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1. Bevezetés

A Nemzetkozi Rakkutatasi Alap tanulménya szerint 2012-ben a vildgon dsszesen
14,1 milli6 ) rékos beteget regisztraltak [1]. A statisztikdk szerint ez a szam 2035-re a
24 milliot is elérheti. Magyarorszagon a daganatos betegségek a halaloki statisztikaban
a masodik helyet (23%) foglaljak el [2]. Atlagosan négy daganatos betegség koziil egy
lesz halalos kimenetelli [3]. A rakos megbetegedések kozos jellemzdje a szabélyozatlan
sejtszaporulat, valamint a biologiai szovetekbe vald betorési képesség. Ez utdbbi
tulajdonsagukat ,,betoréssel” (invazidval) vagy attétképzéssel is véghezvihetik [4]. A
kontrollalatlan sejtosztodast a sejtciklus szabalyozasaban résztvevé DNS-hibak,
genetikai mutaciok okozhatjak. A daganatos betegségekhez genetikus és kornyezeti
tényezOk egyiittesen hozzédjarulhatnak. A rdkos Dbetegségeket leggyakrabban
kemoterapiaval, sugarkezeléssel vagy sebészeti beavatkozassal kezelik.

Az 4tmenetifém-ionok a bioldgidban és a gydgyszertudomanyban egyarant fontos
szerepet jatszanak a szerkezeti sokféleségiik, valtoztathatd ligandum-csere kinetikajuk, a
finoman szabalyozhato6 redox aktivitasuk, reaktivitasuk, ugyanakkor toxicitasuk miatt is.
Bar mar kozel 5000 éve hasznalnak szervetlen elemeket ¢és vegyiileteket a
gyogyaszatban, a gydgyszeriparban ma is dontden a szerves vegyliletek domindlnak. A
gyogyaszati szervetlen kémia alig 30 éves multra visszatekintd tudomanyag, mely
fémtartalmu terdpias és diagnosztikai szerek kutatasaval, fejlesztésével foglalkozik [5].

A Dbioszervetlen kémia — melynek eredményei jelentds felhasznalasi
lehetdségeket kindlnak a gyogydszatnak — egyik f6 teriilete a potencidlis rakellenes
hatasu fémkomplexek kutatasa, fejlesztése és klinikai tesztelése [S]. A bioszervetlen
kémia egy interdiszciplinaris tudomanyag: magaban foglalja tobbek kozott a szervetlen
kémia, biokémia, fizika, mikrobiologia, toxikologia, farmakoldgia ¢és fiziologia
tudomanyteriileteit. =~ A gyodgyszerként alkalmazhaté  szervetlen komplexek
kifejlesztésének két altalanos utja van. Az egyiknél a biologiai hatds empirikus
megfigyelését kovetden a klinikai hatdst szerkezet-aktivitas 0sszefliggés vizsgalatokkal
optimalizaljak. Itt a cél a toxicitds minimalizalasa, 1j vegyiiletek eldallitasa és
hatdsmechanizmusuk felderitése. A gyogyszertervezés masik megkozelitésénél az adott

biokémiai folyamatbdl indulnak ki, pl. enzim-inhibitorok tervezésénél.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Metallocén vegyiiletek

A fémorganikus komplexek koziil el6szor a metallocének csoportjat vizsgaltak
részletesebben rakos sejtvonalakon. A metallocének olyan fémorganikus vegyiiletek
gylijténevei, amelyekben két ciklopentadienil-anion a m-komplexnek megfeleléen
szendvicsszerlien kotédik valamilyen atmenetifémhez (példaul M = Fe, Co, Ni, Ru, Os,
Mn). A ferrocének kivalé citotoxikus aktivitast mutattak ,,in vitro”, valamint ,,in vivo”

gatoltak a tumorok burjanzasat [6].

1. abra Ferrocén alapu tumorellenes gyogyszer szerkezeti képlete

2.2. Pt(11) komplexek

2. abra Titanocén-diklorid, ciszplatin és karboplatin szerkezeti képlete

A metallocének mintajara allitottak eld a titanocén-dikloridot, ezen vegyiilet

Klinikai tesztjei alapjan kideriilt, hogy a szervezetbe vald bejuttatdas modja problémas

[7].
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A ciszplatin (cisz-diamin-dikloro-platina(Il)), valamint masodik generacios
analdgjai az egyik legszélesebb korben és legsikeresebben alkalmazott gyogyszerek a
kotoédve torzitja a kettOs spiral szerkezetét, ezaltal gatolja a replikacié folyamatat. A
ciszplatin és karboplatin a petefészek, fej, nyak és tidé tumorokban, az oxaliplatin a
vastagbél daganatokban aktiv, mig a satraplatin a prosztatardkra van elsésorban
hatassal.

Azonban a Pt(I) komplexek toxikusak, a szervezetben felhalmozodhatnak,
szdmos mellékhatassal birnak (pl. vese és emésztdszervek problémai, hanyinger) és
limitalt az aktivitdsuk. A mellékhatasokat a Pt(II)-nek az enzimfehérjék tiolcsoportjaival
valé kolcsonhatdsa miatti enzim funkciok gatldsa okozza [5]. Ezen negativ
tulajdonsagok kikiiszobolésére, valamint a szelektivitas €s a terdpids index ndvelése
céljabol kezdddott meg a tobbi atmenetifém - Pt(1V), Au(lll), Ti(IV), Ga(lll), Cu(ll),
Rh(11), Ru(ll/1) - rakellenes hatasanak kutatasa. A rakellenes fémkomplexek koziil a

ruténium tartalmu vegyiiletek bizonyulnak az egyik legigéretesebbnek.
2.3. A ruténium- és platina-komplexek 6sszehasonlitasa

A ruténium tartalmt potencialis rakellenes gyodgyszerek szintézise €s vizsgalata
irant az utdbbi hisz évben egyre nagyobb az érdeklddés; kettd koziilik (NAMI-A,
KP1019) klinikai probak részese is volt [8]. A legtobb tanulmanyban kiemelik a
ruténium-komplexek a platina vagy mas atmenetifém vegyiileteitél valo eltérését. A
ruténium eldnye a platindval szemben, hogy kevésbé toxikus az egészséges szovetekre -
a ruténium-komplexek tébbségénél az ,,in vitro” ICsp érték nagyobb, mint a leginkabb
elterjedt platina gyodgyszereké -, ugyanakkor rakos sejteknél is megfeleld
citotoxicitassal rendelkezik. A ruténium viszonylag reakcioképes, jo a komplexképzd
képessége €s a fémion-ligandum csere kinetikéjat tobbféleképpen tudjuk modositani. A
platina tartalmt gyodgyszerek rakos sejtekben vald rezisztencigja a ruténium-
komplexekre nem jellemz6. Tovabbi eldnye lehetne, ha a vashoz hasonl6 mddon
kotddne a biomolekulakhoz. Mivel a tumoros sejteknek fokozott a vasigényiik, a vas-
szallitd transzferrin gyorsabban tudna eljuttatni a ruténium komplexeket a rakos
sejtekhez [9]. A ruténium tulajdonsagait a reaktivitds €s szerkezet szempontjabol is
konnyen lehet véltoztatni, igy az egyik legsokoldalibb fémion, amit kiilonbozd

biologiai tulajdonsagli komplexek tervezésénél is hasznalnak [10].



A ruténium tartalmu rakellenes gyogyszerekhez Bernhard Keppler munkédja
adott motivaciot, aki tobbek kozott felfedezte, hogy a bisz-imidazol-tetrakloro-rutenat
potencialisan aktivitast mutathat vastagbélrak kezelésében [11], illetve hogy az
imidazol-dimetil-szulfoxid-tetrakloro-rutenat ~ elérehaladott ~ tumornal  szelektiv
aktivitassal bir [12].

2.4. Réakellenes hatasu Ru(III) tartalmi komplexek
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3. abra Ru(III) tartalmu rakellenes hatasu komplexek szerkezeti képletei

A, félszendvics” tipusi Ru(Ill) tartalmu fémorganikus komplexek mint
rakellenes gyogyszerek igéretesnek bizonyulnak. A Ru(IIl) (d5 paramagneses)
komplexek oktaéderes geometriqjuiak. A komplexek geometriajabol adddoan
kicserélhetd a koordinalt aromas rész, a kloridionok és a kelatképz6 ligandum.

A NAMI-A (transz-[tetrakloro-(1H-imidazol)(dimetil-szulfoxid)rutenat(III)])
neve a ,,New Anti-tumour Metastasis Inhibitor” kifejezésbdl szarmazik, az ,,A” jelolés
pedig azt mutatja, hogy a lehetséges sorozat elsé tagjarol van sz6. A NAMI-A a rakos
sejtek mobilitdsara van hatdssal, ezaltal az attétek kialakuldsanak gatlasdban vesz részt
[13].

A KP1019  (transz-[tetrakloro-bisz(1H-indazol)-rutenat(Ill)])  komplex
vastagbélrak kezelésére alkalmas [9].

Létezik néhany olyan fémkomplex, amelynél a fémionnak nincs szerepe a

biologiai hatas kifejtésében; egyediili feladata a szerves molekularész fix €s orientalt



helyen val6 tartdsa. A Ru(Ill) vegyiileteknél nincs errdl sz6: a NAMI-A esetében a
ruténiumot rédiumra vagy ozmiumra cserélve a biologiai hatds jelentds mértékii
csokkenését tapasztaltdk [9]. A fémion mindsége befolyasolja a tavozd csoport

cseresebességét, illetve a komplexek stabilitasat.
2.5. Hipotézisek a Ru(IIl) tartalmi komplexekre vonatkozéan
2.5.1. ,, Redukcio altali aktivalas” szelektiv mechanizmusdanak hipotézise

A hipotézis szerint az inert Ru(Ill) komplexek lényeges kolcsonhatas nélkiil
jutnak el a célsejtbe, ott ,,redukcio altali aktivalason” mennek keresztiil elsésorban csak
a tumorban. gy a ruténium komplexek ezen tulajdonsagaval képesek lehetnek a rakos
sejteket szelektiven meg0lni. (Farmakologiai szempontbdl egy vegyiilet inertsége
utopianak tekintheté.) A tumoros sejtek egy ,,tomeget” alkotnak, ahol a vérkeringés
kevésbé szervezett, és ahol sok rész nem kap elegendd mennyiségli oxigént. Ennek
kovetkeztében a sejtek az energia-termeléshez a citromsav-ciklus helyett a glikolizist
részesitik elényben. A kdrnyezé szovet kornyezetének pH-ja csokken, és a kornyezet a
Ru(lll)-at a sokkal labilisabb és reaktivabb Ru(I)-vé redukalja [14]. Kisérleti
eredmények alapjan egerek esetében a NAMI-A glutationnal val6 redukciot kdvetden
sokkal aktivabbnak bizonyult [15]. Ezt az elméletet azonban eddig csak ,,in vivo”
kornyezetben tudtdk bizonyitani, gyakran fiziologias koriilmények — kozott
elképzelhetetlen hatdoanyagkoncentraciéo mellett. Tovabba érdemes megjegyezni, hogy a
»redukcio altali aktivacid” mechanizmusa nem feltétleniil egy olyan szabaly, amelyet

barmely ruténium-komplexre ki lehetne terjeszteni.
2.5.2. A transzferrin mint a ruténium biotranszportere?

A transzferrin eldsegiti a sejtek szamara a vas oldott formaban valo felvételét,
valamint vas-igényli anyagcsere folyamatoknal is hasznos, pl. sejtnovekedésnél és
osztodasnal. A transzferrinben két fenolat-, egy karboxilat- és egy karbonat csoport
mellett részt vesz egy imidazol csoport is a Fe(Ill) megkotésében [16]. A rakos
sejteknek tobb vasra van sziiksége, mint az egészséges sejteknek, igy ahhoz, hogy
megkapjak ezt a létfontossagi elemet, nagyobb mennyiségli transzferrin receptort
expresszalnak az egészséges sejtekhez képest [17]. A transzferrin az emberi
szervezetben tobbnyire a plazmaban fordul eld, igy a ruténium vérkeringésbe torténd

belépésekor konnyen hozzéd tudna férni. Ez az elképzelés azonban nem teljesen allja



meg a helyét, hiszen a Ru(Ill) inertsége miatt kisebb valoszinliséggel kotodhet a
transzferrinhez. Ha viszont megtorténik a kotodés a fehérjéhez, nem feltétleniil tud

reverzibilisen disszocialni a sejten beliil és kivaltani a kivant hatast.
2.5.3. A platina tartalmu gyogyszerektol eltéré modu DNS- kétodés

A rékellenes fémion-alapu gyogyszerek tervezésének fo célja, hogy olyan, a
DNS-sel kdlcsonhatasba 1ép6 vegylileteket kapjunk, amelyeknek a ciszplatintdl eltéro a
hatdsmechanizmusuk, és ezaltal kikiiszoboljiik a platina tartalma gyogyszerek tumoros
sejtekben tapasztalhatdé rezisztenciajat. Viktor Brabec munkéaja megmutatta, hogy
néhany ruténium vegyiilet legalabb olyan erdsen kotddik a DNS-hez, mint a ciszplatin
(RM175 és a csaladba tartozo rokon fajtak) [18]. Egyes komplexeknél a kapott
adduktumok sokkal jobban ellenallnak a sejt javitd mechanizmusainak, mint a platina
esetében.

A NAMI-A és KP1019 vegyiiletek szintetizalasakor is az volt a cél, hogy a
DNS-sel kolcsonhatasba 1ép0  vegyiileteket kaphassanak, ¢és igy a kromatin
szétszakadasahoz és a sejt haldldhoz vezessenek. Kideriilt, hogy a NAMI-A aktivitasaért
a DNS-t6l eltéré sejtalkotokkal vald kdlcsonhatas a felelds: a komplex a rakos sejtek
burjanzasat és attéteket modositja a tiidérak esetében [19]. Ezzel szemben a KP1019
mitokondrialis Gton torténd programozott sejthalalt segit el6 [20].

A ruténium tartalmu komplexeknél nehéz szerkezet-aktivitas Osszefiiggést
felallitani, ugyanis gyogyszerjeldltek szdzait megvizsgalva sem mutatnak egyértelmii
tendenciat [8].

A ligandum-kicserélddési mechanizmus kinetikaja, a ,,redukci6 altali aktivacio”
és a transzferrin altali sejt akkumuléacid lehetéséget teremt arra, hogy a ruténium
tartalmt vegyiiletek ,,in vitro” kotddhessenek a DNS-hez, azonban nem feltétleniil
igazoljak az ,,in vivo” aktivitast. A pontos mechanizmusok még nem vildgosak.
Proteomikai moddszerek segithetnek a receptor azonositasaban, illetve annak
megfigyelésében, hogy a rakos sejtek hogyan reagalnak a szervezetbe adagolt ruténium-

komplexre [8].



2.6. Rakellenes hatasa Ru(l1)-komplexek

RM175 RAPTA

[(n®-p-cimol)Ru(11)]
4. abra Ru(I]) tartalmt rakellenes komplexek szerkezeti képletei

Peter Sadler és Paul Dyson kutatdcsoportjai a ruténium(Il) oxidacios allapot
stabilizalasat és szervezetbe vald juttatasat fémorganikus, un. ,.félszenvics” Ru(Il)
komplexek formajaban képzeltek el [(ns(arén)Ru(II)(kel)X]+ altalanos Osszetétellel
(ahol az arén: benzol vagy szarmazéka, kel: kelatképzd ligandum, X : halogén atom)
[21]. A komplexek pszeudo-oktaéderes, ,,zongora-szék” geometriajuak, ahol a zongorat
a fém-szén kotés jeleniti meg, a zongoraszék labait pedig a halogén atomok [22]. A
facialis aromds rész stabilizdlja a Ru(Il)-t, valamint hidroféb részt biztosit, igy
megkonnyiti a sejtmembranon keresztiili szallitdst és a biomolekularis felismerés
folyamatat. A megfelelé lipofil karakteriik lehet6vé teszi a komplexek intravénas
ligandumok pedig tovabbi stabilitast biztositanak. A kelatképzé ligandumokat
tartalmazd komplexek sokkal aktivabbak, mint a monodentat ligandumot tartalmazo

parjaik. A kelatképzd ligandum természete nagyban befolyasolja a rakellenes aktivitast.



Mivel a komplexek mar +2-es oxidacios allapotban vannak és alapbdl aktivak, a
»redukcio altali aktivacié” nem vonatkozik rajuk. Mig a Ru(Ill) komplexek inertek a
ligand szubsztitucioban, a Ru(Il)-Cl kétések labilitasa megnd a Ru(Ill)-hoz képest [24].

A Sadler-csoport altal fejlesztett RM175 rakellenes hatast mutat a ciszplatin-
rezisztens rakos sejtvonalakon is [25]. Az RM-vegyiiletek a citotoxicitasuk altal fejtik ki
hatasukat [26]. Dyson kutatocsoportja altal vizsgalt RAPTA-vegyiiletek alacsony ,,in
vitro” citotoxicitastak, de az attétek gatlasaban ,,in vivo” aktivnak bizonyultak; az
invaziés és attétes folyamatoknal (amelyeknél nem feltétleniil sziikséges citotoxikus
folyamat a zavarkeltéshez) hatasosak [26].

Munkank soran a [(n°-p-cimol)Ru(Il)] (ruténium-4-izopropil-toluol) komplexet

valasztottuk egyensulyi vizsgalatokhoz.
2.7. [(n®-p-cimol)Ru(11)] (ruténium-4-izopropil-toluol) komplex

A [(n°-p-cimol)Ru(I)] komplexeket 4ltalaban klor-hidas dinuklearis [(n°-p-
cimol)Ru(I)Cl,], komplexbdl készitik. Ezen dimer komplex a vizes oldatban monomer
részecskékké disszocialodik és hidrolizal. A klorid ligandumok részben vagy teljesen
Kicserélhetéek vizre vagy hidroxidionra a kloridion koncentracié és a pH értékektol
fiiggd mértékben [27].

A [(nB-p-cimol)Ru(H)] komplex a szervezetbe keriilve jelentds atalakulasokon
megy keresztiil, és kiilonbozd biofolyadékok kis, valamint nagy molekulatomegii
komponenseivel reagal. A harom elérhetd koordinaciés hely koziil mindegyik
lecserélddhet vizre, amelyet gyakran egy kelatképzd ligandum foglal el [28]. A harom
koordinacios helyet elfoglald ligandumok kivalasztasaval szelektiven modosithatd a
Ru(ll) komplexek Kkinetikaja és farmakologiai tulajdonsagai [29]. A kelatképzo
ligandum nemcsak a biologiai tulajdonsagokra lesz hatassal, hanem a stabilitast is
befolyasolja, megeldzve a [(nG-p-cimol)Ru(H)] fémorganikus rész hidrolizisét.
Tovéabba, a ligandum moédosithatja a kiilonbozd biomolekuldkkal, pl. albuminnal,
transzferinnel vagy egyéb, a sejtekben megtalalhato fehérjékkel valo kolcsonhatasat is.

A kelatképzé ligandum disszociaciojanak foka, a Ru(Il)-donoratom
kulcsfontossagu témak a fém-alapti rakellenes gyogyszerek ,,in vivo” aktivitasanak
tervezésénél [22]. Ezen komplexek ,,elégyogyszerként” (,,prodrug”-ként) tekinthetdek,

vagyis inaktiv forméban keriilnek be a szervezetbe, ahol megfeleld folyamatok hatdsara
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valnak csak aktivva [30]. A farmakokinetikai tulajdonsagok és a hatasmechanizmus
megértéséhez a specidcié ismerete biologiai fluidumokhoz hasonld koriilmények kozott
nélkiilozhetetlen.

Szamos [(n°-p-cimol)Ru(I1)(XY)CI]-tipusa komplexet allitottak el6, melyeknél
XY egy (N,N), (0,0), (O,N), (O,S), (N,S) tipust bidentat ligandum [30], ezek oldatbeli

viselkedését ismertetjiik a kovetkezdekben.

2.7.1. (O,0) donor ligandumok

0 0
0 o) OH
- \
o
acetil-aceton maltol N-metil-aceto-hidroxamat
OH COOH
CQO OH
C
O
o/ oH :: :C/
AN
OH
oxalsav ciklobutan-1,1-dikarbonsav szalicilsav
o)
0 H,C
OH
on | e
HO—C—
| \
OH
N o)
‘ H2C_ /
AN
OH
3-hidroxi-1,2-dimetil- citromsay

piridin-4(1H)-on
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N-[(etoxikarbonil-metil)]- N-[(etoxikarbonil-metil)]-3-

3-hidroxi-2(1H)-piridon hidroxi-4-metil-2(1H)-piridon

5. abra (O,0) kelatképzo6 ligandumok szerkezeti képletei, melyek

[(n®-p-cimol)Ru(l1)]-al vald kolesdnhatasat mar vizsgaltak

A [(n°-p-cimo)Ru(Il)] és a labilisabb (0,0) kelatképzd ligandumok
kolcsonhatasat a Sadler vezette kutatocsoport, valamint Buglyd Péter és munkatarsai
intenziven tanulmanyoztdk. A Sadler-csoport a [(n°-p-cimol)Ru(Il)] és acetil-aceton
(acac) kozotti kolesonhatast vizsgaltdk [31]. Meghataroztak a  kloridionok
vizmolekulara vald cserélését kovetden kialakult részecskék pK értékét. Kisérleteik
alapjan pH = 2,2 értéken a  [(n®-p-cimol)Ru(ll)(acac)(H.0)]* mellett [(n°-p-
cimol)Ru(1)(H20)s]" is megjelenik, mig pH > 9 értéken egy dinuklearis, vegyes
hidroxo- komplexet - [{(n°-p-cimol)Ru(l1)(acac)}(u?-OH)]* - is feltételeztek.

Ezt kdvetden Sadler és munkatarsai a [(nG-p-cimol)Ru(H)] ¢s maltol (malt) 4ltal
kialakitott komplexek oldategyensulyi folyamatait irtak le [32]. Fiziologias pH értéken
(pH = 7.4) a fémion : ligandum 1 : 1 aranya [(n°-p-cimol)Ru(I1)(acac)(H,0)]* komplex
részben hidrolizal egy gyors folyamatban és [(n°-p-cimol)Ru(I1),(u®-OH)s]* képzadik.
A maltol sokkal hatékonyabban képes megakadalyozni a hidrolizist, mint az acetil-
aceton, mivel ottaga (O,0) kelatgytiriit tud képezni, mig az utdbbi csak kevésbé stabil
hattagu kelatgytrt alkot.

Bugly6 Péter és kutatocsoportja megallapitotta, hogy a monohidroxamatok
stabilis komplexeket tudnak képezni a [(n6-p-cimol)Ru(H)] komplexszel, szilard
fazisban és folyékony oldatban egyarant [33]. Ezen komplexek hidrolizisét részletesen
tanulmanyoztak, meghataroztak a hidroxo-komplexek stabilitasi 4llanddjat. A hidrolizist
figyelembe véve megkaptak a [(ne-p-cimoI)Ru(II)] - meaha rendszer (ahol meaha : N-
metil-acetohidroxamat)  pH-fliggé  speciacidjat, valamint meghataroztak a

monohidroxamattal képzett komplexek Gsszetételét és stabilitasi allanddjat.
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Ahhoz, hogy a [(n°-p-cimol)Ru(Il)] meaha-hoz valo kotési erdsségét
Osszehasonlitsak mas (O,0) donor ligandumokéval, szisztematikus tanulmanyt végeztek
el. Ottagy, ill. hattaghi kelatképzéket valasztottak ligandumokként, ahol a donor
atomoknak kiilonb6z6é volt a bazicitasa [27]. Eredményeik alapjan kijelenthet6, azon
ligandumok, amelyeknél két enyhén bazikus O donor talalhato (pl. oxalsav), csak savas
kortilmények kozott kotik a fémiont, de magasabb pH-n nem képesek megelézni a
fémion hidrolizisét, igy fiziologiai pH-n a sokkal inertebb [{(n°-p-cimol)Ru(Il)}»(u?-
OH)s]" fog képzddni. Azon ligandumoknal, amelyeknél az egyik O kis, a masik O nagy
bazicitasa (pl. szalicilsav), a [(n°-p-cimol)Ru(11)(H20)3]**-hoz valé gyenge kotddést
tapasztaltak. A hasonld tipust donor atomot tartalmazé kelatok koziil (pl. karboxilat) az
ottaguiak sokkal stabilisabbnak bizonyultak, mint a hattagiak (oxalsav vs. ciklobutan-
1,1-dikarbonsav). Az (O,0) kelat negativ toltésének delokalizécidja ,,pszeudo aromas”
karaktert ad, igy a fémkomplex extra stabilitasu volt (pl. acetil-aceton, 3-hidroxi-1,2-
dimetil-piridin-4(1H)-on).

Szintén Buglyd Péter és munkatarsai a [(n6-p-cimol)Ru(H)] ¢s egy fontos kis
molekulatomegii, vérszérumban jelenlévé biomolekula, a citromsav (citrHz) komplexeit
tanulmanyozta [34]. A citromsav a makromolekulak katabolizmuséaban jatszik fontos
szerepet, valamint a citrat-kor egyik f0 intermediere. Azt tapasztaltak, hogy pH-tol
fliggd mértékben a citrat [COO™ COO, OHT] vagy [COO°, COO, O] tipusu
koordinacidt alakitott ki a fémionnal nagy stabilitasu 1 : 1 Osszetételi komplexeket
létrehozva. Fiziologias pH értéken a fémion hidrolizise teljesen gatolt, még fémion :
ligandum = 1 : 1 aranyénal is. Elkészitettek [(n°-p-cimol)Ru(l1)(citrH)]xH,OxCHsOH
és 2[(n°-p-cimol)Ru(11)](citrH)]x3H,0 vegyiiletek egykristalyait, a komplexek pontos
szerkezetét rontgenkrisztallografiaval allapitottak meg.

Egy 0j otlet, hogy a fémorganikus részt bioldgiailag aktiv ligandummal hozzak
kolcsonhatasba. Enyedy Eva és munkatarsai az ,,in vitro” antitumor aktivitist mutato
bidentat (0,0) alkoxi-karbonil-metil-3-hidroxi-2(1H)-piridon  [(n®-p-cimol)Ru(I1)]
komplexeinek Osszetételét ¢és stabilitasat vizsgaltak [30]. Tanulmanyaik alapjan
fiziologias pH-tartomanyban 1 : 1 Osszetételi komplexek dominalnak, melyekben a
ligandum kétfogih modon koordinalédik a fémionhoz az oxigén donor atomjain
keresztiil. A komplexeknek mérsékelt volt a stabilitasa. Bazikus koriilmények kozott a
komplexekbdl egy dinuklearis, trihidroxo-hidas [(nG-p-CimOI)Ru(II)g(OH)3]+ komplex,
szabad ligandum és [(n6-p-cimoI)Ru(I I)L(OH)] 6sszetételti komplex képzodik.
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2.7.2. (O,N) donor ligandumok

\/OH o 0
N W

N

pikolinsav izokinolin-3-karbonsav

< \ /)<

\ N/ OH N \OH
o)
OH
piridin-2,6-dikarbonsav 6-metil-pikolinsav

6. abra (O,N) kelatképzo6 ligandumok szerkezeti képletei, melyek

[(n®-p-cimol)Ru(l1)]-al valé kélesonhatasat mar vizsgaltak

A pikolinsav szamos enzim alkotorésze, ¢és gyodgyszermolekuldk aktiv
csoportjaként is tobbszor szerepel antiproliferativ hatdsa miatt. Az izokinolin-3-
karbonsav a pikolinsav kondenzalt vazat tartalmazé szarmazéka, melynek ezaltal
nagyobb a hidrofobicitasa. Ivanovic, Jovanovic és kollégai szintetizaltak és jellemezték
ezen két ligandum (pikolinsav és izokinolin-3-karbonsav), ill. a ligandumok fluor-, klor-
, brom- és metil-szarmazékainak [(n®-p-cimol)Ru(Il)]-vel alkotott 1 : 1 aranyd
komplexeit [35]. A rontgenkrisztallografiai adatok alapjan a részecskék ,,zongora-szék
geometriajuak”, melyekben a pikolinat ligandumok a piridin nitrogénjén és a
karboxilcsoport oxigén atomjan keresztiil koordinalodtak. Az izokinolin-3-karbonsav
ligandummal alkotott komplex joval alacsonyabb citotoxikus aktivitdst mutatott az
egészseéges sejtvonalon, tovabba antiproliferativ hatassal is rendelkezett.

Az SZTE Bioszervetlen kémiai kutatocsoport tagjai pH-potenciometria, ‘H-
NMR-spektroszkopia ¢és UV-Vis-spektroszkopia segitségével meghataroztadk a
pikolinsav, valamint 6-metil- és 6-karboxil-pikolinsav szarmazékok és [(n°-p-

cimol)Ru(Il)] kozott vizes oldatban, kloridionok jelenlétében létrejovd komplexek
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Osszetételét és stabilitasat [36]. A pikolinatok kizarolag 1 : 1 dsszetételii komplexeket
képeztek, amelyekben kétfogi (O,N) mdédon koordinalddtak a fémionhoz; a fémion
koriili harmadik koordinaciés helyet pedig a koriilményektdl fliggen kloridion vagy
vizmolekula foglalta el. A vizmolekulat tartalmazé komplex hidrolizisével vagy a
klorid-hidroxid ligandumcserével vegyes hidroxido-kompex: [(n®-p-
cimol)Ru(I)(L)(OH)] alakult ki a bazikus pH-tartoméanyban. A [(n°-p-cimol)Ru(11)] :
pikolinsav = 1 : 1 Osszetételi komplex pH = 3-11 tartomanyban 24 oOra alatt sem
bomlott el. A 6-metil- és 6-karboxil pikolinsav esetében egy kismértékii, alacsony
reakciosebességli  disszociacid volt megfigyelhetd, melynek kovetkezményeként
dinuklearis trihidroxo-hidas [(n°-p-cimol)Ru(I1)2(OH)s]" és szabad ligandum jelent meg
pH > 10 tartomanyban. A [(ne-p-cimol)Ru(II)] ligandumokhoz vald kotési erdssége a
kovetkez6 sorrendben valtozik: 6-metil-pikolinsav < pikolinsav < piridin-2,6-
dikarbonsav. A [(n®-p-cimol)Ru(II)(L)Cl] komplex kloridionjanak vizmolekulara
torténd cserélddésével hasonld egyensulyi allandokat allapitottak meg. A 6-karboxi-
pikolinsav komplexe sokkal kevésbé képes megtartani a Kloridiont a harmadik

koordinacids helyen.

2.7.3. (O,S) donor ligandumok

S S T
OH oH OH
o) o T
tiomaltol tioallomaltol tio-3-hidroxi-1,6-dimetil-

piridin-4(1H)-on
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piperon-N-etil-tioszemikarbazon piperon-N-fenil-tioszemikarbazon

7. abra (O,S) kelatképzd ligandumok szerkezeti képletei, melyek [(n°-p-

cimol)Ru(I]-al valé kolcsonhatasat mar vizsgaltak

Keppler és munkatarsai az (O,S) donor készletli ligandumokkal kezdtek el
foglalkozni [37]. Kutatasaik alapjan a maltol (O,S) analdgja sokkal stabilabb komplexet
képzett [(n°-p-cimol)Ru(I1)]-vel, mint a maltol, és ellentétben a [(n°-p-cimol)(malt)CI]
komplexszel, képes volt ,,in vivo” megorizni a komplex rakellenes aktivitasat.

A tioszemikarbazonok kivald kemoterdpids tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Tioszemikarbazon ligandumot tartalmazo fémorganikus Ru(Il) komplexeket
szintetizaltak és jellemeztek [38]. A [(n°-p-cimol)Ru(I1)(pPhTSC)(CN]CI (ahol
PPhTSC: piperon-N-fenil-tioszemikarbazon) és [(n®-p-cimol)Ru(I1)(pEtTSC)(CI)]CI
(ahol pEtTSC: piperon-N-etil-tioszemikarbazon) komplex 0sszetételét IR-, NMR-
spektroszkopiaval, ill. rontgenkrisztallografiaval is igazoltak. Megvizsgaltak a
komplexek DNS-sel valo kolcsonhatasat; a kotési allandok értékei 3,97x10° M é&s
4,07x10° M™ voltak 293 K homérsékleten. A DNS-sel valo kolesonhatas
viszkozimetrids mérések alapjan nem kovalens kotéssel torténhet, hanem példaul a
ligandum DNS-szalba torténé beékelddésével. A human szérum albuminhoz a
komplexek erésen, 2,94x10* M, ill. 12,2x10* M™ kotési allandokkal kotédnek 296 K-
en. A kotddés valoszintisithetden a triptofan aminosavaknal vagy azok kdrnyezetében
torténhet. Mindkét vegyiilet a human topoizomerdz II jo katalitikus inhibitoranak
bizonyult 20 uM koncentracional.

Az SZTE Bioszervetlen kémiai kutatdcsoport munkatarsai az (0,0) és (O,S)
[(m®-p-cimol)Ru(ID)] és kétfoga (0,0) hidroxi-piron, valamint (O,S) hidroxi-pir(id)on
tipust ligandumok kozott kialakuld komplexek szerkezetét és stabilitasat irtak le. A
hidroxi-piron ligandumok (etil-maltol, allo-maltol) esetében mérsékelt stabilitasu mono-

ligandumos komplexek dominalnak a fiziologias pH-tartomanyban. A komplexek
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bazikus  kozegben atalakulnak egy dinuklearis  tri-hidroxo-hidas  [[(n°-p-
cimol)Ru(11),(OH)s]*  komplexszé és szabad ligandumma, valamint [[(n°-p-
cimol)Ru(II)(L)(OH)] részecskék képzOdését is megfigyelték. A hidroxi-tiopir(id)on
ligandumok (tiomaltol, tioallomaltol, 3-hidroxi-1,2-dimetil-tiopiridon) a hidroxi-
pironokhoz képest joval nagyobb stabilitdsu mono-ligandumos komplexeket képeznek,
¢és savas pH-tartomanyban dominalnak. A hidroxi-pironokhoz képest a komplexeknek
nagyobb a citotoxicitasa; az eltérd bioaktivitassal magyarazhaté a stabilitasbeli
kiilonbség is. A hidroxi-tiopir(id)on komplexek pH > 6 tartomanyban tortén6 hidrolizise
Osszetettebb folyamat, mivel valdszintlileg vizben kevésbé oldodo hidroxo-oligomerek
képzddnek. Ligandum-felesleg hatasara kialakulhatnak bisz komplexek (ML, és ML,H)
is, melyeknél egy- és kétfoghi koordinacid is megfigyelheté volt. Magasabb pH
értékeken a tiomaltol monodentat koordinacioju trisz komplexeket is kialakitott. Mindez
alapjan feltételezhets, hogy endogén bioligandumok, pl. fehérjék cisztein része részt
vehet egyfogii koordindciéban. A [[(n°-p-cimol)Ru(II)(L)(C1)] komplex kloridionjanak
vizmolekuléra vald lecserélddése fontos aktivacids 1épés, mivel megkonnyiti a komplex
biologiai célmolekuldkhozz torténd kotddését. Etil-maltollal kialakitott komplexnél a
kloridionok ~64 %-a cserél6dott ki vizmolekuldra 0,1 M kloridion koncentracio
esetében a vérszérumban. Az intracellularis folyadékban — ahol a kloridion koncentracio

Kisebb — varhatoan az akvakomplexek lesznek tulsulyban.
2.8. L-cisztein jellemzése

Az L-cisztein a vérszérum kis molekulatomegii komponense, koncentracidja ~
33 umol/dm?®. Donorcsoportjai — tiol-, karboxil-, aminocsoport - révén potencialis
ruténium(Il) kelator, mely koordinaciojaval hatassal lehet a [(n°-p-cimol)Ru(ll)]
altalaban kulcsszerepet jatszik a fehérjék szerkezeti és funkcios elemeként [5]. Tébbek
kozott az antioxidans glutation, valamint a vas-kén-klaszterek prekurzora, tovabba
szdmos metalloenzim fémkotd sajatsdgaiban is szerepet jatszik (pl. citokrom P450,
alkohol-dehidrogenaz) [40]. A tiolcsoport acilezése acil-donor vegyiiletekhez vezet
(ilyen példaul az acetil-koenzim-A). Konnyen oxidalodik, igy diszulfid-kotések

alakulhatnak ki; az oxidalodott formajat cisztinnek hivjak.
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8. abra L-cisztein szerkezeti képlete és donorcsoportjai
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3. Célkitiizés

F6 célunk az L-cisztein és a [(n°-p-cimol)Ru(I)] kozott fiziologias pH-
tartomanyban kialakuldé komplexek Osszetételének, szerkezetének, illetve stabilitasanak
meghatarozasa. Az utdbbi alapjan kiszadmithatova valna, hogy a vérszérumban mely
potencialis kelatorok képesek a koordinacids szféraban maradni, megakadalyozva, hogy
a cisztein kiszoritsa 6ket onnan.

'H-NMR  eldméréseink alapjan a rendszer meglehetosen bonyolult, ezért
megbizhatobb eredmények érdekében elészér a [(n°-p-cimol)Ru(Il)] és a védett
aminocsoportot tartalmaz6 N-acetil-L-cisztein, valamint a védett karboxilcsoporttal
rendelkez6 L-cisztein-metil-észter kozotti kdlesonhatast kivantuk felderiteni. A harom
ligandum komplexeinek Gsszehasonlitdsa varhatéan eldsegiti a kialakuld komplexek

kotésmodjanak meghatarozasat is.

OH OH \o

NH NH, NH,

(@) Y O (@]
HS O HS HS

9. abra N-acetil-L-cisztein, L-cisztein és L-cisztein-metil-észter szerkezeti

képletei

A [n°-p-cimol)Ru(I)]-L-cisztein rendszer jellemzésével —kovetkeztetéseket
vonhatunk le a potencidlis rdkellenes hatast [n6-p-cimol)Ru(H)] vérszérumbeli

viselkedésére a fiziologias pH értéken.
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4, Kisérleti rész

4.1. pH-potenciometria

Az N-acetil-L-cisztein, ill. L-cisztein pK értékeit, valamint a [(n°-p-
cimol)Ru(lIl)]-vel oldatfazisban keletkezd6 komplexek Osszetételének, protonalodasi
folyamatainak és stabilitasi allandoinak meghatarozasara pH-potenciometrias eljarast
alkalmaztunk.
megfeleld elektrod segitségével. A galvancella két elektrodja (referencia és indikator
elektrod) kozotti  potencialkiilonbséget fesziiltségmérd (pH-mérd) segitségével
kovethetjiik.

A méréseket 25 £ 0,1 °C-on végeztiik vizes oldatban specidlisan kialakitott
iivegedényekben. Az oxigén kizérdsa érdekében argon gézt buborékoltattunk a
titraland6 oldatokba, melyeket folyamatosan kevertettiink. Az aktivitasi egyiitthatd
allando értéken tartisanak érdekében az ionerésséget 0,2 mol/dm?® értékre allitottuk
KCl-oldat segitségével. A titralasokat minimalis karbonat-tartalmi KOH-oldatokkal
potenciometrias titralassal allapitottuk meg. Metrohm kombinalt elektroddal felszerelt
Orion pH-mérdvel és Metrohm Dosimat titratorral dolgoztunk. Az elektrédot minden
mérés elott KH-ftalat-oldattal kalibraltuk (T = 25,0 °C, pH = 4,005). A mérérendszert
KH-ftalat és HCl-oldatok KOH-oldattal torténd titralasaval hitelesitettik. A pH
értékekbdl az Irving-féle korrekcidval szamoltuk ki a hidrogénion koncentraciot [41]. A
vizionszorzat (pKy = 13,755) és az Irving-faktor értékét rendszeresen ellendriztik.

Az N-acetil-cisztein és L-cisztein koncentracio 2,0 mmol/dm3, a mintak kezdeti
térfogata 8,0 cm® volt, a fémion-ligandum ardny rendre 2 : 1,8;2:1;2:0,5;1:1¢és 1 :
0,5. A titralasokat pH = 2,0 - 11,7 tartomanyban végeztiik.

A komplexek sztochiometriajanak és stabilitasi allanddjanak meghatarozasara a
PSEQUAD szamitogépes programot alkalmaztuk [42]. A [n6-p-cimoI)Ru(II)Z(OH)i]
komplexek logp értékeit az irodalombdl vettiik [27].
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4.2. UV-Vis-spektroszkopia

A [(°-p-cimol)Ru(I)] és N-acetil-L-cisztein kozott kialakuld komplexek
protonaldodasi  folyamatainak  kovetésére  UV-Vis-spektrofotometrias  titralast
hasznaltunk. Az UV-Vis spektrumokat Hewlett Packard 8452A diddasoros
spektrofotométerrel vettiik fel. 200-800 nm hullamhossz-tartomanyt és 1,0 cm-es
uthosszt allitottunk be. A spektrofotometrids titralasokat pH = 2-10 tartoményban, 0,2
pH-kiilonbséggel végeztiik 25,0 + 1 °C-on. A fémion koncentracidja 1,0 mmol/dm® volt,
az Ossztérfogat 10,0 em®. A titralasokat fémion-ligandum 1 : 1,15; 1 : 15; 1 : 2

aranyainal hajtottuk végre.
4.3. *H-NMR-spektroszkopia

A ligandumok [(n°-p-cimol)Ru(Il)] komplexeinek osszetételét, valamint az
esetleges protonalodasi folyamatait *H-NMR mérésekkel is vizsgaltuk. Eléméréseink
alapjan a ligandumcsere sebesség elegendden lassi volt ahhoz, hogy a képz6do
komplexek jelei kiilon-kiilon megjelenjenek a spektrumon, igy a pH értékek, valamint a
fémion : ligandum aranyok megfeleld valtoztatasaval felvett spektrumsorozatok alapjan
varhatoan donthetlink a pH-metria alapjan felallitott modellek koziil.

A 'H-NMR méréseket Bruker Spectrospin Avance 500 MHz-es késziilékkel
végeztiik. Bels6 NMR-standardként trimetil-szildnt (TMS) hasznaltunk; a mérésekhez
vizelnyomas moddszert alkalmaztunk. A mintakat 10,0 V/V %-0s D,O/H,O elegyben
készitettiik 0,2 mol/dm®-es ionerdsséget beallitva 25,0 £ 1 °C-on. Megmértiik a [(nG-p-
cimol)Ru(Il)] és mindharom ligandum pH-fiiggd NMR-spektrumat a pK értékek ¢€s az
oxidacid mértékének megallapitasa céljabol. A fémion és a ligandumok koncentracidja
3,0 mmol/dm?® volt. A [(n®-p-cimol)Ru(I1)]-t megtitraltuk mindharom ligandummal, és
felvettiik a 1H-NMR-Spektrumokat pH =2.0; 5,5; 7,5; 10,0 értékeken fémion : ligandum
1:05;1:0,75;1:1;1:1,2;1:1,4;1:16;1:18;1:2,0;1:25;1:3,0aranyoknal.
Az egyedi mintak térfogata 800 ul volt. A fémion : ligandum 2 :1; 1:1¢és 1 : 2 aranyu
rendszerek pH-fliggését is vizsgaltuk pH = 2,0-11,0 tartomanyban pH = 0,3
kiilonbséggel. A pH-fliggd méréseknél 20,0 cm® mintatérfogatbol indultunk ki. A
spektrumokat a MestReNova programmal értékeltiik ki. A [(nG-p-CimOI)Ru(II)]-L-
cisztein rendszernél az *H-NMR spektrumok integral értékei alapjan szamolt speciacid

értelmezéséhez megprobaltuk felhasznalni a PSEQUAD programot is.
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A jel-hozzarendelés  eldsegitésére  2D-NMR (*H-TOCSY) modszert
alkalmaztunk. Ennél a mddszernél az RF-impulzust egy ,.kifejlesztési” szakasz kovet,
mely tartalmazhat pulzusokat, folyamatos besugarzasokat. A hossza valtozhat; ez az,
amibdl a tl tengely szarmazik. A ,kifejlesztési” szakasz utdn egy masodik impulzus
kovetkezik, majd a mérési periddus, ami a t2 tengelyt fogja adni. A kétdimenzids
spektrumon a keresztcsucsok az egymadssal csatolasban 1évé protonokrol nyujtanak
informaciot. A TOCSY hasonl6 a COSY-hoz, de eldnye, hogy nemcsak direkt
csatolasok, hanem tavolhat6 (tobb atomra kiterjedd) csatolasok is vizsgalhatoak. A [(nﬁ-
p-cimol)Ru(l1)]-N-acetil-L-cisztein rendszernél fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal pH =
2,0; 5,5; 10,0 értékeken, valamint fémion : ligandum 2 : 1 aranyanal pH = 7,2 értéken,
4,0 mmol/dm® koncentracional vettiik fel a spektrumokat. [(n°-p-cimol)Ru(II)] és L-
cisztein esetében fiziologias pH értéken fémion : ligandum 1 : 1 és 1 : 2 aranyanal

mértiink 'H-TOCSY technikéval.
4.4. Felhasznalt anyagok, vegyszerek

A mérésekhez hasznalt [(n°-p-cimol)Ru(I1)]-t, N-acetil-L-cisztein, L-cisztein és
L-cisztein-metil-észter ligandumokat a Sigma Aldrich cégtdl rendeltiik, a KOH, HCI és
KCl1 Molar termékek voltak.
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5. Eredmények bemutatasa és értékelése

5.1. [(n°-p-cimol)Ru(II)] és N-acetil-L-cisztein rendszer
5.1.1. pH-potenciometria

A stabilitasi allandok abszolut értékének meghatarozasa objektiv okok miatt nem
lehetséges, de az egyes komplexféleségek kozott kémiai egyenstlyokra jellemzo
allandok mérhetéek voltak, eloszlasgérbe szamitasara lehetdség volt. A kapott
koncentracio eloszlasgorbék alapjan fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal (cryc : Cacys =
3,0 mmol/dm?®: 3,0 mmol/dm?) (RuC),(acys),H..o komplexek dominalnak, gyakorlatilag
nincs szabad ligandum. Ezzel szemben fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyanal (cgryc : CL =
3,0 mmol/dm?®: 4,5 mmol/dm?®) (RuC),(acys)sHs.o komplexek bizonyultak dominansnak,

szabad fémion pedig nem jelent meg (Isd. 10. abra).

1 -
14 [(RuC),L;(OH) 1>
[(RUC),L;H;] e [(RuC),LyJ*
0,8
0.8 1 [(RuC),L;] 3 [(RUC),LsH,]
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5 os “RORLHT S g [(RUC);L:H]
S 061 z 0
: £
E 04 - [RuCLLF/  [(RuC),L,OH] S o4 [(RUC),LH]
E] T 3
0,2 - 0,2 [(RuC),L HoP*
[(RUC),Lo(OH)F-
0 il e, .-. - I O ‘ I I
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10. abra Koncentraci6 eloszlasgorbe fémion : ligandum 1: 1, illetve 1: 1,5

aranyainal (RuC: [(n®-p-cimol)Ru(Il)], L: N-acetil-L-cisztein)

Pontos stabilitasi allandd szamitdsara nem volt lehetdség, mivel masfélszeres
ligandum feleslegig a rendszerben nincs szabad ligandum (fémion : ligandum 1 : 1
arany mellett a ,,szabad” fémionon kiviil 2 : 3 Osszetételli részecskék is képzddnek),

ennél nagyobb felesleg esetén az dsszes ruténium komplexalva talalhato.
5.1.2. 1H-NMR-spektroszko’pia és UV-Vis-spektroszkopia

A 'H-NMR-spektrumokon & = 7-9 ppm tartoméanyt vélasztottuk az értékelés

soran. Ezen a tartomanyon a ligandum amidcsoport protonjanak viselkedését tudjuk
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kdvetni, valamint ez az a tartomany, ahol a legkevesebb atfedd folyamat jatszodik le. A
csucsok ¢€s az egyes komplexféleségek hozzarendelése érdekében kiszamoltuk a csticsok
integraljainak aranyat (moltortet) és abrazoltuk a ligandum ardny fliggvényében. A
spektrumsorozatok esetében y tengelyt nem tiintettiink fel, mivel az nem ad kvantitativ
informaciot. pH = 5,5 értéken azonositottuk a fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyanal

maximumot mutatd (RuC),(acys)sHs.o komplexet (Isd. 11. abra).
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11. 4bra Ligandum-fiiggd "H-NMR spektrumok és integralaranyok a ligandumfelesleg
fiiggvényében pH = 5,5 értéken, 6 = 7-9 ppm tartomanyon (M: RuC, L: acys)

A parhuzamos lefutasu két részecskét a (RuC)y(acys),Hz-0 komplex két izomer
formajaként képzeljik el. A fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyatol kezdve megjelent a
szabad ligandum is.

A pH-fiiggé 'H-NMR spektrumoknal a részecskék protonalodasi folyamatainak
kovetése a csucsok integralaranyainak (moltort) kiszamitasaval és pH fiiggvényében
torténd abrazolasaval valt lehetdvé. A fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal felvett pH-
fiiggd "H-NMR-spektrumok azt mutatjak, hogy a (RuC),(acys)sHs.o komplex mellett a
(RuC),(acys)zH,.o izomerek egyike vesz részt egyszerii protonvesztéssel jard sav-bazis

folyamatban, melyek mindegyike a szabad, nem koordinal6d6o karboxilcsoporthoz
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rendelhetd (Isd. 12. abra). A spektrumokon a (RuC);(acys)>(OH), komplex jelenléte is
Kimutathato volt.

A
OH
(RUC:.z(aCYS}gH}:)
A
|(RuC}z(acys}sz.:.l| |(RuC}2(acys}2(OH}2 |<RuC}z(acys}sz.all o
o
/ Hs
060
- ' Aoa gy I
Iy
050 4 L by . e
- A b i
A A
040
i
T 'y
B 20w
z A
A
I — 020
Lyoaa 4
A
'
e — - 010 - Lol
A
A 4 A
. - ) 000 L4 i
500 900 830 &80 B0 BE0  BS0 840 B3I B0 810 AW 790 0 400 500 800 10,00
1 {ppm) o

12. abra pH-fiiggs "H-NMR-spektrumok és integral aranyok a pH fiiggvényében
fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal, & = 7-9 ppm tartomanyon
(M: RuC, L: acys)

Annak ellendrzésére, hogy a 2 : 2 0Osszetételll komplex Osszetételét helyesen
adtuk-e meg, "H-NMR-méréseket végeztink fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal 1,0
mmol/dm®, 5,0 mmol/dm?® és 15,0 mmol/dm® koncentracioknal pH = 3,3 és pH = 6,8
értékeken (Isd. 13. dbra). A spektrumokban nem tapasztaltunk kiilonbséget, igy a
(RuC),(acys),H2.o komplexek valoban azonos nuklearitastak.

A 'H-NMR-spektrumok alapjan kapott kémiai eltolodas értékekbél, illetve egyik
esetben moltortekre  torténd  illesztéssel meghataroztuk a  (RuC)y(acys),H,
(RuC),(acys)2 és (RuC),(acys)sHs pK értékeit (Isd. 14. abra).

25



d b
| ¥
Cruc Cacys= 1 MM | CRuc Cacys= 1 MM [

quwwmw,mw “'lwmﬂwmmw ~'ﬂ;«ﬁmww_w,wW‘M*W "-"ﬁw.wnwm}w.-mw&ﬂwm

Cruc-Cacys™ 5 mM Cruc Cacys™ 5 m

Cruc Cacys= 12 MM CRuc Cacys= 12 MM
pH=3,3 pH=6,8

13. abra Koncentracio-fiiggé "H-NMR-spektrumok fémion : ligandum 1 : 1 aranyénal
pH = 3,3 és pH = 6,8 értékeken (6 = 7-9 ppm)
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14. abra (RuC),(acys),H,, (RuC),(acys). és (RuC),(acys)sHs pK értékeinek kiszamitasa
kémiai eltolodas értékekre, illetve moltortre torténd illesztéssel fémion : ligandum 1: 1

aranyanal
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A spektrofotometriai mérések abszorbancia (A) értékeibdl is meghataroztuk

illesztéssel a (RuC)z(acys)2H, és (RuC),(acys), komplexek két pK értékét (Isd. 15. abra).
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15. abra (RuC),(acys),H> és (RuC)z(acys). pK értékeinek kiszamitasa abszorbancia

értékekre torténd illesztéssel fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal
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16. abra Fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal, pH = 5,5 értéken felvett "H-TOCSY
kétdimenzids spektrum és a keresztcsucsokhoz rendelt komplexféleségek szerkezetei

(6 =5-6 ppm)

A 'H-TOCSY kétdimenzios spektrumoknal & = 5-6 ppm tartomanyt vélasztottuk
ki, ebben a részben a p-cimol-csoport aromas protonjait tudjuk tanulmanyozni. Fémion :
ligandum 1 : 1 aranyanal, pH = 5,5 értéken felvett spektrumok alapjan haromféle

keresztcstics készletet tudunk elkiiloniteni (Isd. 16. dbra). Annak megallapitasara, hogy
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mely keresztcsucsok tartoznak egy szetthez/készlethez, megnéztiikk, hogy az egy
dimenzios tengelyeken 1€v6 csticsok koziil melyek mozogtak egyiitt.

Az elsé készlethez (kék szinnel jeldlve) egy olyan 2 : 2 Gsszetételii komplexet
rendeltiink hozza, melyben a két karboxilatcsoport deprotonalt, a fémionok harmadik
koordinacids helyén pedig kloridion all. A piros szinnel jeldlt masodik keresztcstcs
készlet” feltételezéseink szerint szintén egy 2 : 2 Osszetételi komplexnek feleltethetd
meg, ahol a karboxilationok ¢€s a tiolcsoport kapcsolodnak a fémionhoz, a kloridion
kiszorul a koordinacids szférabol. Az utolsé keresztcsucs csoporthoz (RuC),(acys)sHs.o
Osszetételi komplexet javasoltunk, amelyben a két fémiont a harom ligandum
tiolcsoportja kapcsolja 6ssze. Ennél a részecskénél az aromas protonok nyolcféle kémiai
kornyezetben fordulnak el6. Ez az eredmény elég nehezen értelmezhetd, hiszen a 2 : 3
Osszetételll hidrolizisrészecskéje esetén a két aromas proton jeléhez elméletileg csak egy
keresztcstics kellene, hogy tartozzon. Nincs kielégitd valaszunk a jelenségre. A tobb
kornyezet egyik magyardzata lehetne, hogy izomerek jonnek létre, de ez nehezen
elképzelhetd. Logikusabb magyarazat a négy kiilonbozo jelre az, hogy mivel a komplex
a ligandum oldalarol nézve Ci, szimmetriaji, de a p-cimol résznek csak egy
tikortengelye van, igy ennek megfeleléen az aromas gytra elvileg két-két ekvivalens
protonja masképp érzékeli a kén donorcsoportokat, ami az ekvivalencidjuk megsziinését
jelenthetné.

Az eldbbiekben részletezett eredmények alapjan megkiséreltik leirni a
(RuC),(acys)2H,.o komplexek lehetséges protonalodasi folyamatait (Isd. 17. abra). Az
elsé szerkezet a teljesen protonalt komplex. A (RuC),(acys),H; két proton elvesztésével
atalakul (RuC)(acys), komplexszé, amely a koordinacios modtol fliiggden két,
egymassal izomer formaban fordulhat eld. A (RuC)z(acys), két protont leadva

(RuC),(acys)2(OH), komplexet fog képezni.
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17. abra (RuC),(acys),H,-o komplexek protonalddasi folyamatai és pK értékei
5.2. [(n°-p-cimol)Ru(II)] és L-cisztein, ill. L-cisztein-metil-észter rendszer
5.2.1. pH-potenciometria (L-cisztein)

A pH-potenciometrias méréseket bar elvégeztik, kiértékelésiikk onmagukban
nem volt sikeres. Feltételeztiik, hogy az 'H-NMR spektrumok teljes (kvantitativ)
értelmezése nélkiil a kiértékelés valdsziniisithetden nem is sikeriilhetne. A problémat
bonyolitja, hogy az NMR mérések alapjan ligandumot a fémionhoz képest feleslegben
tartalmazéd mintdk esetében az L-cisztein oxiddcidja cisztinné mar a savas pH
tartomanyban megkezdddik. Ha ez a pH-metrids mérések esetében is igy tortént,
értelmezésiik gyakorlatilag lehetetlen, hiszen sem a pontos ligandum koncentraciot, sem
a pontos proton koncentraciot nem ismerjiik, rdadasul egy idegen, pH-metridsan aktiv

anyag (cisztin) is keletkezett, ismeretlen mennyiségben.
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5.2.2. *H-NMR-spektroszkopia (L-Cisztein és L-cisztein-metil-észter)

A ligandum koncentrécio- és pH-fiiggd "H-NMR-spektrumsorozat kiértékelésénél
elészor a 6 = 1,8-2,2 ppm tartomanyt valasztottuk; ezen a tartomanyon a p-cimolnak a
gylirthoz kapcsolodd metilcsoport jeleit tudtuk kovetni. (Az N-acetil-L-cisztein
esetében ezen a tartomanyon a ligandum acetilcsoportjanak metil jelei iS megjelentek,
bonyolitva az értelmezést. Az L-cisztein ligandumnak viszont nincs amidcsoportja, igy
a d =7 -9 ppm tartomany jelmentes.) Osszességében tbb mint 50 db kiilonbézd ppm
értéknél megfigyelheto jelet talaltunk & = 1,8 - 2,2 ppm kémiai eltolodas tartomanyon,
melyek pontos hozzarendelése meghaladja ezen dolgozat kereteit. A kisebb csuicsok
integral értékeit raadasul konnyl talbecsiilni. Igyekeztiink azokat a jeleket
hozzarendelni az Osszetételhez, illetve szerkezethez, amelyeknek integral értékei a
legnagyobbak voltak, illetve az 6sszes jel teriiletéhez képest legalabb 10%-0t értek el.

Azt tapasztaltuk, hogy nagy valoszinliséggel a cimol gylirthz kozvetleniil
kapcsolodd metilcsoportra jellemzé kémiai eltolodas értékek nem kifejezetten
érzékenyek az L-Ciszteinen bekdvetkezO protonalodasi folyamatokra. A kvantitativ
kiértékelés tovabbi nehézségekbe {itk6zott a sok azonositatlan részecske (az
integralértékek alapjan kb. 20-40%), az L-ciszteinnek ligandumfelesleg esetén, pH > 6
lejatszodo, a fémion : ligandum aranyt mar szamottevéen befolyasold oxidacioja, illetve
esetlegesen feltételezhetd egyéb lassu kinetikai folyamatok miatt, amelyre a pH-
beallitds nehézsége bizonyos koriilmények kozott utalt. Sajnalatos moédon a metil-észter
szarmazek amellett, hogy oxidaciéra hajlamos, lugos kozegben kismértékben disszocial
1s, igy a cisztein-tartalmu komplexek kémiai eltolodasai is megjelenhettek kismértékben
a spektrumokon, ami tovabb bonyolitotta az esetiinket.

Annyi mindenképpen megallapithatd, hogy az L-cisztein és L-cisztein-metil-
észter komplexei akarcsak az el6z6 ligandum esetében kvantitative képzddnek: vagy a
szabad ligandum, vagy a szabad fémion koncentracidja nem mérhetd, ezért a stabilitasi
adatok meghatarozasara csak a kétkomponensti rendszer tanulmanyozasaval nincs
lehetdség.

Az egyes csucsok integral értékeibdl szdmolt moltortek kiillonbozé pH értékeken
kiilonb6z6 fémion : ligandum aranynal vettek fel maximum értéket. Mindebbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a cstcsokhoz nem minden esetben lehet egyértelmiien
Osszetételt rendelni. Feltételezéseink szerint csak koordindciés modokat érdemes

megallapitani, melyek tobb kiilonboz6 dsszetételli komplexre is jellemzdek lehetnek.
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Az 1. tablazatban a [(n®-p-cimol)Ru(Il)] és az L-cisztein komplexeinek kémiai
eltolodas értékét lathatjuk a masik két ligandummal 6sszehasonlitva. Azon részecskék,
amelyek az L-ciszteinnél és metil-észtere esetében is megjelennek, nem tartalmazhatnak
(COO") koordinaciot. Amennyiben az L-cisztein és a védett aminocsoportot tartalmazo
N-acetil-L-cisztein kozott talalunk hasonlosagokat, a (N) koordinaciot zarhatjuk Ki. A
kiilonbségek vizsgalatanal figyelembe kell venni a harom rendszert jellemz6 eltérd sav-
bazis allandok kiilonbségét is (N-acetil-L-cisztein: pKy,. = 3,10, pKpy. = 9,57; L-
cisztein: pKu,. = 3,68; pKn,L = 8,15 és pKy = 10,09; L-cisztein-metil-észter: pKp,. =
6,65; pKpL=9,02).

1. tablazat A [(n®-p-cimol)Ru(I1)] és L-cisztein, L-cisztein-metil-észter, ill. N-acetil-
L-cisztein komplexeinek kémiai eltolodas értéke 6 = 1,8-2,2 ppm tartomanyon (p-

cimol gytirith6z kapcsolddd metilcsoport protonjainak tartomanya)

Feltételezett o o ) ) o
L-cisztein L-cisztein-metil-észter | N-acetil-L-cisztein
koordinacios
) 6 (ppm) 6 (ppm) o (ppm)
mod
(N,S,S) 2,131-2,139 2,135-2,145 -
(N,N,S) 2,009-2,029 2,026-2,034 -
(O,N,S) 2,071-2,084 - -
2,179-2,183 2,178-2,182 -
(N/S, OH", OH")
2,069-2,078 2,071-2,078 -
(S,S,0H) 2,105-2,154 2,103-2,112 -
(S,S,S) 2,087-2,098* - 2,089-2,096**

*dominans részecske

** mérhetd, de nem jellemz6
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5.2.2.1. L-cisztein lehetséges koordindcios modjai

Ahhoz, hogy a kiilonféle koordinaciéos modokat felderitsiikk, az L-cisztein
esettben a & = 3,5-43 ppm tartomanyra fokuszaltunk, ahol a ligandum
metincsoportjanak protonjaihoz rendelheté jel detektalhatd. A pontos fémion : ligandum
arany megallapitasa érdekében kiszamoltuk az oxidalt cisztein (cisztin) mennyiségét és
Kivontuk a ciszteinéb6l. A szamitas soran kideriilt, hogy példaul az elvileg fémion :
ligandum 1 : 2 aranyu oldatnal csak ~ 1 : 1,5 aranyt sikertilt biztositani. Azonban az L-
cisztin egy része esetleg koordinalodott, igy az arany pontos megallapitisa nem
lehetséges.

A ligandum oldalarél nézve a koordinacidos modokat az alapjan dontottiik el,
hogy hany protonalodasi folyamatot tudtunk azonositani adott kémiai eltolodasnal
megfigyelhetd csucs esetében. A kémiai eltolddas folyamatos valtozasa gyors cserére,
altalaban protonalddasi folyamatra utal. Ha a kémiai eltolédds nem valtozott a pH
fliggvényében, biztosan nincs sav-bazis folyamat, ekkor feltételezhetéen mindharom
donoratom koordinalodik (O,N,S). Ha csak egy protonalodasi folyamat figyelhetd meg,
valdsziniisithetéen két donoratom vesz részt a koordinacidban. Ha az egyetlen sav-bazis
folyamat a savas tartomanyon kovetkezik be, ez szabad karboxilcsoport jelenlétére,
(N,S) koordinaciora utal. Amennyiben két sav-bazis folyamat figyelhetd meg, csak
egyféle donoratom koordinalodasat feltételezziik. Ez a donoratom lehet (S), (N), (O),
attol fiiggden, hogy milyen pH értékeken mutat sav-bazis viselkedést. A 18. abran a
koordinaciés modok azonositasat szemléltetjiik fémion : ligandum 1 : 2 aranyu, pH-

fliggd 'H-NM R-spektrumsorozatok alapjan.
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f1 (ppm)

18. abra pH-fiiggs *H-NMR spektrumsorozat fémion : ligandum (L-cisztein) 1 : 2
aranyanal (6 = 3,3-4,6 ppm)

5.2.2.1.a) (N,S) tipusu koordindacié

Ha (N,S) donoratomokkal torténik a ligandum koordinacioja, a karboxilcsoport
deprotonalodasa miatt a savas pH tartomdnyban varunk kémiai eltolodas valtozast, és a
komplexek a Iugos tartomanyban lesznek dominansak (Isd. 19. édbra). A 6 = 3,659-3,685
ppm tartomanyon megfigyelhet6 jel alakjaban valtozas kovetkezik be mind a fémion :
ligandum arany, mind a pH fliggvényében (Isd. 20., 21. abra). A kiilonb6zd alaku

csticsokat okozhatja eltéré Ru(ll) kérnyezet és a cseresebesség megvaltozasa iS.

33



0,80

0,60

Moltért
o
B
S

0,20

0,00
0,00

®mRuC:cys=1:0,5

ApH=2,0 1,20
—pH=55 ®RuC:cys=1:1
o " +RuC:cys=1:2
o PH=T.5 " EEn
o , 0 CpH=10,0 —-—
° °
[u} g
- 0,60 ® =u
- o
_-o "0 [
- [ ]
o " a"
A = o 0,30 u" o SR N ¥
g EEggNg e e
A A Se Y *e
A A 4 - . e
A Peoaneee
A A 0,00 .
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Ligandum arany pH

19. abra (N,S) koordinaci¢ju komplexek moltortjei a ligandum arany (a), ill. pH
fliggvényében (b) (6 = 3,659-3,685 ppm)
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20. abra pH-fiiggd *H-NMR-spektrumsorozat fémion : ligandum (L-cisztein) 1 : 1
aranyanal (6 = 3,5 - 4,1 ppm)
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21. abra L-cisztein koncentracio-fiiggé *H-NMR-spektrumsorozat pH = 5,5 értéken
(6 =3,5-4,0 ppm)

5.2.2.1.b) (S) tipusu koordindacio

A (S) tipusu koordinéci6 esetében a karboxilcsoport és az aminocsoport vagy
tiolcsoport deprotonalddasat tudjuk megfigyelni, igy a savas és lugos pH tartomanyban
is kémiai eltoldodas valtozasnak kell megjelennie (Isd. 22. 4dbra). A kémiai eltolodas
értékekre torténd illesztésekkel kapott pK értékek a kdvetkezok: pKi = 2,0(3); pKz =
8,01(6).
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22. abra (S) koordinacioji komplexek moltortjei a ligandum arany (a), ill. pH

fiiggvényében (b) (6 = 3,376-3,956 ppm)

52.2.1.c) Egyéb — (N,S,S), (NN,S), (N/S, OH, OH), (ON,S), (S,S,0H) tipusi

koordinacio

Az (N,S,S), (N,N,S), (O,N,S), (N/S, OH", OH), (S,S,0H) tipust koordinaciokat

a fémion koordinacids médjainal részletezném.
5.2.2.2. Ru(ll) lehetséges koordinacios modjai

A 6 = 18-2,2 ppm tartomanyon a p-cimolnak a gylirth6z kapcsolodo
metilcsoport jeleit tudjuk kévetni. A [(n°-p-cimol)Ru(Il)] harom formajat tudtuk
azonositani: Ru(IT); (RuC),(OH),Cl és (RuC),(OH)s dsszetételekkel [27]. Az azonositas
a fémion pH-fiiggd spektruméval valé Osszehasonlitdssal valt lehetévé. Otféle 6
részecskének tudtuk megéllapitani a koordinaciés modjat, egyesekhez szerkezeteket is
rendeltiink. A kvantitativ kiértékelés hianyaban azonban a szerkezetek és a protonaltsagi

allapotok csak feltételezések, amelyekre (egyenldre) nincs kozvetlen bizonyitékunk.
5.2.2.2.a) 0 = 2,131-2,139 ppm; (N,S,S) tipusu koordindcio

Az (N,S) és (S) kombinacidjaval létrejové (N,S,S) tipusa komplexekben a
fémion : ligandum arany lehet 2 : 2, 2 : 3 vagy 1 : 2 (Isd. 23. abra). A 6 = 2,131-2,139
ppm tartomanyon lathato jel feltételezéseink szerint (N,S,S) tipust. A 24. 4bra alapjan a
komplex jellemzden fémion : ligandum =1 : 2 ardnya mellett képzddik inkabb, azonban

semleges ¢s lugos kozegben mar 1 : 1 ardnyndl is megjelenik.
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23. abra (N,S,S) tipusu koordinacioju fémion : ligandum 2 : 2,2 :3¢és1:2

Osszetételli komplexek
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24. abra o = 2,131-2,139 ppm tartomanyban megjelend komplexek moltortjei a
ligandum arany (a), ill. pH fiiggvényében (b)
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Méitort

5.2.2.2.b) 6 = 2,009-2,029 ppm; (N,N,S) tipusu koordinacio

(N,N,S) tipust koordinaciot feltételeziink a 6 = 2,009-2,029 ppm tartomanyban
megfigyelhetd jel esetében, mely savas pH-tartomanyban mutatott jelentésebb kémiai
eltolodas valtozast (pK = 2,00(18)) (Isd. 25. abra). Az dsszetétel lehet fémion : ligandum
2:3¢és1:2 aranyu (Isd. 26. abra).

a) b) mRuC:cys=1:0,5
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0.25 CpH=10,0 0,16 )
L4 .
O ° *
X
0,20 ! o .
o L % . 0,12 “vay o
X
0,15 * _ . ot o+
- 0,08 an ¥
[} e *m n
0,10 X - ugmefl o
- L "Ll [ ]
¢, _ufl® "
0,05 - - - e -
0,00 0,00
0,00 0,40 0,80 1,20 1,60 2,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
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Ligandum arany

25. abra 6 = 2,009 - 2,029 ppm tartomanyban megjelend komplexek moltortjei a
ligandum arény (a), ill. pH fiiggvényében (b)

A S 34 24
LN Ru,
N2H L 0 o
S NH_NH; AN T
) \ 2 X o) NH, 7
0 . S NH,
O R,,‘l;\l2+ O
AR o
> p— o
(RUC),(cys)3Hy (RuC)(cys),Hy

26. abra (N,N,S) tipusu koordinacioéja, fémion : ligandum 2 : 3és 1 : 2

Osszetételli komplexek
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5.2.2.2.¢c) 0 = 2,071-2,084 ppm; (O,N,S) tipusi koordinacio

Az (O,N,S) tipusu koordinaciét az alapjan feltételeztiik, hogy nem talaltunk

hasonl6 kémiai eltolodasnal megjelend jelet az L-cisztein és metil-észtere kozott, igy

(COO") koordinacié biztos szerepel benne. Tovabba, a részecskék kémiai eltolodasa

nem valtozott a pH fiiggvényében (6 = 3,743 - 3,753 ppm). (O,N,S) donoratomokkal

torténd koordinéciot javasolunk a & = 2,071 - 2,084 ppm tartomanyban megjelend cstucs

esetében (Isd. 27. abra). Az abrékon lathatd, hogy ezen koordinaciés tipus pH < 6

tartomanyban lesz jellemzd, pH > 6 értékeken mennyisége elhanyagolhatéva valik. Az

aranyfiiggés alapjan a komplex fémion : ligandum = 1 : 1 aranynal fordul el6 leginkabb.
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27. abra (O,N,S) koordinacioji komplexek moltortjei a ligandum arany (a,b), ill. pH
fiiggvényében (c,d) (6 = 2,071-2,084 ppm (a,c), ill. & = 3,743-3,753 ppm (b,d))
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5.2.2.2.d) & =2,179-2,183, ill. 2,069-2,078 ppm; (N/S, OH", OH") tipusii koordindcio

A $ =2,179-2,183 ppm ¢és 6 = 2069-2,078 ppm értékekhez tartozo, kdzel azonos

intenzitasi csticsokat (RuC),(cys)(OH), Osszetételit komplexekként azonositottuk. Az

azonositas az alapjan tortént, hogy a moltortek értéke fémion

: ligandum 1 : 0,5

aranyanal mutatott maximumot, valamint a komplexek mindegyike pH = 6,5 - 10

tartomanyban volt csak megfigyelheté (Isd. 28. abra). Tovabba, teljesen azonos

részecske (Osszetétel, kémai eltolddas) jelent meg az L-cisztein metil-észtere esetében

is, igy karboxilcsoport nem koordinalodhat. A komplex altalunk feltételezett szerkezete

a 29. abran lathat6. Ezen komplexek kialakuldsanak valoszinlisége azonban terapids

koriilmények kozott a feltételezhetden nagy ligandumfelesleg mellett igen csekély.
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28. abra (RuC),(cys)(OH), komplexek moltortjei a ligandum arany (a,b), ill. pH
fliggvényében (c¢) (6 = 2,179-2,183 ppm (a,c); 6 = 2069-2,078 ppm (a,c) és 6 = 3,581-
3,592 ppm (b))
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29. abra A fémfelesleget tartalmazo (RuC),(cys)(OH), komplex feltételezett

szerkezete

5.2.2.2.e) 0 = 2,105-2,154 ppm; (S,S,0H") tipusu koordindcio

Egy igen nehezen meghatdrozhato dsszetételll (atfedod csucsok, széles jelek miatt

az integralértékek nem feltétleniil megbizhatoak) részecskét jellemzd kémiai eltolodas

értéke jelentds valtozast mutatott a pH fliggvényében (illesztéssel pK = 7,88(16) értéket

allapitottunk meg erre a folyamatra) (Isd. 30. abra). Ezen lassu folyamatot okozo

részecskét a metil-észter esetében nem tudtuk kimutatni. Ha két kénatomot feltéteziink

donor csoportként, a harmadik koordinacios helyen pedig viz vagy hidroxidion szerepel,

1: 2 6sszetételll komplex johet 1étre (Isd. 31. abra).
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30. abra o = 2,105-2,154 ppm tartomanyban megjelend komplexek moltortjei a

ligandum arany (a), ill. pH (b) fiiggvényében
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31. abra (RuC)(cys),(OH) altalunk feltételezett szerkezete
5.2.2.2.f) 6 = 2,087-2,098 ppm; (S,S,S) tipusu koordindcio

Az N-acetil-ciszteinnél is megjelend (S,S,S) hidligandum koordinacidju

komplex az L-cisztein esetében sokkal kisebb mennyiségben talalhatdé meg.
5.2.3. 'H-TOCSY spektroszképia

Fiziologias pH értéken fémion : ligandum 1 : 2 és 1 : 1 ardnynal megmért ‘H-
TOCSY-spektrumok kozott a cimol aromas protonjeleinek tartomanyaban 8

keresztcsucs egyezett meg (Isd. 32. abra).

TH-TOCSY NMR-spektrum TH-TOCSY NMR-spektrum
Cruc-Ceys=3MM:6mM Cruc-Ceys=4mM:4mM
pH=7,5 pH=7,5
s s -
. S ¥,
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B2 e 1
15 10 5 16 p e ‘?
7 9 2 8 7 17 4 =
8 11 5 . 5
6 s 3 um e 08 5
9 10 4 22 21,4 4 “
8 715 13 23 8 7 La7s
- 2 e

32. abra Fiziologias pH értéken fémion : ligandum 1: 2 és 1 : 1 ardnynal felvett 'H-
TOCSY-spektrumok (6 = 5-6 ppm)
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Az elbzé rendszer ([(n°-p-cimol)Ru(Il)] és N-acetil-L-cisztein) *H-TOCSY
NMR-spektrumaival Gsszehasonlitva nem talaltunk azonos kémiai eltolodasnal

megjelend keresztcsucsokat.
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6. Osszefoglalas

A potencialisan rakellenes hatasu [(n°-p-cimol)Ru(ll)] — L-cisztein rendszer
bonyolultsiga miatt, valamint megbizhatobb eredmények érdekében a [(n°-p-
cimol)Ru(Il)] és a védett aminocsoportot tartalmazé N-acetil-L-cisztein, valamint a
védett karboxilcsoporttal rendelkezé L-cisztein-metil-észter kozotti kolcsonhatast is
tanulmanyoztuk.

Leirtuk a [(m°-p-cimol)Ru(11)] (RuUC) és a védett aminocsoportot tartalmazo N-
acetil-L-cisztein (acys) kozott kialakuld komplexek Osszetételét és szerkezetét, illetve az
egyes komplexféleségek protonalddasi folyamatait. Fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal
(Cruc : Cacys = 3MM : 3mM) (RuC),(acys),Hz.o komplexek, ezzel szemben fémion :
ligandum 1 : 1,5 aranyanal (cryc : €L = 3mM : 4,5mM) (RuC),(acys)sHs.o komplexek
bizonyultak dominansnak. Ligandum-felesleg fiiggd 'H-NMR spektrumok alapjan
azonositani tudtuk a (RuC),(acys)sHs.o komplexet, valamint a (RuC),(acys)2Ha-o
komplex két izomer formajat. A *H-NMR spektrumok pH-fiiggése azt mutatja, hogy a
(RuC)(acys)sHs.o komplex mellett a (RuC),(acys),H.o izomerek egyike vesz részt
egyszerll protonvesztéssel jardé sav-bazis folyamatban, melyek mindegyike a szabad,
nem koordinalédd karboxilcsoporthoz rendelhetd. A *H-NMR-spektrumok alapjan
kapott kémiai eltolddas, ill. a spektrofotometriai mérések abszorbancia értékeibdl
illesztéssel meghataroztuk az egyes komplexek pK értékeit. Megkiséreltiik leirni a
(RuC)2(acys)2H2.0 komplexek lehetséges protonalddasi folyamatait. A jel-hozzarendelés
elésegitésére 2D-NMR (*H-TOCSY) modszert alkalmaztunk. A komplexek képzédése
kvantitativ, egyensulyi allandokat meg tudtunk hatdrozni az egyes komplexféleségek
kozott, de stabilitasi allandot nem.

A [(m°-p-cimol)Ru(11)] (RuC) - L-cisztein (cys), valamint [(n®-p-cimol)Ru(l1)]
(RuC) - L-cisztein-metil-észter (cysme) rendszerben a *H-NMR-spektrumok nehezebben
voltak értelmezhetéek, mint a [nG-p-cimol)Ru(I 1)]-N-acetil-L-cisztein rendszer esetében.
A kvantitativ kiértékelés nehézségekbe iitkozott a sok azonositatlan részecske (az
integralértékek alapjan kb. 20-40%), a ciszteinnek ligandumfelesleg esetén, pH > 6
lejatsz6do, a fémion : ligandum aranyt mar szamottevéen befolyasold oxidacioja, illetve
esetlegesen feltételezhetd egyéb lassu kinetikai folyamatok miatt. A metil-észter
szarmazek amellett, hogy oxidacidra hajlamos, lugos kdzegben kismértékben disszocial

is, igy a cisztein-tartalmu komplexek kémiai eltolodasai is megjelenhettek kismértékben
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a spektrumokon. Az egyes *H-NMR csticsokhoz altalaban nem lehetett egyértelmiien
Osszetételt rendelni. Feltételezéseink szerint csak koordindciés modokat érdemes
megallapitani, melyek tobb kiillonbozd dsszetételit komplexre is jellemzdek lehetnek. A
N-acetil-L-ciszteinre jellemz6 kémiai eltolodasnal megjelené komplexek nem talalhatok
meg az L-cisztein €s metil-észtere esetében, igy (O,S) koordinacid nem jellemzd.
Utobbi két vegyiilet komplexei esetében azonban elég jelentds az atfedés. A ligandum
koncentracié és pH-fiiggd ‘H-NMR-spektrumsorozatok, valamint *H-TOCSY NMR-
spektrumok kiértékelésével az alabbi jellemz6é koordinaciés modokat feltételezziik:
(N,S,S), (N,N,S), (O,N,S), (N/S, OH", OH), (S,S,0H").

Az L-cisztein és L-cisztein-metil-észter komplexei akarcsak az el6zé ligandum
esetében kvantitative képzédnek, vagy a szabad ligandum, vagy a szabad fémion
koncentracidja nem mérhetd, ezért a stabilitdsi adatok meghatdrozdsidra csak a
kétkomponensii  rendszer tanulmanyozasaval nincs lehet6ség. Felmeriilt a
ligandumkiszoritdsos modszer, de nehéz talalni olyan ligandumot, amely egyféle
komplexet képez a [n®-p-cimol)Ru(ll)] vegyiilettel. Tovabba, ha a kétkomponensii
rendszerben sokféle Osszetételli komplexek alakulhatnak ki, a terner rendszer felfejtése
valoésziniileg még bonyolultabb lenne. Tomegspektroszkdpiai mddszerek szintén nem
lehetnének alkalmasak, mert a mérési korlilmények megvaltoztathatjdk az
oldategyensulyt, a vérplazmaban valo viselkedéstdl eltérét tapasztalnank. A
legigéretesebb modszer esetleg nagy ciszteinfelesleg alkalmazasa lehetne, igy
feltételezhetéen a komplexféleségek szama lecsokkenne és bizonyos részecskéket talan
egyértelmilen be lehetne azonositani. Tovabba BC-NMR mérések is segitségiinkre
lehetnek.

Eredményeink alapjan valészintisithetd, hogy egyéb, a vérszérumban talalhatd
kéntartalmu vegytiletek is szerepet jatszhatnak a [nG-p-cimol)Ru(H)] biotranszformacios

folyamataiban, igy a metionin, glutation egyedi vizsgalata elengedhetetlennek tlinik.
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8. Fiiggelék

A kémiai eltolodasok alapjan, harom pK-val torténd illesztéshez hasznalt képlet:

5min 5étl,110pK3_pH

8; = +
Wlesztett = 1 4 1pKs—pH 4 1(QPKs+pK2-20H J {(PKa+pKo+pKi=3pH ' 1 4 1(PKs-PH L {(PKs+pKa-2pH 4 1()pKa+pKo+pKy-3pH
83y o 10PKs+PHz= 2PH 5, . 10PKat+ka+pko=20H

+ 14 10PKs=pH 4 1(PK3+pKa=2pH 4 1(pK3+pKo+pK;=3pH T 1+ 10pKs=pH 4 1(pKs+pKo=2pH | 1()pKs+pKo+pKi=3pH

Az abszorbancia értékek alapjan, két pK-val torténd illesztéshez hasznalt képlet:

A — Amax Aéﬂlopf‘z’p” AminlopKz +pKy—2pH
lesztett ™ 1 1 1(PKz—PH 4 1QPKz +PK1~2pH * 1 + 10PKz-PH 4 1(PKztpK1-2pH + 1 + 10PK2-PH 4 1(PK2+pK1~2pH
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