapjan.
Az altalunk meghatarozott ezen folyamatra vonatkozd egyensulyi alland6 kozel van a
szakirodalmi értékhez: K(enol/keto) =0,23(1), (szakirodalmi adat: 0,21 [156]), azaz
savas/semleges kozegben a keto forma dominal. Azonban bazikus kdzegben az enol
forma deprotonalédik enolatta, mely jol kovethetd a csticsok kiszélesedésével 'H NMR
spektrumokon. Fémorganikus kationok jelenlétében, mM-os koncentracidban a
spektrumokon szamos jel lathato: a fémkomplex mellett az acacH két tautomere és a
fémorganikus kation akva ¢€s hidroxidohidas kétmagva komplexe is kiilon-kiilon
megjelenik, melyet a 14. abra szemléltet, az el6forduld részecskék és azok NMR
spektrumnak valo jeleinek megjelolésével. A kiilonb6z6 pH-n felvett NMR
spektrumokbol stabilitasi allanddkat tudtunk szamolni a [Ru(Tol)(H20)3]2+ €s
[Rh(CsMes)(H20)s]**  kationokat tartalmazé kozegben (a [Ru(Cym)(Ho0)s]**
komplexére mar korabban torténtek mérések Bird és munkatarsai altal [62]). Az értékek
jol egyeztek a pH-potenciometrids mérések eredményeivel (5. tdblazat), és a Ru(arén)-
komplexek nagyobb stabilitisait mutatjak. Az Rh(CsMes) és a Ru(arén)-kationok
kordbban emlitett eltérd hidrolitikus hajlama miatt nagy kiilonbség lathatdo az egyes
fémkomplexek kozott. [Ru(Tol)(acac)(H20)] esetében a komplexben nem kotott akva-

¢s hidroxidokomplexek a teljes pH-tartomanyban jelen vannak 1:1 fémorganikus
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kation-ligandum aranynal, mig Rh(CsMes) esetén van olyan pH-tartomany, ahol csak a

komplex van jelen (pH = 7-8, 14. abra).
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14. gbra: a) A [Rh(CsMes)(H,0)s]** — acacH (1:1) rendszerben eléfordulo részecskék szerkezeti
képletei. b) A [Rh(CsMes)(H,0)s]*" — acacH (1:1) rendszer *H NMR spektrumai pH=1,9-11,4
kozott felvéve. Az a)-ban feltiintetett részecskék protonjaihoz tartozd csucsok kiilonbozo
szimbolumokkal jelslve. {c(acacH) = 2,0 mM; c([Rh(CsMes)(H,0)s]*") = 2,1 mM; 10% D,O; T
= 25,0 °C; 1=0,20 M (KCI)}.

Tovabba megfigyelhetd, hogy bazikus kozegben a komplexben kotott CsMes jelei
lecsokkennek, majd eltiinnek, helyette egy 10j jel jelenik meg, amely a kétmagva
hidroxidokomplexhez tartozik. Vegyes hidroxidokomplex [Rh(CsMes)(acac)(OH)]
képz6dése nem volt megfigyelhetd ilyen koriilmények kozott. Ezzel szemben a Ru(Tol)
esetében a kétmagvu hidroxido forma megjelenésével parhuzamosan eltolodnak az
acac-komplex jelei, mely a koordinalt viz deprotonalodasara utal. Ez szigmoid gorbét ir
le a pH fliggvényében, melybdl a meghatarozott pK, értéket az 5. tdblazatban tiintettiik
fel. Ugyanitt szerepelnek a meghatarozott IgK[M(arén)(L)] értékek is, melyek ugyanazt
a trendet mutatjak, mint a naftokinonok esetén.

Mivel mind az acacH, mind a curcHs; komplexének stabilitasi allandoja ismert a
Rh(CsMes) esetén, ezeket 0ssze lehet hasonlitani. Az egyensulyi allandok szamértéke a

ligandumok eltér6 protonalddasi tulajdonsdga miatt nem mérvado. Kozvetlen
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Osszehasonlitdshoz koncentracideloszlasi gorbéket lehet alkalmazni, melyeket azonos

koriilmények kozott szamoltunk (1d. 15. abra ).
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15. abra: a) A [Rh(CsMes)(H,0)s]** — acacH (szaggatott vonalak) és a [Rh(CsMes)(H,0)s]*" —
curcH; rendszerek koncentracioeloszlasi gorbéi. b) pM* gorbék a fémorganikus kationok
Osszehasonlitdsara az M(arén) — acacH rendszerekben. Az a) és b) abrakhoz az 5. tablazat

allandoit hasznaltuk fel. {c(acacH) = c(curcHs) = c(kation) =5 uM; | = 0,20 M (KCI)}

A 15.a abran kozel futnak egymashoz az egymasnak megfeleltethetd részecskékhez
tartozo gorbék, az eltérés mértéke Kkicsi. Ez alapjan elmondhatd, hogy oldategyensulyi
szempontbol elégséges, de nem tokéletes modellje az acetil-aceton a kurkuminnak. A
kiilonbozé fémorganikus részt tartalmazd komplexek stabilitasat a pM* értékek
Osszevetésével hasonlitottuk 6ssze. A pH fiiggvényében abrazolt pM* gorbék (15.b
abra) alapjan elmondhato, hogy a komplexképzddés profilja nagymértékben eltér a Ru
és Rh tartalmt kationok kozott. Mig a Ru(arén) komplexek esetén inkabb a savas pH-
tartomanyban van a gérbe maximuma (toluol: pH = 5,32, p-cimol: pH = 5,72), addig a
Rh(CsMes) jelenlétében ez pH = 8,08-on talalhato. A komplexképzddéssel versengd
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folyamatok savas oldalrol a ligandum protonalodasa, mig masik oldalrél az
[(M(arén))2(OH)3]" részecske képzdédése, melyek a komplex disszociaciot elésegitik.
Fiziologias pH-n a [Rh(CsMes)(acac)(H,O)] komplexbdl van a legnagyobb mennyiség
azonos koriilmények kozott.

A Kloridiont tartalmazo kozeg esetén szamolnunk kell azzal, hogy a kloridion
koordinal6dasa nagy hatassal lehet az egyenstlyi allandokra, emellett a komplex toltése
is valtozik -1-gyel, ami a lipofilitast befolyasolja, ahogy ezt mar a kutatécsoportunk
tobb publikacidjaban is bemutattuk [88,97]. A kiilonboz6 komplexek kloridion-
affinitasat gyakran nem hatarozzak meg, és nincs egy altalanosan elfogadott mddszer. A
szakirodalomban ioncserés és kinetikai modszerekbdl szamolt stabilitasi allandokra
lathato példa [44,104]. Az NMR spektrumokon az egyensulyi allapotban lathato az
[M(arén)(L)CI] és az [M(arén)(L)(H20)] jele, melybdl szintén szamoltak allandot vagy
egy egyensulyi hidrolizalt aranyt [121,157]. Az altalunk hasznalt médszer alapjan a
kloridionoktol mentes oldatot KCl-oldattal titraljuk, a spektralis valtozast kovetjikk UV-

vis fotometrias modszerrel. A lejatszodo egyenstlyi reakcio:
[M(arén)(L)(H,0)] + CI' = [M(arén)(L)CI1] + H,O

A spektrumok és koncentraciok megadasa utan a PSEQUAD programmal [148]
végeztiik a spektrumok felbontdsat és szamitottuk a molaris abszorbancia spektrumokat
és a IgK '(H,0/CI") viz—kloridion csereallandokat. Ezen egyensulyi allando segitségével
megadhatjuk, hogy adott kloridion koncentracié mellett a komplex hany szazaléka van
Klorido-, ill. akvaformaban jelen.

A 16.a abran megfigyelheté a [Rh(CsMes)(acac)(H20)]" példajan keresztiil a
valtozas jellege: a CT-sav a nagyobb hullamhosszak felé tolodik, a Amax értéke nd. Az
egy hullamhosszon torténd valtozast a 16.b abra mutatja be, mely telitési gorbe jelleget
mutat. Altalanosan a fiziologias pH a legfontosabb a rakellenes komplexek
vizsgalatakor, a mérés pH-ja sokszor kissé savasabb kozegben tortént (pH~6), hogy
elkertiljiik a kiindulasi, kloridionoktdl mentes kézegben az [M(arén)(L)(OH)] komplex

képzddését.
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16. 4bra: a) A [Rh(CsMes)(acac)(H,0)]" UV-vis spektrumai kiilonbozé kloridion koncentraciok

crer

{c([Rh(CsMes)(H,0)s]*") = c(acacH) = 1 mM; ¢(CI) = 0-300 mM; pH = 7,30 (20 mM foszfat
puffer); T = 25,0°C; £ =1 cm}.

Az Osszefoglald 17. abran Osszehasonlitottuk a korabban vizsgalt (O,0) donor
deferipron [67], maltol és allomaltol ligandumokkal [36] a naftokinon és acetil-aceton
Rh(CsMes)-komplexek oldatbeli stabilitasat. A kovetkezo trend allapithaté meg a pM*

értékeket vizsgalva: deferipron > maltol, allomaltol > acetil-aceton >> ftiokol, lawsone.

17. &bra: Szamolt pM*-gorbék a [Rh(CsMes)(H.0)s]* — (0,0) (1:1) kétfogn ligandum
rendszerekre, felhasznalva az 5. tablazat egyenstlyi allandoit és szakirodalmi adatokat. L =
lawH (- - -); phthH (—); acacH (-----); maltol (-------) [36]; deferipron (-----) [67] {c(L) =
c([Rh(CsMes)(H,0)3]*") = 100 uM; | = 0,20 M (KCI); T = 25,0°C}.
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A kelatgylirii tagszamdnak nincs nagy hatdsa, sokkal inkdbb a ligandum
koordinalédott anionos formdja a donté. A delokalizalt rendszer jellege és mértéke eltér
az egyes tipusoknal, melyeket az abran is feltiintettem. A deferipron €s maltol esetén
egy gylrls, aromas rendszerhez hasonl6 allapot alakul ki, ez valoszinlileg egy extra
stabilitast okoz. A f-diketonatok €és a naftokinonok esetén a delokalizacié két oxigénre
¢és a koztiik levd harom szénatomra terjed ki, azonban az el6bbieknél mindkét oxigén
koordindlodik a fémionhoz (azaz a kelatgylriiben talalhatdé a delokalizacio), mig
utobbiak esetén a 4. pozicidban levl oxigén vesz részt ebben korabbi vizsgalatok és
rontgenkrisztallografias szerkezetek alapjan [141]. A delokalizaci6o a 17. &bran van

feltiintetve.

5.2. Komplexképzés (N,0) donoratomokat tartalmazé ligandumokkal
5.2.1. A2A-dipikolinat félszendvics Rh- és Ru-komplexeinek oldatkémiai vizsgadlata

A dolgozatban targyalt (N,O) donortatomokat tartalmazo ligandumok elsé tagja a 2,4-
dipikolinsav, mely egy piridin nitrogénen ¢és egy karboxilat oxigénen keresztiil képes
ottag  kelatgyliri  kialakitdsdira a  félszendvics kationok  fémcentrumaval
monokomplexet képezve. Ezt bizonyitja a mar korabban elballitott [Ru(Cym)(2,4-
dipicH)CI] [87] és két analogjanak, a [Ru(Tol)(2,4-dipicH)CI] és a [Rh(CsMes)(2,4-
dipicH)CI] altalunk meghatarozott egykristaly szerkezete (18.a,b abra). Ezekben a
fémion—N tavolsag és a fémion—O tavolsag a Rh(CsMes) esetén a legnagyobb, a két Ru-
komplexnél kozel azonos, mig a fémion—Cl tavolsag ezzel ellentétesen alakul. A
ligandum képes két fémion kozotti hidligandumként is viselkedni, mint azt a
[Ru(Tol)(2,4-dipic)]s komplex szerkezete is bizonyitja (18.c abra). Egy korabban k6zolt
példa is tartalmaz Ru(Il) fémcentrumot és 2,4-dipic ligandumot, a [Ru(PPhs),(2,4-
dipic)]s egy négyszogletii komplex [158]. Azonban vizes oldatban semmilyen kisérleti

adat sem utal a haromszogletii komplex jelenlétére.
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18. abra: a) A [Ru(Tol)(2,4-dipicH)C1]x3 H,0, b) a [Rh(CsMes)(2,4-dipicH)C1]x3 H,O és c) a
[Ru(Tol)(2,4-dipic)]sx7 H,O komplexek egykristaly rontgendiffrakcios modszerrel
meghatarozott szerkezete. A termalis ellipszoidok 50%-os valosziniiséggel jelolik az atomok
poziciodit. A hidrogének és a vizmolekuldk a jobb lathatdsag kedvéért nincsenek adbrazolva.

Dolgozatomban a 2,4-dipicH; ligandum [Ru(Cym)(H20)s]** és [Rh(CsMes)(H20)s]**
kationokkal valé komplexképzodési oldategyenstlyait vizsgaltuk. Kutatocsoportunkban
korabban mar részletesen vizsgaltak a [Ru(Tol)(H;0)s]** kélcsonhatasat kiilonbozd
pikolinatokkal, koztik a 2,4-dipikolinattal is, ahol nagy vizes oldatbeli stabilitast
tapasztaltak [88]. Oldategyenstlyi méréseinket 0,20 M-0s KCI jelenlétében végeztiik, a
korabbi mérésekkel (2-pikolinsav, 2,6-dipikolinsav, egyéb pikolinatok) vald
Osszehasonlitas végett. A 2,4-dipikolinsavnak harom disszociabilis protonja van,
melyek savas pH-n deprotonalddnak (pKj, értékek: < 1; 1,84 és 4,70) [88].

A komplexképzddési reakcio jol kovethetd az UV-14thatd hulldmhossz tartomanyban
(19.a,b abra). Mig a Rh(CsMes)-komplex egy percen beliil kialakult pH = 0,7-en, addig
a Ru(Cym) esetén ez koriilbeliil 80 perc volt (19.a dbra). A nagy abszorbancia-valtozas
jelentds aranyu komplex jelenlétére utal mar pH = 0,7-en. Ezen a pH-n a 'H NMR
spektrumokon csak a komplex jelei voltak lathatok (szabad ligandum és fémion nem
volt jelen), ami nagy stabilitasra utal. Igy a kationt és a ligandumot 1:1 ardnyban
tartalmazé mintdk titralasdbol a komplex képzOédésére vonatkozd stabilitasi allandot
nem tudunk meghatarozni. A stabilitasi allandé meghatarozasdhoz ligandum kiszoritast
végeztiink, az alabbi reakcio szerint:

[M(arén)(2,4-dipic)(H20)] + (pic)” = [M(arén)(pic)(H20)]" + (2,4-dipic)*
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19. abra: A komplexképzédés idofiiggdé UV-vis spektrumai pH = 2,0-n. a) A
[Ru(Cym)(H,0):]*" + 2,4-dipicH, és b) a [Rh(CsMes)(H,0):]*" + 2,4-dipicH, 1:1 aranyt
reakcidelegyeinek spektrumai. Pontozott vonallal a reaktansok abszorbancidi, szaggatott
vonallal azok additiv spektruma lathaté. {c([M(arén)(H,0)s]*") = ¢(2,4-dipicH,) = 202 uM; T =
25°C; 1=0,20 M (KCI); £=1,0 cm}

Ehhez olyan ligandumra volt sziikség, mely kozel hasonld stabilitasi komplexet
képez ezekkel a fémorganikus kationokkal és stabilitasi allanddja ismert [36,88,159].
Ezek alapjan a 2-pikolinsavat valasztottuk (picH). Mivel a picH és a 2,4-dipicH,, ill.
komplexeik abszorpcios savjai egymassal atfedé hullamhossz-tartomanyban vannak és
egymashoz hasonldak, spektrofotometrias mérésekkel bizonytalan lenne a
meghatarozas. 'H NMR spektroszkopias modszert alkalmaztunk, mert jol elvalnak
egymastol a szabad és a komplexben kotott ligandum jelei a spektrumokon, ahogy ez a
20. abran is lathat6. A [Rh(CsMes)(2,4-dipic)(H,0O)] komplex esetén a mintasorozat

spektrumaibol szamolt aranyok alapjan hataroztuk meg stabilitasi allandot (6. tablazat).

47



6. tablazat: A picH és 2,4-dipicH, ligandumok félszendvics kationokkal képzett komplexeinek
stabilitasi alland6i (K[M(arén)(L)]) és a komplexekben kotétt viz deprotonalodasat
(Ka[M(arén)(L)]) és kloridionokra torténd cseréjét jellemzé. (K’(H,O/CI') allandok. {I = 0,20 M
(KCI); T =25,0°C}

HL Rh(CsMes) Ru(Cym) Ru(Tol)?
. 1gK[M(arén)(L)] 8,47(5)° > 12,2 > 11,6
irl_ jg pK.[M(arén)(L)] 10,39(3)° 8,91(1)° 8,44
S |gK’(H,O/CI) 1,92(1)° 1,23(1)° 1,2
IgK[M(arén)(L)] 8,90 >10,7 >10,8
5 pKa[M(arén)(L)] 10,44 8,90 8,53
o
IgK’(H,0/CI") 2,20 1,4 1,3

a: szakirodalmi érték, ref. [88]
b: 'H NMR kiszoritas, c(picH)/c(2,4-dipicH,) = 0-2,

d: UV-vis, ¢(CI) =0-0,2 M, pH =7,4
e: szakirodalmi értékek, ref. [36,88,159]

c: UV-vis titralas, pH = 2-11,5
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20. abra: a) A [Rh(CsMes)(2,4-dipic)(H,0)] — picH rendszer kiilonb6z6 picH koncentracioknal
felvett 'H NMR spektrumai, ill. a két ligandum és a [Rh(CsMes)(pic)(H;0)]" '"H NMR

crcr

nem kotott dipikolinat jeleibdl; o: CsMes jelekb6l szamolt), ill. a stabilitasi allandé alapjan
illesztett szabad 2,4-dipicH, ligandum aranya. {c([Rh(CsMes)(2,4-dipic)(H.O)]) = 260 uM;
c(picH) = 0-532 uM; pH = 6,5 (20 mM foszfat puffer); T=25,0°C; 1=0,20 M (KCI); 10% (v/v)
D,0}
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Ez az eljaras nem volt sikeres a [Ru(Cym)(2,4-dipic)(H,0)] komplexnél, mert az
aromas haptoligandum elvesztése jatszodott le, és egy oktaéderes komplex képzdodott a
Ru(Il) oxidéciojaval parhuzamosan. Ennek elsé jele a mintdk szinének jelentds
valtozasa volt (21. abra), melyet az NMR spektrumokon levé jelek kiszélesedése (és
eltiinése) erdsitett meg, ugyanis a képzodd Ru(lll)-komplex paramagneses. A reakcio
részletesebb kinetikai vizsgdlatat tliztiik ki célul, mivel korabbi mérések soran a pic
esetén nem irtak le ehhez hasonlo reakcidt 1:2 fémorganikus kation:ligandum aranynal

[88,159].

1,5 -

1,0 -

Abszorbancia

0,5 -

A reaktansok
additiv spektruma

0,0 —_—
300 400 500 600

21. abra: A [Ru(Cym)(2,4-dipic)(H,O)] — 2,4-dipicH, (1:2) rendszer id6fiiggé UV-vis
spektrumai. {c([Ru(Cym)(2,4-dipic)]") = 200 uM; c(2,4-dipicH,) = 400 uM; pH = 7,25; T =
25°C; 1=0,20 M (KCI); £=1,0 cm}

A reakciot harom eltéré pH-n (0,7, 2,0 és 7,4) és kétféle ligandum feleslege (2,4-
dipicHz, 1,10-fenantrolin (phen)) mellett vizsgaltuk. A [Ru(Cym)(2,4-dipic)(H.0)]
komplexhez aerob koriilmény mellett, két ekvivalens ligandum hozzaadasakor az
abszorpcids spektrumokon jelentds valtozas figyelhetd meg. Elmondhatd, hogy a pH
novelésével a spektralis valtozasok gyorsabba valtak. A 2,4-dipicH, feleslege esetén
gyorsabb reakciok voltak lathatok, mint phen-nél. Mindkét ligandumnal két 1épésben

torténik a reakcid, amint azt a 22. abran a feltételezett reakcidséma mutatja.
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22. abra: A ligandumfelesleg mellett lejatsz6dd arénvesztési reakciok [Ru(arén)(N,O)(H,0)]
komplexek esetén. 1.: reakcio (N,O) ligandum feleslegénél; Il.a: reakcié 1 eq. phen-nel; Il.b:
reakcio 2 eq. phen-nel.

Az elsé 1épés a masodik kétfogu ligandum belépése a koordinacids szféraba, mely
egyben a p-cimol leszoritasat is eredményezi. Ezt a folyamatot a nagyobb
hullamhosszokon megndvekedett elnyelés kiséri. A masodik 1épés a harmadik kétfogu
ligandum koordinalédasa, mely mar egy lassabb folyamat. A masodik folyamatra utal,
hogy izobesztikus pont figyelheté meg a 21. dbran (15 h—40 h). A mintak kiindulasi
citromsarga szine a 2,4-dipicH; felesleg hatasara végiil zold lesz, mig a phen esetén
vords. A szakirodalomban mar tobb példa is lathatd az arénvesztés mellékreakciojara,
ezekben ko6z0s, hogy a kétfogu ligandumok tartalmaznak legaldbb egy piridin jellegii
nitrogén donoratomot [121,160]. Az ott kdzolt komplexeknél azonban nem volt sziikség
ligandumfeleslegre, a monokomplex mar énmagaban sem volt stabilis. A Ru(ll)-arén
kotés erGssége egyrészt az arén erés m-donor jellegébdl adodik, masrészt a fémion
elektronjai az arén lazitopalyaira keriilnek, azaz viszontkoordinacid valdosul meg.
Valészintileg a kétfogu ligandum ezeket gyengiti meg, mivel versengés 1¢ép fel a fémion
elektronjaiért, meggyengitve a fémion-arén kolcsonhatast [160]. Ez a vizsgalat azért
jelentds, mert a szervezetben is taldlhatok hasonld tipusu, koordindlodni képes

ligandumok, melyek megsziintethetik a félszendvics szerkezetet. Mivel elsdsorban
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rakellenes vegyiiletek eldallitaisa a cél, ezért fontos ilyen molekuldk reakcidival
foglalkozni. Ilyen vegyiiletek példaul a triptofan metabolizmusaban keletkezd
kinolinsav, a xanturénsav és a cinnabarinsav [79], melyek a pikolinatokhoz hasonléan
(N,O) donoratomokat tartalmaznak. Ezek igen kis mennyiségben vannak jelen, de a
rakos sejtbe bejutd fémkomplexek mennyisége is kicsi (nM-uM). A Rh(III)-CsMes
kotés stabilabb, mindossze egy ilyen reakciot kozoltek eddig vizes oldatban, pH = 10-
en, metil-timinnel lejatszo6do reakcio esetén [161].

Az arénvesztés miatt a [Ru(Cym)(2,4-dipic)(H.0)] komplex stabilitasi allandojat
nem tudtuk meghatarozni, a 6. tablazatban megadott minimum értéket csak becsiiltiik
azt feltételezve, hogy >5%-os disszociaciot mar tudnank megbizhatéan detektalni *H
NMR spektroszkdpiai modszerrel. (Mivel szabad fémiont, ill. ligandumot gyakorlatilag
nem detektaltunk pH = 0,7-11,5 kozott 1:1 fémorganikus kation-ligandum aranyu
mintak spektrumaiban, Id. feljebb, ami alapjan a stabilitasi allandé egy bizonyos érték
feletti).

Emelve a pH-t az 1:1 fémorganikus kation-ligandum arany mintakban, az UV-vis
spektrum alakja megvaltozik, a nagyobb hullamhosszak iranyaba tolodik el a CT-sav.
Ez a koordinalt viz deprotonalédasanak a jele, melynek soran vegyes ligandumu
hidroxidokomplex képzédik, és ezt a folyamatot a pKy[M(arén)(L)] allando jellemzi
(8. abran feltiintetett folyamat). A 23. abran egy példa lathato erre, melynek soran az
egy hullamhosszon kigytijtott abszorbancia-valtozas egy szigmoid gorbét ir le. A
spektrumok felbontasaval, a PSEQUAD program [148] segitségével meg tudtuk
hatarozni a pKy[M(arén)(L)] értékeket, melyek a 6. tablazatban vannak feltiintetve. A
korabban is tapasztalt altalanos trend itt is igaz [97], a Ru(arén)-komplexben kotott
vizmolekula kisebb pH-n deprotonalodik, mint a Rh(CsMes)-komplexnél. Az egy
karboxilatcsoporttal kevesebbet tartalmazé 2-pikolinat komplexekhez viszonyitva
gyakorlatilag ugyanazt az egyensulyi allandot kaptuk vissza (8,90 vs. 8,91 és 10,44 vs.
10,39 [36,159]), a 2,4-dipikolinat-komplex eggyel negativabb toltésének nincs

szamottevo hatdsa a deprotonalddasra.
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23. abra: a) A [Ru(Cym)(2,4-dipic)(H,O)] komplex kiilonb6zé pH értékeknél felvett UV-vis
spektrumai. b) A mért abszorbancidk 380 nm-en (#) és a 6. tablazatban felhasznalt allando
felhasznalasaval szamolt értékek (--). {c([Ru(Cym)(H,0):]*") = c(2,4-dipicH,) = 200 uM;
T=25°C;1=0,20M (KCI); £=1,0cm}

A jelen fejezet 2,4-dipic-komplexeire meghataroztuk a viz—kloridion csereallandokat
az 5.1. fejezetben leirt modszerrel, melyet kiegészitettiink a viz-bromidion csere
vizsgalataval. A koordinalt viz deprotonalodasa és a halogenidionokra torténé cseréje
soran is a vizmolekula egy egyszeresen negativ toltésii részecskére cserélédik. Mind a
OH’, mind a CI" esetén a nagyobb hullimhosszak felé tolodik el az abszorpcios
spektrum, mivel ezek a ligandumok erésebb m-donorok a vizmolekulanal. A viz—
halogenidion cseredllandokat a 24. &bra oszlopdiagramjardl lehet leolvasni a négy

komplex esetén.
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24. abra: A viz—halogenidion csereallandok (IgK ’(H,O/X")) a [Ru/Rh(arén)(pic/2,4-dipic)(H,0)]
komplexekre. A piros oszlopok a Rh(CsMes) komplexeihez tartozéd allandokat jelolik, mig a
zold oszlopok a Ru(Cym) komplexeinek allando6it mutatjak.

Az adatokbodl lathato, hogy a Rh-komplexek nagyobb affinitist mutatnak a
halogenidionok irant, mint a Ru-komplexek. A bromidokomplexek egyensulyi allanddja
minden esetben nagyobb, mint a kloridokomplexeké. A pikolinat és a dipikolinat
komplexek Osszevetésébdl azt is megfigyelhetjiik, hogy a komplex toltésének is van
hatasa, a 2,4-dipikolinat extra negativ toltés hatasara kisebb az alland6é az analdg

pikolinat-komplexekhez képest.

5.2.2. Egy vizoldhato 8-hidroxi-kinolin-aminosav hibrid oldategyensulyi vizsgalata és

komplexképzo tulajdonsaga

Dr. Szakacs Gergely és kutatocsoportja leirta, hogy a 8-hidroxi-kinolinok 7-es
pozicioban —CH,—NR; szubsztitudlt szdrmazékaihoz egy kiilonleges bioldgiai hatés
tarsithatd, nevezetesen a multidrog rezisztens rdkos sejteken vald megndvekedett
citotoxikus hatas [93]. Dr. Szatmari Istvannal egyiittmikodve (SZTE, GYTK,
Gyogyszerkémiai Intézet) az 5-kloro-8-hidroxi-kinolin L-prolinnal alkotott hibridjét
(HQCI-Pro) terveztiik meg, ahol az ikerionos szerkezet (széles pH-tartomanyban
protonalt aminocsoport és deprotonalt karboxilcsoport) az oldhatosag javitasat hivatott
szolgalni (25. abra). A ligandum elballitasa és karakerizalasa a Gyodgyszerkémiai

Intézetben tortént.
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25. abra: A HQCI-Pro ligandum deprotonalodasi Iépései, feltiintetve a feltételezett
intramolekularis hidrogénkotést. Az egyes folyamatokhoz tartozé pK, értékek a 'H NMR
spektroszkopias mérésekbdl szarmaznak. {c(HQCI-Pro) = 480 uM; 10% D,O; | = 0,20 M
KNOg3; T=25°C}

A HQCI-Pro ligandum négy disszociabilis proton tartalmaz (25. abra): a prolin rész
karboxil- és aminocsoportjan, ill. a kinolinium nitrogénen és a hidroxilcsoporton levd
protonok. Ezek pK, értékeit *H NMR spektroszkopias, pH-potenciometrias és UV-vis
spektrofotometrias  titralasokkal ~ hataroztuk  meg.  Spektrofotometriasan  a
hidroxilcsoporthoz tartozd értéket, mig a kinolinium nitrogénhez (NgH") tartozé pKa,
értéket  'HNMR  spektroszkopia és  pH-potenciometria segitségével sikertilt
meghatarozni (25. abra). A prolin részhez tartozé karboxilcsoport mar erésen savas
kozegben elveszti protonjat, mig a protonalt aminocsoportnal (NpoH) pH > 11
tartomanyban indul el a deprotondlodasi folyamat, igy ezekben az esetekben csak
hatarértékeket tudtunk megadni. Ha Osszehasonlitjuk a 8-hidroxi-kinolin savi
disszociacios allandoival, megallapithatd, hogy ezen szarmazék azonos funkcids
csoportjainak kisebbek a pK, értékei. Ebben alapvetéen Szerepe van az 5. pozicidoban
talalhato elektronszivo klor-szubsztituensnek is, azonban a 8-hidroxi-5-klér-kinolin pK,
értékei (4,01 (NgH") és 8,37 (OH), Marvin szoftverrel [162] becsiilt értékek) nem
magyarazzak teljes mértékben ezt a nagymértékii csokkenést. A kis pK, értékhez
valésziniileg a protonalt, és igy pozitiv toltésii protonalt aminocsoport (NpoH") negativ
induktiv effektusa is hozzjarul. Megfigyelhetd, hogy a metiléncsoporton keresztiil
kapcsolt prolin protonalt aminocsoportjanak is magasabb a pK, értéke az N-metil-
prolinhoz képest (pK, = 10,36 [163]). Ennek oka, a 25. abran is feltiintetett stabilis
hidrogénkotés kialakulasa az NpoH™ és a deprotonalédott fenolat kozott. Hasonlo 8-

hidroxi-kinolin ~ szarmazékok  egykristaly  rontgendiffrakcidoval — meghatarozott
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szerkezetében mind a szabad ligandumban [164], mind a Zn(Il)-komplexben lathato
hasonl6 hidrogénkdtésre példa [165].

A HQCI-Pro ligandum Ru(Cym), Ru(Tol) és Rh(CsMes) komplexeit eléallitottuk és
karakterizaltuk. A szilardan eldallitott komplexek (altalanos képlet: [M(arén)(HQCI-
ProH.;)CI]) szintézise a 4.2.2. fejezetben talalhato. A monokomplexben a fenolat-
oxigén ¢s kinolin-nitrogén donoratomok koordindlédnak a fémionokhoz (26.a abra). A
prolin-rész donoratomjai nincsenek megfeleld pozicioban ugyanazon fémion utolsd
kotohelyének betoltéséhez, igy szilard fazisban kloridion koordinacidjaval telitodik a
koordinacios szféra. A kloridion vizes oldatban vizre vagy OH" ionra tud cserélédni. Az
izolalt komplexek 'H és **C NMR spektrumai CD;OD oldészerben is az 1:1 fémion-
ligandum aranyra utalnak, azonban a csucsok tobbszordsen jelennek meg. Az azonos
szénatomokhoz tartozé *C NMR jelek kozott mért kémiai eltolodads kiilonbsége a

szerkezetekre lett vetitve a 26.a abran.

0,19&

0,308 005& 0,05&

0,15 0,04

0,02 0,13
0,0
e Lt

Cl Cl

SR-izomer SS-izomer

26. abra: a) A HQCI-Pro [M(arén)(L)CI] félszendvics komplexeinek feltételezett szekezete,
transz-izomerekként dbrazolva. L: a HQCI-Pro koordinalt formaja. A szamok a *C NMR-ben
tapasztalt duplazodott jelek kozti tavolsagot jelentik ppm-ben, melyek az adott szénatomhoz
tartoznak. Kiemelve a legnagyobb eltérések, a valdszinli izoméria miatt. b) Az SR- és SS-
izomerek altalanos szerkezete, oldal- és alulnézetben.

Ez alapjan lathato, hogy a legnagyobb tavolsag a kiemelt 6., 9. €s 14. szénatomoknal
van, mely kozel van a korabban emlitett hidrogénk6téshez. Ez a koordindlodott fenolat-

oxigén és az NpoH" kozétti hidrogénkotésnek kdszonhetd, mellyel a 26.b abran abrazolt
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két izomer alakul ki (és egy kiralitdscentrum a nitrogénen). Deuteralt metanolos
kozegben a 'H NMR méréseink alapjan valédsziniileg lasst csere all fenn a két izomer
kozott. Az izomerarany 1:2, mivel az egyik izomer sztérikusan kevésbé
kedvezményezett (valoszinlileg a 26.b abran bemutatott SS-izomer), mint a masik. A
HQCI-Pro ligandum komplexképz6 sajatsagat mindharom félszendvics triakva
kationnal ([Ru(Cym)(H20)s]**, [Ru(Tol)(H20)s]*" és [Rh(CsMes)(H20)3]*") vizsgaltuk,
a korabbi 8-hidroxi-kinolinokkal végzett mérésekkel [97] vald Osszehasonlitas végett
kloridionmentes koézegben (I = 0,20 M (KNOg3)). A komplexképz6dési reakcio
sebességét spektrofotometriasan kovetve a masik (N,O) ligandumhoz, a 2,4-
dipikolinsavhoz hasonléan viselkedett, mivel a [Rh(CsMes)(H,0)s]*" kation esetén itt is
1-2 perc alatt beallt az egyensuly, mig a [Ru(arén)(H,0)s]** kationokkal ehhez
nagyjabol egy ora volt sziikkség pH = 3,6-on. A fémkomplexek nagy stabilitasat itt is
bizonyitja, hogy erésen savas kozegben (pH ~ 1-n is kozel 100%-ban vannak jelen.
Ebben az esetben is kiszoritassal szerettiik volna meghatarozni a stabilitasi allandokat.
Ehhez a mar korabban vizsgalt etilén-diamin megfelel6 ligandumnak tiint, mivel nincs
elnyelése az UV-vis tartomanyban, emellett jo vizoldhatosiga miatt nagyobb
koncentraciok is elérhetok, ami a kiszoritashoz sziikséges. A [Rh(CsMes)(etilén-
diamin)(H20)]** komplex stabilitasi 4llanddjat mar korabbi munkénk soran
meghataroztuk [37]. Azonban a spektralis valtozasok a kiszoritastol eltéré folyamat
jeleit mutattdk, igy "H NMR modszerrel is megvizsgaltuk ezt a rendszert. Nagy etilén-
diamin feleslegnél (~70x) a [Ru(Cym)(HQCI-ProH.;)(H,0)]" komplex mellett egy
masik jelcsoport jelent meg 50%-ban, mely egyik szabad ligandumhoz sem tartozik. Ez
egy vegyes ligandumu komplex lehet, melyben valosziniileg az etilén-diamin egyfogt
ligandumként kotddik a Ru-centrumhoz. A [Rh(CsMes)(L)(H20)]" komplex ettél
eltéréen viselkedik, mivel ott kétféle vegyeskomplex lathatd, ezek képzddése
parhuzamos a ligandum kiszoritdsaval mar 23-szoros feleslegnél. A méréseink alapjan
azt talaltuk, hogy a kloridionok hatasara visszaszorul a vegyes ligandumu komplexek
képzddése, azaz ténylegesen versengés lép fel a Cl és az etilén-diamin kozott.

Mivel ez a modszer nem volt sikeres, masik ligandumot kerestiink. A 2-pikolil-amin
(pin) 1s képes lehet erre a vegyeskomplex képzésre, azonban az etilén-diaminnal
merevebb szerkezete és nagyobb térkitoltése miatt erre kisebb az esély. Mivel
abszorpcios savjai jelentdsen atfednek a HQCI-Pro-val és komplexeivel, igy "H NMR

spektrumokat vettiink fel a mintasorozatra. A Rh-komplex esetében kiszoritasra utald
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valtozasokat lattunk. A IgK[Rh(CsMes)(pin)(H,0)]** ismeretében (1d. 5.2.3-as fejezet) a

stabilitasi alland6 meghatarozhato volt (7. tablazat).

7. tablazat: A HQCI-Pro félszendvics kationokkal képzett komplexeinek stabilitasi allandoi
(K[M(arén)(L)]) és a komplexekben kotott viz deprotonalddasat (K[M(arén)(L)]) és
kloridionokra torténd cseréjét jellemzo (K’(H,O/CI') allandok. {I = 0,20 M KNOs; T = 25,0°C}
A komplexek citotoxikus hatasa (ICso) két vastagbélrak sejtvonalon (24 h inkubacids id6).

Ru(Cym) Ru(Tol) Rh(CsMes)
IgK[M(arén)(L)] - - 13,41(2)°
pK.[M(arén)(L)]° 8,62(4) 8,45(3) 9,62(4)
IgK’(H,0/CI° 1,21(1) 1,09(1) 1,57(1)
ICs0(C0l0205) (uMm)° > 100 73+5 82 +3
ICs0(C0l0320) (uM)" >100 61+8 24 +4

a: 'H NMR Kkiszoritas, c(pin)/c(HQCI-Pro) = 0-11, pH = 5,9

b: UV-vis titralas, pH = 2-11,5

c¢: UV-vis, ¢(CI") = 0-0,20 M, pH =5,5

d: HQCI-Pro ligandum: ICso(Co010205) =43 = 7 uM; 1Cs0(C010320) =17 £ 3 uM

A Ru-komplexek esetén teljesen mas tapasztalunk volt, itt a mintak citromsarga szine
rézsaszinre valtott, emellett a 'H NMR spektrumaikon is eltiintek a jelek 2-pikolilamin
hozzaadasanak hatasara. Valoszintsithet6 a félszendvics szerkezet elvesztése, akarcsak
az 5.2.1-es fejezetben jellemzett komplexek esetében. Emellett a szintézisnél (4.2.2.
fejezet) is emlitettiik, hogy a félszendvics prekurzor koncentralt HQCI-Pro oldatba
cseppentésekor eldszor lila szinlivé valik, mely valdszinlileg még a Ru(Il) bisz- és
triszkomplexek szine. Ez az arénvesztés a 22. abran lathato 1. reakcio6 alapjan jatszodik
le feltételezéseink szerint. Sziikséges megemliteni, hogy egy korabbi publikicidoban a
[Ru(8HQH.1)3] komplexet eléallitottak egy mellékreakcioban, mely szintén félszendvics
kationbol indult ki (benzol arén ligandummal) [166]. Emellett kutatocsoportunkban a 8-
hidroxi-kinolin és a 8-hidroxi-kinolin-5-szulfonat feleslegénél is hasonldo volt
tapasztalhatd argon és oxigén buborékoltatasa esetén is, melyet fotometriasan ¢€s
elektron spin rezonancia (ESR) spektroszkopias modszerrel is alatamasztottak [97]. A
dolgozatomban a ligandumnal a tamado kétfogn ligandum kiilonb6z6 tipusaira
forditottunk figyelmet, igy megvizsgaltuk, torténik-e arén leszoritas merev (O,0), (N,O)
és (N,N) donoratomokat tartalmaz6 ligandumok esetében, fiziologias pH-n, tandem
kiivettaban végrehajtott kisérletekkel. Mint azt mar korabban is tapasztaltuk, a flexibilis

etilén-diamin esetében ilyen nem volt tapasztalhato, ezért is tértiink a4t a merevebb
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ligandumokra. (O,0) donorként a deferipront hasznaltuk, (N,O) donorként a HQCI-Pro-
t, mig (N,N) donorként az 1,10-fenantrolint. A fémkomplex:ligandum arany 1:2 volt; a
vizsgalatokat aerob koriilmények kozott végeztik. Megallapitottuk, hogy az (O,0)
donor deferipron nem szoritotta ki a p-cimolt komplexébdl. HQCI-Pro feleslegének
hozzéadasaval a spektrum alakja megvaltozott, 420 nm-nél egy erds elnyelési sav
fejlodott ki, azonban az 500-780 nm-t lefedé sav ndvekedése is jelentds. Utobbi a
félszendvics komplexek abszorpcids spektrumara nem jellemz6 hullamhossz-tartomany.
Az oldat kezdeti citromsarga szine erés sotétzolddé alakul, ez Ru(lll)-komplex
jelenlétére utal. Az 1,10-fenantrolin hasznalata esetén megvizsgaltuk anaerob (argon
gaz melletti) és aerob koriilmények kozott is a valtozast. Mindkét esetben hasonlo
eredményeket kaptunk. 1:2 ardnynal egy gyors reakcio kovetkeztében jelentds elnyelési
sav alakult ki 502 nm-en, melyet egy lassabb spektralis valtozas soran Amax = 440 nm-re
tolodott el. A minta szine sargabol mar az Gsszekeverés utan azonnal vorossé alakul at,
mely egyre intenzivebbé¢ valik az id6 elérehaladaséaval.

A reakciot megismételtiik egy ekvivalens phen feleslegével aerob koriilmények
kozott. Az elsé 1épés ekkor is 502 nm-es maximumot mutat, mint az a 27.a abran is
lathatd. Azonos modon megy végbe a reakcid, akarcsak 2 ekvivalens phen esetén.
Mikor ez gyakorlatilag befejez6dott, elindult egy masodik valtozas (27.b abra). Ebben
az esetben az 500 nm alatti tartomanyban két Amax lathatd, emellett 694 nm-en is erdsen
megnovekszik az abszorbancia. A tapasztalt jelenséget a 22. 4dbran bemutatott Il.a
reakciéséma mutatja. Elsd 1épéskeént a kétfogt ligandum koordinécidja révén megsziinik
a Ru—arén kotés, igy két szabad koordinacios hely marad a Ru(Il) koriil. Ha jelen van
egy masik kétfogl ligandum, akkor egy lassu reakcioban koordinaldodik, ahogy ezt a IL.b
folyamat i1s mutatja a 22. 4dbran. Ha csak egy ekvivalens volt a kiszoritdé phen
molekulabol, akkor oxidalodik a fémcentrum és valdsziniileg biszkomplex marad (1l.a
folyamat). Az arénvesztés, mely endogén ligandumok altal is elképzelhetd, szerepet
jatszhat ezen Ru(arén)-komplexek csokkent citotoxicitdsdban (1d. lejjebb). Annak
ellenére, hogy stabilitasi allandot nem tudtunk meghatarozni a HQCI-Pro félszendvics
Ru(ll)-komplexeire, nagy oldatbeli stabilitaisuk megkérdéjelezhetetlen, azonban a
félszendvics szerkezet megsziinése (N,O) ¢és (N,N) kétfogu ligandumok feleslegénél

megtorténik.
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27. 4bra: a) A [Ru(Cym)(L)(H;O)]" — phen 1:1 arany( rendszereinek idéfiiggd UV-vis
spektrumai aerob koriilmények kozott mérve. L: a HQCI-Pro koordinalt formaja. b) Az a)
spektrumokhoz tartozd abszorbancia értékek 502 nm-en. A beszurt abra az elsé 5 perc
valtozasat emeli ki. A reakcio két eltérd lépése (1d. 22. abra Il.a) eltérd szinekkel és jeldlokkel
dbrazolva. {c([Ru(Cym)(L)(H;0)]") =200 uM; c(phen) =200uM; pH=7,40 (20 mM
foszfatpuffer); c¢(KCI) = 0,10 M; T = 25,0°C; £ =1 cm}

Ha a monokomplexek oldatiban noveljiik a pH-t, akkor a *H NMR spektrumokon a
jelek pozicidi valtoznak, ami a koordinalt vizmolekula deprotonalodéasara utal, mely
folyamat soran egy semleges komplex jon lére. A jelek kémiai eltolodasanak valtozasa
szigmoid gorbét ir le a pH fiiggvényében, melybdl szdmolhatd a megfeleld savi
disszociacios allando (7. tablazat). Itt is igaz az Rh(CsMes) >> Ru(Cym) > Ru(Tol)
trend. Megfigyelhetd, hogy a bazikus pH-tartomanyban a [Ru(Cym)(L)(H,O/0H)]""°
komplexnél a 'H NMR spektrumban tsbb jel megduplazodik a deprotonalodas
kovetkeztében, pl. a p-cimol jelei. Ez arra utalhat, hogy megsziint a p-cimol

szimmetridja, esetleg mar nem képes szabad elfordulédsra a hidroxidokomplexben.
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A [Rh(CsMes)(H;0)3]*:HQCI-Pro 1:1 aranyi rendszerének egyensulyi allandok
segitségével szerkesztett koncentracioeloszlasi gorbéi azt mutatjak a 28.a abran, hogy az
akvakomplex széles tartomanyban a dominans részecske, beleértve a fiziologias pH-t is.
Az [M(arén)(L)(OH)] komplex mennyisége csak 6% a Ru(Cym), 8% a Ru(Tol) és <1%
a Rh(CsMes) esetében. Azonban nem szabad eltekinteni attol, hogy a kozeg kloridion-
tartalma olyan mértékben visszaszoritja a deprotonalddast, hogy eltolhatja 1-2
egységgel is a pH-skalan az [M(arén)(L)(OH)] részecske megjelenését. Igy valdszind,
hogy ezeknél a komplexeknél nem kell szamolni hidroxidokomplex képzddésével a
szervezet biofluidumaiban, ahol kloridionok talalhatok nagyobb koncentracidoban.
Valoszinlileg annal nagyobb a deprotondlodas visszaszoritdsanak mértéke, minél
nagyobb a komplex kloridion-affinitasa. Az ezt meghataroz6 viz—kloridion
csereallandokat az 5.1. és 5.2.1 fejezetekben emlitettek szerint hataroztuk meg ezekre a
komplexekre is (7. tablazat).

A HQCI-Pro félszendvics Rh-komplexének oldatbeli stabilitasat a korabban vizsgalt
8-hidroxi-kinolin szarmazékok komplexeivel [97] vetettik Ossze, ezért azonos
koriilményekre vonatkozoan pH-fiiggd pM*-értékeket szamoltunk (28.b abra). A HQCI-
Pro savas pH-tartomanyban valamivel stabilisabb komplexet képez a tobbi ligandumhoz
képest, azonban fiziologias pH-n mindegyik ligandum kozel azonos mértékben kotodik
a fémorganikus kationhoz, nincs nagy stabilitasbeli kiillonbség koztiik.

A HQCI-Pro és komplexeinek Colo205 vastagbélrak sejteken és ennek multidrog-
rezisztens valtozatdn, Colo320 rdkos sejtvonalakon meghatarozott 1Csy értékeket a
7. tablazatban adtam meg. A kapott adatok igazoltak a feltevést, hogy a 7. pozicidban
1évé —CH>—N- kotést tartalmazo szubsztituens kovetkeztében maga a ligandum nagyobb
rakellenes aktivitdst mutat a rezisztens sejteken, mint az doxorubicinre érzékeny
sejtvonalon. Emellett a Rh-hoz valo koordinacid soran is megmaradt ez a tulajdonsag,
azonban a citotoxikus aktivitast jellemzé ICsp érték elmarad a ligandumétol. A
Ru(arén)-komplexek teljesen elvesztik aktivitasukat. TXRF moddszerrel mérve a sejtbe
bekeriilt Ru és Rh mennyiségét, a Rh-bol kétszer akkora mennyiség talalhatd egy nap
inkubacid utan a sejtekben, mint Ru-bol. Azonban a rakellenes hatasok kozotti nagy
kiilonbség magyarazatahoz az akkumulacidbeli eltérés nem elégséges, valdszinlileg a

~~~~~~

korabban emlitettiik.
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28. abra: a) A [Rh(CsMes)(H;0)s]** — HQCI-Pro 1:1 aranyi rendszerének koncentracideloszlasi
gorbéi. b) A [Rh(CsMes)(H,0)s]** — 8-hidroxi-kinolin-szarmazékok 1:1 aranyt rendszerének
pM* gorbéi a pH-fiiggvényében. Jelolés: HQCI-Pro (folytonos vonal), 7-(1-piperidinilmetil)-8-
hidroxi-kinolin (====), 8-hidroxi-kinolin (-=-), 8-hidroxi-kinolin-5-szulfonat (---). Mindkét
szamolashoz a 7. tablazat adatait hasznaltuk fel, ill. a [97] hivatkozast. {c[Rh(CsMes)(H,0)s]**
= ¢(HQCI-Pro) =50 uM; 1 =0,20 M (KNOy); T =25,0°C}

5.3. (N,N) donoratomokat tartalmazo ligandumok komplexeinek
osszehasonlito vizsgalata

5.3.1. Kélcsonhatas etilén-diaminnal és szarmazékaival

Az etilén-diamin félszendvics rodiummal képzett komplexét mar kordbbi munkam
soran eldallitottam [37], mely a RAED-komplexek analdgja, azonban biologiai
aktivitast nem mutatott rakos sejteken [27]. A [Rh(CsMes)(en)(H20)]** egyensulyi
folyamatait részletesen jellemeztiik 1 = 0,20 M (KCI) és | = 0,20 M (KNOs3) ionerdsség

mellett mar korabban [37]. Doktori munkam sordn megvizsgaltuk, hogy a
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[Rh(CsMes)(en)(H20)]**  komplexek stabilitasiara milyen hatissal van a primer

aminocsoportok cseréje szekunder és

tercier aminocsoportokra (29. abra) /NHZ HN— N—
1, . . . . , H-N / /—/
Az etilén-diaminnak és 2 —NH —N
e \
etilén-diamin dmen tmeda

szarmazékainak két savi disszociacios
pH- 29. abra: A felhasznalt etilén-diamin-tipusu

allandoja van, melyeket
(N,N) donor ligandumok szerkezeti képlete.

potenciometrids titralasokkal hataroztunk

meg. A pK, értékek jo egyezést mutattak szakirodalmi adatokkal (8. tablazat) [167,168].

8. tablazat: Az etilén-diamin tipusu (N,N) kétfogh ligandumok savi disszociacios allandoi (Ky),
A félszendvics kationokkal képzett komplexek stabilitasi allandoja (K[M(arén)(L)]), a
koordinalt viz deprotonaldodasat és kloridionokra torténd cseréjét jellemzd allandok
(Ka[M(arén)(L)] és K’(H,O/CI")). {I =0,20 M KNOg; T = 25,0°C}

Ru(Cym)  Ru(Tol) Rh(CsMes)
etilén-diamin dmen tmeda
pK,(H,L*)? 7,25 7,16(1) 5,95(2)
pK,(HL*")? 10,01° 10,04(1) 9,25(1)
IgK[M(arén)(L)] 14,85(5)°  14,90(6)°  15,04° 14,80(2)° 7,4(1)°
Ko[M(arén)(L)]° 8,14(2) 8,042)  9,58° 8.6109) 8,42(3)
a aren y ] L] 1
P 8,40(6)"
IgK’(H,0/CI")? 1,51(5) 1,69(5) 2,14° 2,60(1) -

a: pH-potenciometrias titralas, pH =2-11,5
b: irodalmi érték, ref. [167]

¢: 'H NMR, ¢(L)/c(M(arén)) = 0-14, pH = 3
d: UV-vis titralas, pH = 2-11,5

e: 'H NMR titralas, pH = 2-11,5
f: Két izomer, (Ns,NR) és (Ng,Ns) sorrendben
g: UV-vis, ¢(ClI) =0-0,2 M

A [Rh(CsMes)(L)(H,0)]** komplexek (L = en, dmen, tmeda) mellett a
[Ru(Cym)(en)(H.0)]** és a [Ru(Tol)(en)(H.0)]** komplexeket is vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy az etilén-diamin tipusti ligandumok komplexképzédési reakcidja
jelentdsen lassabb az eddig targyalt ligandumokéhoz képest. A Rh(CsMes)-komplex
kialakulasdhoz fizioldgias koriilmények kozott masodpercek elegenddek, mig ~1 ora
sziikséges 1:1 fémorganikus kation-ligandum aranynal, pH = 2,0-n [37]. Ennek
magyarazata lehet, hogy a kétszeresen pozitiv fémorganikus kation és ezen a pH-n
kétszeresen protonalt ligandum reakcidjakor a reaktansok kozott jelentds
elektrosztatikus taszitas 1ép fel. A dmen és tmeda esetén igy csak egyedi mintakat

vizsgaltunk, melyek egy napot alltak a vizsgalat eldtt, és ez valoban elégséges 1d6 volt
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az egyensily beallasara. A [Ru(Cym)(H,0)s]*" és az etilén-diamin reakcidja soran
keriilend6 a semleges és lugos pH, mivel pH = 4 felett megjelennek a hidroxidohidas
kétmagvi komplexek [35], melyek joval inertebbek, mint a triakva ionok. Igy itt a
reakciot savas kozegben (pH = 3), az ctilén-diamin feleslegében kovettiik 'H NMR
mérések segitségével. Azt talaltuk, hogy a komplexképzddés nagyon lassu, 68 nap utan
lehetett kijelenti az egyensuly beallasat az NMR spektrumok alapjan. A fémkomplexben
kotott és a szabad fémorganikus kation jelei élesen elvalnak egymastol, ugyanez igaz a
kétfoghh ligandumokra is, mivel az NMR-idéskalan lasst cserereakciordl van szo.
Erdekesség, hogy az aminocsoportok hidrogénjeinek jelei is megjelennek 'H NMR
spektrumokban a fémkomplexben kotott ligandum esetén, emellett a metiléncsoportok
szinglett jelei a koordinaci6 soran multiplettekké alakulnak. Ez annak a kovetkezménye,
hogy a két metiléncsoport nem ekvivalens a komplexekben, mint az a szerkezetiikben is
latszik (30. abra), igy felhasitjak egymas jeleit, ill. a koordinalt nitrogénatomokon 1évé
hidrogének is felhasitjak ezeket.

30. abra: Az altalunk eldallitott a) [Rh(CsMes)(etilén-diamin)CI](CIO,;) x 2 H,O [37], b)
[Rh(CsMes)(dmen)CI](CF3SO3) és ¢) [Rh(CsMes)(tmeda)Cl]3(CF;SO3); x 2 H,O egykristaly
rontgendiffrakcios szerkezete. A termalis ellipszoidok 50%-os valdsziniiséggel jelolik az
atomok pozicioit. Az oldoszermolekuldkat és a hidrogénatomokat a jobb atlathatosag érdekében
nem mutatjuk, a c)-ben csak egy komplexet abrazoltunk az elemi cellabol. d) Az
[Rh(CsMes)(etilén-diamin)CI]" (piros) és [Rh(CsMes)(tmeda)Cl]" (z61d) komplexek egymasra
vetitett szerkezete.
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fgy kevésbé megbizhatoak a széles csicsok integraljai "H NMR spektrumokban a
ligandum jeleit tekintve, azonban az arének és a ligandumok alifas (foként metil-)
csoportjainak éles csticsai jol hasznalhatok a stabilitasi allandé szamolasahoz. A dmen
ligandumot tartalmaz6 fémkomplexek spektrumain egy érdekes jelenség lathatd, ami a
tobbi rendszernél nem fordult el6. A koordinicid sordan a nitrogének kiralis
centrumokka valnak. fgy elméletileg négy komplex keletkezhet: (Ng,Ngr), (Ns,Ns),
(Ns,NRr) és (Ngr,Ns). Azonban a spektrumokon két jelcsoport latszik, azaz két izomer
lehet jelen. Feltételezve, hogy az oldatban a kikristalyositott (Nr,Ns) izomer (30. abra)
is jelen van, a masik izomer csakis az (Ns,Ngr) izomer lehet, mivel a két izomer
nagyjabol 1:1 aranyban van jelen az NMR spektrumokon. Ez azt jelenti, hogy azok az
izomerek keletkeznek oldatban, ahol a nitrogéneken 1évé metilcsoportok azonos
pozicidban vannak egymashoz képest, azaz vagy a 3. kotdhely feldli oldalon van
mindkettd (Ngr,Ns), vagy mindketten az arén iranyaba néznek (Ns,Ng). A komplex
képzddésére vonatkozoan egy latszolagos stabilitasi allandét szamoltunk, melyet a 8.
tablazatban is feltiintettink. Ennél a rendszernél spektrofotometrias titralast is
végeztiink, és az ott szamolt alland6é j6 egyezést mutatott az NMR modszerrel
meghatarozott értékkel. A tobbi rendszer esetében is meghataroztuk az allandokat
spektrofotometrias és NMR spektroszkopias modszerekkel (8. tablazat).

A koordinalt viz deprotonaldédasara vonatkoz6 savi disszociacids allando
meghatdrozasahoz pH = 2-11,5 kozott egyedi mintdkbol allo sorozatot készitettiink,
minden pontban NMR spektroszkopidsan kovettiik a reakciot. Szamolnunk kellett azzal,
hogy a mintdk pH-ja valtozhat (savasodhat) a beold6d6 szén-dioxid hatasara az allas
soran, emellett a ligos kozegben megjelend inert komplex [(M(arén))2(OH)s]" miatt
csak egy kvazi-egyensuly érhetd el (ezekben a pontokban nem vartuk ki a teljes
egyensuly bedlltat). Itt a deprotondlodas gyors cserének szamit, a jelek vandorlasa
szigmoid gorbét ad, melybdl a pKa[M(arén)(L)] allandok meghatarozhatok (8. tablazat).
A pK[Rh(CsMes)(etilén-diamin)(H.0)]** komplex magas pK, értékéhez képest a
metilcsoportok hatasara lecsokkent ennek értéke. Emellett a dmen komplex
izomerjeinek eltér a pKy[M(arén)(L)] értéke egymastol: 8,61(9) és 8,40(6). Utdbbi a
tmeda komplex 8,42(3)-es értékével jO egyezést mutat, mely tovabb erdsiti a
feltételezeést, hogy ez az (Ng,Ns) izomer, melynél a metilcsoportok a 3. koordinacids

hely irdnyaba mutatnak.
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A Ru-komplexek pKj értéke a legkisebb (8. tablazat). Azonban a mérések soran a *H
NMR spektrumokon pH = 5,93-t61 egy jelcsoport jelenik meg, mely nem tartozik sem a

reaktansokhoz, sem az akva- és hidroxidokomplexekhez (31.a &bra).
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31. 4bra: a) A [Ru(Cym)(etilén-diamin)(H,0)]** komplex *H NMR spektrumai pH = 2,1-8,9-en
felvéve. m: [Ru(Cym)(etilén-diamin)(H,0)]*"; #: [Ru(Cym)(etilén-diamin)(HPO,)]. b) A
[Ru(Cym)(etilén-diamin)(HPO,)]  feltételezett  szerkezete. ¢) A  [Ru(Cym)(etilén-
diamin)(H,0)]** komplex vizes oldatinak 'H NMR spektrumai kiilonboz6 KH,PO,
koncentraciok mellett. d) A c) spektrumokbol szamolt vegyeskomplex szazalékos aranya (X) és
az illesztett gorbe (---). {c(Ru(Cym)(H,0)s]*") = c(etilén-diamin) = 500 uM; 10% D,O; T =
25,0 °C; 1 = 0,20 M (KNOy); pH(c) = 7,40 (foszfat puffer)}

Mivel jeleket lattunk a p-cimolhoz és az etilén-diaminhoz tartoz6 kémiai eltolodas
tartomanyokban is, ez egy j komplex, mely dominanssa valik a fiziologias pH-n, majd
lagos kornyezetben jelei kissé eltolodnak. Az kotott etilén-diamin jeleinél is megjelenik
az 1j komplex egyik cstcsa, mely egy sokkal élesebb cstics. A szakirodalom szerint
mindez a puffernek hasznalt foszfatnak koszonhetd, az azzal alkotott vegyes ligandumu
komplex képzodésér6l van szd [106]. Ennek feltételezett szerkezete a 31.b abran
lathatd, melyet alatamaszt egy hasonld komplex rontgenkrisztallografias szerkezete
[169]. Valosziniileg az a geometria, melyet a Ru-N kotések hossza kialakit, fontos

tényez6, emellett az etilén-diamin aminocsoportjai a foszfation kozott fellépd
65



hidrogénkotéssel stabilizalhatja a vegyes ligandumu komplexet. Tapasztalataink alapjan
ez a reakcid nem jelenik meg a Rh-komplexeknél, csak a [Ru(n’-arén)(en)(H,0)]*
komplexekre jellemzd, ill. néhany félszendvics Ru-polipiridin komplexénél mutattak Ki
[126]. A komplex képzddésének latszolagos stabilitasi allanddjat meghataroztuk
fiziologias pH-n a rendszer *H NMR jeleinek integraljai alapjan (31.c abra). Ez az érték
mind a p-cimol, mind a toluol komplexben IgK’=2,26(4)-nak addédott. Ez joval
nagyobb, mint amit korabban $'p NMR spektroszkopias modszer segitségével
hataroztak meg pH = 8,3-on (IgK’ = 0,51) [106].

A komplexek oldatbeli stabilitasanak sszehasonlitasahoz a 32. abran feltiintettem a
fémorganikus M(arén) rész szazalékos megoszlasat a kiillonbozd részecskék kozott,

fiziologias pH-n.
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32. abra: Az etilén-diamin tipust ligandumokat tartalmazé fémkomplexek és a kétmagvu
hidroxidokomplex szazalékos aranya, a 8. tablazatban feltiintetett értékeket felhasznalva.
{c[M(arén)(H,0)5]** = ¢(L) = 100 puM; pH = 7,40; 1 = 0,20 M (KNO3); T = 25,0°C}

Ez alapjan az etilén-diamin komplexek hasonlo stabilitasuak fémiontol fiiggetleniil,
és még a két extra metilcsoportot tartalmazo [Rh(CsMes)(dmen)(H,0)]** komplex is
hasonldan nagy stabilitast mutat, gyakorlatilag a ligandumok 100%-ban komplexben
kotottek az adott koriilmények kozott (¢ = 100 uM). A tmeda esetén mas a helyzet, a
fémorganikus rész haromnegyede nem kotodik ligandumhoz, a
[Rh(CsMes)(tmeda)(H,0)]** komplex egyértelmiien Kisebb stabilitast. Erre sztérikus
okok adhatnak magyarazatot. Ha egymasra vetitjilk a 30.d abran a tmeda és az etilén-
diamin komplexének szerkezeteit, lathat6, hogy a CsMes ligandum metilcsoportjai a
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gylrl sikjabol sokkal nagyobb mértékben 1épnek ki a tmeda komplexben (7,50°), mint
az etilén-diamin esetében (2,15°). A hosszabb Rh-N kotések is a kisebb stabilitasra
utalnak. Ezek alapjan a tmeda és a CsMes metilcsoportjainak sztérikus taszitasa miatt a
komplex szerkezete fesziiltté valik, ezért tapasztalhatd kisebb komplex stabilitas.

Az etilén-diamin tipust ligandumok komplexeire is meghataroztuk a viz—kloridion
csereallandokat (8. tablazat). A [Rh(CsMes)(dmen)(H,0)]** két izomerére egy kozos
makroallandét szamoltunk, mivel az oldatban mindkett6 jelen van azonos
koncentraciéban. A [Rh(CsMes)(tmeda)(H,0)]** komplexre nem végeztiink ilyen
jellegli mérést, mivel kis stabilitdsa miatt nincs olyan pH, ahol kizar6lag a komplex
lenne jelen. A Ru(arén)-komplexek allandéi joval nagyobb hibaval terheltek, aminek
oka a pufferben 1év6 foszfation részleges koordinacioja. Emiatt ezekben az esetekben a
koordinalt viz részben lecserélddik foszfationra, és ezt szoritja ki komplexébdl a

kloridion.

5.3.2. A4 fémorganikus kationok oldategyensiilyi reakciéi piridin nitrogént tartalmazo

ligandumokkal

A legegyszertibb aromas diimin kétfogh ligandum, a 2,2’-bipiridin (bpy)
komplexképz6dési folyamatait a [Rh(CsMes)(H,0)3]*" ionnal korabban mar vizsgaltuk
0,20 M KCI ¢és 0,20 M KNOj3 ionerdsségek mellett [37]. Doktori munkamban tovabbi
ligandumok fémorganikus kationokkal vald kolcsonhatdsat tanulmanyoztam, azzal a

céllal, hogy Osszefiiggést keressiink a szerkezet és az oldatkémiai tulajdonsagok,

valamint a rakellenes hatas

kozott. A vizsgalt ligandumok Q_@ < >\:/<\ />

szerkezeti képlete a 33. 4bran
2,2"-bipiridin 1,10-fenantrolin NH2

lathato. A 2-pikolilaminban (bpy) (phen)

cgy amin €s cgy piridin 2- plkolllamln
. . . \ / (pin)
nitrogén képes koordinalddni,

a két aromas nltrogent 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridin  2,9-dimetil-1,10-fenantrolin

, . (dmb) (neokuproin, neo)
tartalmazé 1,10-fenantrolin

szerkezete merevebb, mivel a 33. ébra: A felhasznalt pohplrldm'-tl[’)usu (N,N) donor
ligandumok szerkezeti képlete.

két  piridingyliri  aromas

rendszerét egy harmadik gylrti koti 6ssze. A bpy és a phen egy-egy dimetilezett

szarmazékat, a 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridint (dmb) és a 2,9-dimetil-1,10-fenantrolint
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(neokuproin, neo) is vizsgaltuk. Ezen dimetilezett szarmazékok kivalasztasat az
indokolta, hogy egyiittmiikodé partneriink (Dr. Szakacs Gergely) a phen és dmb
ligandumok nagyobb rakellenes hatasat fedezte fel doxorubicinre rezisztens
MES-SA/Dx5 rakos sejteken, mint az érzékeny sejteken (Fiiggelék, F3. tablazat). A
neokuproin és a 2,2’-bipiridin ezt a szelektivitast nem mutatja.

Ezen komplexeket szilard formaban eléallitottuk és karakterizaltuk, ami a 4.2-es
fejezetben megtaldlhatd. Az ott leirtaknak megfelelden sikeresen eldallitottunk
egykristalyokat, igy hat félszendvics szerkezetli komplex szerkezetét meg lehetett

hatarozni, melyeket a 34. abra mutat be.

34. abra: Az el6allitott egykristalyokbol rontgenkrisztallografiasan meghatarozott szerkezetek.
a) [Ru(Tol)(dmb)CI](CF3S0s) b) [Rh(CsMes)(dmb)CI](CF;SOs) C)
[Rh(CsMes)(pin)CI],Cl,xMeOH d) [Ru(dmb)3](CF3S03),x2 H,0 e)
[Rh(CsMes)(neo)CIJ(CF;SO3) f) [Ru(Cym)(neo)CI](CFsSOs) g) [Ru(Tol)(neo)Cl]CIx2 MeOH.
A termalis ellipszoidok 50%-0s valdszinliséggel jelolik az atomok pozicioit. Az
oldoszermolekulakat és a hidrogénatomokat a jobb atlathatosag érdekében nem mutatjuk.

A félszendvics komplexekre jellemz6 ,,zongoraszék-szerkezet” lathatd minden

esetben. Minddssze a neokuproin komplexeiben van egy jelentds elhajlas, mivel a
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fémion ¢és a két nitrogén altal alkotott sik nem egyezik meg a ligandum sikjaval
(szemben a phen, dmb vagy bpy komplexekkel). A [Ru(Cym)(neo)CI]* komplexben a
neokuproin sikja az arén ligandum sikjaval 19°-kal kisebb szoget zar be, mint ami a
[Ru(Cym)(phen)CI]" komplexben mérhetd. Ezért a nitrogének kozelében elhelyezkedd
metilcsoportok a feleldsek, mivel sztérikus taszitas 1ép fel a metilcsoportok és az
aréngyiri kozott, ahogy ezt a 30.d abran is feltiintettiikk a tmeda esetében. A kdzponti
fémion kornyezetében levd sztérikus hatasok szambéli megadasara tobb lehetdség is
van, pl. a ligandum kupszogek szamitasa [170], a ligandumok térszégeinek feltiintetése
[171] vagy a fémion koriil egy adott sugara gdmbben a ligandum altal elfoglalt térfogat
mérése [172]. Dolgozatomban a térszogeket hasznaltam, az Olex2 program segitségével
[151, 173]. A 35. abran két szemszogbol vannak abrazolva a [Ru(Cym)(neo)Cl]"
komplex ligandumainak térszogei. Ezen térszogeket Ugy lehet a legegyszeriibben
elképzelni, mintha a kozponti fémion egy fényforrds lenne, ¢és a ligandumok egy adott

gombfeliiletre vetitett arnyéka a térszog, aminek szteradian a mértékegysége.

35. 4bra: A [Ru(Cym)(neo)CI]* komplexen bemutatott ligandum térszdgek alul- és
oldalnézetben. A sztérikus taszitast jelzo atfedések bekarikazva.

Azonban mértékegység helyett az arnyék teriilete szdzalé¢kosan is kifejezhetd, ha az
egész gombfelszint 100%-nak vessziikk. A 35. dbran a ligandumok térszoge és azok
egymassal valo atfedése van feltlintetve, utobbi a ligandumok kozti sztérikus taszitast
jelzi. Ezeket fekete ellipszisekkel jeloltem. Az atfedések %-ban, a neo-arén, neo-Cl" és
arén—Cl” parokra: 4,02, 0,99 és 1,01 a [Ru(Cym)(neo)CI]* komplexben; 4,61, 1,04 és
0,56 a [Ru(Tol)(neo)CI]® komplexben; 0,88, 0,56 és 0,42 a [Rh(CsMes)(neo)CI]”
komplexben. Ezek alapjan a legkisebb taszitis a Rh-komplexében van, mig a
[Ru(Tol)(neo)CI]" szerkezete a legfesziiltebb. A fesziilt szerkezetbdl eredd kisebb
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stabilitas metanolban megmutatkozott, mivel az ellenion cseréjére szant Ag(CF3SOs3)-
bol szarmazo Ag(l) kiszoritotta részlegesen a fémorganikus Ru(arén) kationokat
komplexiikb6l, melyet bizonyitott a kiindulasi dimer és az [Ag(neo);](CF3SO;)
kristalyainak megjelenése a [Ru(arén)(neo)Cl](CF3SO3) mellett. Egy masik lehetséges
mellékreakciora vilagitott ra a klasszikus oktaéderes szerkezeti [Ru(dmb)s](CF3SO3),
megjelenése a [Ru(Cym)(dmb)CI]* metanolos oldataban (34.d 4bra).

Az aréngylrii leszoritasa azonban nem csak metanolos oldatban jatszodik le; a
komplex pufferelt vizes oldataban (pH = 7,4, 20 mM foszfat) az 1d6 eldrehaladtaval
ligandumfelesleg nélkiil is megfigyeltiik ezt. Tobb komplex esetében is parhuzamos
mintakat készitettiink, az egyiket fényt6l védett helyen taroltuk, mig a parja szobai
fénynek volt kitéve. A Rh(CsMes)-komplexek stabilisnak mutatkoztak egy héten
keresztiil, nem valtozott a szinik, és a 'H NMR spektrumukon sem volt eltérés a
Kiindulasi  spektrumokhoz  képest. Ezzel szemben a  Ru(arén)-komplexek
([Ru(Cym)(bpy)(Hz0)]*", a [Ru(Tol)(bpy)(H20)I*" és a [Ru(Cym)(phen)(H,0)]*")
egyértelmil valtozast mutattak. Megfigyelhetd volt a kiindulédsi oldat sarga szinének
megvaltozasa kékké. A [Ru(Tol)(bpy)(H.0)]** abszorbancia spektruma megvilagitas
nélkiil is valtozott, azonban csak kisebb mértékben, mint a fény jelenlétében. Két 0j sav
jelent meg a spektrumban (Amax = 588 és 644 nm, £~2000 M™*cm™). A komplex p-
cimol-analdgja lassabb bomlast mutatott, ennél a mintanal kisebb abszorbancia volt
mérhetd (e~500 M'em™) a masik mintahoz képest, azonban a siv maximumanak
hullamhossza megegyezett. A [Ru(Cym)(phen)(H.0)]** oldataban volt mérhets a
legkisebb valtozas (e~300 Mecm™), a s4v maximuma ennek UV-vis spektruman 658
nm volt. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Rh—CsMes kotés bizonyult
a legstabilabbnak, ezt koveti a Ru—p-cimol kotés, és a leggyengébb a Ru—toluol
kolcsonhatas, mely igy a legérzékenyebb. Hasonld volt tapasztalhatd egyéb
[Ru(arén)(N,N)CI/Br]" komplexeknél is, melyek piridin jellegii nitrogént tartalmaztak
[121,160]. Fontos megjegyezni, ez a reakcio eltér az (N,O) donoratomokat tartalmazo
ligandumok félszendvics komplexeitdl (5.2 fejezet), ahol az arén elvesztése egy extra
ligandum hatasara tortént. Itt a két piridingytrti w-akceptor hatasa még érzékenyebbé
teszi a Ru-arén kotést, mely igy mar a vizes oldatban sem elég nagy stabilitasq.

A komplexek eldallitdsa és karakterizaldsa utan megvizsgaltuk rakellenes hatasukat
négy rakos sejtvonalon: MES-SA, A2780 ¢és ezek rezisztens valtozatai (Id.
4.4.2 fejezet). Az ICs értékek a Fiiggelék F3. tablazataban lathatok. A MES-SA/DX5
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sejtvonalon nagyobb aktivitast mutaté phen és dmb ligandumok Rh(CsMes)-komplexei
hasonloképpen viselkednek, azonban ugyanez mar nem mondhaté el a Ru(Cym/Tol)-
analogokrol, melyeknél nemcsak a szelektivitds marad el a varttél, hanem a
citotoxicitasuk is lecsokkent. A ciszplatin rezisztens A2780cis sejteken minden vizsgalt
ligandum és fémkomplex csokkent hatasossagot mutat az A2780 sejtekhez képest.

Ezen ligandumok ¢és fémkomplexeik Osszehasonlitdo oldategyensulyi vizsgalatat
tiztik ki célul 0,20 M KNOg3 ionerésség mellett, magyarazatot keresve a komplexek
eltérd biologiai viselkedésére. Részletesen vizsgaltuk a [Rh(CsMes)(H.0)s]*,
[Ru(Cym)(H,0)3]*" és a [Ru(Tol)(H,0)s]** fémorganikus kationok phen, neo, bpy és
dmb ligandumokkal képzett komplexeit, ill. a [Rh(CsMes)(H20)3]** — 2-pikolilamin
rendszert.

A ligandumok pK, értékei pH-potenciometriasan ¢és spektrofotometriasan
meghataroztuk, az értékiik jol egyezett a szakirodalomban ko6zolt adatokkal (9. tablazat)
[167,174-177]. Az értékeken a metilcsoportok hatasa figyelheté meg, mivel a neo a
phen-hez képest, mig a dmb-nek a bpy-hez képest majdnem egy egész nagysagrenddel

eltér6 disszociacios allandoja van.

9. tablazat: A piridin nitrogént tartalmaz6 (N,N) donor ligandumok savi disszociacios allandoi (Ky),
a félszendvics kationokkal képzett komplexek stabilitasi allandoja (K[M(arén)(L)]), a koordinalt viz

deprotonalodasat ¢és kloridionokra torténd cseréjét jellemzdé 4allandok (Kj[M(arén)(L)] és
K’(H,O/CI")). {l = 0,20 M KNO3; T =25,0°C}
M(arén)  Allandé6 phen neo bpy dmb pin
pK,(HL) 492(1)*  577(1)° 4,41° 5,31(1)" 2,29(2)
a 1 ) l l 8,69(1)a
D IgK[M(arén)(L)]® 14,70(3) 9,70(3)" 13,30(2) 14,32(2) 13,59(8)
(E_L)n pK,[M(arén)(L)]° 8,58(2) 8,88(1)° 8,61° 8,40(1) 8,48(3)
5 lgK’(H,0/CI)" 2,92(1) 2,76(1) 2,58" 2,36(1) 2,43(1)
= IgK[M(arén)(L)] >12,8 8,21(4)° >12,5 >12,8
) pK,[M(arén)(L)]° 7,59(1) 7,62(1)° 7,48(1) 7,55(1)
T lgK>(HO/CI)" 1,79(2) 0,93(1) 1,83(1) 2,02(1)
R IgK[M(arén)(L)] >13,0 8,19(8)° >13,0 >13,2
E pK.[M(arén)(L)]° 7,39(2) 7,55(1)° 7,39(2) 7,47(2)
>
ad lgK>(HO/CI)" 1,68(1) 0,87(1) 1,62(1) 1,88(1)
a: pH-potenciometrias titralas, pH = 2-11,5 e: ligandum kiszoritas: "H NMR vagy UV-vis
b: UV-vis titralds, pH = 2-11,5 f:'H NMR, pH =0,7-2,1
c: ref. [37,167] g: 'H NMR titralas, pH = 2,0-11,5
d: pKa(H,L*) h: UV-vis, ¢(CI") =0,0-0,2 M

71



A komplexképzddés sebességét vizes kozegben vizsgaltuk, savas koriilmények
kozott. Mig a [Rh(CsMes)(H20)3]* és a dmb kozott ~5 perc volt sziikséges a reakcid
teljes lejatszodasahoz (pH = 0,7 és 2,1), addig ez a [Ru(Tol)(H,0)s]** kationnal
~1,5nap (pH = 2,1), ill. tébb mint 3 nap (pH = 0,7) volt. Az egyensuly elérése utan a
spekrumok elemzése azt mutatta, hogy a ligandum kozel 100%-ban van
fémkomplexben  kotott  formaban, melyet 'H NMR  spektroszképidsan is
megerdsitettiink. A neokuproin viselkedése a tobbi ligandumtél eltérd, mert szabad
ligandum ill. fémion is van jelen a komplex mellett ilyen savas pH-kon, ami vagy a
lassu reakci6 kovetkezménye, vagy a komplex Kisebb stabilitasa miatt van. A
neokuproin komplexképzddési reakcidjat a fémorganikus kationokkal pH = 6,0-n is

kovettiik 'H NMR médszerrel.

a) b) 0,04
15 nap 026/ N\ =
e C&
8 nap 1
0,55

0,5
D pz pz ©) ©R

4.5 nap
8,7 8,4 8,1 7,8 7,5 7 N

& /ppm

36. 4bra a) A [Ru(Tol)(H;0)s]** — neo (1:1,2 arinyil) rendszerének idéfiiggé 'H NMR

crcr

szabad neo: #, n°-haptocitasi ligandumként koordinalodod neo (szendvics komplex): ¥. A nyilak
a szabad ¢és a hexahapto neo kozti eltéréseket mutatjak, melyeket b) a szerkezeten is abrazoltuk
ppm-ben. c) A ¥ részecske javasolt szerkezete ‘H NMR mérések alapjan. {c([Ru(Tol)(H,0)s]*")
= 200 uM; c(neo) = 245 uM; pH = 6,0 (20 mM foszfat); | = 0,20 M (KNO;); T = 25,0°C}

Azt tapasztaltuk, hogy a komplexképz6dési reakcid 15 nap utan sem jatszodott le
teljes mértékben [Ru(arén)(H,0)s]** kationokkal, raadasul egy, a komplex jeleitl eltérd
jelcsoport jelent meg, amit egy intermedierhez rendeltiink (Id. 36.a abran: ¥ jel). Ami
érdekes ennél a jelcsoportnal, hogy a nitrogénektdl tavolabbi poziciokban 1évo
hidrogénatomok sokkal nagyobb eltolodast mutatnak, mint az azokhoz kozelebbiek. A
36.b abran a szabad és az intermedier komplexben kétott neokuproin *H NMR jeleinek

kiilonbségei lathatok. Ez alapjan egy olyan fémkomplexrdl lehet sz6, mely szendvics
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szerkezetli, és a neokuproin a kozépsé gyirijén keresztiil koordinalodik a Ru-
centrumhoz, a javasolt szerkezetet a 36.c abra mutatja. Kétfogt ligandumok hexahapto
koordinacidjat mar leirtak egyéb Ru-komplexek esetében is a szakirodalomban [178],
azonban azok a vizsgalatok nemvizes kozegben torténtek.

A neokuproin komplexeinek egyensulyi stabilitasi allanddjanak meghatarozasahoz
savas kozegben (pH = 0,7-2,1) készitettiink egy mintasorozatot, ahol hosszabb
vérakozasi id6 utan mértink 'H NMR spektrumokat. A spektrumokon megjelent a
kotott és szabad ligandum, ill. a fémorganikus kationok arén ligandumanak jelcsoportjai
IS. Az integralokbol a korabbiakban leirtak alapjan lehetett szamolni stabilitasi allandot.
Ezek értékét 6sszehasonlitva a 9. tablazatban lathatd, hogy a Rh(CsMes)-komplexnek a
legnagyobb a stabilitasi 4llandéja, mig a [Ru(arén)(neo)(H.0)]** komplexeknek kisebb.
A Ru-tartalmu kationok nagyobb hidrolitikus hajlamat is figyelembe véve kijelenthetd,
hogy a [Rh(CsMes)(neo)(H,0)]** komplex a legnagyobb stabilitasi komplex, ez
megegyezik a komplexek ligandum térszogeinek atfedésébdl (35. éabra) szamolt
sztérikus taszitasok trendjével.

Mivel a tobbi aromas (N,N) ligandum félszendvics Ru- és Rh-komplexénél nem
lattunk disszociaciora utald jelet az NMR spektrumokon pH = 0,7-en, ezért azokra
ligandum  kiszoritdsos  vizsgalatokat végeztink olyan pH-n, melyen az
[M(arén)(L)(H,0)]" komplex van jelen 100%-ban. Ez széles pH-tartoméanyra igaz,
gyakorlati szempontok (pufferelés) miatt a pH = 5,9-7,4 tartoményban torténtek az ilyen
jellegli méréseink, spektrofotometria vagy *H NMR spektroszkopia felhasznalasaval.
Az etilén-diaminnal valo kiszoritas sikeresen miikodott a [Rh(CsMes)(pin)(H20)]*
esetén, ahol spektrofotometriasan kovettiik a folyamatot. Ezzel szemben a bpy és phen
komplexek vegyes ligandumt komplexeket képeztek az etilén-diaminnal, és a
spektrumokon detektalhato az etilén-diamin egyfogl koordinacioja. A 2-pikolilamin
hasznalata a [Rh(CsMes)(bpy)(H20)]** és [Rh(CsMes)(phen)(H,0)]** komplexeknél
vegyes ligandumu komplex képzdédésével jart, valamint a bpy-komplexnél részleges
kiszoritast is detektaltunk. Valosziniileg a 2-pikolilamin kelld flexibilitast ahhoz, hogy
egyfogu ligandumként csak a piridin nitrogénje koordinaldodjon. Ezutan a HQCI-Pro
vegyiiletet hasznaltuk versengdé ligandumként, bar a Ru(arén) komplexeknél nem
alkalmazhat6 az aréngyiirti kiszoritasa miatt. A [Rh(CsMes)(phen)(H,0)]** komplexnél
nem volt elégséges a ligandum kiszoritasanak mértéke, mivel c(HQCI-Pro):c(komplex)

= 10:1 aranynal is < 10% volt a szabad phen aranya az NMR spektrum alapjan (pH =
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5,9). A HQCI-Pro ligandummal azonban a bpy kiszorithato a [Rh(CsMes)(bpy)(H.0)]**
komplexbdl (22,5-szeres feleslegnél 70%-ban), és a kiszoritasi sorozatbol mar tudtunk
stabilitasi allandot szamolni a [Rh(CsMes)(bpy)(H.0)]** komplexre (9. tablazat). A
tovabbiakban a bpy-t hasznaltuk kiszoritdsra, mert komplexének nagy stabilitasa
elegendd volt a tovabbi [Rh(CsMes)(dmb)(H20)]** és [Rh(CsMes)(phen)(H,0)]*
komplexekkel valdo kompeticios reakciokhoz. A Ru(arén)-komplexek is meglehetdsen
stabilisnak bizonyultak, amit jol bizonyit, hogy egy higitasi sort készitve 20 uM-2 mM
koncentracidtartomanyban a szamolt molaris abszorbancia spektrumok megyegyeznek
egymassal, disszociacidé még kis koncentracioban sincs. A stabilitasi allandok a 9.
tablazatban lathatok, ahol a Ru(arén)-komplexek esetén egy minimum értéket adtunk
meg (azt feltételezve, hogy 20 uM esetén maximum 10-12% disszociacié lehetséges
anélkiil, hogy detektalnank a szabad ligandum ¢és fémorganikus kationt pH = 0,7-n és
11,5-n.

A koordinalt viz deprotonalodéasat a korabbi fejezetekben bemutatott modszerekkel,
spektrofotometriasan és NMR spektroszkopiasan is kovettik. A meghatarozott
pKa[M(arén)(L)] allandok a 9. tablazatban talalhatoak. Ami megfigyelhetd, hogy az
értékek akkor kozel esnek egymashoz, amikor egy adott kation kiilonb6z6 komplexeit
hasonlitjuk dssze. Altalanosan elmondhat6, hogy a metilezés hatasara kiss¢ emelkedik a
komplex pKj értéke (kivéve a Rh esetén a bpy—dmb csere), azonban ez nem jelentds: a
legnagyobb eltérés a [Rh(CsMes)(phen)(H20)]** — [Rh(CsMes)(neo)(H.0)]** péarosnal
van, ahol ez 0,3 logaritmus egységet jelent.

A Kloridaffinitast jellemzé egyenstlyi allandokat is meghataroztuk (IgK’(H,O/CI),
9. tablazat). Egy adott ligandumnal a pKa[M(arén)(L)] értékekhez hasonld trendet
talaltunk: Rh(CsMes) >> Ru(Cym) > Ru(Tol). Meglepden nagy eltérés van a phen és
neokuproin Ru-komplexei esetén, melyre magyarazatot adhat a komplexek szerkezete,
mivel a neokuproinban a nitrogének melletti metilcsoportok valdsziniileg sztérikusan

gatoljak a nagyobb méretii kloridion koordinalodasat.

5.4. Az meghatarozott egyensilyi allandok 6sszehasonlitasa
5.4.1. A komplexek stabilitisa és a koordindlt viz deprotonaldoddsa

Az eldz6 fejezetekben bemutatott komplexek az egyes ligandumtipusokon beliil kisebb-

nagyobb stabilitasbeli kiilonbségeket mutatnak, azonban érdemes Osszehasonlitani,
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hogy a kiilonb6z6 ligandumtipusok kozott milyen eltérések, ill. trendek mutatkoznak.
Az 0sszehasonlitashoz azonos koriilmények kozott szamolhatunk koncentracideloszlasi
gorbéket, pM*—pH gorbéket, a ligandum savi disszociacios allandodival korrigalt
stabilitasi allandokat (K*) vagy adott pH-n latszolagos stabilitasi allandokat (Kapp). pM*
értékek szamolasat valasztottuk a biologiailag fontos fiziologias pH-n (7,4), ahol a
ligandum ¢és a fémorganikus kation koncentracidja is 100 uM (azaz a pM* értéke
ligandum nélkiil 4). Ezeket az értékeket feltiintettiik a 37. abran azokra a ligandumokra,
melyekkel mindharom vizsgalt fémorganikus kationnal meghataroztuk a stabilitasi
allandokat. Sziikséges hozzatenni, hogy bizonyos egyensulyi allandok, mint az (O,0)
donor ligandumok és a picH és 2,4-dipicH, ligandumok komplexeinek stabilitasi
allandoi, kloridionokat tartalmazé kozegben, mig a tobbi alland6 kloridion mentes

kozegben volt meghatarozva.

NH,
\_7 —~ e
el
i - o __
q:lo 0 N=
~ - S N N=
*‘E o ° ° 9| <4
] G-
o \_y

4lg|§|ﬁﬂll =SS

law acac dhp dipic en dmb neo
phth maltol pic 8HQ bpy phen

37. abra: A pM* értékek fiziologias pH-ra kiszamolva azon ligandumokra, melyeknél
mindharom fémorganikus kation esetén meghatdroztuk a stabilitasi 4allandokat.
[Rh(CsMes)(H,0)s]*": sziirke; [Ru(Cym)(H,0)s]*": narancssarga; [Ru(Tol)(H,0)s]*": kék. A
lawH és phthH, acacH [62], maltol [36,62], deferipron (dhp) [62,67], picH [67,88,159], 2,4-
dipicH, allandok | = 0,20 M KCI, mig a 8HQ [97], en [37], bpy [37], dmb, phen és neo allandok
I = 0,20 M KNO; mellett lettek mérve. A csikozott oszlopok azon allanddkkal szamolt értékeket
jelolik, melyeknél minimum érték lett megadva. A ligandumok koordinalt formajanak
szerkezete fel van tintetve az abran (R= —H vagy —-CHs; X= O vagy N-—CH,).
{c([M(arén)(H,0)5]** = ¢(L) = 100 pM; I = 0,20 M (KCI vagy KNO3); T =25,0°C}
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Szembetlind a naftokinon tipusu ligandumok gyenge komplexképzd tulajdonsaga, a
pM* gyakorlatilag a ligandum nélkiili 4,00-es értéket mutatja. Jol lathaté az is, hogy a
Ru(Cym) komplexek stabilitdsa domindl az (N,O) donorok ¢és a deferipron esetén, mig a
tobbi (O,0) donor és az (N,N) donorokndl a Rh(CsMes) komplexei mutatjadk a
legnagyobb stabilitast ezen a pH-n. Jol lathaté a metil-szubsztituensek hatasa: a
phen—neo csere drasztikusan lecsokkenti a stabilitast. Az etilén-diamin komplexeinek
stabilitasi alland6ja nem tér el nagymértékben egymastol, azonban fizioldgias pH-n mar
a fémorganikus kation hidrolizisének ¢s a kétmagva hidroxidokomplexek stabilitdsanak
a hatasa latszik, ezért is Kisebb harom nagysagrenddel a komplexben kotott kation
mennyisége a Ru(arén) kationok esetében.

A koordinalt vizmolekula deprotondlodésanak jelentdségét mar emlitettiik korabban:
a képzddod vegyes ligandumu hidroxidokomplex kevésbé reaktiv, ezért érdekes ennek a
formanak a jelenléte fiziologias pH-n. Azonos fémorganikus kation esetén altalaban az
anionos ligandumok komplexeinek nagyobb a pKjM(arén)(L)] értéke, emellett a
Kloridionok jelenléte is visszaszoritja a deprotonalodast. A 38. abran abrazoltuk a
pKa[M(arén)(L)] értékeket egymashoz képest, kiegészitve a 0,20 M-0s KCI mellett mért
allandokkal is.

Megjegyzendd, minél nagyobb egy komplex kloridion-affinitdsa, annal nagyobb a
kétféle ionerdsség mellett mért pK, érték kiilonbsége (ApKj,). Ezt jol szemlélteti a
[Ru(Cym)(maltol)(H,O)]" esete, ahol IgK’(H,O/CI) = 1,17, ApK, = 0,11, mig a
[Rh(CsMes)(bpy)(H20)]** komplexnél ezen értékek: 1gK’(H,0/Cl) = 2,58 és ApK,

1,78. Ez azért is érdekes, mert a szervezetben eléforduld kiilonbozd kozegekben a
kloridion hozzavetdleges koncentracidja ~103 mM és ~4 mM kozott valtozik [107].
Azonos kétfogu ligandum esetén egy 4ltalanos sorrend allithaté fel a
pKa[M(arén)(L)] értékre: Rh(CsMes) >> Ru(Cym) > Ru(Tol). Mas kutatocsoportok
méréseivel kiegészitve ez a sorrend bdvithetd egyéb f€lszendvics fémorganikus
kationokra: Rh(CsMes) >> Ru(Cym) > Ru(Tol) > Ir(CsMes) > Os(Cym). A 39. abra az
[M(arén)(bpy)(HZO)]2+ példdjan keresztiil mutatja be erre az 6t kationra az akva és
hidroxido formak szazalékos aranyat pH = 7,4-en, valamint lathatjuk a kloridionok

deprotonalddast visszaszorito hatasat is.
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a M Ru Ru Ru Ru Rh Rh
Arén: tol/p-cym tol/p-cym tol/p-cymtol/p-cym  CsMeg CsMejg

L: phen/bpy/dmb/neo  en HQCI-Pro 8HQ en/HQCl-pro  dhp

M: Ir Ru/Rh Rh
Arén: p- cym CsMeg tOI/p cy 5Me5 C5Me5 p-cym/CsMey/ C Meg

L: bpy bpy pIC (N N) IC maltol 8HQ

Kloridion-mentes
kozeg

b)

5 6 7 8 9 10 11

pK,:

M: Ru Ru Rh Rh Rh
— Arén tol p-cym CsMeg CsMeg CsMeg
=020 M (KCD) ‘ L:  2,4-dipic 2,4-dipic/pic bpy maltol dhp
M: Ru Ru Rh Rh
Arén: tol p-cym CsMeg CsMeg
L: pic maltol  2,4-dipic/pic en

38. abra: A pKy[M(arén)(L)] értékek a) kloridion mentes (felsé nyil) és b) 0,20 M KCl-ot (alsd
nyil) tartalmazé kézegben mérve. A ligandumok tipusai szinkod szerint: (O,0) = piros, (N,O) =
sarga, (N,N) = fehér. A lapos kék nyilak az eltéré fémionokat tartalmazé félszendvics bpy
komplexek kozti eltéréseket jelolik [37,86,105]. A piros/sarga/fehér nyilak azon komplexekhez
tartoznak, melyekre mindkét kozegben meghataroztunk allandot.

+0,20 M KCI
—_—

h Ir csere

22,4% 94,2% 99,9%

Ir(GMes) Rh(GMe:) Rh(GMey)
—|2+ @ —|+

20‘2))\/) = Ho’ L‘)\D
N
[M(arén)(L)(OH)]*

[M(arén)(L)(H,0)]>

u-Os cser arén csere
D —— —

2,56% 54,6% 49,4%
OgCym RuCym) RUTo)

39. abra: A bpy félszendvics akva és vegyes hidroxido komplexeinek szazalékos megoszlasa
fizioldgias pH-n, feltiintetve az akvakomplex pontos aranyat. pK, értékek: Rh(CsMes): 10,39
(KCl) és 8,61 (KNO3) [37]; Ru(Cym): 7,48 (KNOj3) és Ru(Tol): 7,39 (KNO3) (9. tablazat);
Ir(CsMes): 6,86 (kloridion mentes) [86]; Os(Cym): 5,82 (kloridion mentes) [105]. {c = 100 uM;
T=25,0°C}
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Az eltérdé pK, értékek részletesebb magyardzata megtalalhatdo mar Buglyd és mtsai
korabbi publikaciojaban a félszendvics [Ru(arén)(H20)s]**, [Os(Cym)(H,0)s]*" és
[Ir(CsMes)(H,0)s]** kationokra [35]. Javaslatuk alkalmazhato a kétfog ligandumok
akvakomplexeire is. Eszerint a Rh(Ill)-hoz koordinalédé pentametil-ciklopentadienid
anion jobb elektronkiild6 hatasa (jobb m-donor), mint a p-cimol [39,40], igy csokkenti
az effektiv t6ltést a fémionon és az M-O kotés polarozottsagat is. Ennek megfeleléen a
vizmolekula gyengébben kotddik a fémionhoz, azaz magasabb pK, érték rendelhetd
hozzé, mert kevésbé polarizalodott benne az O-H kotés. Gyengébb m-donor esetén (itt a
toluol a leggyengébb) nagyobb t6ltés marad a fémcentrumon, erésebb lesz a Ru-O(viz)
kotés, azaz az O-H kotés jobban polarizaltta valik, és emiatt savasabb lesz a kotott
vizmolekula. Emellett az 5d fémionoknal még nagyobb a kotéspolarizacio, mint a 4d

fémionoknal.

5.4.2. A viz—Kloridion cseredllando, azaz a komplexek kloridion-affinitasa

Az M-CI kotés stabilitasa meghatarozo lehet a bioldgiai hatas kifejtésében [107]. Az
akvakomplexben kotott vizmolekula egy labilis, kdnnyen tavozd csoport, mig a
kloridion erésebben kotddik, ezért ennek valdszinileg kevésbé reaktiv a komplexe. Az
M—CI koétés hidrolizise a kulcslépés a ciszplatin esetén, igy ez feltételezhetd ezen
félszendvics komplexeknél is [107]. Az egyes ligandumtipusoknal mar bemutattuk a
viz—kloridion csereallandok meghatarozasanak menetét, a 40.a abran a dolgozatban
szerepld allandok szerepelnek Osszesitve. A pKa[M(arén)(L)]-lel megegyez6 trend valik
lathatova: Rh(CsMes) >> Ru(Cym) > Ru(Tol). A 40.b abran feltiintettik az
[M(arén)(phen)C1]" komplexek szazalékos aranyat fiziologias koriilményeknek
megfeleld kloridion-koncentracioknal [107].

A koordinalt viz deprotonalddasa €s a kloridion koordinalédasa hasonld reakcidk,
melynek soran a vizmolekula egy egyszeresen negativ toltésti részecskére cserélddik.
Azonban fellép az ellentmondas: a kiilonboz6 fémcentrumokat Gsszevetve a nagyobb
kloridion affinitasi komplexek vizmolekuldja deprotonalédik nagyobb pH-n (azaz
ezeknek van a legkisebb ,hidroxidion-affinitdsa”). Ennek hatterében a fémion és a
vizmolekula k6zott kialakulod kolcsonhatas erdssége all, melyet részletesen kifejtettiink
az elozo fejezetben. A gyengébben kotott vizmolekula tehat kevésbé savas karaktert,

viszont konnyebben leszorithatdé kloridionokkal. Ez alapjan a Rh(CsMes) esetében
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konnyen tavozik a vizmolekula, mig a Ru(Tol) esetén a legnehezebben. Igy

megmagyarazhatd a tapasztalt ellentmondas.

a) 3 - B
Q 2 -
@)
AN
L
¥ 1 -
o
O - T T T
acac dipic dmen bpy dmb phen neo
b) HQCI-Pro en pin

c(Cl) Rh(CgMes) Ru(Cym) Ru(Tol)

4 mMm 77% 20% 16%
24 mM 95% 60% 53%
vérplazma 103 mMm 99% 86% 83%

40. abra: a) A dolgozatban bemutatott komplexek viz—kloridion csereallandéi (K~ (H,O/CI")).
[Rh(CsMes)(H,0)s]**: sziirke; [Ru(Cym)(H,0)3]*": narancssarga; [Ru(Tol)(H,0)3]*": kék. b) Az
[M(arén)(phen)CI]* komplexek aranya fizioldgids kloridion koncentraciok mellett szamolva.

Azonban fontos megvizsgalni a 40.a abran azonos fémorganikus rész mellett a
kétfogh ligandum hatasat erre az egyensulyi allandéra. Altalanosan igaz a kévetkez6
stabilitasi sorrend a donor atomok tipusat tekintve: (N,N) > (N,0) > (O,0).
Val6szinlileg a donoratomok mellett a ligandum koordinalt form4janak toltése is szamit,
mivel az anionos ligandumoknak (2,4-dipicH,, HQCI-Pro, acacH) vannak a legkisebb
allandoik. Valoszintileg ezek akvakomplexe, kisebb pozitiv t6ltésiiknél fogva, gyengébb
kolcsonhatast tud kialakitani a kloridionnal.

Mivel a deprotonalodas és a kloridion megkotédése hasonld folyamat, allandoik
korrelacidja érdekes lehet. A dolgozatban szerepld és a kutatocsoportunk altal kordbban
publikalt félszendvics fémkomplexek egyenstlyi allandoik koziil azokat vetettiik dssze,
melyeknél mind a két allando (pKijM(arén)(L)] és IgK’(H,O/CI)) ismert. Az
illesztésbdl kihagytuk a [Ru(arén)(neo)(H,0)]** komplexeket, melyeknél jelentés a
sztérikus hatas. Csak a 0,20 M (KNOj3) mellett meghatarozott pK, értékeket hasznaltuk
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fel. A kisebb pK, érték (azaz a nagyobb affinitds a OH™ ionra) nagyobb viz—kloridion
csereallandoval jar altalanosan (41.a abra) azonos fémorganikus kation esetén. Ebben az

esetben a kétfogu ligandum hatasa a donto.
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41. abra: a) A félszendvics Ru- és Rh-komplexek viz—kloridion csereallanddjanak logaritmusa a
koordinalt viz deprotonalodasat jellemz6 pKi[M(arén)(L)] értékek figgvényében (I = 0,20 M
KNQO;), jeldlve a kiilonbozé fémorganikus részekhez tartozo értékeket és a rajuk illesztett
egyenseket: o: Rh(CsMes); x: Ru(Cym); 0: Ru(Tol). b) A harom fémorganikust egyesité modell
altal szamolt viz—kloridion csereallandok a mért allandok fliiggvényében. Az atld az idealis
esetet mutatja, amikor a mért €s szamolt értékek megegyeznek egymassal.

Emlitésre méltdo, hogy a 4l.a abra illesztett gorbéinek meredeksége hasonlo
egymashoz, azonban a tengelymetszetiikben van eltérés. Multilineéris regresszioval a
kiilonb6z6é fémorganikus kationok komplexei egy modellben kezelhetOk: a 41.b 4dbran
az eddig meghatarozott 1gK’'(H,O/CI) értékek vannak az x-tengelyen, mig a
pKa[M(arén)(L)] és lgf[(M(arén)),H.3] adatokbol szamolt 1gK’(H,O/CI") értékek

talalhatok az y-tengelyen, R? = 0,76-0s értékkel. Ebben az illesztésben tizenhét Rh-
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komplex, kilenc Ru(Cym) és hat Ru(Tol) komplex talalhato. A komplexek kloridionok
felé mutatott affinitasat jellemzd egyensulyi allandé meghatarozasa idéigényes, és a
komplexek megfeleld vizoldhatosaga is sziikséges. Ezért megprobaltunk kapcsolatot
talalni ezen allando és rontgenkrisztallografias szerkezetek geometriai paraméterei
kozott a kisebb méretli ligandumok fémkomplexeire, melyek kiillonb6z6 tipusa
ligandumcsoportokat modelleznek. Az akvakomplex geometridjanak ismerete (pl. az
M-O(viz) kotéshossz) megfelelobb lenne a szamolasunkhoz, azonban altalaban az
[M(arén)(L)CI] format szoktak izolalni, igy mi is ezeket hasznaltuk. Felallitottunk egy
modellt azon Rh-komplexekre, melyeknél mind a szerkezet, mind a csereallandok
ismertek voltak 2018-ig. Ezekben a komplexekben kiilonb6z6 donoratomok vannak, a
ligandumok ottagu kelatgytiriit alkotnak: maltol és allomaltol [36], deferipron [67], pic,
6-metil-pikolinsav és kinaldinsav [89,179], 8-hidroxi-kinolin [97], tiomaltol [180], bpy,
phen, pin és etilén-diamin [37,144]. A dmen komplexébdl csak egyik izomerének
kristalyai lettek eldallitva, igy ezt kihagytuk az illesztésbol. Tobbféle geometriai
paramétert is megvizsgaltunk (42.b abra): kiillonb6z6 kotéshosszak, kotésszogek, torzios
szO0gek voltak tesztelve ugy, hogy a valtozok redlis fliggést mutassanak. Az aldbbi
modellt fogadtuk el (8. egyenlet, 42.a abra):
szamolt IgK " (H,O/Cl") = 27,59 x (Rh—CsMes centroid tavolsag) — 0,23 x

sz6g(X—Rh-Y) — 0,23 x (CH; kitérése a CsMes sikbol) + 8
+0,46 x [Rh(CsMes)(L)] toltése — 28,75

Ez alapjdn annal nagyobb a komplex kloridion affinitdsa, minél tavolabb van a
CsMes gylirli a fémiontol, ami a fémion nagyobb effektiv toltésével értelmezhetd. Az
akvakomplex toltottségével aranyosan né ez az egyensulyi alland6. A donoratomok és a
Rh altal alkotott kotésszog, ill. a metilcsoportok kitérése a gylirii sikjabol a komplex
sztérikus hatasait hivatottak figyelembe venni. 2018 o6ta meghatarozott Rh(CsMes)-
komplexeken ellendrizni lehet a modell josagat, emellett azokra is lehet josolni allandot,
melyeknek csak a szerkezete ismert. A [Rh(CsMes)(2,4-dipicH)C1] komplex esetében
egy olyan probléma Iép fel, hogy a szerkezet alapjan +1 a toltése a komplexnek
(protonalt karboxilcsoport), mig az allandé meghatarozasa sordn az oldatban semleges
komplexsziink volt; emellett a szabad karboxilcsoport deprotonalodasanak hatdsa a
geometriai paraméterekre sem elhanyagolhato. A komplexet semlegesnek véve a
lgK’(H.O/CI") = 1,53, mig +1-nek véve 1,99, azaz utdobbi mutat kdzelebbi eredményt

(Id. 6. tablazat). A dmb és neo komplexei esetén a csereallando 3,07 és 2,54 ebben a
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sorrendben. A dmb esetén a szokatlanul hosszii Rh—CsMes tavolsag (1,790 A, aminél
hosszabb mar csak a tmeda komplexében van) okozott nagy eltérést, azonban a neo
esetén a metilcsoportok sztérikus hatasa ellenére is jO a kozelités. Emellett allandot
szamoltunk a tmeda, a ftiokol és a kurkumin komplexeire is, ezek rendre: 1,98, 1,48 és -
1,33. Egyértelmiien kiugré pont a kurkumin, a modell erre a komplexre nem teljesit jol
nagy kotésszoge miatt. Ez alapjan elmondhat6, hogy hattagi kelatgytiriiket tartalmazo

komplexre valdsziniileg nem hasznalhaté a modelliink.

a)

Vizsgalt adatok:
d(Rh—centroid)
d(Rh=X)
d(Rh-ClI)
sz6g(X—Rh—X)
sz0g(X—Rh-ClI)
torziés sz6q(CH, kitérése)
. torziés szdg(X—C—C—-X)
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b)
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N
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42. abra: a) Az egykristaly rontgenkrisztallografia altal meghatarozott szerkezetekben vizsgalt
geometriai paraméterek, aldhuzva a 8. egyenletben felhasznalt kotéshosszt €s szogeket. b) A
8. egyenlet altal szamitott viz—kloridion csereallandok a mért értékek fliggvényében. Az atld
azon pontokat jeldli, ahol a modell altal szamolt és a mért értékek megegyeznek.

5.5. Egyfogu ligandumok és biomolekulak kotédése

A félszendvics ruténium- és rodiumkomplexek az arén ligandum és a kétfogu ligandum

mellett egy egyfogu ligandumot tartalmaznak. Ez lehet az olddészer molekula (pl. H,O
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vagy OH™ a pH-tol fiiggden), ill. kloridionokat tartalmazo kdzegben maga a CI, de
egyéb halogenidionok (Br, I') is szerepelhetnek a szilardan eléallitott komplexekben
[121]. Ezen egyfogi segédligandum szubsztitucidja jatszoédik le endogén
biomolekulakkal valé kdlcsonhatas soran, és ezen ligandumcsere folyamat sebessége és
mértéke meghataroz6 Szerepet jatszhat a fémorganikus komplex bioldgiai kozegekben

valo viselkedésében.

5.5.1. N-donor ligandumok a harmadik koordinacios helyen

A halogenidionok helyett egyéb segédligandumok hasznalata szamos elénnyel jarhat: 1)
novelheti a szelektivitast, elésegitve a komplex aktivalédasat a célpont kozelében, ii)
Oonmaga is biologiailag aktiv lehet, igy additiv vagy szinergisztikus modon fejthetik ki
hatasukat a kétfogh ligandum komplexével, iii) az inert vagy nagy stabilitasu
komplexek gatolhatjak a bioligandumok koordinacidjat, igy a komplex egésze Uj
mechanizmuson keresztiil érheti el hatasat, ill. ellenallhat a védekezésben szerepet
jatsz6 glutation koordindlodésanak. Doktori munkdmban az 1) és ii) pontokban targyalt
komplexeket terveztiink, az aktivalodast a rakos szovet savasabb pH-ja biztositja (pH =

5,5-6,5) [24].

N-donor N T e
ligandumok: \ / : (N,N/O)
NH Y NH,
—NH, ©/\ z —|2+/-|;- —~
metil-amin I : HN
benzil-amin E en

(mea)

AR & B lea)
( ".. J ..': = \ 7

.
.
......
--------

ben2|m|dazo| piridin

(blm) (pyr) [M(arén)(N, N/O)(N donor)] ) phen
»\ & Ratl
\> Ho 0 cl 8-hidroxi-
L- met" P~0H i kinolin (8HQ) :
imidazol @_m .........................
mim ,P
mim HoO é'\OH cl ekonazol
zoledronsav (econ)
(zol)

43. abra: A savra aktivalodd komplexek eldallitasanal ¢és vizsgalatanal alkalmazott
fémorganikus fragmensek, kétfogu és egyfogti ligandumok.
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A vegyes ligandumu komplexek eléallitasahoz az etilén-diamin, a 8HQ és a phen
kiemelkedbéen nagy stabilitasi Rh(CsMes)- és  Ru(Cym)-komplexeit valasztottuk
(43. abra). Ezek szerepe ketts: egyrészt, mint stabilis platformok, hordozzak a
citotoxikus egyfogu ligandumot, ill. ha maguk is citotoxikusak, akkor az egyfogu
ligandum  savas  disszociacidgja  sordan  aktivdlodhatnak.  Olyan  egyfogl
segédligandumokat kerestiink, melyekt6l azt vartuk, hogy pH = 7,4-en 100%-ban
koordinaldédnak, mig a pH = 6,0-6,5 tartomanyban teljes mértékben disszocialnak. A
bazicitasuk és a szakirodalmi példak alapjan [133-135] a metil-amin (mea), benzil-amin
(bza), piridin (pyr), benzimidazol (bim) és 1-metil-imidazol (mim) (43. abra)
nitrogéndonor ligandumokat vélasztottunk, melyek mindegyike gyakori alkotoja

biologiailag aktiv (gydgyszer-) molekuldknak is.

L=en L=phen L=8HQ

100 - \4 / o

75 4 3%

A vegyeskomplex aranya (%)
a1
o

25 A
10%
0%
O%H 0% 0% 0%
5,32 6,67 7,14 9,42 10,58
pyr zol mim bza mea
PK(egyfogu)

44. abra: A 'H NMR spektroszkopiasan meghatarozott komplexképzOdési és savérzékenységi
tesztekbol szamolt Rh(CsMes)-vegyes ligandumu komplexek aranya pH = 6,0 és 7,4 értékeken,
az egyfogu ligandum pK, értékének fiiggvényében. (A pK, értékeket a vizsgalati koriilményeink
kozott pH-potenciometridsan hataroztuk meg.) A teli oszlopok a pH = 6,0-on kapott értékeket,
mig a csikos oszlopok az ezen feliili kotddést mutatjak pH = 7,4-en, a kettd érték kiilonbsége az
oszlopok felett lathato. {c([Rh(CsMes)(L)(H.O)] = c(egyfogu ligandum) = 1 mM (8HQ esetén
0,5 mm); pH = 6,0 és 7,4 (20 mM PBS* puffer); varakozasi id6: 24 h; 10% D,0O; T = 25,0°C}
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'H NMR spektroszkopias méréseket végeztiink a valasztott Rh(CsMes)-komplexekre
egy ekvivalens N-donor segédligandum jelenlétében pH = 6,0-n és 7,4-n. Els6 1épésként
megvizsgaltuk, hogy a vegyes ligandumu komplexek képzddésénél mennyi i1d6
szlikséges az egyensuly eléréséig. Megallapitottuk, hogy a 8HQ komplexeinél a
segédligandum  koordinacidja gyors (<6 perc), mig a [Rh(CsMes)(N,N)(H,0)]**
komplexeknél altalaban perc—ora nagysagrendli reakcididéket figyeltiink meg. Ennek
megfelelden a 'H NMR spektrumok felvétele el6étt 24 orat vartunk (44. abra), majd a
spektrumok elemzésével hataroztuk meg a képzdédott vegyes ligadumu komplexek
aranyat a kétféle pH-n. Megallapitottuk, hogy az aminocsoportot tartalmazo ligandumok
(mea, bza) csak csekély mértékben koordinalodnak. A heterociklusos vegyiiletek (pyr,
mim) mar nagyobb mértéki kotédést mutatnak (30-90%), és a kétféle pH-n mérve az 1-
metil-imidazol esetén kaptuk a legnagyobb kiilonbséget a ligandum megkotddésének
mértékére vonatkozoan. Ugyanakkor ez az a segédligandum, mely a legnagyobb
mértékben (80-90%) koordinalodik a torzskomplexeinkhez fiziologias pH-n. Azt
talaltuk, hogy a segédligandum pK, = 6,5-7,5 koriili értéke az optimalis (44. abra), mely
az imidazol-szarmazékoknal teljesiil. Ezt az informaciot felhasznalva valasztottuk a
tovabbi vizsgalatainkhoz az imidazol-tartalmt benzimidazolt, a zoledronsavat és az
ekonazolt (43. abra). A benzimidazol motivum gyogyszermolekulakban megtalalhato,
emellett szarmazékai aktivitast mutattak tobbféle rakos sejtvonalon [181]. A
zoledronsav €s az ekonazol olyan gyogyszermolekuldk, melyek rakellenes hatasat mar
kimutattak egyéb kutatasokban [182,183]. A benzimidazol savasabb pH-n
deprotonalodik (pK, = 5,44(1), UV-vis méréseink alapjan, | = 0,10 M KCI). A
zoledronsavnak tobb disszociabilis protonja is van (josolt pK, értékek: 6,67, 7,48, 8,13
[162]), és az atfedd deprotonalodasi folyamatok miatt nehéz megitélni, hogy valoban
alkalmas-e ilyen céla segédligandumnak. igy a vegyes ligandumi komplexek tervezett
szintézise eldtt a zoledronsav esetében is megvizsgaltuk a kétféle valasztott pH-n a
koordinaciojanak a mértékét (44. abra). A 'H NMR méréseink alapjan zoledronsav igen
mérthez képest, ami messze feliilmalja a tobbi ligandumnal kapott értékeket. Az
ekonazol gombaellenes szer, melynek rakellenes hatéasa is ismert, mivel apoptozist okoz
rakos sejtekben [182], igy vegyes ligandumu komplexeinek szintézisét szintén

terveztiik. A josolt pK, értéke 6,48 [162], azaz valdsziniileg alkalmas jelolt lehet,
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azonban rossz vizoldhatoésaga miatt nem végeztik el az NMR spektroszkopias
vizsgalatot.

Célunk volt, hogy egyensulyi allandokat hatarozzunk meg vegyes ligandumu
komplexek képzOodésére vonatkozoan a fenti eredmények alapjan kivalasztott
heterociklusos pyr, bim és mim segédligandumokkal UV-vis spektrofotometrias
modszerrel. Megvizsgaltuk a Ru(Cym)-komplexek és a segédligandumok kozotti
reakciok idofiiggését is, és a Rh(CsMes)-komplexekhez képest hosszabb idé volt
sziilkséges a kémiai egyensuly eléréséhez az adott koriilmények kozott (pl.
[Ru(Cym)(8HQH.1)(mim)]": ~40 perc). igy az osszes rendszernél a 24 éra varakozési
id6t hasznaltunk a UV-vis spektrumok felvétele eldtt. Egyedi mintakat készitettiink,
melyekben a Ru(Cym)-, ill. Rh(CsMes)-komplexek koncentracidja allandd volt
tartomanyban, 0,10 M KClI ionerdsség mellett. Ha nem volt jol mérhet6 valtozas az UV-
vis spektrumokban, akkor 'H NMR spektroszkopias méréseket végeztink (pl. a
[Ru(Cym)(phen)(pyr)]** esetében). A spektralis valtozasok alapjan meghatarozott
egyensulyi allandokat a 10. tdblazat tartalmazza. Tobb esetben mindkét pH-n (6,0 és
7,4) is elvégeztiik a méréseket, melyek eredményei jO egyezést adtak egymassal. A
0,0 M kloridion jelenlétében meghataroztuk a térzskomplexekben koordinalt
vizmolekuldk deprotondlodasat jellemzo pK, értékeket is spektrofotometrias
titralasokkal (10. tablazat), melyek alapjan elmondhatjuk, hogy vegyes hidroxido
komplexek képzddésével nem kell szamolnunk ezen komplexeknél fizioldgias pH-n.
Megjegyzendd, hogy Ru(Cym)-komplexek esetén nem minden esetben volt lathato a
vegyes ligandumu komplex képzddése. Emellett a kétfogi ligandum alapjan a

1épcsdzetes allandok a 8HQ > phen ~ en sorrendet kovetik.
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10. tablazat: A kétfogh ligandumok félszendvics komplexeiben a koordinalt vizmolekula savi
disszociacios allanddja (pK,), a vegyes ligandumt komplexeinek képzodését jellemzd
lépcsdzetes stabilitasi allandok (K[M(arén)(N,X)(N)]), ill. a vegyeskomplex aranya 1:1
komplex-egyfogt ligandum aranynal, 1 mM és 100 uM Koncentracioknal, pH = 6,0 és 7,4
értékeken. {l = 0,10 M KCI; T = 25,0°C; varakozasi id6: 24 h}

] . % 1mMm % 100 uM
fémkomplex lig IgK H=60-74 pH=60-7.4
pyr 2,6(1)° 2123 3—4
[Rh(CsMes)(en)(H,0)]** _ X
mlm y e d —_—
(10,63(1)) 4,2(1) 40—74 9—39
bim 3,3(2)° 46—50 12—15
pyr 3,0(1)° 3538 78
[Rh(CsMes)(phen)(H.0)1™" i 4,702)° 5984 2158
(10,05(1))
bim 3,4(1)° 50—54 1517
e PYr 41(1)° 74—76 3942
Ele(GC;(I;/;)es)(8HQH.1)(HzO)] mim 5,5(1)° 8194 5181
’ bim 4,9(2)° 89—90 68—71
[Ru(Cym)(en)(H,0)]** il nincs kn.' _ ]
0.03(6 2 mim nincs kh.2® - -
(9.03(5)) bim 3,5(1)" 5457 17—20
a — 0
RuCym)@hen)(HO) P L6 . <
(8.91(1)) mim nincs kh. - -
' bim 2,9(1)° 30—34 6—7
o pyr 43(2)° 79—80 47—50
EgRl;gC(i/)r;)(SHQH.l)(HzO)] mim 6,7(2)" 95—99 85—95
' bim 5,6(2)° 9596 84—86

a: "H NMR spektrumokbol szamolva; b: UV-vis spektrumokbol szamolva

A pH mellett a koncentracid is igen fontos a disszociacidé mértékének szempontjabol.
Ezért a meghatarozott egyensulyi allandok alapjan kiszamitottuk kétféle pH-n és
koncentracio (1 mM és 100 uM) mellett a vegyes ligandumt komplexek képz6désének
mértékét (10. tablazat). Altalanosan elmondhat6, hogy minden rendszerben a pH és a
koncentracio csokkenésével csokken a segédligandum kotott mennyisége, de mértéke
nagy kiilonbségeket mutat. A legnagyobb eltérést a kétféle pH-n kapott értékek kozott a
Rh(CsMes)-komplexek esetében, azokon beliil az 1-metil-imidazollal képzett vegyes
ligandumu komplexekre kaptunk, a pyr és bim ligandumokkal joval kisebb az eltérés.
Ennek megfeleléen a tovabbiakban elsésorban a Rh(CsMes)-komplexek, ill. azok 1-
metil-imidazollal képzett vegyes ligandumu komplexeinek szilard fazisu eldallitasara

torekedtiink.
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45. abra: a) A [Rh(CsMes)(en)(mim)](CFs;SO;),, b) a [Rh(CsMes)(8HQH.;)(mim)](BPh,) x
CH;OH és c) a [Rh(CsMes)(phen)(mim)](BPhy) x2 CH.Cl, d) a
[Rh(CsMes)(en)(pyr)](CFsS0s), €) [Rh(CsMes)(phen)(pyr)](CFsS0Os3), x 2 CH;0H komplexek
egykristaly rontgendiffrakci6s modszerrel meghatarozott szerkezete. A termalis ellipszoidok
50%-os valosziniiséggel jelolik az atomok pozicidit. A hidrogének és az olddszermolekulak a
jobb lathatésagért nincsenek adbrazolva.

El8allitottuk és kristalyositottuk a [Rh(CsMes)(en)(mim)]**,
[Rh(CsMes)(8HQH.1)(mim)]** és [Rh(CsMes)(phen)(mim)]** komplexet (45. abra)
CF3S0O; ¢és BPhs ellenionokkal. Az imidazol-tartalmi zoledronsav és ekonazol
komplexeinek eldallitdsa azonban nem volt sikeres. Bar a piridin és benzimidazol
segédligandummal képzett adduktumokat nem taldltuk idedlisnak a céljainkhoz, az
Osszehasonlitas érdekében néhany esetben piridinnel is preparaltunk komplexeket
([Rh(CsMes)(en)(pyn)]**  és  [Rh(CsMes)(phen)(pyn)]*),  melyeket sikeriilt
rontgenkrisztallografias analizisre alkalmas formaban is eldallitanunk (45. abra). A
komplexek a vartnak megfelelden tipikus ’zongoraszék’ geometriai elrendezddést
mutat: a pentahapto koordinacioju arén elfoglal harom koordinacids helyet, és a kétfogt
ligandum kotédése mellett a koordinacios szférat a mim ill. pyr ligandum teliti.

Ezt kovetéen kétféle pH-n (6 és 7,4) vizsgaltuk a vegyes ligandumu komplexek
citotoxikus hatasat két, az 4.4.2. fejezetben mar bemutatott, human rakos sejtvonalon
(Colo205, Col0320). A biologiai mérésekhez a [Rh(CsMes)(phen)CI]™ és a mim, ill. pyr
segédligandumok ekvimolaris oldatait valasztottuk. Eldzetes vizsgalataink alapjan a
zoledronsav dnmagaban nem bizonyult citotoxikusnak a hasznalt rékos sejtvonalakon,

igy azzal nem végeztiink tovabbi méréseket. Helyette az ekonazol ¢s komplexének
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rakellenes hatasat vizsgaltuk, mely ligandum citotoxicitasa kelléen nagy volt mar
onmagaban is (ICsp = 10 — 23 uM kozott). A mérési eredményeket a 11. tablazataban
(ill. a Fiiggelék F4-F6. tablazatokban) foglaltuk 6ssze. A kapott eredmények alapjan, a
vizsgalt sejtvonalakon sem a térzskomplex, sem a vegyes liganduma komplexek nem
mutatnak erds citotoxikus hatast, kivéve az ekonazol komplexét, bar az ICso értékek
igen hasonloak a kétféle pH-n. Azonban a mim és pyr vegyes ligandumt komplexe
savasabb kozegben egyértelmiien citotoxikusabb mint fiziologias pH-n.

Ugyanezen vegyes ligandumu Rh(CsMes)-komplexek antibakterialis hatasat is
teszteltik négyféle baktériumtorzson (Staphylococcus aureus (Gram-pozitiv),
Escherichia coli (Gram-negativ), érzékeny és antibiotikum-rezisztens valtozatok)
négyféle pH-n (5,0, 6,0, 7,0, 8,0). Ezekben a mérésekben a minimalis gatlo
koncentraciot (MIC) hataroztdk meg, ezen értéknél mar nem jelennek meg baktériumok
a mintaban (nem zavarosodik be) egy éjszakas varakozas utan. A vizsgalt anyagok korét
kibovitettiik, végeztink méréseket a zoledronsav ¢s a 8HQ komplexeivel is. A
meghatarozott ICsg értékek és MIC a 11. tdblazatban lathatok azoknadl a vegyiileteknél,
melyeknél savas aktivalodas lathato. A Fiiggelék F4-F6. tablazataiban talalhato meg az

Osszes adat.

11. tablazat: A [Rh(CsMes)(phen)CI]* komplex (C-vel jeldlve), az egyfogh ligandumok és
vegyeskomplexeik rakellenes hatasa Colo320 vastagbélrak sejteken (ICso, uM), ill.
antimikrobialis hatasuk Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumtorzseken (MIC, uM).
Sziirkével kiemelve a savas aktivalédasra utald eredmények.

Colo320 S. aureus (rez.) E. coli (érz.) E. coli (rez.)
pH = 6 7,4 6 7 6 7 6 7

econ 10£2 11,4+04 12,5 6,25 >100 >100 >100 >100
mim > 100 > 100 > 100 >100 >100 >100 >100 >100
pyr > 100 > 100 > 100 >100 >100 >100 >100 >100
C > 100 > 100 > 100 >100 >100 >100 >100 >100
C+econ 14+1 13+£2 12,5 3,125 25 50 50 100
C+mim 72+3 > 100 > 100 >100 >100 >100 >100 >100
C+pyr 84 £ 4 > 100 > 100 >100 >100 >100 >100 >100

Sem a Rh(CsMes) torzskomplexek, sem azok mim és pyr vegyes ligandumi
komplexei nem mutattak mérhet6 antibakterialis hatast egyik baktériumnal sem. Az

ekonazol antibakteridlis hatdsa régota ismert [181], a vizsgadlt Gram-pozitiv
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baktériumokon mért MIC értékek a pH emelésével valtak egyre kisebbé, és hasonléan
viselkedett a phen-t tartalmazo vegyes komplexe is. Ugyanakkor a Gram-negativ
baktériumoknal csak a [Rh(CsMes)(phen)(econ)]** komplex mutatott antibakterialis
hatast, és a pH csokkentésével valt aktivabba az érzékeny és a rezisztens torzseken

egyarant.

5.5.2. Vilasztott félszendvics komplexek kélesonhatdisa HSA-nal és DNS-sel

A félszendvics fémorganikus komplexek az emberi szervezet viztereibe Kkeriilve
kolcsonhatasba 1éphetnek az oldészerrel és a kiillonbozd jelenlévé endogén
ligandumokkal, ahogy ezt mar az irodalmi attekintésben is bemutattam. Az el6z6
fejezetekben részletezett oldatkémiai folyamatok egyértelmiien lejatszodhatnak, ilyen az
eredetileg koordinalt klorido ligandum vizre torténd cseréje, a koordindlt viz
a folyamatok megvaltoztatjdk a komplex szilard forméaban jellemzett szerkezetét, ezért
fontos tudnunk, hogy mely forma a dominans, amely kdlcsonhat a biomolekulakkal.

A fémkomplexek a citotoxicitasi vizsgalatok soran el6szor a sejtek tenyésztéséhez
hasznalt médium (pl. EMEM, DMEM és RPMI 1640) komponenseivel talalkoznak.
Ezekben szervetlen sok, aminosavak, vitaminok, cukor és a pH-t biztosité puffer
talalhato, eltéré koncentracioban. Szamos komplex stabilitasat vizsgaltuk médiumokban
UV-vis és 'HNMR spektroszkopias modszerekkel. A kisebb stabilitisa (0,0)
donoratomokat tartalmazd acac-komplexek esetén egyértelmiien disszocialt a komplex,
mivel a 'H NMR spektrumokon a szabad ligandum és fémorganikus kation kiilonbdzé
kotott formainak jelei jelentek meg (46.a dbra), azaz a médium komponensei (és a
hozzaadott borjlisavé komponensei) kiszoritjak komplexébdl az eredeti ligandumot. A
nagy stabilitast oligopiridil, (N,N) kétfogu ligandumok komplexeinél egy gyors reakcio
jatszodott le (< 5 h), ezutan nem lattunk a 'H NMR spektrumokon jelentds valtozast az
egy hetes vizsgalat alatt. A szintén nagy stabilitasti (N,O) donor HQCI-Pro ligandum
komplexeinél is valtozasokat detektaltunk. A Ru(Cym)-komplexe példaul nem
disszocial, valosziniileg vegyes ligandumti komplexet képez a hisztidinnel (46.b abra),
amire a hisztidinhez tartozoé szinglettek jeleinek az eltolodasasa alapjan kovetkeztettiink.
A hisztidin koordinacidjat spektrofotometrias mérésekkel is bizonyitottuk RPMI 1640
médiumban (46.c abra). Fontos megjegyezni, hogy a médiumokban egyik vizsgalt
Ru(arén) komplex ([Ru(Cym/Tol)(acac)Cl] [Ru(Cym)(HQCI-ProH_;)CI],

90



[Ru(Cym/Tol)(neo)CI]* és [Ru(Cym/Tol)(phen)CI]") esetén sem detekéltuk az arén

------

a) Szabad acacH: b)
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46. abra: A a) [Rh(CsMes)(acac)(H,0)]" és a b) [Ru(Cym)(HQCI-ProH.;)(H,0)]" reakcidja
rakos sejtek tapkozegével (RPMI 1640 médium, a) esetben 10% borjusavoval kiegészitve).
Spektrumok: 1. [M(arén)(L)(H,0)]" a médiumban (L = acac vagy HQCI-ProH.,); Il. ligandum a
médiumban; 111, [M(arén)(L)(H,0)]" PBS* pufferben; 1V. médium. ¢) A [Ru(Cym)(HQCI-
ProH.,)(H,0)]"  idéfiiggs spektrumai 2 ekvivalens  hisztidin  jelenlétében.
{c([Rh(CsMes)(acac)(H,0)]" = 1 mM; c([Ru(Cym)(HQCI-ProH_;)(H,0)]" = 100 uM (b) és 200
uM (¢); pH = 7,40 (médium és PBS*); 10 % D,O (a és b); £ =1 cm (c); T =25,0°C}

A gyogyszermolekuldk jelentds része kozvetleniil vagy kozvetetten bekeriil a
szisztémas vérkeringésbe, ¢s ott kolcsonhatasba 1ép(het)nek a legfontosabb
szallitofehjérjével, a HSA-nal. A HSA, ahogyan az 2.4. fejezetben is részleteztem,
tobbféle tipust (masodlagos, koordinacidés) modon is képes kdlcsonhatasba lépni a
fémkomplexekkel. A kolcsonhatas jellegétdl, a fémkomplex oldhatosdgatol és
spektroszkopiai tulajdonsagatol fiiggden tobbféle modszerrel is lehet a kotddés

kinetikajat, mértékét és helyét jellemezni. A Trp214 kioltasan alapuld mérések alapjan
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az [M(arén)(acac)(H,0)]" komplex disszociativ kotésére utal, hogy a komplexek
hozzdadasara a fluorimetrias intenzitds valtozasa gyakorlatilag megegyezett a
fémorganikus kationnal wvald titralasnal tapasztaltakkal [37,88]. A fémkomplex
[Rh(CsMes)(phen)(H20)]** komplexnél minimalis intenzitasvaltozast kaptunk, ami
alapjan ezen a kotéhelyen nincs kdlcsonhatds a fehérjével, és nem torténik komplex
disszociacio.

Az [Rh(CsMes)(N,N)(H,0)]** komplexek ((N,N) = etilén-diamin, phen és bpy)
globalis megkdtédésérél és az elérhetd kotdhelyek szamardl ultrasziirés/UV-vis
modszerrel nyertiink informaciot [184]. Adott ideji inkubalas utan a fehérjét és
fémkomplexeket eltérd ardnyban tartalmazd mintédkat ultrasziirtiik, amivel a nagy
molekulatomegii részt elvalasztottuk a kis molekulatomegii részt6l. A spektrumok
elemzése azt is mutatta, hogy ezen nagy stabilitdsi komplexek fehérjén wvalod
megkotodése soran sem az aréngyurd, sem a kétfogu ligandum nem szoritdédik ki a
koordinacids szférabol. A kotott fémkomplexek ardnyat mutatja a 47. dbra, ami alapjan
biztosan tobb mint egy (akar 6t ekvivalens) fémkomplex kotddik meg egy fehérje

molekulan. A kisérleti adatokbodl kotési allandokat nem szamoltunk.

a) b)
S 100 — 9 -
~ B gtilén-diamin —
© <
> %) @
£ 80 I &
- et qz*
5 = &
é 60 a() 6 1 &Q}\(\*
° °a »\\0%
E £ o S
~ 40 X c>"<\Q T
€ € 31 ‘{0@“ //Q/
:.9 :Oq—, Q{Z;b 7
= 20 = e
:0 :0 e
‘0 ‘0 &
4 4 2
0 ~
< ] . . o O T T T
11 13 1:9 0 3 6 9
Chisa - CRh-komplex c(6sszes fémkomplex)/c(HSA)

47. &bra: a) A [Rh(CsMes)(phen)(H,0)]* komplex HSA-hoz valo kotédése kiilonbozd
aranyoknal, ultrasziirés/UV-vis modszerrel meghatirozva és Gsszehasonlitva a mar publikalt
etilén-diamin és bpy-komplexek kotédésével [37]. b) Ot kiilonbézé HSA:fémkomplex aranynal
mért kotédés mértéke ultrasziirés/UV-vis modszerrel meghatarozva. {c(HSA) = 50 uMm;
¢([Rh(CsMes)(phen)(H,0)]*") = 50-450 uM; T = 25,0°C; pH = 7,40 (PBS*)}
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Szakirodalmi adatok [112], ill. korabbi munkdmban kotdhely-modell  kis
molekulakkal végzett mérések alapjan [37] a fehérjén a hisztidin nitrogénekhez vald
kotodés a legvalosziniibb.

A DNS-t szamos rakellenes fémkomplex célmolekuldjanak tartjak, ami a ciszplatin
hatdsmechanizmusabol  ered [8]. Az  altalunk  vizsgalt fémkomplexek
hatdsmechanizmusa nem ismert, bar 4altaldban fehérje tdmadaskdzpontot
valoszintisitenek ilyen tipusu komplexre, de a DNS-sel vald kdlcsonhatas sem zéarhato
ki. A DNS-en tobbféle tipusu kotddés lehetséges, melyet a fémion hard-szoft jellege és
a komplexek mérete, alakja is befolyasol. A dolgozatban vizsgalt komplexek fémionjai
borderline karakteriiek, azaz a kolcsonhatas nagy valoszintiséggel a nukleobazisokkal
képzelheté el, a DNS vazat alkotd foszfodiészter-lanchoz vald kotddésre kisebb a
valoszinliség (kivéve az etilén-diamin komplexeit, Id. 5.3.1. fejezet). A DNS-kotodés
mértékének megallapitasahoz itt is ultraszlirést alkalmaztunk. A kiilonb6z6 ligandumok
hatasanak vizsgalatahoz kiilonb6zé Rh(CsMes)-komplexeket valasztottunk ki. (O,0),
(N,O) ¢és (N,N) donoratomokat tartalmazo ligandumokra esett a valasztas a
méréssorozathoz. (Ezek komplexei koziil a deferipron, a 2-pikolinsav, a 8-hidroxi-
kinolin, a kinaldinsav, az 3-izokinolin-karbonsav és az etilén-diamin komplexeit
kutatocsoportunkban korabban eléallitottak és jellemezték oldatkémiai viselkedésiiket
[37,67,89,97].)

A 48. abran lathaté az 1:1 DNS-nukleobazis:fémkomplex ardnynal mért kotddés
mértéke egy nap inkubacidés id6 utan. Referenciavegyiiletnek az etidium-bromidot
valasztottuk, mely interkalacioval kotddik a DNS-hez. Jol lathato, hogy a ligandum
nélkiili fémorganikus kation [Rh(CsMes)(H20)s]*" kotddik a legnagyobb mértékben, a
komplexek koziil pedig a [Rh(CsMes)(8HQH.1)(H20)]". Ezt az (N,0)2-pikotinat €8 (N,N)
donor ligandumok komplexei kovetik. Bar ezek a komplexek hasonldé mértékben
kotédnek, a citotoxicitasi eredményeik teljesen mést mutattak. Erdekesség, hogy a
citotoxikus [Rh(CsMes)(phen)(H20)]?* és a nem toxikus [Rh(CsMes)(en)(H.0)]** [37]
ugyanolyan  aranyban  reagdl = DNS-sel. A  legkisebb  mértékben a
[Rh(CsMes)(dmen)(H,0)]** kotédik, valésziniileg a dmen-en levd metilcsoportok

sztérikusan gatoljak a kotodést.
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48. abra: A [Rh(CsMes)(H,0)s]%, az etidium-bromid (EB) és a [Rh(CsMes)(L)(H,0)]
komplexek DNS-hez valé kotédése 1:1 fémkomplex:nukleobazis aranynal, ultrasziirés/UV-vis
modszerrel meghatarozva a nem kotott mennyiséget. Roviditések: QA = kinaldinsav; iQA = 3-
izokinolin-karbonsav; EB = etidium-bromid. {c(DNS) = c([Rh(CsMes)(L)(H,0)]**) = 100 uM;
T=37,0°C; pH = 7,40 (20 mM foszfat)}

A phen és etilén-diamin Rh(CsMes)-komplexeinek kotodését spektrofluorimetrias
modszerrel is kovettiik, etidium-bromid kompeticiot alkalmazva. Ennél a modszernél
azt hasznaljuk ki, hogy az etidium-bromid fluoreszcens intenzitasa jelentésen megnd,
amikor a DNS nukleobazisai kozé kotddik, mint ezt a 49.a abran bemutatott sajat
méréseink is bizonyitjak. Ezen koriilmények kozott sem a komplexek, sem a DNS nem
fluoreszcens. A fémkomplexek hozzaadasakor a fluoreszcencia intenzitas lecsokkent
(49.a abra), ami a fémkomplex és a DNS kolcsonhatasara utal. Ebbdl a modszerbdl
azonban nem lehet megmondani, hogy valoban felszabadul az etidium-bromid, vagy a
koordinalodott fémkomplex kioltja a kotott marker jelét, ahogy ezt a korabbiakban a
HSA Trp214 esetében is lattuk. Ennek eldontésére ultrasziirést végeztiink, ahol a DNS-
etidium-bromid rendszerhez fémkomplexet adtunk. A sziirletben az etidium-bromid
elnyelési spektrumanak vallat lehetett latni, ami bizonyitotta az etidium-bromid

felszabadulasat.
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49. abra: A Rh-tartalmu fémkomplexek és a fémorganikus kation etidium-bromid kiszoritisa a
DNS-en. a) Az etidium-bromid szabad és DNS-ben kotott formajanak emisszios spektruma, ill.
az [Rh(CsMes)(phen)(H,0)]** komplexet kiilsnbdzé aranyban tartalmazd mintak és az 50x
feleslegben 1év6 minta illesztett spektruma (szaggatott vonal). b) A felszabadult etidium-bromid
aranya a fémkomplex feleslegének fiiggvényében, a két fémkomplex és a ligandum nélkiili
kation esetén. {C(EB) = 5 uM; ¢(DNS) = 20 uM; c([Rh(CsMes)(L)(H,0)]*") = 50250 uM; Aex
=510 nm; pH = 7,40 (20 mM foszfat és 4 mM KCI); T=25,0°C; £=1,0 cm}

fgy a DNS-etidium-bromid-fémkomplex rendszereket tartalmazé mintdk
fluoreszcencia spektrumait fel lehetett bontani a szabad és kotott etidium-bromid
spektrumara, megkapva igy azok moltortjeit. EbbOl azonban nem kovetkezik
egyértelmilen, hogy a szabad etidium-bromid mennyisége megegyezik a bekotott
fémkomplex mennyiségével, mivel kotési moddjuk nagy valdsziniiséggel eltér
(interkalacio a koordinacioval szemben). A [Rh(CsMes)(phen)(H,0)]*" interkalalodasa
a phen ligandumon keresztiil elképzelhetd lehetne, azonban korabbi viszkozitas- és
olvadaspont-mérések ezt kizartdk [27,144]. Valoszinlibb, hogy a fémkomplex
koordinativ kotddésekor a DNS masodlagos szerkezete fesziiltebbé valik és torzul, az
interkalaciora kevésbé alkalmas térszerkezet alakul ki, melynek eredménye az etidium-

bromid egy részének felszabadulésa.
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Az irodalmi attekintés alapjan nagy guanin-szelektivitas tapasztalhatd a
fémkomplexek egy jelentds részénél, mig masok mindkét purinbazishoz kotddnek,
kozel azonos mértékben [84,86,106]. Mi is e két purinbazis nukleozidjait vizsgaltuk *H
NMR spektroszkopidsan. A felvett *H NMR spektrumok elemzése azt mutatta, hogy a
fémorganikus kation mindkét nukleoziddal koézel azonos mértékben (~28%) képez
komplexet, raadasul az adenozin esetében kétféle magneses kornyezetbe keriil a kotott
CsMes ligandum. Ezzel szemben a fémkomplexek szelektiven csak a guanozinnal
hatnak kolcson (phen: 35%, etilén-diamin: 72%), mig az adenozinnal nincs nyoma
vegyes ligandumu komplex képzddésének.

Egy Osszehasonlito mérési sorozat keretében a picH és 2,4-dipicH, félszendvics
Rh(CsMes)- és Ru(Cym)-komplexeinek megvizsgaltuk, mely modellhez kotédnek
jobban: a hisztidint (és fehérjét) modellezé 1-metil-imidazolhoz vagy a DNS-t
modellezd guanozinhoz. Itt a komplex eltérd toltésének hatasat is szerettiik volna
vizsgalni, mivel a 2,4-dipic ligandumon egy extra karboxilatcsoport van a 2-
pikolinathoz képest, é¢s a mim fiziologids pH-n ~30%-ban protonalt forméban van jelen,
mig a guanozin semleges toltésti. Azonban fontos megemliteni, hogy ez természetesen

csak egy egyszeriisitett modell, mivel a DNS-nek negativ toltésii foszfodiészter lanca

crer

crer

esetén 4 mM CI” koncentraciot is alkalmaztunk, mely a sejtmagban levé koriilménynek
felel meg [107]. Spektrofotometrias és ‘H NMR méréseink soran egyedi mintékat
fémkomplex koncentracio mellett. Az egyensuly bedllta jelentésen eltért, mivel
Rh(CsMes)-komplexek esetén percek alatt beallt az egyensuly, mig Ru(Cym)-
komplexeknél ehhez 5-8 ora is sziikséges volt. Az 50.a abran bemutatott példa alapjan
is lathatd, hogy a modell ligandumok koordinéacidja jelentds spektralis valtozassal jart,
melybdl latszolagos stabilitasi allandokat lehetett szamolni fiziologias pH-n. Ezek az
50.b abran vannak feltiintetve, két ionerdsség mellett. A Rh(CsMes)-komplexek
kolcsonhatasa guanozinnal nem jart jelentds fotometrids valtozassal, igy ott 'H NMR

spektroszkopiai méréseket végeztiink.
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50. abra: a) A [Ru(Cym)(2,4-dipic)(H,O)] UV-vis spektruma kiilonb6z6 guanozin
koncentraciék mellett, fiziologiass pH-n. b) Az [M(arén)(pic/2,4-dipic)(H,0)]"" komplexek
vegyeskomplex-képz6dést jellemz6 latszolagos stabilitasi allandok 7,4-es pH-n. 1 = 0,10 M KCI
(teli oszlopok) és | = 0 M (kockas oszlopok). {c([Ru(Cym)(2,4-dipic)(H,0O)] = 200 uM; c(gua) =
0-500 uM; pH = 7,40 (20 mM foszfat puffer); T=25,0°C; £=1,0 cm}

A kapott egyensulyi allandok Osszehasonlitasa alapjan, a  kloridion
kotohelyért versengenek. A pic—2,4-dipic cserének nincs nagy hatdsa az allandokra,
azonban a Ru(Cym)—Rh(CsMes) cserének igen. A Rh-komplexeknek mim felé
mutatott affinitasa nagyobb, mint a guanozin felé, mig a Ru-komplexek kozel azonos
mértékben kotddnek a két modellhez. Természetesen ezt nem lehet altalanos érvényli
kijelentésnek venni, mivel tobb példa is mutatta, hogy a Ru-komplexek fehérje- €s
DNS-affinitasa valtoztathatd a ligandumok megfeleld megvalasztasaval: a PTA ¢és

maltol ligandumok komplexei a fehérjével hatnak kdlcson [46,47,111], mig a RAED-
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komplexekre a DNS-kotés jellemzé [46,111]. A pontos mechanizmus felismeréséhez
tovabbi bioldgiai mérések sziikségesek a metallomikai és a proteomikai mérések
kombinaciojaval.  Elengedhetetlen  azonban  megismerni a  fémkomplexek
oldategyensulyi viselkedését, mivel a jovObeni vegyiiletek tervezésében jelentds

szerepik van ezen ismereteknek.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fémkomplexek terapias felhasznalasa eldtt érdemes részletes oldatkémiai méréseket
végezni, mert természetiikb6l ered6en farmakokinetikai viselkedésiik sokkal
bonyolultabb lehet, mint a szerves vegyiileteknek. Dolgozatom f& célja rakellenes
hatasu félszendvics fémkomplexek eldallitdsa és oldatkémiai viselkedésiik feltarasa
volt. Emellett endogén ligandumokkal val6 kolcsonhatasukat is jellemeztiik.

Az (0,0) donoratomokat tartalmazé kétfogu ligandumokként viselkedd természetes
eredeti  2-hidroxi-1,4-naftokinon ligandumok rakellenes hatasa feler6sodik a
félszendvics fémorganikus Ru(Il) kationok jelenlétében. A citotoxikus aktivitas javitasat
szerettiik volna elérni a [Ru(Cym)(phth)Cl] komplex modositasaval. Sem a fémion
cseréje, sem a p-cimol—toluol csere, ill. a ftiokol cseréje lawsone-ra sem eredményezett
javulast. A meghatarozott stabilitdsi allandok kis komplex stabilitast jeleznek.
Fizioldgias pH-n a Ru(arén)-tartalmi komplexek teljes mértékben disszocialnak, mig a
[Rh(CsMes)(phth)(H20)]" komplexbdl van a legtdbb azonos kériilmények kozott.
Megallapitottuk, hogy ezen naftokinonok esetében a citotoxicitas ellentétes a képz6dott
komplex aranyéval, azaz a hatdsmechanizmus nem a komplexhez kothetd.

A természetben eléforduld f-diketon kurkumin citotoxicitdsa Colo320 sejteken nem
valtozott a [Rh(CsMes)(H.0)s]** kation jelenlétében, azonban a [Ru(arén)(H,0)s]**
kationok csokkentették hatdsossagat. A [Rh(CsMes)(curcHz)(H20)]" komplex stabilitasi
szorzatat spektrofotometridsan (5% etanol) meg tudtuk hatdrozni, azonban a Ru(arén)-
komplexek kicsapddtak az oldatbél ilyen koériilmények kozott. Osszehasonlitas céljabol
a jol oldodo acetil-acetont valasztottuk, mely a koncentracideloszlasi gorbék és a
szerkezetek alapjan a kurkumin jo modelljének bizonyult. A Rh(CsMes)-komplex
kisebb stabilitasi allandoja ellenére pH = 7,4-en 100%-ban jelen van az oldatban 1 mm
koncentracioban, mig azonos koriilmények kozott a Ru(arén)-komplexek egy része
disszocial. A szakirodalomban ko6zo6lt maltol és deferipron ligandumokhoz képest a
naftokinonok és f-diketonok kisebb stabilitasu komplexeket képeznek.

Az (N,O) donor kétfogt ligandumok két tipusaval foglalkoztunk. A 2-pikolinatok
koziil a 2,4-dipikolinsav, mig a 8-hidroxi-kinolinok koziil egy prolinnal alkotott hibrid
(HQCI-Pro) komplexképz6 tulajdonsagait vizsgaltuk. A 2,4-dipikolinat komplexeinek

szerkezeteit meghatarozta partneriink rontgenkrisztallografiasan, és a [Ru(Tol)(2,4-
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dipic)]s harommagvi komplex szerkezete bebizonyitotta, hogy a ligandum képes
hidligandumként viselkedni, azonban ez a szerkezet valdszintileg vizes oldatban nem
jon létre. A HQCI-Pro komplexeinek **C NMR spektrumai alapjan két izomer
jelenlétére utalo jeleket taldltunk, mely valoszinlsiti a hidrogénkotés jelenlétét a
koordinalt fenolatcsoport €s a protonalt aminocsoport kdzott.

A szakirodalombol ismert volt, hogy a 2-pikolinat komplexeinek rakellenes hatasat
megsziinteti az extra toltést hordozd karboxilatcsoport jelenléte. A 8-hidroxi-kinolin
esetében azonban ikerionos részt épitettiink be, igy a kiindulasi ligandum komplexeihez
képest nem valtoztatja meg a komplex Ossztoltését széles pH-tartomanyban. In vitro
sejtes vizsgalatokbol kideriilt, hogy az oldhatosag javulasaval nem vesztjik el a
rakellenes aktivitast, raadasul a doxorubicin-rezisztens Colo320 sejteken nagyobb
citotoxicitds volt mérhetd, mint az érzé¢keny Colo205 sejteken. Félszendvics Ru(arén)-
kationokkal kombinalva azonban nagymértékben csokkent a rakellenes hatas.

Az ujonnan eléallitott HQCI-Pro vegyiiletet jellemeztiik, protonalédasi folyamatai
alapjan elmondhat6, hogy a kinolinium nitrogén ¢és a fenolos hidroxilcsoport pK, értékei
is jelentésen kisebbek a 8-hidroxi-kinolinhoz képest. A komplexképzédés mindkét
(N,O) donor esetén lassabb az (0,0) donor ligandumokhoz viszonyitva. A viz
lecserélddését halogenidionokra a viz—halogenidion csereallandéval jellemeztiik, melyet
meghataroztunk klorid- és bromidionokra. Bemutattuk, hogy ezekre az egyensulyi
allandokra hatassal van a 4. pozicidban jelen 1évd, tobblet negativ toltést hordozod
karboxilatcsoport: a 2,4-dipikolindt komplexek rendre kisebb halogenidion-affinitassal
rendelkeznek, mint a 2-pikolinat komplexei. A komplexek stabilitisa nagy, azonban
mind a 2,4-dipikolinat, mind a HQCI-Pro esetén mérhetd volt az arén ligandum
A feleslegben levd kétfogu ligandum mindsége (donoratomok tipusa, flexibilités,
felesleg mértéke) is nagyban befolyasolta a lejatszodd reakcidt. Ennek a reakcionak
valoszintlileg szerepe van a Ru(arén)-komplexek kisebb citotoxicitasaban.

Az (N,N) donor etilén-diamin €s szarmazékai lassabban reagilnak a félszendvics
akvakationokkal, mint az (O0,0), (N,O) vagy a polipiridin (N,N) donor kétfogi
ligandumok. "H NMR spektroszkopias és spektrofotometrias mérések alapjan az (N,N)
donor  ligandumok nagy  stabilitdsu  komplexeket képeznek mind a
[Rh(CsMes)(H20)3]**, mind a [Ru(arén)(H,0)3]** kationokkal. Kivételt képeznek azok a

ligandumok, melyeknél metilcsoport helyezkedik el a koordinalodo nitrogéneken vagy
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azok kozelében (tmeda és neokuproin). Ezek szerkezetében tobb jel utal a CsMes és a
kétfogh ligandum metilcsoportjai kozotti sztérikus fesziiltségére. Az arén ligandum
disszociacidja a polipiridil ligandumok Ru(arén)-komplexeinél is detektalhato,
ligandum feleslege nélkiil. A phen és a dmb citotoxikusabb a MES-SA/DxX5 rezisztens
rdkos sejtvonalakon, mint a nem rezisztens valtozaton. Ezt a tulajdonsidgot a
Rh(CsMes)-komplexeik is mutatjak, azonban a Ru(arén)-komplexek nem.

A dolgozatomban bemutatott ¢és a kutatocsoportunkban korabban vizsgalt
félszendvics komplexekre = meghatarozott egyensulyi allandok alapjan
Osszehasonlitottuk, és azt tanulmanyoztuk, hogy a komplexek stabilitdsa, a koordinalt
viz deprotonalddasa és a viz—kloridion cseredllandé milyen mddon véltozik a kétfogh
ligandumok, ill. a fémorganikus rész cseréjével. A deferipron és (N,0O) donor
ligandumok Ru(Cym)-komplexe nagyobb stabilitast mutat, mint a Rh(CsMes)-komplex,
a tobbi ligandum esetén forditott sorrendet kaptunk. A pKyM(arén)(L)] és a
IgK’(H2O/CI') allandok esetén egységes sorrend lathato: Rh(CsMes) > Ru(Cym) >
Ru(Tol), és egy adott ligandum esetében a komplex nagyobb kloridion-affinitasa kisebb
hidroxidion-affinitassal parosul. Ezt alapvetéen a fémion—viz kdlcsonhatas hatarozza
meg, annak erdsségével jol magyarazhaté ez a latszolagos ellentmondéds. A két
egyensulyi allandéo kozott 0Osszefliggést mutattunk be multilinedris regresszid
alkalmazasaval, mely érvényes a Rh(CsMes)-, Ru(Cym)- és Ru(Tol)-komplexekre is.
Mivel a Rh(CsMes)-komplexek egy jelentds részének a szerkezete is ismert, ezért csak
geometriai paraméterek felhasznaldsaval a viz—kloridion csereallandot megjosolni képes
modellt allitottunk fel.

A koordinalt viz lecserélddését egyfogii N-donor ligandumokra is vizsgaltuk. A
heterociklusos, azok koziil is az imidazol nitrogént tartalmazo vegyiiletek esetén nagy
stabilitasi vegyes ligandumu komplexeket sikeriilt eldallitani, melyekkel a rakos
szovetre jellemzé savas pH-n nagyobb arany(l disszociacid volt mérhetd. A
biomolekulak koordinaciodja is valosziniileg N-donor oldallancokon/bézisokon keresztiil
valosul meg, amint azt a modellvegyiiletekkel vald reakcidk is bizonyitottak. Az
albumin hisztidin oldallancai, valamint a DNS guanin bazisai iS képesek a vegyes
ligandumti komplex képzésére. A 2-pikolinat jellegi ligandumok komplexeire kapott
eredményeink alapjan a félszendvics Rh-komplexek a fehérjével vald kolcsonhatést
részesitik elényben, mig a félszendvics Ru-komplexek hasonlé stabilitassal kotédnek

fehérjéhez és DNS-hez.

101



7. SUMMARY

Prior to the therapeutic application of metal complexes, it is advisable to perform
detailed solution equilibrium studies, since their pharmacokinetic behaviour can be
more complicated than that of organic compounds. The main goal of my dissertation
was the synthesis of anticancer half-sandwich metal complexes and understanding their
solution properties. Moreover, we wanted to investigate and understand their interaction
with endogenous bioligands.

The anticancer activity of 2-hydroxy-1,4-naphthoquinones increases in the presence
of half-sandwich organometallic Ru(arene) cations. We tried to achieve higher cytotoxic
activity with the modification of the [Ru(Cym)(phth)CI] complex. No improvement was
found in the anticancer activity, neither with the metal centre replacement, nor with the
p-cymene—toluene or phthiocol—lawsone exchanges. The determined stability
constants indicated low stability of the complexes. While at physiological pH all the
Ru(arene) complexes are dissociated, the [Rh(CsMes)(phth)(H,0)]" complex is present
in the highest extent. It was concluded that in the case of naphthoquinones the
cytotoxicity is in contrast with the amount of complex present in solution.

The cytotoxicity of the naturally occurring S-diketone curcumin showed no change
in the presence of [Rh(CsMes)(H,0)s]*" cation; although, [Ru(arene)(H,0)s]** cations
decreased it. The overall stability constant of [Rh(CsMes)(curcH,)(H,0)]" complex was
determined by spectrophotometry (5% ethanol), however, the Ru(arene) complexes
precipitated from the solution. For comparative purposes, the water—soluble
acetylacetonate was chosen, which is a good model of curcumin based on the
concentration distribution curves of the analogous metal complexes. Although, the
Rh(CsMes) complex has smaller stability constant, it is present in 100% in solution at
pH = 7.4 (c = 1 mM), while the Ru(arene) analogues dissociated partly under the same
conditions. Compared with the already published maltol and deferipron ligands,
naphthoquinones and S-diketonates form complexes of lower stability.

Herein two types of (N,O) donor bidentate ligands were studied. Complexation
behaviour of 24-dipicolinic acid from the 2-picolinates and from the 8-
hydroxyquinolines an amino acid hybrid (HQCI-Pro) was studied. The structures of 2,4-

dipicolinate complexes were determined by X-ray crystallography, and the existence of
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the trinuclear [Ru(Tol)(2,4-dipic)]s proves the bridging ability of this ligand. However,
this structure does hardly exist in ageous solution. Based on the **C NMR spectra of the
HQCI-Pro complexes, two isomers are present, and a hydrogen bond is suggested to be
formed between the coordinated phenolate group and the protonated amino group.

It was already known from the literature data that the cytotoxic activity of 2-
picolinate complexes decreases when another charged carboxylate functional group is
present. In the case of HQCI-Pro, a zwitterionic group is introduced to the 8-
hydroxyquinoline molecule which group has 0 net charge in a wide pH range. The
improvement of the water solubility did not decrease the cytotoxic effect, moreover, the
ligand and its Rh(CsMes) complex showed higher anticancer effect in doxurubicin-
resistant Colo320 cancer cells in vitro than in the generally sensitive Colo205 cells. The
combination with half-sandwich Ru(arene) cations resulted in decreased cytotoxicity
and loss of selectivity.

The solution chemical properties of HQCI-Pro compound was characterized in
details. Based on the proton dissociation processes, it can be concluded that the
quinolinium nitrogen and the phenolic hydroxyl group have much lower pK, values than
the reference compound 8-hydroxyquinoline. The complex formation reaction of both
(N,O) ligands is slower than in case of the (O,0) donor ligands. Substitution of
coordinated water molecule by halide ions is expressed with the water—halide ion
exchange constant, which we determined for chloride and bromide ions. We showed
that the carboxylate group in position 4 with extra negative charge has an effect on this
constant, namely the complexes of 2,4-dipicolinate have smaller halide ion affinity in
comparison to the analogous 2-picolinate complexes. The solution stability of these
half-sandwich complexes was found to be high; however, a decomposition reaction
occurs for both complexes in the presence of excess bidentate ligands. The reaction rate
is pH-dependent. The type of the competitive bidentate ligand (donor atoms, flexibility,
extent of excess) has a great effect on the reaction. This decomposition process is
probably responsible for the diminished cytotoxicity of Ru(arene) complexes.

The (N,N) donor ethylenediamine and its derivatives react slower with the half-
sandwich triaqua cations than with (O,0), (N,O) or oligopyridyl (N,N) donor bidentate
ligands. Based on the *H NMR spectroscopic and spectrophotometric measurements the
complexes of (N,N) donor ligands with [Rh(CsMes)(H20)s]** and [Ru(arene)(H,0)s]**

cations show high stability. The only exceptions are the ligands, which have methyl
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groups on the coordinating nitrogen atoms or next to them (tmeda, neocuproine). Based
on their structures, there are more signs of this steric repulsion, which occurs between
the CsMes and methyl groups of the bidentate ligand. Dissociation of the arene ligand
also occured in the oligopyridyl Ru(arene) complexes without excess of the bidentate
ligand. Phen and dmb are more cytotoxic in the doxorubicin-resistant MES-SA/Sx5
cancer cell lines than in the sensitive cells. This paradoxical behaviour is true also for
their Rh(CsMes) complexes, while the Ru(arene) complexes do not show this effect.

We compared the half-sandwich complexes reported in this work and in the
publications of our research group regarding their various solution equilibrium
constants, in order to investigate how the complex stability, coordinated water
deprotonation and the water—chloride ion exchange constants are affected by the actual
type of the bidentate ligands and organometallic units. Complexes of deferiprone and
(N,O) donor ligands with Ru(Cym) showed higher stability than the corresponding
Rh(CsMes) complexes. The opposite was found for other ligands. pKa[M(arene)(L)] and
logK’(H,O/CI’) showed a general trend: Rh(CsMes) > Ru(Cym) > Ru(Tol) in case of the
given ligand, so the higher the chloride ion affinity, the less the hydroxide ion affinity.
This phenomenon is originated from the metal ion—water interaction, and could be
explained by the strength of this bond. Multilinear regression was applied to find a
mathemathical relationship between logK’(H,O/CI") and crystallographic data, which
can be used for Rh(CsMes), Ru(Cym) and Ru(Tol) complexes. Due to the higher
number of half-sandwich Rh(CsMes) complex structures and constants, we created a
model for the prediction of water—chloride ion exchange constant from the geometrical
parameters.

We studied the ligand exchange process of coordinated water to monodentate N-
donor ligands. From the heterocyclic imidazole nitrogen containing compounds, highly
stable mixed ligand complexes could be synthesized, which are able to dissociate in the
acidic environment of the tumor tissue. Biomolecules are also coordinated through N-
donor side chains/bases to the organometallic complexes, which was proven by binding
site model small molecules. Histidine side chains of albumin and the DNA guanine
bases are capable to form mixed ligand complexes. Based on our results for the
complexes of the 2-picolinate type ligands, it is suggested that half-sandwich Rh
complexes prefer to interact with proteins, while Ru(Cym) complexes bind to protein

and DNA with similar affinity.
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paromnak ¢€s bardtaimnak szeretetiiket és tiirelmiiket a doktori éveim alatt, és hogy

mindig mellettem alltak.
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FUGGELEK

Kisérleti rész

F1. tablazat: Az Gijonnan eléallitott komplexek szamolt és HR-ESI-MS-sel mért m/z értékei.

Komplex Detektalt részecske Szamolt m/z  Mért m/z
[Ru(Tol)(acac)Cl] [M(arén)(L)]" 293,0116 293,0111
[Rh(CsMes)(curcHy)CI] [M(arén)(L)]" 605,1411 605,1398
[Rh(CsMes)(HQCI-ProH_;)Cl] [M(arén)(L)]"+H" 272,0500 272,0501
[Ru(Cym)(HQCI-ProH_)CI] [M(arén)(L)]"+H" 271,0455 271,0449
[Ru(Tol)(HQCI-ProH_;)CI] [M(arén)(L)]"* 499,0363 499,0354
[Rh(CsMes)(dmen)CI]* [M(arén)(L)CI]" 361,0913 361,1081
[M(arén)(L)]**-H* 325,1146 325,1108

[M(arén)(L)]**+CF3SO5 475,0745 475,0735

[Rh(CsMes)(tmeda)CI]* [M(arén)(L)CI]" 389,1226 389,0992
[M(arén)(L)]**-H* 353,1459 353,1393

[M(arén)(L)]**+CF3SO5 503,1058 503,1016

[Rh(CsMes)(pin)CIT* [M(arén)(L)CI]" 381,0600 381,0326
[Ru(Tol)(phen)CI]* [M(arén)(L)CI]" 409,0045 409,0047
[Rh(CsMes)(neo)CIT* [M(arén)(L)CI]" 481,0918 481,0921
[Ru(Cym)(neo)CI]* [M(arén)(L)CI]" 479,0828 479,0831
[Ru(Tol)(neo)CI]* [M(arén)(L)CI]" 437,0358 437,0361
[Ru(Tol)(bpy)CI]* [M(arén)(L)CI]" 385,0045 385,0063
[Ru(Tol)(dmb)CI]* [M(arén)(L)CI]" 413,0358 413,0359
[Ru(Tol)(en)CI]* [M(arén)(L)CI]" 289,0045 289,0036

Az elballitott komplexek karakterizalasa 'H és *C NMR spektroszkoépidsan

[Ru(Cym)(2,4-dipicH)CI]: *H NMR (DMSO-ds, ppm, 500,10 MHz): 9,330 (1 H, d, J = 5,63
Hz, Ha.apic(6)), 8,077 és 8,072 (1 H, d, J = 5,62 Hz, Hy4qipic(5)), 8,048 és 8,044 (1 H, s, Hy.
apic(3)), 5,915 (2 H, t, J = 5,47 Hz, Hyoym(3)), 5,706 és 5,672 (2 H, d, ] = 6,02 és 5,87 Hz, H,,
am(@), 2735 (L H, m, J = 6,94 HZ, Hyoym(5)), 2,154 (3 H, S, Hpeym(7)), 1,137 (6 H, t, J =

7,02 Hz, Hy.cym(6)).

BC NMR (DMSO-ds, ppm, 125 MHz): 169,71 (Cp4.ipic(8)), 164,65 (Cacipic(7)), 154,85 (Caa
dipic(6)), 151,62 (Coaipic(2)), 141,00 (Cyauqipic(4)), 126,75 (Coaipic(3)), 123,79 (Cy4udipic(5)),
101,47 (Cpeym(L)), 98,48 (Corcym(4)), 82,56 &5 82,78 (Cpreym(3)), 80,25 és 81,25
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(Cpeym(2)), 30,44 (Cpeym(5)), 21,74 ¢és 21,84 (Coeym(6)), 18,05 (Cpeym(7)). Az értékek jol
egyeznek a korabban k6zolt értékekkel [87].

[Rh(CsMes)(2,4-dipicH)CI]: *H NMR (DMSO-ds, ppm, 500,10 MHz): 8,983 ¢és 8,899 (1 H, d,
1=5,51 és 4,87 Hz, Hy4.qiie(6)), 8,386 &5 8,153 (1 H, s, Hp4qipic(5)), 8,119 és 8,025 (1 H, dd, T =
5,54 és 4,87 Hz; 1,94 és 1,60 Hz, Haqqipic(3)), 1,648 és 1,629 (15 H, s, Hesmes(CHs)).

'H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): 8,989 (1 H, d, J = 5,54 Hz, Hz4pic(6)), 8,460 (1 H, s,
Ha.4ipic(5)), 8,279 (1 H, dd, J = 5,53; 1,83 Hz, Hz4ipic(3)), 1,740 (15 H, S, Hospes(CH3)).

BC NMR (DMSO-ds, ppm, 125 MHz): 168,30 (Coaqipic(8)), 16548 ¢és 164,78 (Caaqipic(7)),
153,12 és 149,49 (Caaapic(2)), 151,71 és 150,75 (Coaqipic(6)), 141,08 és 139,44 (Caainic(4)),
127,31 és 125,83 (Caaqipic(3)), 124,23 és 123,36 (Coaaipic(5)), 98,76 s 93,87 (d, Cosmes(Cs)),
8,55 &s 8,46 (Ccsmes(CHa)).

[Ru(Cym)(HQCI-ProH._;)CI]: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): § 9,360 (t, J = 4,19 Hz, 1
H, Hig(2)), 8 8,517 (d, J = 8,63 Hz, 1 H, Hyig(4)), 5 7,722 (M, 1 H, Hyix(3)), 8 7,519 (s, 0,34 H,
Hiig(6)), 8 7,450 (s, 0,66 H, Hiiy(6)), 5 5,875 (M, 2 H, Hy.eym(3)), 8 5,632 (M, 2 H, Hyeym(2)), 8
4,851 (d, J = 13,21 Hz, 0,66 H, Hii(9)), 5 4,651 (m, 1 H, Hiis(9)), & 4,519 (d, J = 12,96 Hz, 0,34
H, Hig(9)), & 4,394 (dd, J = 9,37 Hz, 5,79 Hz, 0,66 H, Hyi,(11)), § 4,296 (d, J = 13,3 Hz, 0,66 H,
Hig(9)), & 3,538 (m, 1 H, Hyi,(14)), & 3,053 (g, J = 8,9 Hz, 0,66 H, Hiy(14)), 5 2,858 (m, 0,66 H,
Ho.cym(5)), 62,809 (M, 0,34 H, Hyym(5)), 8 2,565 (m, 1 H, Hix(12)), 8 2,303 (M, 1 H, Hiit(12)),
82,263 (5, 2 H, Hpoym(7)), 8 2,253 (5, 1 H, Hyeym(7)), 8 2,111 (m, 1 H, Hiig(13)), 51,948 (m, 1
H, Hiig(13)), 8 1,194 (m, 6 H, J = 7,5 Hz, Hycym(6)).

C NMR (CD;0D, ppm, 125 MHz): § 171,87 (Ciit(15)), 5 168,69 és 167,64 (Cyi(8)), & 153,01
és 152,84 (Ciig(2)), & 145,95 és 145,29 (Cig(8a)), & 135,84 és 135,78 (Ciig(4)), & 132,09 és
130,61 (Ciig(6)), & 129,69 és 129,28 (Ciig(5)), & 125,61 és 125,47 (Cyig(3)), 8 115,95 és 115,22
(Ciig(4a)), & 114,36 és 113,99 (Cyig(7)), & 103,42 és 103,19 (Ceym(4)), 8 100,27 és 99,82 (C,.
om(1)), & 84,10, 83,91, 83,45, 83,43, 82,91, 82,61, 82,16 és 81,93 (Cpeym(3&2)), 568,44
(Ciig(11)), 8 57,18 and 54,81 (Ciiy(14)), & 55,34 és 54,54 (Ciig(9)), & 32,30 és 32,24 (Cpoym(5)), &
30,02 és 29,13 (Cig(12)), 8 24,20 és 23,63 (Ciig(13)), & 22,52, 22,50, 22,35 és 22,30 (Cpoym(6)),
8 18,76 és 18,69 (Cp.cym(7)).

[Ru(Tol)(HQCI-ProH.,)CI]: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): & 9,403 (t, J = 3,81 Hz, 1

H, Hix(2)), 8 8,512 (dd, J = 8,53 Hz; 3,27 Hz, 1 H, Hyii(4)), & 7,713 (M, 1 H, Hyiy(3)), 5 7,521 (5,

0,34 H, Hiix(6)), 6 7,458 (s, 0,66 H, Hiix(6)), 8 6,016 (m, 2 H, Hw(3)), 5,615 (m, 3 H,

Hii(2&4)), 6 4,836 (d, J = 13,15 Hz, 0,66 H, H,ix(9)), 8 4,670 (d, J = 13,36 Hz, 0,34 H, H,x(9)),
F2



8 4,518 (d, J = 12,96 Hz, 0,34 H, H;i,(9)), & 4,380 (dd, J = 9,19 Hz; 5,66 Hz, 0,66 H, Hyii(11)), &
4,327 (d, J = 13,14 Hz, 0,66 H, His(9)), & 3,567 (M, 1 H, Hyi,(14)), 5 3,090 (g, J = 8,5 Hz, 0,66
H, Hiig(14)), 5 2,550 (m, 1 H, Hiit(12)), 5 2,326 (s, 2 H, Hi(5)), 8 2,308 (s, 1 H, Hi(5)), & 2,118
(M, 1,5 H, Hiig(12 és 13)), 5 1,946 (m, 1 H, Hyiy(13)).

C NMR (CDsOD, ppm, 125 MHz): § 171,93 és 171,83 (Cji(15)), 5 168,83 és 167,80 (Ciig(8)),
8 153,24 és 153,06 (Ciig(2)), 8 146,20 és 145,50 (Cyi4(8a)), 5 135,83 és 135,76 (Ciig(4)), 5 132,22
és 130,71 (Cjig(6)), 8 129,75 és 129,36 (Cjig(5)), 5 125,58 és 125,44 (Cyig(3)), 5 115,94 és 115,12
(Ciig(4a)), & 114,37 és 114,01 (Cyig(7)), & 102,89 és 102,85 (Cioi(1)), & 89,07, 89,02, 87,11 és
87,07 (Cwi(3)), 8 81,24, 81,09, 80,92 és 80,87 (Cwi(2)), & 79,04 és 78.91 (Croi(4)), & 68,42 és
67,78 (Ciig(11)), & 57,18 és 54,96 (Ciiy(14)), & 55,47 és 54,21 (Ciiy(9)), 8 29,97 és 29,21
(Ciig(12)), 8 24,18 és 23,66 (Ciig(13)), 6 19,05 és 19,03 (Coi(5)).

[Rh(CsMes)(HQCI-ProH_;)CI]: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): & 8,945 (d, J = 4,9 Hz,
1H, Hii4(2)), 8 8,558 (d, J = 9,3 Hz, 1 H, Hiig(4)), § 7,773 (dd, J = 9,2 Hz; 5,1 Hz, 1 H, Hii¢(3)),
§ 7,550 (s, 0,34 H, Hig(6)), & 7,481 (s, 0,66 H, Hig(6)), 5 4,944 (d, J = 9,3 Hz, 0,66 H, Hig(9)),
54,678 (d, J = 9,3 Hz, 0,34 H, Hiig(9)), 8 4,516 (d, J = 9,3 Hz, 0,34 H, Hyg(9)), 5 4,399 (t, J =
9,3 Hz, 0,66 H, Hig(11)), 8 4,211 (d, J = 9,3 Hz, 0,66 H, Hig(9)), & 3,558 (M, 1 H, Hig(14)), 3
3,065 (, J = 9,3 Hz, 1 H, Hig(14)), 5 2,577 (M, 1 H, Hig(12)), & 2,291 (m, 0,66 H, Hig(12)), 8
2,114 (M, 1,5 H, Hig(13)), 8 2,114 (M, 1,5 H, Hig(13)), 8 1,953 (M, 1 H, Hig(13)), 8 1,776 (s, 15
H, Hesmes(CHa)).

3C NMR (CD;0D, ppm, 125 MHz): 8 171,66 (Ciis(15)), 8 166,76 (Ciig(8)), 5 150,14 és 150,04
(Ciig(2)), & 145,95 (Cyig(8a)), 6 136,06 (Ciig(4)), 6 132,78 ¢és 131,16 (Ciig(6)), & 129,76 (Ciiy(5)),
8 125,78 ¢és 125,64 (Ciig(3)), 6 116,00 (Ciig(4a)), 6 113,82 (Cyiy(7)), 8 95,96 (Ccsmes(Cs)), 6 68,74
(Cig(11)), & 57,54 (Cig(14)), & 55,14 és 54,50 (Cig(9)), 829,93 &s 2927 (Cig(12)), & 24,00
(Ciig(13)), 6 8,97 (Ccsmes(CHs)).

[Ru(Cym)(en)CI]CI: 'H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): § 6,013 (m, 2 H, He(NH,)), &
5,630 (d, J = 6,07 Hz, 2 H, Hy.cym(3&5)), & 5,466 (d, J = 6,08 Hz, 2 H, H,.cyn(2&6)), 5 4,016 (m,
2 H, Hen(NH,)), 8 2,883 (h, J = 6,92 Hz, 1 H, Hyeym(7)), 8 2,533 (M, 2H, Hey(CHy)), & 2,427 (m,
2 H, Hen(CH,)), 8 2,236 s, 3 H,
Hp.cym(10)), 8 1,301 (d, J = 6,92 Hz, 6 H, H,.cyn(8&9)).

“C NMR (CDsOD, ppm, 125 MHz): & 105,77 (Cpeym(1)), 8 98,50 (Cpeym(4)), 583,58 (C,.
oym(3&5)), 8 81,81 (Cpeym(2&6)), 8 45,80 (Cen(CH2)), 8 32,02 (Cpreym(7)), & 22,80 (Cpeym(8&9)),
8 18,20 (Cpeym(10)).

F3



[Ru(Tol)(en)CIICI: *H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): & 6,345 (m, 2 H, He(NH,)), &
5,761 (t, J = 5,805 Hz, 2 H, Hi(3&5)), 6 5,538 (t, J = 5,52 Hz, 1 H, Hyi(4)), 8 5,480 (d, J = 5,92
Hz, 2 H, Hoi(2&6)), § 3,983 (M, 2 H, Hen(NH,)), & 2,530 (M, 2 H, Hen(CH,)), & 2,438 (m, 2 H,
Hen(CHy)), 8 2,243 (s, 3 H, Hoi(7)).

3C NMR (CD;0OD, ppm, 125 MHz): & 102,44 (Cii(1)), & 85,56 (Cioi(2&6)), & 82,68 (Cioi(3&5)),
§ 78,87 (Cioi(4)), 8 45,96 (Cen(CH,)), & 45,84 (Cen(CHy)), 6 19,07 (Cioi(CHa)).

[Rh(CsMes)(dmen)CI](CFsS03): *H NMR (500,10 MHz, ppm, CDCly) (két izomer): & 5,93
6,03 (M, Hamen(NH)), & 5,48-5,58 (M, Hamen(NH)), & 3,42-3,53 (M, Hamen(NH)), & 2,903 (d, J =
6,28 Hz, Hamen(CH3)), & 2,84-2,88 (M, Hamen(CHy)),  2,76-2,82 (M, Hgmen(CH2)), & 2,737 (d, J
= 5,73 Hz, Hgmen(CH3)), 8 2,657 (d, J = 5,92 Hz, Hamen(CHs)), & 2,46-2,51 (M, Hgmen(CH,)), &
2,27-2,39 (M, Hamen(CH2)), 8 1,748 (5, Hesmes(CH3)), 8 1,728 (5, Hesmes(CH3)).

[Rh(CsMes)(tmeda) CI(CF3SO,): 'H NMR (500,10 MHz, ppm, CDCly): 6 3,17 (s, 6 H,
Himeda(CHS3)), 6 2,82 (S, 6 H, Himeda(CHS3)), 6 2,80-2,88 (m, 2 H, Himesa(CH>)), & 2,62-2,68 (m, 2
H, Himeda(CH2)), & 1,604 (s, 15 H, Hcsmes(CH3)).

[Rh(CsMes)(pin)CI]CI: *H NMR (500,10 MHz, ppm, CDCls) & 8,710 (d, J = 3,93 Hz, 1 H,
Hyin(6)), 88,024 (t, J = 7,39 Hz, 1 H, H,n(5)), 8 7,623 (t, J = 6,21 Hz, 1 H, H,in(4)), 8 7,574 (d, J
=7,28 Hz, 1 H, H,in(3)), 8 4,361 (d, J = 8,73 Hz, 2 H, Hyin(7)), 8 1,766 (S, 15 H, Hesmes(CHs)).
[Rh(CsMes)(phen)CI]CI: *H NMR (CD,0D, ppm, 500,10 MHz): 9,390 (d, J = 5,08 Hz, 2 H,
Honen(2&:9)), & 8,868 (d, J = 8,21 Hz, 2 H, Hyren(4&7)), & 8,237 (s, 2 H, Hynen(5&6)), & 8,192 (dd,
J=8,21 Hz; 5,16 Hz, 2 H, Hyen(3&8)), 5 1,807 (S, 15 H, Hesmes(CH3)).

“C NMR (CD;OD, ppm, 125 MHz): & 153,42 (Cpnen(2&9)), & 146,77 (Cpren(10a&10b)), &
140,47 (Cphen(4&7)), 5 132,23 (Cppen(4a&6a)), 5 128,97 (Cppen(5&6)), & 128,12 (Cppen(3&8)), &
98,97 (Ccsmes(Cs)), 8 8,99 (Cesmes(CH3)).

[Ru(Cym)(phen)CI]CI: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): & 9,832 (d, J = 5,25 Hz, 2 H,
Honen(2&9)), 5 8,831 (d, J = 8,23 Hz, 2 H, Hyen(4&7)), & 8,205 (8, 2 H, Hyen(5&6)), & 8,015 (dd,
J=8,23 Hz; 5,27 Hz, 2 H, Hynen(3&8)), 8 6,222 (d, J = 6,38 Hz, 2 H, Hy.ym(3&5)), & 5,998 (d, J
= 6,37 Hz, 2 H, Hy.yn(2&6)), 5 2,659 (h, J = 6,91 Hz, 1 H, Hycym(7)), 8 2,266 (s, 3 H, H,.
om(10)), 8 0,988 (d, J = 6,92 Hz, 6 H,
Hp-cym(8&9)).

“C NMR (CD;OD, ppm, 125 MHz): & 156,86 (Cpnen(2&9)), & 147,17 (Cpren(10a&10b)), &
140,05 (Cpren(4&7)), & 132,19 (Cpen(42&6a)), 5 128,78 (Cpnen(5&6)), & 127,61 (Cppen(3&8)), &
106,32 (Cpeym(1)), 8 104,93 (Cpeym(4)), & 87,48 (Cpeym(3&5)), & 85,39 (Cpeym(2&6)), & 32,35

(Coeym(), 8 22,21 (Cpeym(8&9)), 8 18,87 (Cpym(10)).
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[Ru(Tol)(phen)CI]CI: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): & 9,839 (d, J = 5,26 Hz, 2 H,
Honen(2&9)), 6 8,814 (d, J = 8,19 Hz, 2 H, Hppen(4&7)), 8 8,188 (s, 2 H, Hpnen(5&6)), & 8,085 (dd,
J=8,22 Hz; 5,26 Hz, 2 H, Hyhen(3&8)), 8 6,325 (t, J = 6,06 Hz, 2 H, Hi,i(3&5)), 8 6,004 (d, J =
6,19 Hz, 2 H, Hio((2&6)), 6 5,795 (t, J = 5,695 Hz, 1 H, Hy,(4)), 8 2,366 (s, 3 H, Hi(7)).

C NMR (CD,OD, ppm, 125 MHz): & 156,87 (Cpren(2&9)), 8 147,41 (Cppen(10a&10b)),
8 139,99 (Cpren(4&7)), 8 132,16 (Cppen(4a&:6a)), & 128,67 (Cpnen(5&6)), 8 127,46 (Coren(3&8)), &
107,20 (Cii(1)), 6 91,02 (Ci0i(2&6)), & 84,75 (Cioi(3&5)), & 81,49 (Coi(4)), 8 19,42 (Cioi(7)).

[Rh(CsMes)(neo)CIICl: *H NMR (CDsOD, ppm, 500,10 MHz): & 8,676 (d, J = 8,36 Hz, 2 H,
Hueo(4&7)), 8 8,123 (5, 2 H, Hneo(5&6)), 5 8,020 (d, J = 8,37 Hz, 2 H, Hpeo(3&8)), & 3,246 (s, 6
H, Hueo(11&12)), 5 1,474 (s, 15 H, Hesues(CH3)).

3C NMR (CD40D, ppm, 125 MHz): § 166,03 (Cyeo(2&9)), 5 147,76 (Creo(10a&10D)), § 140,28
(Coeo(4&7)), & 130,34 (Cpeo(43&6a)), & 128,72 (Creo(5&6)), 8 127,58 (Creo(3&8)), 5 98,89 (d,
Cesmes(Cs)), 8 27,84 (Cpeo(11&12)), 8 9,19 (Cesmes(CHa)).

[Ru(Cym)(neo)CI]CI: *H NMR (CDsOD, ppm, 500,10 MHz): & 8,611 (d, J = 8,35 Hz, 2 H,
Hneo(4&7)), 6 8,080 (S, 2 H, Hpeo(5&6)), 8 7,997 (d, J = 8,35 Hz, 2 H, Hne0(3&8)), 6 6,099 (d, J =
619 Hz, 2 H, Hyym(3&5)), & 5929 (@d, J = 618 Hz, 2 H,
Hp-cym(2&6)), & 3,402 (s, 6 H, Hneo(11&12)), 62,223 (s, 3 H, Hpeym(10)), 6 2,070 (m, 1H, H,.
om(7)), & 0,731 (d, J = 6,77 Hz, 6 H, Hpcm(8&9)). A neokuproinhoz tartozd csticsok
duplazodtak (csak kis mértékben latszodik egy masik csoport), mely a kloridionok metanolra
val6 lecserélédésével magyarazhato.

3C NMR (CD;0OD, ppm, 125 MHz): § 167,81 (Ceo(2&9)), & 147,90 (Cpeo(10a&10b)), 5 139,57
(Creo(4&7)), 6 130,19 (Cpeo(4a&68)), 5 128,44 (Cieo(5&6)), 6 127,56 (Cieo(3&8)), 6 66,49 (C,.
oym(4)), 8 64,10 (Cpeym(1)), 8 31,92 (Cpeym(7)), & 28,66 (Creo(11&12)), & 21,92 (Cpcym(8&9)), &
18,66 (Cp-ym(10)). A Cpeym(2&6) és

Cpoym(3&5) csticsok az oldoszer jele alatt vannak.

[Ru(Tol)(neo)CIICI: *H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): & 8,591 (d, J = 8,35 Hz, 2 H,
Hueo(4&7)), 8,050 (S, 2 H, Hueo(5&6)), & 7,976 (d, J = 8,36 Hz, 2 H, Hneo(3&8)), & 6,242 (t, J =
6,01 Hz, 2 H, Hoi(3&5)), 8 5,875 (d, J = 6,06 Hz, 2 H, Hioi(2&6)), 5 5,398 (t, J = 5,725 Hz, 1 H,
Hi(4)), 5 3,403 (5, 6 H, Hueo(11&12)), & 2,280 (s, 3 H, Hoi(7))-

C NMR (CD:0D, ppm, 125 MHz): § 167,55 (Ceo(2&9)), 5 148,36 (Cpeo(10a&10D)), 5 139,59
(Creo(4&7)), & 130,06 (Cpeo(4a&6a)), 5 128,34 (Creo(5&6)), 5 127,48 (Creo(3&8)), & 110,14
(Cwi(1)), & 92,39 (Ci(2&6)), 5 84,42 (Cioi(3&5)), 579,43 (Coi(4)), 828,63 (Creo(11&12)), &
19,28 (Ci(7)).
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[Rh(CsMes)(bpy)CI]CI: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): & 8,999 (d, J = 5,41 Hz, 2 H,
Hopy(3&37)), 6 8,561 (d, J = 8,07 Hz, 2 H, Hyyy(6&6%)), & 8,290 (t, J = 7,87 Hz, 2 H,
Hopy(4&47)), 6 7,872 (t, J = 6,58 Hz, 2 H, Hypy(5&5)), 8 1,733 (s, 15 H, Hesmes(CH3)),

3C NMR (CD;0OD, ppm, 125 MHz): § 155,95 (Copy(2&27)), & 153,40 (Cppy(6&67)), 6 141,68
(Copy(4&4°)), & 129,59 (Cppy(5&5%)), & 124,99 (Cppy(3&3°)), & 98,90 (Ccsmes(Cs)), & 8,86
(CCSMES(CH3))'

[Ru(Cym)(bpy)CI]CI: *H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): & 9,474 (d, J = 5,15 Hz, 2 H,
Hopy(3&3%)), & 8,504 (d, J = 8,05 Hz, 2 H, Hy,(6&6)), & 8,239 (t, J = 7,87 Hz, 2 H,
Hopy(4&4%)), 8 7,762 (t, J = 6,625 Hz, 2 H, Hypy(5&5")), 8 6,111 (d, J = 6,35 Hz, 2 H, H,
om(3&5)), 85,860 (d, J = 6,33 Hz, 2 H, H,.cym(2&6)), 2,638 (M, J = 6,90 Hz, 1 H, Hp.cym(7)), &
2274 (5, 3 H,  Hpym(10)), 81,046 (d, J = 693 Hz, 6 H,
Hp.cym(8&9)).

*C NMR (CD4OD, ppm, 125 MHz): & 156,88 (Cppy(6&6°)), & 156,38 (Copy(2&2%)), & 141,19
(Copy(4&4%)), & 12890  (Cppy(5&5%)), & 12497  (Cypy(3&3%)), & 106,07
(Cpeym(1)), 8105,86 (Cpeym(4)), 6 88,23 (Cpeym(3&5)), & 85,54 (Cpeym(2&6)), & 32,26 (C,.
(7)), 8 22,26 (Cpoym(8&9)), 6 18,95 (Cprym(10)).

[Ru(Tol)(bpy)CIICI: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): & 9,481 (d, J = 5,64 Hz, 2 H,
Hopy(3&3°)), 8 8,487 (d, J = 5,66 Hz, 2 H, Hypy(6&6), 5 8,226 (t, J = 7,88 Hz, 2 H,
Hopy(4&4°)), 8 7,743 (t, J = 6,65 Hz, 2 H, Hypy(5&5°)), 8 6,212 (t, J = 6,09 Hz, 2 H, H,((3&5)), &
5,876 (d, J = 6,22 Hz, 2 H, Hy((2&6)), 5,778 (t, J = 5,715 Hz, 1 H, Hi(4)), 5 2,331 (s, 3 H,
He(7)).

3C NMR (CDs0D, ppm, 125 MHz): § 156,87 (Cpy(6&6’)), & 156,61 (Copy(2&27)), & 141,14
(Copy(4&4)), & 128,77 (Copy(5&5°)), & 124,86 (Copy(3&3)), & 107,73 (Cwi(1)), & 91,78
(Cioi(2&6)), & 84,98 (C(3&5)), 81,48 (Cii(4)), 19,39 (Cyoi(7)).

[Rh(CsMes)(dmb)CI]CI: *H NMR (CD;0OD, ppm, 500,10 MHz): & 8,794 (d, J = 5,74 Hz, 2 H,
Hamp(6&6)), & 8,413 (s, 2 H, Hymp(3&37)), & 7,684 (d, J = 5,71 Hz, 2 H, Hymp(5&5°)), & 2,631
(s, 6 H, Hamp(7&77)), 8 1,713 (s, 15 H, Hesmes(CH3)).

3C NMR (CD;0D, ppm, 125 MHz): & 155,65 (Cymp(2&2°)), & 154,59 (Cymp(4&4°)), & 152,52
(Camp(6&6”)), & 130,24 (Cymp(3&3°)), & 125,58 (Camp(5&57)), & 98,57 (d, Cesmes(Cs)), 621,30
(Camb(7&7°)), 6 8,85 (Cesmes(CH3)).

[Ru(Cym)(dmb)CI]CI: *H NMR (CD5OD, ppm, 500,10 MHz): & 9,260 (d, J = 5,85 Hz, 2 H,
Ham(6&6”)), & 8,354 (5, 2 H, Ham(3&3%)), & 7,581 (d, J = 5,36 Hz, 2 H, Ham(5&5")), & 6,058
(d, J = 6,36 Hz, 2 H, Hycym(3&5)), 8 5,803 (d, J = 6,34 Hz, 2 H, Hycym(2&6)), & 2,622 (s, 6 H,
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Hamp(7&7°)), 8 2,598 (h, J = 6,97 Hz, 1 H, Hy.oym(7)), 8 2,257 (S, 3 H, Hyeym(10)), 5 1,036 (d, J =
6,92 Hz, 6 H, Hycym(8&9)).

C NMR (CD;OD, ppm, 125 MHz): & 156,03 (Camp(2&2°)), & 155,97 (Camp(6&6°)), & 154,16
(Camp(4&4)), & 12959  (Cam(3&3%)), & 12554 (Camy(5&5)), & 105,54
(Coeym(1)), 810544 (Cpeym(4)), 887,99 (Cpoym(3&5)), & 85,18 (Cpoym(2&6)), & 32,33 (C,.
(7)), 8 22,27 (Cpreym(8&9)), 8 21,21 (Crp(7&7°)), & 18,96 (Cpeym(10)).

[Ru(Tol)(dmb)CI]CI: *H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): & 9,268 (d, J = 5,85 Hz, 2 H,
Hams(6&6°)), 8 8,339 (s, 2 H, Hymp(3&3”)), 8 7,565 (d, J = 5,80 Hz, 2 H, Hymy(5&57)), 8 6,157 (t,
J=6,05 Hz, 2 H, Hy,(3&5)), 8 5,830 (d, J = 6,18 Hz, 2 H, Hi,i(2&6)), 6 5,732 (t, J = 5,70 Hz, 1
H, Hoi(4)), 8 2,618 (s, 6 H, Hamp(7&7°)), & 2,302 (5, 3 H, Hioi(7)).

3C NMR (CD50D, ppm, 125 MHz): & 156,24 (Camp(2&2°)), 8 155,97 (Camp(6&6°)), & 154,09
(Comp(4&4°)), & 129,44 (Cymp(3&3°), & 125,45 (Cymp(5&5°), & 107,03 (Cyi(1)), 6 91,35
(Cii(2&6)), 6 84,84 (Cii(3&5)), 6 81,30 (Cii(4)), 8 21,19 (Cymp(7&7°), & 19,34 (Cioi(7)).

[Rh(CsMes)(phen)(mim)](CF:SOs),: *H NMR (CD;0D, ppm, 500,10 MHz): § 9,682 (d, J =
5,14 Hz, 2 H, Hynen(2&9)), 5 8,957 (d, J = 8,25 Hz, 2 H, Hynen(4&7)), 8 8,337 (dd, J = 8,24 Hz;
5,17 Hz, 2 H, Hynen(3&8)), 5 8,247 (s, 2 H, Hynen(5&6)), 8 7,750 (s, 1 H, Himim(2)), & 7,060 (s, 1
H, Hmim(4)), d 6,851 (s, 1 H, Huim(5)), & 3,555 (s, 3 H, Humim(CH3)), & 1,770 (s, 15 H,
HCSMeS(CHS))-

“C NMR (CD;OD, ppm, 125 MHz): & 153,88 (Cpnen(2&9)), & 146,76 (Cphen(10a&10b)), &
141,46 (Cpren(4&7)), & 140,39 (Crim(2)), 8 132,54 (Cpnen(42&6a)), & 129,33 (Cppen(5&6)), &
128,93 (Cpren(3&8)), & 128,81 (Crrim(4)), 8 125,04 (Cprim(5)), & 100,33 (d, Ccsmes(Cs)), & 34,87
(Crim(CHy)), & 8,29 (Ccsmes(CHa)).

[Rh(CsMes)(phen)(pyr)](CFsS0s),: 'H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): 89,762 (d, J =
4,29 Hz, 2 H, Hynen(2&9)), 8 8,991 (d, J = 8,26 Hz, 2 H, Hyen(4&7)), & 8,493 (d, J = 5,18 Hz, 2
H, H,,/(2&6)), 5 8,398 (dd, J = 8,24 Hz; 5,20 Hz, 2 H, Hynen(3&8)), & 8,254 (s, 2 H, Hynen(5&6)),
87,913 (t, J = 7,69 Hz, 1 H, H,y(4)), 8 7,460 (t, J = 5,14 Hz, 2 H, H,,/(3&5)), & 1,746 (s, 15 H,
HCSMeS(CH3))-

“C NMR (CD;OD, ppm, 125 MHz): & 153,91 (Cpren(2&9)), & 152,59 (C,yr(2&6)), & 146,89
(Conen(102&10D)), & 141,89 (Cpren(4&7)), & 141,79 (Cpye(4)), & 132,63 (Cpren(4a&6a)), 5 129,48
(Conen(5&6)), 8 129,25 C,(3&5)), & 129,04 (Cpren(3&8)), & 100,93 (d, Cesmes(Cs)), & 34,87
(Crim(CHs)), & 8,20 (Ccsmes(CHa)).
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[Rh(CsMes)(en)(mim)](CF3S03),: *H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): & 8,077 (s, 1 H,
Humim(2)), 8 7,400 (s, 1 H, Huim(4)), 8 7,185 (s, 1 H, Huin(5)), 8 3,868 (s, 3 H, Hyin(CH3)), &
2,603 (M, 2 H, Hen(CHy)), 8 2,271 (M, 2 H, Hen(CH,)), 8 1,703 (5, 15 H, Hesmes(CH3)).

C NMR (CD;0D, ppm, 125 MHz): & 141,83 (Crnim(2)), 8 129,72 (Cpim(4)), 8 125,17 (Cynim(5)),
597,49 (d, Cesmes(Cs)), 8 46,17 (Cen(CHo)), 8 35,05 (Crim(CH3)), 8 8,78 (Ccsmes(CHa)).

[Rh(CsMes)(en)(pyr)](CFsSO3),: *H NMR (CD;OD, ppm, 500,10 MHz): & 8,692 (d, J = 4,98
Hz, 2 H, H,,/(2&6)), & 8,186 (it, J = 7,70; 1,49 Hz, 1 H, H,,(4)), 8 7,755 (dd, J = 7,67; 6,40 Hz,
2 H, Hp(3&5)), 6 2,687 (m, 2 H, Hen(CHy)), 6 2,300 (m, 2 H, Hen(CHy)), 6 1,680 (s, 15 H,
Hesmes(CHa)).

®C NMR (CDs;OD, ppm, 125 MHz): & 154,15 (C,,(2&6)), & 141,56 (Cpy(4)), & 129,12
(Coy(3&5)), 6 98,14 (d, Cesmes(Cs)), 6 46,49 (Cen(CH)), 8 8,71 (Cesmes(CH)).

[Rh(CsMes)(8HQH.,)(mim)](BPhy): az egykristalyok izolalasa tortént csak meg.

F2. tablazat: A naftokinon-tipust ligandumok rakellenes hatasa félszendvics kationok nélkiil és
azok jelenlétében. {ICsp-értékek uM-ban, t =96 h}

ICso (M) A549 SW480 CH1/PA-1

phthH 210 +32 116 + 37 129 + 29
+[Ru(Cym)(H,0),]** 47+ 4 15+3 31+10
+[Ru(Tol)(H,0)s]* >100 87+ 6 >100
+[Os(Cym)(H,0)s]* 111 +23 81+18 59+12
+[Rh(CsMes)(H,0):]** >200 96 + 17 ~200
lawH 157 + 13 247 £ 17 246 + 24
+[Ru(Cym)(H,0)s]** 98 + 24 86 + 20 84+ 15
ciszplatin 62+1,2 33+0,2 0,077 + 0,006
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F3. tablazat: A polipiridin tipusu kétfogh ligandumok és félszendvics komplexeik in vitro
citotoxicitasa doxorubicinre érzékeny és rezisztens (MES-SA és MES-SA/Dx5), ill.
ciszplatin-érzékeny ¢és -rezisztens (A2780 és A2780cis) sejtvonalakon. {ICso-értékek uM-ban,

t=72h

|<}:so (uM) MES-SA MES-SA/Dx5 A2780 A2780cis
phen 4+1 1,30+ 0,01 0,14 +0,03 2,5+0,2
+[Rh(CsMes)(H,0)s]** 8+2 2,0+0,9 0,28 £ 0,09 10+3
+[Ru(Tol)(H,0)s]** > 100 > 100 38+ 12 > 100
+[Ru(Cym)(H,0)4]** 24+ 12 > 100 11+2 > 100
neo 0,37+ 0,08 0,30 + 0,04 0,13 0,03 9+2
+[Rh(CsMes)(H,0):]** 1,4+0,1 2,66+ 0,09 0,4+0,2 1,2+0,3
+[Ru(Tol)(H,0):]* 2,1£0,2 42+0,7 0,6+0,1 1,5+0,3
+[Ru(Cym)(H,0)4]** 4+1 7+1 2+1 6+4
bpy 66 +19 50+ 15 24+0,8 39+ 20
+[Rh(CsMes)(H,0)s]** > 100 69 + 25 7+3 > 100
+[Ru(Tol)(H,0)3]** > 100 > 100 11,2+0,9 > 100
+[Ru(Cym)(H,0)4]** > 100 > 100 19+5 > 100
dmb 46+ 7 15+£2 0,13 +£0,07 35+6
+[Rh(CsMes)(H,0)s]** 41+6 16+6 0,4+0,2 57+10
+[Ru(Tol)(H,0)a]** >100 > 100 ~100 > 100
+[Ru(Cym)(H,0)4]** 6311 > 100 13+3 57+9
[Rh(CsMes)Cls]; > 100 > 100 45+ 6 > 100
[Ru(Tol)Cl,], > 100 > 100 > 100 > 100
[Ru(Cym)Cly], > 100 > 100 > 100 > 100
doxorubicin 0,35+ 0,06 3+£0,9 - -
ciszplatin - - 2,5+0,8 17+£8
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F4. tablazat: Minimalis

gatlo  koncentracio (MIC)

értékek (uM) Gram-pozitiv  S.

aureus

baktériumtorzseken.
MIC (um) S. aureus, érzékeny S. aureus, rezisztens
pH= 5 6 7 8 5 6 7 8
mim >100 >100 >100 >100 >100 >100
pyr >100 >100 >100 >100 >100 >100
econ Ig 0,78 0,19 25 12,5 6,25 3,125
S

zol © >100 >100 >100 >100 >100 >100
phen § >100 >100 50 >100 >100 >100
8HQ ’j;j 25 25 100 6,25 6,25 6,25
[Rh(CsMes)(phen)CI]CI § >100 >100 >100 >100 >100 >100
+mim 5 >100 >100 >100 >100 >100 >100
+pyr § >100 >100 >100 >100 >100 >100
+econ —é 0,78 1,56 25 12,5 3,125 3,125
[Rh(CsMes)(8HQH.,)CI] :g 12,5 12,5 50 12,5 12,5 12,5
+mim § 12,5 12,5 50 25 12,5 12,5
+econ < 0,39 0,39 12,5 6,25 3,125 3,125
+zol 12,5 25 50 50 12,5 12,5
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F5. tablazat: MIC értékek (uM) Gram-negativ E. coli baktériumtorzseken.

MIC (um) E. coli, érzékeny E. coli, rezisztens

pH= 5 6 7 8 5 6 7 8
mim >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
pyr >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
econ >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
zol >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
phen 50 50 50 25 50 50 50 50
8HQ >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
[Rh(CsMes)(phen)CIICI  >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
+mim >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
+pyr >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
+econ >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
[Rh(CsMes)(8HQH.)CI]  >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
+mim >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
+econ 25 25 25 25 50 100 100 50
+zol >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

F6. tablazat: Az [Rh(CsMes)(phen)CI]Cl komplex és vegyes ligandumi komplexeinek in

vitro citotoxicitasa érzékeny és

doxorubicinre

sejtvonalakon. {ICso-értékek uM-ban, t = 72 h}

rezisztens

(Colo205

és Colo320)

1Cs (M) Colo205 Colo320
pH= 6,0 7,4 6,0 74

mim >100 >100 >100 >100
pyr >100 >100 >100 >100
econ 23+2 18,2+0,7 10£2 11,4+ 04
phen >100 >100 >100 >100
[Rh(CsMes)(phen)CI]CI >100 >100 >100 >100
+mim >100 >100 72+3 >100
+pyr >100 >100 84+4 >100
+econ 15,5+0,7 9+2 14+1 13+2
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