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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A potencialisan rakellenes hatasu, altalaban két- esetleg haromfogu ligandumot
is tartalmazo [(n°-p-cimol)Ru(11)] komplex a szervezetbe keriilve kélcsénhatasba 1ép
a testfolyadékok komponenseivel. Az L-cisztein a vérszérum kis molekulatomegii
alkotorésze, mely koordinaciojaval hatassal lehet a [(n®-p-cimol)Ru(l1)] szérumbeli

F6 célunk az L-cisztein és a [(n®-p-cimol)Ru(Il)] kozott fiziologias pH-
tartomanyban 1étrejové komplexek Osszetételének, szerkezetének, esetleges
protonalddasi folyamatainak, illetve stabilitasanak vizsgalata. Mindezek alapjan
kiszamithatova valna, hogy a vérszérumban mely potencialis kelatorok képesek a
koordinacios szféraban maradni, megakadalyozva, hogy a cisztein kiszoritsa dket
onnan. A rendszer bonyolultsaga miatt, valamint megbizhatobb eredmények
érdekében a [(n°-p-cimol)Ru(11)] és a védett aminocsoportot tartalmazé N-acetil-L-
cisztein, valamint a védett karboxilcsoporttal rendelkezé L-cisztein-metil-észter
kozotti kolcsonhatast is tanulmanyoztuk.

Az N-acetil-L-cisztein, ill. L-cisztein [(n6-p-cimoI)Ru(II)]-veI oldatfazisban
keletkez6 komplexei 0Osszetételének, protonaldédasi folyamatainak, valamint
stabilitasi allandoinak meghatarozasara pH-potenciometrias eljarast alkalmaztunk. A
[(m®-p-cimol)Ru(l1)] és N-acetil-L-cisztein kozott kialakulé komplexek protonalodasi
folyamatainak kovetésére UV-Vis-spektrofotometriast titralast hasznaltunk. A
ligandumok [(n°-p-cimol)Ru(l1)] komplexeinek osszetételét, valamint az esetleges
protonalédasi folyamatait *H-NMR mérésekkel is vizsgaltuk. A 2D-NMR (*H-
TOCSY) modszerrel a jel-hozzarendelést kivantuk egyértelmisiteni.

A [(m°-p-cimol)Ru(I)] (RuC) és N-acetil-L-cisztein (acys) rendszer esetében
ligandumfelesleg mellett a (RuC).(acys)sHos komplex képzédése gyakorlatilag
kizarélagos a teljes pH-tartomanyban. Ezen komplex harom protonalodasi
folyamattal jellemezhetd, melyek mindegyike a szabad, nem koordinalodo
karboxilatcsoportokhoz koéthet6. RuC : acys =1 : 1 arany mellett a (RuC),(acys),Hz-o
komplexek dominalnak, de megjelennek (RuC),(acys)sHo-3 komplexek is. A
(RuC),(acys),H, részecske kétlépcsés deprotonalodasi folyamatban vesz részt,
melynek eredményeképpen eldszor (RuC),(acys), osszetételt, két izomer formaban
is eléforduldo komplex, valamint magasabb pH-n (RuC),(acys)2(OH), részecske

képzddik. A 'H-NMR-spektrumok alapjan kapott kémiai eltolodas, ill. a



spektrofotometriai mérések abszorbancia értékeibol illesztéssel kiszamoltuk az egyes
komplexek pK értékeit. A komplexek képzodése kvantitativ, igy egyensulyi
allandokat meg tudtunk hatarozni az egyes komplexféleségek kozott, de stabilitasi
allandot nem.

A [(n®-p-cimol)Ru(I1)] (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 [n°-p-cimol)Ru(11)]-N-acetil-L-cisztein
rendszer esetében. Az egyes ‘H-NMR csticsokhoz 4ltalaban nem lehetett
egyértelmiien oOsszetételt rendelni. Feltételezéseink szerint csak koordinacios
modokat érdemes megallapitani, melyek tobb Kiilonb6zé Osszetételic komplexre is
jellemzoek lehetnek. A N-acetil-L-ciszteinre jellemzé kémiai eltolodasnal megjelend
komplexek nem talalhatok meg az L-cisztein és metil-észtere esetében, igy (S,0)
koordinacio nem feltételezhet6. Utobbi két vegyiilet komplexei esetében azonban
elég jelent6s az atfedés. Az alabbi jellemzé koordinacios modokat feltételezziik:
(N,S,0) (N/S, OH", OH), (N,S,S), (N,N,S), (S,S,0H"). Az L-cisztein és L-cisztein-
metil-észter komplexei akarcsak az el6z6 ligandum esetében kvantitative képzédnek,
vagy a szabad ligandum, vagy a szabad fém koncentracioja nem mérhetd, ezért a
stabilitasi  adatok  meghatarozasara csak a  kétkomponensii  rendszer
tanulmanyozasaval nincs lehetdség. Az elézé rendszer 'H-TOCSY NMR-
spektrumaival 6sszehasonlitva nem talaltunk azonos kémiai eltolodasnal megjelend
keresztcsucsokat, igy valoszintileg az L-cisztein esetében nincs kizarolagos (S,0)
tipust koordinacid, a nitrogén altalaban részt vesz fémion kotésében.

Eredményeink alapjan valészinisithet, hogy egyéb, a vérszérumban talalhato
kéntartalmu  vegyiiletek is  szerepet jatszhatnak a  [n®-p-cimol)Ru(ll)]
biotranszformacioés folyamataiban, igy a metionin, glutation egyedi vizsgalata
elengedhetetlennek tinik.

Kulcsszavak: [(n®-p-cimol)Ru(Il)], L-cisztein, N-acetil-L-cisztein, L-cisztein-
metil-észter,  oldategyensuly, stabilitasi  allando, komplexek  Gsszetétele,

protonalodasi folyamatok



2. Bevezetés

A Nemzetkozi Rakkutatasi Alap tanulmanya szerint 2012-ben a vilagon
Osszesen 14,1 millié uj rakos beteget regisztraltak [1]. A statisztikak szerint ez a
szam 2035-re a 24 milliot is elérheti. Magyarorszagon a daganatos betegségek a
halaloki statisztikaban a maésodik helyet (23%) foglaljak el [2]. Atlagosan négy
daganatos betegség koziil egy lesz halalos kimenetelii [3]. A rakos megbetegedések
kozos jellemzoje a szabalyozatlan sejtszaporulat, valamint a biologiai szévetekbe
valo betorési képesség. Ez utdbbi tulajdonsagukat invazioval vagy attétképzéssel is
véghezvihetik [4]. A kontrollalatlan sejtosztodast a sejtciklus szabalyozasaban
résztvevd DNS-hibak, genetikai mutaciok okozhatjak. A daganatos betegségekhez
genetikus és kornyezeti tényezok egyiittesen hozzajarulhatnak. A rakos betegségeket
leggyakrabban kemoterapiaval, sugarkezeléssel vagy sebészeti beavatkozassal
kezelik.

Az atmenetifém-ionok a biologiaban és a gyogyszertudomanyban egyarant
fontos szerepet jatszanak a szerkezeti sokféleségiik, valtoztathato ligandum-csere
kinetikajuk, a biologiai rendszerekben valo finoman szabalyozhaté redox aktivitasuk,
reaktivitasuk, ugyanakkor toxicitasuk miatt is. Bar mar kozel 5000 éve hasznalnak
szervetlen elemeket és vegyiileteket a gyogyaszatban, a gyogyszeriparban ma is
dont6en a szerves vegyiiletek dominalnak. A gyogyaszati szervetlen kémia alig 30
éves multra visszatekinté tudomanyag, mely fémtartalmu terapias és diagnosztikai
szerek kutatasaval, fejlesztésével foglalkozik [5].

A bioszervetlen kémia — melynek eredményei jelent6s felhasznalasi
lehetdségeket kinalnak a gyogyaszatnak — egyik f6 teriilete a potencialis rakellenes
hatasa fémkomplexek kutatasa, fejlesztése és klinikai tesztelése [5]. A bioszervetlen
kémia egy interdiszciplinaris tudomanyag: magaban foglalja tobbek kozott a
szervetlen kémia, biokémia, fizika, mikrobiologia, toxikologia, farmakologia és
fiziologia tudomanyteriileteit. A gyogyszerként alkalmazhato szervetlen komplexek
kifejlesztésének két altalanos utja van. Az egyiknél a biolégiai hatas empirikus
megfigyelését kovetéen a Kklinikai  hatast szerkezet-aktivitas — 6sszefiiggés
vizsgalatokkal optimalizaljak. Itt a cél a toxicitas minimalizalasa, 0j vegyiiletek
eléallitasa és hatasmechanizmusuk felderitése. A gyogyszertervezés masik
megkozelitésénél az adott biokémiai folyamatbol indulnak ki, pl. enzim inhibitorok

tervezésénél.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Metallocének

A fémorganikus komplexek koziil elészor a metallocének csoportjat
vizsgaltak részletesebben rakos sejtvonalakon. A metallocének olyan fémorganikus
vegyiiletek gyijtonevei, amelyekben két ciklopentadienil-anion a n-komplexnek
megfeleléen szendvicsszeriien kotédik valamilyen atmenetifémhez (példaul M= Fe,
Co, Ni, Ru, Os, Mn). A ferrocének kivalo citotoxikus aktivitast mutattak ,,in vitro”,

valamint ,,in vivo” gatoltak a tumorok burjanzasat [6].

2
1. abra Ferrocén alapu tumorellenes gyogyszer szerkezeti képlete

3.2. Platina tartalma komplexek

~N
cl - NH, e} NH,

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

A metallocének mintajara allitottak el a titanocén-dikloridot, amely eljutott a
Klinikai probakig, azonban a szervezetbe valé bejuttatas modja problémakba titk6zott

[7].
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A ciszplatin (cisz-diamin-dikloro-platina(ll)), valamint masodik generacios
analogjai az egyik legszélesebb korben és legsikeresebben alkalmazott gyogyszerek a
kotédve torzitjak a kettos spiral szerkezetét, ezaltal gatoljak a replikacié folyamatat.
A ciszplatin és karboplatin a petefészek, fej, nyak és tiidé tumorokban, az oxaliplatin
a vastagbél daganatokban aktiv, mig a satraplatin a prosztatarakra van hatassal.

Azonban a Pt(ll) komplexek toxikusak, a szervezetben felhalmozodhatnak,
szamos mellékhatassal birnak (pl. vese és emésztoszervek problémai, hanyinger) és
limitalt az aktivitaisuk. A mellékhatasokat a Pt(ll)-nek az enzimfehérjék
tiolcsoportjaival valé kolcsonhatasa miatti enzim funkciok gatlasa okozza [5]. Ezen
negativ tulajdonsagok Kikiiszobolésére, valamint a szelektivitas és a terapias index
novelése céljabol kezdédott meg a tobbi atmenetifém - Pt(1V), Au(lll), Ti(1V),
Ga(lll), Cu(ll), Rh(I), Ru(l/1) - rakellenes hatasanak kutatasa. A rakellenes
fémkomplexek koziil a ruténium tartalma vegyiiletek bizonyulnak az egyik

legigéretesebbeknek.
3.3. Ruténium és platina tartalma komplexek dsszehasonlitasa

A ruténium tartalmu potencialis rakellenes gyogyszerek szintézise és
vizsgalata irant az utobbi hisz évben egyre nagyobb az érdeklédés; ketto koziilik
(NAMI-A, KP1019) Klinikai probak részese is volt [8]. A legtobb tanulmanyban
kiemelik a ruténium tartalma vegyiileteknek a platina vagy mas atmenetifém
tartalmu vegyiiletekt6l valo eltérését. A ruténium elénye a platinaval szemben, hogy
kevésbé toxikus az egészséges szovetekre - a ruténium tartalma vegyiiletek
tobbségénél az ,,in vitro” 1Csp érték nagyobb, mint a leginkabb elterjedt platina
gyogyszereké -, ugyanakkor rakos sejteknél nagy citotoxicitassal rendelkezik. A
ruténium viszonylag reakcioképes, jo a komplexképzé képessége és a fémion-
ligandum csere kinetikajat tobbféleképpen tudjuk modositani. A platina tartalmu
gyogyszerek rakos sejtekben valo rezisztenciajat képesek feliilmulni. Tovabbi elénye
lehetne, ha a vashoz hasonlé médon kotédne a biomolekulakhoz. Mivel a tumoros
sejteknek fokozott a vasigényiik, a vas-szallité transzferrin gyorsabban tudna
eljuttatni a ruténium komplexeket a rakos sejtekhez [9]. A ruténium tulajdonsagait

reaktivitas és szerkezet szempontjabol is konnyen lehet valtoztatni, igy az egyik



legsokoldalubb  fémion, amit kiilonb6z6é biologiai  tulajdonsagun  komplexek
tervezésénél is hasznalnak. [10].

A ruténium tartalmua rakellenes gyogyszerekhez Bernhard Keppler munkaja
adott motivaciot, aki tobbek kozott felfedezte, hogy a bisz-imidazol-tetrakloro-
rutenat potencialisan aktivitast mutathat vastagbélrak kezelésében [11]. Tovabba
rajottek, hogy az imidazol-dimetil-szulfoxid-tetrakloro-rutenat elérehaladott

tumornal szelektiv aktivitassal bir [12].

3.4. Ru(l) tartalma rakellenes komplexek
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3. abra Ru(l1) tartalmu rakellenes hatasu komplexek szerkezeti képletei

A ,félszendvics” tipusu Ru(lll) tartalma fémorganikus komplexek mint
rakellenes gyogyszerek igéretesnek bizonyulnak. A Ru(lll) (d° paramagneses)
komplexek oktaéderes geometrigjuak. A komplexek geometridgjabol adodoan
Kicserélhet6 a koordinalt aromas rész, a kloridionok és a kelatképzé ligandum.

A NAMI-A (transz-[tetrakloro-(1H-imidazol)(dimetil-szulfoxid)rutenat(l11)])
neve a ,,New Anti-tumour Metastasis Inhibitor” kifejezésbol szarmazik, az A jeldlés
pedig azt mutatja, hogy a lehetséges sorozat elsé tagjarol van sz6. A NAMI-A a
rakos sejtek mobilitasara van hatassal, ezaltal az attétek kialakulasanak gatlasaban
vesz részt [13].

A KP1019 (transz-[tetrakloro-bisz(1H-indazol)-rutenat(l11)])  komplex

vastagbélrak kezelésére alkalmas [9].



Létezik néhany olyan fémkomplex, amelynél a fémionnak nincs szerepe a
biologiai hatas kifejtésében; egyediili feladata a szerves molekularész fix és orientalt
helyen valé tartasa. A Ru(lll) vegyiileteknél nincs errél szo: a NAMI-A esetében a
ruténiumot roédiumra vagy ozmiumra cserélve a biologiai hatas jelentés mértéki
csokkenését tapasztaltak [9]. A fémion mindsége befolyasolja a tavozo csoport
cseresebességét, illetve a komplexek stabilitasat.

3.5. Hipotézisek
3.5.1. ,,Redukcio dltali aktivalds ” szelektiv mechanizmusdnak hipotézise

A hipotézis szerint az inert Ru(l1l) komplexek Iényeges kolcsonhatas nélkiil
jutnak el a célsejtbe, ott ,,redukcié altali aktivalason” mennek keresztiil elsésorban
csak a tumorban. igy a ruténium komplexek ezen tulajdonsagaval képesek lehetnek a
rakos sejteket szelektiven megolni. (Farmakologiai szempontbol egy vegyiilet
inertsége utopianak tekinthet6.) A tumoros sejtek egy ,,tomeget” alkotnak, ahol a
vérkeringés kevésbé szervezett, és ahol sok rész nem kap elegendé mennyiségii
oxigént. Ennek kovetkeztében a sejtek az energia-termeléshez a citromsav-ciklus
helyett a glikolizist részesitik elényben. A kornyezo szovet kornyezetének pH-ja
csokken, és a kornyezet a Ru(lll)-at a sokkal labilisabb és reaktivabb Ru(ll)-vé
redukalja [14]. Kisérleti eredmények alapjan egerek esetében a NAMI-A glutationnal
valo redukciot kovetéen sokkal aktivabbnak bizonyult [15]. Ezt az elméletet azonban
eddig csak ,in vivo” kornyezetben tudtak bizonyitani, és gyakran nagy
koncentracioju teszt gyogyszerre volt sziikség, mely koncentracio fiziologias
korilmények kozott elképzelhetetlen. Tovabba, a ,redukcio altali aktivacio”
mechanizmusa nem egy olyan szabaly, amelyet barmely ruténium tartalma

komplexre ki lehetne terjeszteni.
3.5.2. A ruténium transzferrin dltali traszportja a rakos sejtekbe

A ruténium szivesen kotodik kén- és nitrogén-donor molekulakhoz; ez a két
atom szamos fehérjében megtalalhat6. A transzferrin elésegiti a sejtek szamara a vas
oldott formaban valo felvételét, valamint vas-igényii 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(lll) megkotésében [16]. A rakos sejteknek tobb vasra van sziiksége, mint az



egészséges sejteknek, igy ahhoz, hogy megkapjak ezt a létfontossaga elemet,
nagyobb mennyiségi transzferrin receptort expresszalnak az egészséges sejtekhez
képest [17]. A transzferrin az emberi szervezetben tobbnyire a plazmaban fordul €lé,
igy a ruténium vérkeringésbe torténé belépésekor konnyen hozza tudna férni. Ez az
elképzelés azonban nem teljesen allja meg a helyét, hiszen a Ru(lll) inertsége miatt
kisebb valoszintiséggel kotddhet a transzferrinhez. Ha viszont megtorténik a kotddés

a fehérjéhez, nem tud reverzibilisen levalni rola és képtelen kivaltani a kivant hatast.
3.5.3. A platina tartalmu gyogyszerekzdl eltéré DNS-hez valo kétddés

A rakellenes fémion-alapu gyogyszerek tervezésének {6 célja, hogy olyan, a
DNS-sel kolcsonhatasbha 1ép6 vegyiileteket kapjunk, amelyeknek a ciszplatintol
eltér6 a hatasmechanizmusuk, és ezaltal kikiiszoboljik a platina tartalmt
gyogyszerek tumoros sejtekben valé rezisztenciajat. Viktor Brabec munkaja
megmutatta, hogy néhany ruténium vegyiilet legalabb olyan erésen kotédik a DNS-
hez, mint a ciszplatin (RM175 ¢és a csaladba tartozo rokon fajtak) [18]. Egyes
esetekben a kapott adduktumok sokkal jobban ellenallnak a sejt javitd
mechanizmusainak, mint a platina tartalmu adduktumok.

A NAMI-A ¢és KP1019 vegyiiletek szintetizalasakor az volt a cél, hogy a
DNS-sel kolcsonhatasba 1ép6 vegyiileteket kaphassanak, és igy a kromatin
szétszakadasahoz ¢és a sejt halalahoz vezessenek. Kideriilt, hogy a NAMI-A
aktivitasaért a DNS-t6l eltéro sejtalkotokkal valo kolesonhatas a felelds: a komplex a
sejt invaziot és attétet modositja a tiidorak esetében [19]. Ezzel szemben a KP1019
mitokondrialis Gton térténd programozott sejthalalt segiti el6 [20].

A ruténium tartalmtt komplexeknél nehéz szerkezet-aktivitas oOsszefiiggést
felallitani, ugyanis gyogyszerjeloltek szazait megvizsgalva nem mutatnak egyértelmii
tendenciat [8].

A ligandum-Kkicserélédési  mechanizmus Kinetikaja, a ,,redukci6é altali
aktivacio” és a transzferrin altali sejt akkumulacio lehetéséget teremt arra, hogy a
ruténium tartalma vegyiiletek ,,in vitro” kotédhessenek a DNS-hez, azonban nem
igazoljak az ,,in vivo” aktivitast. A pontos mechanizmusok még nem vilagosak.
Proteomikai modszerek segithetnek a receptor azonositasaban, illetve annak
megfigyelésében, hogy a rakos sejtek hogyan reagalnak a szervezetbe adagolt

ruténium komplexre [8].
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3.6. Ru(ll) tartalma rakellenes komplexek

RM175

[(°-p-cimol)Ru(11)]
4. abra Ru(ll) tartalmu rakellenes komplexek szerkezeti képletei

Peter Sadler és Paul Dyson kutatocsoportjai a ruténium(ll) oxidacios allapot
stabilizalasat és szervezetbe valo juttatasat fémorganikus tn. ,,félszenvics” Ru(ll)
komplexek formajaban képzelték el [(n®(arén)Ru(Il)(kel)X]" altalanos osszetétellel
(ahol az arén: benzol vagy szarmazéka, kel: kelatképz6 ligandum, X:halogén atom)
[21]. A komplexek pszeudo-oktaéderes, ,,zongora-szék” geometriajuak, ahol a
zongorat a fém-szén kotés jeleniti meg, a zongora szék labait pedig a halogén atomok
[22]. A facialis aromas rész stabilizalja a Ru(ll)-t, valamint hidrofob részt biztosit,
igy megkonnyiti a sejtmembranon keresztiili szallitast és a biomolekularis felismerés
folyamatat. A megfeleld lipofil karakteriik lehetévé teszi a komplexek intravénas
adminisztraciojat [23]. Az aromas rész m-akceptorként viselkedik, a kelatképzo
ligandumok pedig tovabbi stabilitast biztositanak. A kelatképzé ligandumokat
tartalmazo komplexek sokkal aktivabbak, mint a monodentat ligandumot tartalmazé

parjaik. A kelatképzé ligandum természete nagyban befolyasolja a rakellenes
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aktivitast. Mivel a komplexek mar +2-es oxidacios allapotban vannak és alapbol
aktivak, a ,redukcio altali aktivacio” nem vonatkozik rajuk. Mig a Ru(lll)
komplexek inertek a ligand szubsztitacioban, a Ru(ll)-Cl kotések labilitasa megné a
Ru(l11)-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” citotoxicitasuak, de az attétek gatlasaban ,,in vivo” aktivnak
bizonyultak; az invazios és attétes folyamatoknal (amelyeknél nem feltétleniil
sziikséges citotoxikus folyamat a zavarkeltéshez) hatasosak [26].

Munkénk soran a  [(n®-p-cimol)Ru(ll)]  (ruténium-4-izopropil-toluol)

komplexet valasztottuk egyensulyi vizsgalatokhoz.
3.7. [(n®-p-cimol)Ru(I)]

A [(n®-p-cimol)Ru(l1)] komplexeket altalaban klor-hidas dinuklearis [(n°-p-
cimol)Ru(IN)Cl;], komplexbol készitik. Ezen dimer komplex a vizes oldatban
monomer részecskékké disszocialodik és hidrolizal. A klorid ligandumok részben
vagy teljesen kicserélhetéek vizre vagy hidroxidionra a kloridion koncentracio és a
pH értékektol fiiggd mértékben [27].

A [(m°-p-cimol)Ru(ll)] komplex a szervezetbe kerillve jelentds
atalakulasokon megy keresztiil, és kiilonb6zé biofolyadékok kis, valamint nagy
molekulatomegii komponenseivel reagal. A harom elérheté koordinacios hely koziil
mindegyik lecserélddhet vizre, amelyet gyakran egy kelatképzé ligandum foglal el
[28]. A harom koordinacios helyet elfoglald ligandumok kivalasztasaval szelektiven
modosithaté a Ru(ll) komplexek kinetikaja és farmakologiai tulajdonsagai [29]. A
kelatképz6 ligandum nemcsak a biologiai tulajdonsagokra lesz hatassal, hanem a
stabilitast is befolyasolja, megelézve a [(n®-p-cimol)Ru(I)] fémorganikus rész
hidrolizisét. Tovabba, a ligandum modosithatja a kiilonb6z6 biomolekulakkal, pl.
albuminnal, transzferinnel vagy egyéb, a sejtekben megtalalhato fehérjékkel valo
kolcsonhatast is.

A kelatképzé ligandum disszociaciojanak foka, a Ru(ll)-donoratom
kolcsonhatas er6ssége, valamint a vizben Iétrejott formak hidrolizisének pH-

terjedelme kulcsfontossaga témak a fém-alapu rakellenes gyogyszerek ,,in vivo”
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aktivitasanak tervezésénél [22]. Ezen komplexek ,.elégyogyszerként” (,,prodrug’-
ként) tekinthetéek, vagyis inaktiv formaban Kkeriilnek be a szervezetbe, ahol
megfelelé6 folyamatok hatasara aktivva valnak [30].
tulajdonsagok és a hatasmechanizmus megértéséhez a biologiai fluidumokban valo
speciacio felallitasa nélkiildzhetetlen. Szamos [(n°-p-cimol)Ru(11)(XY)CI]-tipust
komplexet allitottak eld, melyeknél XY egy (N,N), (O,0), (O,N), (O, S), (N,S) tipusu

bidentat ligandum [30].

3.7.1. (O,0) donor ligandumok
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5. abra (0O,0) kelatképz6 ligandumok szerkezeti képletei, melyek

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

A [(n®-p-cimol)Ru(I)] és a labilisabb (0,0) kelatképzd ligandumok
kolcsonhatasat a Sadler vezette kutatocsoport, valamint Buglyo Péter és munkatarsai
intenziven tanulményoztak. A Sadler-csoport a [(n°-p-cimol)Ru(l1)] és acetil-aceton
(acac) kozotti kolcsonhatast vizsgaltak [31]. Meghataroztak a  kloridionok
vizmolekulara valo 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(11)(H20)s]" is megjelenik, mig pH>9 értéken egy dinuklearis, vegyes
hidroxo- komplexet - [{(n°-p-cimol)Ru(I1)(acac)}(u?-OH)]* - is feltételeztek.

Ezt kovetden Sadler és munkatarsai a [(n°-p-cimol)Ru(11)] és maltol (malt)
altal kialakitott komplexek oldategyensulyi folyamatait irtak le [32]. Fiziologias pH
értéken (pH=7,4) a fémion : ligandum 1 : 1 aranya [(n°-p-cimol)Ru(l1)(acac)(H20)]*
komplex részben hidrolizal egy gyors folyamatban és [(n°-p-cimol)Ru(11)2(u-OH)s]*
fog képzdédni. A maltol sokkal hatékonyabban képes megakadalyozni a hidrolizist,
mint az acetil-aceton, mivel 6ttagu (O,0) kelatgytrit tud képezni, mig az utobbi csak
kevésbé stabil hattagu kelatgyiirit alkot.

Buglyo Péter és kutatocsoportja megallapitotta, hogy fontos biomolekulak

egy csoportja, a monohidroxamatok stabilis komplexeket tudnak képezni a [(nG-p-
cimol)Ru(I)] komplexszel, szilard fazisban és folyékony oldatban egyarant [33].
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Ezen komplexek hidrolizisét részletesen tanulmanyoztak, meghataroztak a hidroxo-
komplexek stabilitasi allandojat. A hidrolizist figyelembe véve megkaptak a [(n°-p-
cimol)Ru(I] - meaha rendszer (ahol meaha: N-metil-acetohidroxamat) pH-fiiggé
speciaciojat, valamint meghataroztak a monohidroxamattal képzett komplexek
Osszetételét és stabilitasi allandojat.

Ahhoz, hogy a [(n®-p-cimol)Ru(ll)] meaha-hoz valoé kotési erésségét
Osszehasonlitsak mas (O,0) donor ligandumokéval, egy szisztematikus tanulmanyt
végeztek. Ottagt ill. hattagh kelatképzoket valasztottak ligandumokként, ahol a
donor atomoknak kiilonb6zé volt a bazicitasa [27]. Eredményeik alapjan azon
ligandumok, amelyeknél két enyhén bazikus O donor talalhato (pl. oxalsav), savas
koriilmények kozott kotik a fémiont, de magasabb pH-n nem képesek megel6zni a
fémion hidrolizisét, igy fiziologiai pH-n a sokkal inertebb [{(n°-p-cimol)Ru(11)}2(u?
OH)s]" fog képzédni. Azon ligandumoknal, amelyeknél az egyik O kis, a masik O
nagy bazicitasu (pl. szalicilsav), a [(n°-p-cimol)Ru(l1)(H,0)s]**-hoz valé gyenge
kotodést tapasztaltak. A hasonlo tipust donor atomot tartalmazé kelatok koziil (pl.
karboxilat) az ottagtiak sokkal stabilisabbnak bizonyultak, mint a hattagaak (oxalsav
vs. ciklobutan-1,1-dikarbonsav). Az (O,0) kelat negativ toltésének delokalizacioja
»pszeudo aromas” karaktert ad, igy a fémkomplex extra stabilitasa volt (pl. acetil-
aceton, 3-hidroxi-1,2-dimetil-piridin-4(1H)-on).

Szintén Buglyo Péter és munkatarsai a [(n®-p-cimol)Ru(l1)] és egy fontos kis
molekulatomegti, vérszérumban jelenlévé biomolekula, a citromsav (citrHs)
komplexeit tanulmanyozta [34]. A citromsav a makromolekulédk katabolizmusaban
jatszik fontos szerepet, valamint a citrat-kor egyik f6 intermediere. Azt tapasztaltak,
hogy pH-tol fiiggé mértékben a citrat [COO™ COO’, OH] vagy [COO°, COO, O7
tipustt koordinaciot alakitott ki a fémionnal nagy stabilitasa 1 : 1 Osszetételi
komplexeket 1étrehozva. Fiziologias pH értéken a fémion hidrolizise teljesen gatolt,
még fémion : ligandum = 1 : 1 aranyanal is. Elkészitettek [(n°-p-
cimol)Ru(I1)(citrH)]xH,OxCH3;OH és 2[(n6-p-cimoI)Ru(II)](citrH)]xSHZO
egykristalyokat, szerkezetiiket rontgenkrisztallografiaval allapitottak meg.

Egy uj otlet, hogy a fémorganikus részt biologiailag aktiv ligandummal
hozzak kolcsonhatasba. Enyedy Eva és munkatarsai az ,,in vitro” antitumor aktivitast
mutato  bidentat (O,0) alkoxi-karbonil-metil-3-hidroxi-2(1H)-piridon  [(n°-p-
cimol)Ru(Il)] komplexeinek  oOsszetételét és  stabilitasat  vizsgaltak — [30].

Tanulmanyaik alapjan fiziologias pH-tartomanyban 1 : 1 Osszetételi komplexek
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dominalnak, melyekben a ligandum kétfoga modon koordinaloédik a fémionhoz az
oxigén donor atomjain keresztiill. A komplexeknek mérsékelt volt a stabilitasa.

Bazikus koriilmények kozott a komplexekbsl egy dinuklearis, trihidroxo-hidas [(n°-
p-cimol)Ru(I1)2(OH)s]" komplex, szabad ligandum és [(n°-p-cimol)Ru(I1)L(OH)]
Osszetételt komplex képzodik.

3.7.2. (N,O) donor ligandumok

o —
=z o
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N N OH
pikolinsav izokinolin-3-karbonsav

C//O o]

C
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piridin-2,6-dikarbonsav 6-metil-pikolinsav

6. abra (O,N) kelatképzé ligandumok szerkezeti képletei, melyek [(n®-p-

cimol)Ru(l1)]-al valé kolcsonhatasat mar vizsgaltak

A pikolinsav szamos enzim alkotorésze, ¢és gyogyszermolekulak aktiv
csoportjaként is tobbszor szerepel antriproliferativ hatasa miatt. Az izokinolin-3-
karbonsav a pikolinsav kondenzalt vazat tartalmazé szarmazéka, mely ezaltal
nagyobb hidrofobicitast tud nyajtani. lvanovic, Jovanovic és kollégiai szintetizaltak
¢és jellemezték ezen két ligandum (pikolinsav és izokinolin-3-karbonsav), ill. a
ligandumok fluor-, klor-, brom- és metil-szarmazékainak [(n°-p-cimol)Ru(11)]-vel
alkotott 1 : 1 aranya komplexeit [35]. Rontgenkrisztallografias adatok alapjan a
részecskék ,,zongora-szék geometriajuak”, melyekben a pikolinat ligandumok a

piridin nitrogénjén és a karboxilcsoport oxigén atomjan keresztiil koordinalodtak. Az
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izokinolin-3-karbonsav ligandummal alkotott komplex joval alacsonyabb citotoxikus
aktivitast mutatott az egészséges sejtvonalon, tovabba antiproliferativ hatassal is
rendelkezett.

Az SZTE Bioszervetlen kémiai kutatocsoport tagjai pH-potenciometria, *H-
NMR-spektroszkopia ¢és UV-Vis-spektroszkopia segitségével meghataroztak a
pikolinsav, valamint 6-metil- ¢és 6-karboxil pikolinsav szarmazékok és [(n®-p-
cimol)Ru(I] kozott vizes oldatban, kloridionok jelenlétében 1étrejové komplexek
Osszetételét és stabilitasat [36]. A pikolinatok kizarolag 1 : 1 osszetételit komplexeket
képeztek, amelyekben kétfoga (N,0) modon koordinalodtak a fémionhoz; a fémion
korili harmadik koordinacios helyet pedig a koriilményektél fiiggéen kloridion vagy
vizmolekula foglalta el. A vizmolekulat tartalmazo komplex hidrolizisével vagy a
klorid-hidroxid ligandumcserével vegyes hidroxido-kompex: [(m°-p-
cimol)Ru(11)(L)(OH)] alakult ki a bazikus pH-tartomanyban. A [(n°-p-cimol)Ru(11)]
. pikolinsav = 1 : 1 Osszetételt komplex pH=3-11 tartomanyban 24 o6ra alatt sem
bomlott el. A 6-metil- és 6-karboxil pikolinsav esetében egy kismértékii, alacsony
reakciosebességi  disszociacio volt megfigyelhetd, melynek kovetkezményeként
dinuklearis trihidroxo-hidas [(®-p-cimol)Ru(I1),(OH)s]* és szabad ligandum jelent
meg pH>10 tartomanyban. A [(n®-p-cimol)Ru(Il)] ligandumokhoz valo kotési
erdssége a kovetkezo sorrendben valtozik: 6-metil-pikolinsav < pikolinsav < piridin-
2,6-dikarbonsav. A [(n®-p-cimol)Ru(I1)(L)CI] komplex kloridionjanak vizmolekulara
torténd cserélédésével hasonld egyensulyi allandokat allapitottak meg. A 6-karboxi-
pikolinsav komplexe sokkal kevésbé képes megtartani a kloridiont a harmadik

koordinacios helyen.

3.7.3. [S,0] donor ligandumok

S S >
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7. abra (S,0) kelatképzé ligandumok szerkezeti képletei, melyek [(n°-p-

cimol)Ru(ll)]-al val6 kolcsonhatasat mar vizsgaltak

Keppler és munkatarsai a (S,0) donor készletii ligandumokkal kezdtek el
foglalkozni [37]. Kutatasaik alapjan a maltol (S,0) analogja sokkal stabilabb
komplexet képzett [(n®-p-cimol)Ru(l1)]-vel, mint a maltol, és ellentétben a [(n°-p-
cimol)(malt)CI] komplexszel, képes volt ,.in vivo” megérizni a komplex rakellenes
aktivitasat.

A tioszemikarbazonok kivalé kemoterapias tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Tioszemikarbazon ligandumot tartalmazé fémorganikus Ru(ll) komplexeket
szintetizaltak és jellemeztek [38]. A [(n°-p-cimol)Ru(11)(pPhTSC)(CH]CI (ahol
pPhTSC: piperon-N-fenil-tioszemikarbazon) és [(n°-p-cimol)Ru(I1)(pEtTSC)(CI)]CI
(ahol pEtTSC: piperon-N-etil-tioszemikarbazon) komplex osszetételét IR-, NMR-
spektroszkopiaval, ill. rontgenkrisztallografiaval is igazoltak. Megvizsgaltak a
komplexek DNS-sel valo kélesonhatasat; a kotési allandok értékei 3,97x10° M™ és
4,07x10° M" voltak 293 K hémérsékleten. A DNS-sel valo kélesonhatas
viszkozimetrias 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 kotédés valoszinisithetéen a triptofan aminosavaknal vagy azok
kornyezetében torténhet. Mindkét vegyiilet a human topoizomeraz I jo katalitikus
inhibitoranak bizonyult 20 uM koncentracional.

Az SZTE Bioszervetlen kémiai kutatocsoport munkatarsai a kén és oxigén
donor rendszerek speciaciora, ill. bioaktivitasra valo hatasat tanulmanyoztak [39]. A
[(n®-p-cimol)Ru(I1)] és kétfogh (O,0) hidroxi-piron, valamint (S,0) hidroxi-pir(id)on
tipusu ligandumok ko6zott kialakuldo komplexek szerkezetét és stabilitasat irtak le. A
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hidroxi-piron ligandumok (etil-maltol, allo-maltol) esetében mérsékelt stabilitasa
mono-ligandumos komplexek dominalnak a fiziolégias pH-tartomanyban. A
komplexek bazikus kozegben atalakulnak egy dinuklearis tri-hidroxo-hidas [[(n°-p-
cimol)Ru(11),(OH)s]*  komplexszé és szabad ligandumma, valamint [[(n®-p-
cimol)Ru(I)(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 stabilitasi mono-ligandumos komplexeket
képeznek, és savas pH-tartomanyban dominalnak. A hidroxi-pironokhoz képest a
komplexeknek nagyobb a citotoxicitasa; az eltéré bioaktivitassal magyarazhato a
stabilitasbeli kiilonbség is. A hidroxi-tiopir(id)on komplexek pH>6 tartomanyban
torténd hidrolizise osszetettebb folyamat, mivel valoszintileg vizben kevésbé oldodo
hidroxo-oligomerek képzdodnek. Ligandum-felesleg hatasara kialakulhatnak bisz
komplexek (ML, ¢és MLyH) is, melyeknél egy- és kétfoga koordinacié is
megfigyelhet6 volt. Magasabb pH értékeken a tiomaltol monodentat koordinacioju
trisz komplexeket is kialakitott. Ezdltal feltérelezhets, hogy endogeén bioligandumok,
pl. fehérjék cisztein része részt vehet egyfogi koordindciéban. A [[(n°-p-
cimol)Ru(Il)(L)(Cl)] komplex kloridionjanak vizmolekulara valé lecserélédése
fontos aktivacios 1épés, mivel megkonnyiti a komplex biologiai targetekhez valo
kotodését. Etil-maltollal kialakitott komplexnél a kloridionok ~64 %-a cserélédott ki
vizmolekulara 0,1 M kloridion koncentracio esetében a vérszérumban. Az
intracellularis folyadékban — ahol a kloridion koncentracio kisebb — varhatéan az

akvakomplexek lesznek talsulyban.

3.8. L-Cisztein

Az L-cisztein a vérszérum kis molekulatomegii komponense, koncentracioja
~ 33 pmol/dm®. Donorcsoportjai — tiol-, karboxil-, aminocsoport - révén potencialis
ruténium(ll) kelator, mely koordinaciojaval hatassal lehet a [(n®-p-cimol)Ru(l1)]
altalaban kulcsszerepet jatszik a fehérjék szerkezeti és funkcios elemeként [5].
Tobbek kozott az antioxidans glutation, valamint a vas-kén-klaszterek prekurzora,
tovabba szamos metalloenzim fémkoto sajatsagaiban is szerepet jatszik (pl. citokrom

P450, alkohol-dehidrogenaz) [40]. A tiolcsoport acilezése acil-donor vegyiiletekhez

19


http://hu.wikipedia.org/wiki/Feh%C3%A9rje

vezet (ilyen példaul az acetil-koenzim-A). Konnyen oxidalodik, igy diszulfid-kotések

alakulhatnak ki; az oxidalodott formajat cisztinnek hivjak.

OH

NH>

HS

8. abra L-cisztein szerkezeti képlete és donorcsoportjai
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4. Célkitiazés

F6 célunk az L-cisztein és a [(n°-p-cimol)Ru(ll)] kozott fiziologias pH-
tartomanyban  kialakulo  komplexek Osszetételének, szerkezetének, illetve
stabilitasanak vizsgalata. Az utobbi alapjan kiszamithatova valna, hogy a
vérszérumban mely potencialis kelatorok képesek a koordinacios szféraban maradni,
megakadalyozva, hogy a cisztein Kiszoritsa 6ket onnan.

'H-NMR eléméréseink alapjan a rendszer meglehetésen bonyolult, ezért
megbizhatobb eredmények érdekében elészor a [(n®-p-cimol)Ru(ll)] és a védett
aminocsoportot tartalmazo N-acetil-L-cisztein, valamint a védett karboxilcsoporttal
rendelkez6 L-cisztein-metil-észter kozotti kolesonhatast kivantuk felderiteni. A
harom ligandum komplexeinek osszehasonlitasa varhatoan elésegiti a kialakuld

komplexek kotésmodjanak meghatarozasat is.

OH OH \o
NH NH, NH.,
') Y o) o)
HS © 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 potencialis rakellenes hatast [n°-p-cimol)Ru(Il)] vérszérumbeli

viselkedésére fiziologias pH értéken.
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5. Kisérleti rész

5.1. pH-potenciometria

Az N-acetil-L-cisztein, ill. L-cisztein pK értékeit, valamint a [(n°-p-
cimol)Ru(I1)]-vel oldatfazisban keletkezé6 komplexek Osszetételének, protonalodasi
folyamatainak ¢és stabilitasi allandoinak meghatarozasara pH-potenciometrias eljarast
alkalmaztunk.

A pH-potenciometria eljarasaval a protonok egyensulyi koncentraciojat
mérjiik megfelel6 elektrod segitségével. A galvancella két elektrodja (referencia és
indikator elektréd) kozotti  potencialkiilonbséget — fesziiltségméré  (pH-méro)
segitségével kovethetjiik.

A méréseket 25 £ 0,1 °C-on végeztiikk vizes oldatban specialisan kialakitott
tivegedényekben. Az oxigén Kkizarasa érdekében argon gazt buborékoltattunk a
titralando oldatokba, melyeket folyamatosan kevertettiink. Az aktivitasi egyiitthato
allando értéken tartasanak érdekében az ionerésséget 0,2 mol/dm® értékre allitottuk
KCl-oldat segitségével. A titralasokat minimalis karbonat-tartalma KOH-oldatokkal
hajtottuk végre. A HCI- ¢és KOH-oldatok pontos koncentraciojat szintén pH-
potenciometrias titralassal allapitottuk meg. Metrohm kombinalt elektroddal
felszerelt Orion pH-mérével és Metrohm Dosimat titratorral dolgoztunk. Az
elektrodot minden mérés elott KH-ftalat-oldattal kalibraltuk (T=25,0 °C, pH=4,005).
A mérorendszert KH-ftalat és HCl-oldatok KOH-oldattal torténd titralasaval
hitelesitettiik. A pH értékekbdl az Irving-féle korrekcioval szamoltuk ki a
hidrogénion koncentraciot [41]. A vizionszorzat (pK,=13,755) és az Irving-faktor
értékét rendszeresen ellendriztiik.

Az N-acetil-cisztein és L-cisztein koncentracio 2,0 mmol/dm® a mintak
kezdeti térfogata 8,0 cm® volt, a fémion-ligandum arany rendre 2 : 1,8; 2 : 1; 2 : 0,5;
1:1és1:0,5. Atitralasokat pH=2,0-11,7 tartomanyban végeztiik.

A komplexek  sztochiometrigjanak  és  stabilitasi  alland6janak
meghatarozasara a PSEQUAD szamitogépes programot alkalmaztuk [42]. A [n°-p-
cimol)Ru(I1)2(OH);] komplexek logp értékeit irodalmi adatok alapjan adtuk meg
[27].
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5.2. UV-Vis-spektroszkopia

A [(m°-p-cimol)Ru(I)] és N-acetil-L-cisztein kozott kialakulé komplexek
protonalodasi  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 spektrofotometrias titralasokat pH=2-10 tartomanyban, 0,2
pH-kiilénbséggel végeztiik 25,0 + 1 °C-on. A fémion koncentracioja 1,0 mmol/dm®
volt, az 3ssztérfogat 10,0 cm®. A titralasokat fémion-ligandum 1: 1,15;1:1,5; 1 : 2
aranyainal hajtottuk végre.

5.3. *H-NMR-spektroszkopia

A ligandumok [(n®-p-cimol)Ru(l1)] komplexeinek osszetételét, valamint az
esetleges protonalodasi folyamatait *H-NMR mérésekkel is vizsgaltuk. Eléméréseink
alapjan a ligandumcsere sebesség elegendéen lassa ahhoz, hogy a képz6do
komplexek jelei kiilon-kiilon megjelenjenek a spektrumon, igy a pH értékek,
valamint a fémion : ligandum aranyok megfelelé valtoztatasaval felvett
spektrumsorozatok alapjan varhatéan donthetiink a pH-metria alapjan felallitott
modellek koziil.

A "H-NMR méréseket Bruker Spectrospin Avance 500 MHz-es késziilékkel
végeztiik. Bels6 NMR-standardként trimetil-szilant (TMS) hasznaltunk; a
mérésekhez vizelnyomas modszert alkalmaztunk. A mintakat 10,0 V/V %-0s
D,0/H,0 elegyben készitettiik 0,2 mol/dm?-es ionerdsséget beallitva 25,0 + 1 °C-on.
Megmértik a [(m°-p-cimol)Ru(I)] és mindharom ligandum pH-fiiggd NMR-
spektrumat a pK értékek és az oxidacio mértékének megallapitasa céljabol. A fémion
¢és a ligandumok koncentracioja 3,0 mmol/dm® volt. A [(n®-p-cimol)Ru(I1)]-t
megtitraltuk mindharom ligandummal, és felvettik a ‘H-NMR-spektrumokat
pH=2,0; 5,5; 7,5; 10,0 értékeken fémion : ligandum 1:0,5;1:0,75;1:1;1:1,2;1:
14;1:16;1:1,8;1:20;1:25;1:3,0aranyoknal. Az egyedi mintak térfogata
800 pl volt. A fémion : ligandum 2 : 1; 1 : 1 és 1 : 2 aranya rendszerek pH-fiiggését
is vizsgaltuk pH=2,0-11,0 tartomanyban pH=0,3 kiilonbséggel. A pH-fiiggo
méréseknél 20,0 cm® mintatérfogatbol indultunk ki. A spektrumokat a MestReNova
programmal értékeltiik ki. A [(ns-p-cimoI)Ru(II)]-L-cisztein rendszernél az *H-NMR
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spektrumok integral értékei alapjan szamolt speciacio értelmezéséhez megprobaltuk
felhasznalni a PSEQUAD programot is.

A jel-hozzarendelés el8segitésére  2D-NMR  (*H-TOCSY) modszert
alkalmaztunk. Ennél a modszernél az RF-impulzust egy ,.Kifejlesztési” szakasz
kovet, mely tartalmazhat pulzusokat, folyamatos besugarzasokat. A hossza valtozhat;
ez az, amibdl a t1 tengely szarmazik. A ,kifejlesztési” szakasz utan egy masodik
impulzus kovetkezik, majd a mérési periddus, ami a t2 tengelyt fogja adni. A
kétdimenzios spektrumon a keresztcsucsok az egymassal csatolasban 1évé
protonokrol  nyujtanak  informaciot.  [(n®-p-cimol)Ru(I1)]-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(1l)] és L-cisztein esetében fiziologias pH
értéken fémion : ligandum 1: 1 és 1 : 2 aranyanal mértiink "H-TOCSY technikaval.

5.4. Felhasznalt anyagok, vegyszerek

A mérésekhez hasznalt [(n°-p-cimol)Ru(11)]-t, N-acetil-L-cisztein, L-cisztein
és L-cisztein-metil-észter ligandumokat a Sigma Aldrich cégt6l rendeltiik, a KOH,
HCI €s KCl-oldatok Molar termékek.
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6. Eredmények bemutatasa és értékelése

6.1. [(®-p-cimol)Ru(I1)] és N-acetil-L-cisztein rendszer
6.1.1. pH-potenciometria

A stabilitasi allandok abszolut értékének meghatarozasa objektiv okok miatt
nem lehetséges, de az egyes komplexféleségek kozott kémiai egyensulyokra jellemzé
allandok mérhetéek voltak, eloszlasgorbe szamitasara lehetéség volt. A kapott
koncentracio eloszlasgorbeék alapjan fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal (Cryc : Cacys =
3,0 mmol/dm?® : 3,0 mmol/dm®) (RuC),(acys):H2.0 komplexek dominalnak, nincs
szabad ligandum. Ezzel szemben fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyanal (Cgryc: ¢ = 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 4 [(RuC),L,(0OH),J* i
[(Ruc)ZLZHZ] [(RUC)2L3H3]+ [(Ruc)Zl-Zi]:'J
08 1 / [(RuC),L;] * [(RUC),L3H,) 081
t [(RuC),LH ROLHT §  gp [(RUC);L:H,]
= 06 = )
E £
S 04 S 04 [(RuC),L;H)
-
(4 74
0,2 0,2 [(RuC),L H,P*
[(RUC),Lo(OH),I
0 e ). 2 S = 0 ‘ : |
2 4 6 8 10 2 4 6 8
pH pH

10. abra Koncentraci6 eloszlasgorbe fémion : ligandum 1: 1, illetve 1: 1,5

aranyainal (RuC: [(n®-p-cimol)Ru(I1)], L: N-acetil-L-cisztein)

Pontos stabilitasi alland6é szamitasara nem volt lehetéség, mivel masfélszeres
ligandum feleslegig a rendszerben nincs szabad ligandum (fémion : ligandum 1 : 1
arany mellett a ,,szabad” fémionon kiviil 2 : 3 dsszetételli részecskék is képzédnek),

ennél nagyobb felesleg esetén az 6sszes ruténium komplexalva talalhato.
6.1.2. *H-NMR-spektroszkdpia és UV-Vis-spektroszképia

A 'H-NMR-spektrumokon 8=7-9 ppm tartomanyt valasztottuk az értékelés

soran. Ezen a tartomanyon a ligandum amidcsoport protonjanak viselkedését tudjuk
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kovetni, valamint ez az a tartomany, ahol a legkevesebb atfedé folyamat jatszodik le.
A spektrum csucsok és az egyes komplexféleségek hozzarendelése érdekében
kiszamoltuk a csucsok integraljainak aranyat (moltortet) és abrazoltuk a ligandum
arany fiiggvényében. 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 mutaté (RuC)(acys)sHs.o komplexet (Isd. 11.

abra).

OH

A
: A 0
A (RuCp(acyshisa |[ (RuCh(acysiHao Il |

(RuC)(acys)Hag | | acys
MLeL:0S T / HS

080 "

0,60 o

Moltsn
-
-

020 a 4

020 0.70 120 1.70 220 270
% B0 /15 K10 &5 800 285 20 285 W 1S
11 (pom Ligandum ararvya fémhez képest

11. abra Ligandum-fiiggd "H-NMR spektrumok és integral aranyok a ligandum
arany fiiggvényében pH=5,5 értéken, 6=7-9 ppm tartomanyon (M: RuC, L: acys)

A parhuzamos lefutasu két részecskét a (RuC),(acys),H..o komplex két izomer
formajaként feltételeztiik, tovabba fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyatol kezdve
megjelent a szabad ligandum is.

A pH-fiiggs 'H-NMR spektrumoknal a részecskék protonalodasi
folyamatainak kovetése a csucsok integral aranyainak (moéltort) kiszamitasaval és pH
figgvényében torténd abrazolasaval valt lehetévé. A fémion : ligandum 1 : 1
aranyanal felvett pH-fiiggé ‘H-NMR-spektrumok azt mutatjak, hogy a
(RuC),(acys)sHs.o komplex mellett a (RuC),(acys).H..o izomerek egyike vesz részt

egyszer(i protonvesztéssel jard sav-bazis folyamatban, melyek mindegyike a szabad,
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nem koordinalédé karboxilcsoporthoz rendelhet6 (Isd. 12. abra). A spektrumokon a

(RuC),(acys)2(OH), komplex jelenléte is kimutathato volt.

A

(RuCp(acys)sHzo OH
A 4
(RuC)z(acys)zHzo | /\ | (RUC)z(acys)z(OH), | I (RuC)y(acys)zHzo Il &

\

oH=2.504
pH=3,038

pH=2,007
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pH=5,004 3 5 2
pHeSS01 s s 040

_oHe6010 [ L e s N A
_pHess8l
pHe6860 o o ) B ~ I
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CH:Sm7 ) ) T o - T A A 4

B o i i o A A
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pHe8S1S )
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_pHe8] SRS N i 7
A
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12. abra pH-fiiggs *H-NMR-spektrumok és integral aranyok a pH
figgvényében fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal, 6=7-9 ppm tartomanyon (M: RuC,

L: acys)

Annak ellenérzésére, hogy a 2 : 2 osszetételit komplex Gsszetételét helyesen
adtuk-e meg, *H-NMR-méréseket végeztiink 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. abra). A spektrumokban nem tapasztaltunk kiilonbséget, igy a
(RuC),(acys),H,-o komplexek valoban azonos nuklearitastaak.

A "H-NMR-spektrumok alapjan kapott kémiai eltolodas értékekbdl, illetve
egyik esetben moltortre torténd illesztéssel meghataroztuk a (RuC),(acys),Ha,
(RuC);(acys), és (RuC),(acys)sHs pK értékeit (Isd. 14. abra).
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13. abra Koncentracio-fiiggé *H-NMR-spektrumok fémion : ligandum 1 : 1
aranyanal 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).H, és (RuC),(acys), komplexek két pK értékét (Isd. 15.
abra).

110 pK1=2,8(3) pK1=6,33(13)
pK2=3,3(3) 0 | pK2=7,38(14)
1,00 ’
< 090 08 |
®, <
0,80 | 07|
070 |
06
0,60 ‘
200 250 300 350 400 45 500 0 . . |
pH I 5,00 6,00 7,00 pH 8,00 9,00 10,00

15. abra (RuC),(acys),H2 és (RuC)2(acys), pK értékeinek kiszamitasa abszorbancia

értékekre torténd illesztéssel fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal

f1 (ppm)

‘sas 535 5.25 [(RuCh(acys)s]>

5.85 5.75 5.65 5.55
f2 (ppm)

16. abra Fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal, pH=5,5 értéken felvett *H-TOCSY
kétdimenzios spektrum és a keresztcsticsokhoz rendelt komplexféleségek szerkezetei
(6=5-6 ppm)

A 'H-TOCSY kétdimenzios spektrumoknal 6=5-6 ppm tartomanyt

valasztottuk ki, ebben a részben a p-cimol-csoport aromas protonjait tudjuk
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tanulmanyozni. Fémion : ligandum 1 : 1 aranyanal, pH=55 ¢értéken felvett
spektrumok alapjan haromféle keresztcsucs készletet tudunk elkiiloniteni (Isd. 16.
abra).

Az els6 készlethez (kék szinnel jelolve) egy olyan 2 : 2 Gsszetételit komplexet
rendeltiink hozza, melyben a két karboxilatcsoport deprotonalt, a fémionok harmadik
koordinacios helyén pedig kloridion all. A piros szinnel jelolt masodik keresztcsucs
készlet feltételezéseink szerint szintén egy 2 : 2 6sszetételii komplexnek feleltetheto
meg, ahol a karboxilat-ionok és a tiolcsoport kapcsolodnak a fémionhoz, a kloridion
kiszorul a koordinacios szférabol. Az utols6 Keresztcstics —csoporthoz
(RuC),(acys)sHs.o Osszetételit komplexet javasoltunk, amelyben a két fémiont a
harom ligandum tiolcsoportja kapcsolja 6ssze. Ennél a részecskénél az aromas
protonok négyféle kémiai kornyezetben fordulnak eld. A négy kiilonb6zé kémiai
kornyezetet egyelére nem tudjuk megmagyarazni.

Az elébbiekben részletezett eredmények alapjan megkiséreltiik leirni a
(RuC),(acys),H2.o komplexek lehetséges protonalodasi folyamatait (Isd. 17. abra). Az
els6 szerkezet a teljesen protonalt komplex. A (RuC),(acys),H, két proton
elvesztésével atalakul (RuC),(acys), komplexszé, amely a koordinacios modtol
fiiggden két, egymassal izomer formaban fordulhat elé. A (RuC),(acys), két protont
leadva (RuC),(acys)2(OH), komplexet fog képezni.
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17. abra (RuC),(acys),H,.o komplexek protonalodasi folyamatai és pK értékei
6.2. [(n®-p-cimol)Ru(11)] és L-cisztein, ill. L-cisztein-metil-észter
6.2.1. pH-potenciometria (L-cisztein)

A pH-potenciometrias méréseket bar elvégeztiik, kiértékelésiik dnmagukban

nem volt sikeres. Feltételeztiik, hogy az *H-NMR spektrumok teljes (kvantitativ)
értelmezése nélkiil a kiértékelés valoszintisithetéen nem is sikeriilhetne. A problémat
bonyolitja, hogy az NMR mérések alapjan ligandumot a fémionhoz képest
feleslegben tartalmazé mintak esetében az L-cisztein oxidacioja cisztinné mar a
savas pH tartomanyban megkezdédik. Ha ez a pH-metrias mérések esetében is igy
tortént, értelmezésiik gyakorlatilag lehetetlen, hiszen sem a pontos ligandum
koncentraciot, sem a pontos proton koncentraciot nem ismerjiik, raadasul egy idegen,

pH-metriasan aktiv anyag (cisztin) is keletkezett, ismeretlen mennyiségben.
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6.2.2. 'H-NMR-spektroszkdpia (L-cisztein és L-cisztein-metil-észter)

A ligandum  koncentracio- és  pH-fiiggd ‘H-NMR-spektrumsorozat
kiértékelésénél eloszor a 6=1,8-2,2 ppm tartomanyt valasztottuk; ezen a tartomanyon
a p-cimolnak a gyiirithoz kapcsolodo 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 8=7-9 ppm tartomany jelmentes.) Osszességében tobb mint 50
db kiilonb6zé ppm értéknél megfigyelheté jelet talaltunk 6=1,8-2,2 ppm kémiai
eltolodas tartomanyon, melyek pontos hozzarendelése meghaladja ezen dolgozat
kereteit. A kisebb cstcsok integral értékeit raadasul konnyii talbecsiilni. 1gyekeztiink
azokat a jeleket hozzarendelni az osszetételhez, illetve szerkezethez, amelyeknek
integral értékei a legnagyobbak voltak, illetve az 0Osszes jel teriiletéhez képest
legalabb 10%-ot értek el.

Azt tapasztaltuk, hogy nagy valdoszintiséggel a cimol gyirihéz kozvetleniil
kapcsolodd metilcsoportra jellemzé kémiai eltolodas értékek nem  Kifejezetten
érzékenyek az L-ciszteinen bekovetkez6 protonalddasi folyamatokra. A kvantitativ
kiértékelés tovabbi nehézségekbe {itk6zott a sok azonositatlan részecske (az
integralértékek alapjan kb. 20-40%), az L-ciszteinnek ligandumfelesleg esetén, pH>6
lejatsz6do, a fémion : ligandum aranyt mar szamottevéen befolyasold oxidacioja,
illetve esetlegesen feltételezheté egyéb lassu kinetikai folyamatok miatt, amelyre a
pH-beallitas nehézsége bizonyos koriilmények kozott utalt. Sajnalatos modon a
metil-észter szarmazék amellett, hogy oxidaciora hajlamos, lagos kozegben
kismértékben disszocial is, igy a cisztein-tartalmu komplexek kémiai eltolodasai is
megjelenhettek kismértékben a spektrumokon, ami tovabb bonyolitotta az esetiinket.

Annyi mindenképpen megallapithat6, hogy az L-cisztein és L-cisztein-metil-
észter komplexei akarcsak az el6z6 ligandum esetében kvantitative képzédnek: vagy
a szabad ligandum, vagy a szabad fémion koncentracioja nem mérhetd, ezért a
stabilitasi ~ adatok ~ meghatarozasara csak a  kétkomponensii  rendszer
tanulmanyozasaval nincs lehetdség.

Az egyes csucsok integral értékeibdl szamolt moltortek kiilonb6zé pH
értékeken kiilonbozo fémion : ligandum aranynal vettek fel maximum értéket.
Mindebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a csucsokhoz nem minden esetben lehet

egyértelmiien osszetételt rendelni. Feltételezéseink szerint csak koordinacios
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modokat érdemes megallapitani, melyek tobb Kkiilonbozé Osszetételii komplexre is
jellemzéek lehetnek.

Az 1. tablazatban a [(n®-p-cimol)Ru(Il)] és az L-cisztein komplexeinek kémiai
eltolodas értékét lathatjuk a masik két ligandummal Gsszehasonlitva. Azon
részecskék, amelyek az L-ciszteinnél és metil-észtere esetében is megjelennek, nem
tartalmazhatnak (COO") koordinaciot. Amennyiben az L-cisztein és a védett
aminocsoportot tartalmazé N-acetil-L-cisztein kozott talalunk hasonlosagokat, a (N)
koordinaciot zarhatjuk ki. A kiilonbségek vizsgalatanal figyelembe kell venni a
harom rendszert jellemzé eltéré sav-bazis allandok kiilonbségét is (N-acetil-L-
cisztein:  pKp,.=3,10, pKy=9,57; L-cisztein: pKp,=3,68, pKpn,=8,15 ¢és
pPKHL=10,09; L-cisztein-metil-észter: pKy, = 6,65; pKn=9,02).

1. tablazat A [(n°-p-cimol)Ru(11)] 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 gyiirthoz kapcsolodd metilcsoport protonjainak tartomanya)

Feltételezett o ) o
o L-cisztein L-cisztein-metil-észter | N-acetil-L-cisztein
koordinacios
, o (ppm) o (ppm) d (ppm)
mod
(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 -
(N,S,S) 2,131-2,139 2,135-2,145 -
(N,N,S) 2,009-2,029 2,026-2,034 -
(S,S,0H) 2,105-2,154 2,103-2,112 -
(S,S,S) 2,087-2,098* - 2,089-2,096**

*dominans részecske
** mérhet6, de nem jellemzé
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6.2.2.1. L-cisztein koordinacios modjai

Ahhoz, hogy a kiilonféle koordinacios modokat felderitsiikk, az L-cisztein
esetében a 6=3,5-4,3 ppm tartomanyra fokuszaltunk, ahol a ligandum metin csoport
protonjanak viselkedését lehet vizsgalni. A pontos fémion : ligandum arany
megallapitasa érdekében kiszamoltuk az oxidalt cisztein (cisztin) mennyiségét és
kivontuk a ciszteinébdl. A szamitas soran kideriilt, hogy példaul az elvileg fémion :
ligandum 1 : 2 aranyua oldatnal csak ~ 1 : 1,5 aranyt sikeriilt biztositani. Azonban az
L-cisztein egy része esetleg koordinalodott, igy az arany pontos megallapitasa nem
lehetséges.

A ligandum oldalarol nézve a koordinaciés modokat az alapjan dontéttiik el,
hogy hany protonalodasi folyamatot tudtunk azonositani adott kémiai eltolodasnal
megfigyelheté csucs esetében. A kémiai eltolodas folyamatos valtozasa gyors
cserére, altalaban protonalodasi folyamatra utal. Ha a kémiai eltolédas nem valtozott
a pH fiiggvényében, biztosan nincs sav-bazis folyamat, ekkor feltételezhet6en
mindharom donoratom koordinalodik (O,N,S). Ha csak egy protonalddasi folyamat
figyelheté meg, valoszinisithetéen két donoratom vesz részt a koordinacioban. Ha az
egyetlen sav-bazis folyamat a savas tartomanyon kovetkezik be, ez szabad
karboxilcsoport jelenlétére, (N,S) koordinaciora utal. Amennyiben két sav-bazis
folyamat figyelheté meg, csak egyféle donoratom koordinalodasat feltételezziik. Ez a
donoratom lehet (S), (N), (O), attol fiiggéen, hogy milyen pH értékeken mutat sav-
bazis viselkedést. A 18. abran a koordinaciés modok azonositasat szemléltetjiik

fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyq, pH-fiiggé *H-NMR-spektrumsorozatok alapjan.
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L-cisztin L-cisztein (S) (O,N,S (N,S)

RuCCys_1_2_pH2.014 i WM’ JJLLA

RUCCys_1_2_pH2.296 ) ”‘LAE
Y P J‘“\ U
]
RUCCys_1_2_ pH2.605 - N J.\
RuUCCys_1_2_pH2.903 |
ys_1_Z2_pl fv\l‘-k )’ U o
RUCCys_1_2_pH3.200 M N\ 0 JV
RUCCys_1_2 pH3.493 ’ i
R M
RuCCys_1_2 pH3.775 "Afbm___wj“\ﬁk
A
RUCCys_1_2_pH4.057 )
i _}\/LM\_,__,J»\_,_/-\/\M\W_,V_\_‘__J\U‘
RUCCys_1_2_pH7.183 M AN~ A
RUCCys_1_2_ pH7.455
ys_l_cp M A M
RUCCys_1_2_pH8.042
ys_1.2.p LN L M
RUCCys_1_2_pH8.535 o
RUCCys_1_2_pH9.007 o
RUCCys_1_2_pH10.056 P
.........................................................
4.55 4.40 4.25 4.10 3.95 3.80 3.65 3.50 3.35

f1 (ppm)

18. abra pH-fiiggs *H-NMR spektrumsorozat fémion : ligandum (L-cisztein)
1:1,5 aranyanal (6=3,3-4,6 ppm)

6.2.2.1.a) (N,S) koordindcio

Ha (N,S) donoratomokkal torténik a ligandum koordinacidja, a
karboxilcsoport deprotonalédasa miatt a savas pH tartomanyban varunk kémiali
eltolodas valtozast és a komplexek a lagos tartomanyban lesznek dominansak (lsd.
19. abra). A 6=3,659-3,685 ppm tartomanyon megfigyelhet6 jel alakjaban valtozas
kovetkezik be mind a fémion : ligandum arany, mind a pH fiiggvényében (Isd. 20.,
21. abra). A kiilonb6z6 alaka cstcsokat okozhatja eltéré Ru(ll) kornyezet és a

cseresebesség megvaltozasa is.
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b)

0,80 ApH=2,0 1,20
—pH=55
o =
5 - pH=7,5
CpH=1
0,60 o ‘ 2 pH00 0,90
3 - 2 5
2040 _ 2 060
=
_=4d M
A =
A g Y
0,20 = u] 0,30 o
EEggNg e
A A L LT
A A 4 = L PO
A . s
0,00 A A 0.00 LR
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 2,00 4,00

Ligandum arany

" RN
° °
L]
|
* ® % *
8,00 10,00

®mRuC:cys=1:0,5
®RuC:cys=1:1
#+RuC:cys=1:2

12,00

19. abra (N,S) koordinaciojiu komplexek moltortjei a ligandum arany (a), ill.
pH fiiggvényében (b) (6=3,659-3,685 ppm)

$=3,659-3,685 ppm

RuCCys_1_1_pH2.030

—____/‘-’\ﬁ_'___'__/'\/"\

RuUCCys_1_1_pH2.298 M
W
RUCCys_1_1_pH2.898 M
RuCCys_1_1_pH3.498 M
WW

RuCCys_1 1 pH4.331
RuCCys_1_1_pH4.488

RuCCys_1_1 _pH4.612

RuCCys_1_1_pHS5.001

RuCCys_1_1_pH5.572

RUCCys_1_1_pH6.507

RUCCys_1_1_pH4.764

RuCCys_1_1_pH6.931

RuCCys_1_1_pH7.447

RuCCys_1_1_pHB8.076

RuCCys_1_1_pH9.022

RuCCys_1_1_pH10.055

1.08 4.02 39 3.90 3.84 378 374
f1 (ppm)

w

.70

3.64

3.58

3.52

20. abra pH-fiiggd *H-NMR-spektrumsorozat fémion : ligandum (L-cisztein)

1: 1 aranyanal (6=3,5-4,1 ppm)
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$=3,659-3,685 ppm

1

RuCym_3mM_pH5.623

Me_ '33mM_pH4.97 heyn Ay

WWW

RuCCys_1_0_pH5.508
AN AP PN AP o M ptans NS e U AN AN A e

%WM
%MM—W
RuCCys_1_0.8_pH5.496re

RuCCys_1_1_pH5.508

_,—'—/k

]

LA M,
AN,

RuCCys_1_1.4_pH5.513
RuCCys_1_1.6_pH5.523
RuCCys_1_2_pH5.516
4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 375
f1 (ppm)

3.70 3.65

3.60

3.55

21. abra L-cisztein koncentracio-fiiggs *H-NMR-spektrumsorozat pH=5,5

értéken (6=3,5-4,0 ppm)

6.2.2.1.b) (S) koordinacio

A (S) tipusu koordinaci6 esetében a karboxilcsoport és az aminocsoport vagy

tiolcsoport deprotonalodasat tudjuk  megfigyelni,

igy a savas és lugos pH

tartomanyban is kémiai eltoldodas valtozasnak kell megjelennie (Isd. 22. abra). A

kémiai eltolodas értékekre torténd

4

pK1=2,0(3); pK,=8,01(6).

0,80

0,60

Moltort
o
B
I<)

0,20

0,00

0,00

a)
4+ pH=2,0 0,80
-pH=5,5
>
A pH=7,5 o7
A 0,60
‘_ -
= J—— ; . .
PO T x = 2040 ,°°
s -~ E L]
o | |
0,20
a
| |
0,00
2,00
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Ligandum arany

4,00

6,00

8,00
pH

illesztésekkel kapott pK értékek a kovetkezok:

mRuC:cys=1:0,5
®RuC:cys=1:1
#RuC:cys=1:2

10,00 12,00

22. abra (S) koordinacioju komplexek moltortjei a ligandum arany (a), ill. pH

fiiggvényében (b) (6=3,376-3,95
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6.2.2.1.c) Egyéb - (O.N,S), (N/S, OH", OH"), (N,S,S, (N,N,S), (S,S,S)

koordindacié

Az (O,N,S) és egy alternativ (N/S) tipustt koordinaciohoz Osszetételt is
tudtunk rendelni, igy azt a fémion koordinacios modjainal részletezném.

6.2.2.2. Ru(ll) koordinacios modjai

A 6=18-2,2 ppm tartomanyon a p-cimolnak a gytrihoz kapcsolodo
metilcsoport jeleit tudjuk kovetni. A [(n°-p-cimol)Ru(11)] harom formajat tudtuk
azonositani: Ru(ll); (RuC),(OH),Cl és (RuC),(OH)s; osszetételekkel [27]. Az
azonositas a fémion pH-fiiggé spektrumaval valé Gsszehasonlitassal valt lehetové.
Otféle 6 részecskének tudtuk megallapitani a koordinaciés modjat, egyesekhez
szerkezeteket is rendeltink. A kvantitativ kiértékelés hianyaban azonban a
szerkezetek és a protonaltsagi allapotok csak feltételezések, amelyekre egyel6re

nincs kozvetlen bizonyitékunk.
6.2.2.2.a) 6=2,071-2,084 ppm,(O,N,S) koordindcié

Az (O,N,S) tipusu koordinaciot az alapjan feltételeztiik, hogy nem talaltunk
hasonl6 kémiai eltolodasnal megjelend jelet az L-cisztein és metil-észtere kozott, igy
(COO") koordinacio biztos szerepel benne. Tovabba, a részecskék kémiai eltolodasa
nem valtozott a pH fiiggvényében (6=3,743-3,753 ppm). (O,N,S) donoratomokkal
torténd koordinaciot javasolunk a 6=2,071-2,084 ppm tartomanyban megjelené csucs
esetében (Isd. 23. abra). Az abrakon lathat6, hogy ezen koordinacios tipus pH < 6
tartomanyban lesz jellemzo, pH > 6 értékeken mennyisége elhanyagolhatova valik.
Az aranyfiiggés alapjan a komplex fémion : ligandum = 1 : 1 aranynal fordul el
leginkabb.
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23. abra (O,S,N) koordinaciéju komplexek moltortjei a ligandum arany (a,b), ill. pH
fiiggvényében(c,d) (6=2,071-2,084 ppm (a,c), ill. 6=3,743-3,753 ppm (b,d))

6.2.2.2.b) 9=2,179-2,183, ill. 2,069-2,078 ppm, (N/S, OH", OH’) koordindcis

A 6=2,179-2,183 ppm és 6=2069-2,078 ppm értékekhez tartozo, kozel azonos
intenzitasu csucsokat (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 24. abra). Tovabba, teljesen azonos
részecske (osszetétel, kémai eltolodas) jelent meg az L-cisztein metil-észtere

A komplex altalunk

esetében is, igy karboxilcsoport nem koordinalodhat.

feltételezett szerkezete a 25. abran lathato. Ezen komplexek kialakulasanak

valoszinlisége azonban terapias korilmények kozott a feltételezhetéen nagy
mellett csekély.

ligandumfelesleg igen
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24. abra (RuC),(cys)(OH), komplexek moltortjei a ligandum arany (a,b), ill. pH
fiiggvényében (c) (6=2,179-2,183 ppm (a,c); 6=2069-2,078 ppm (a,c) és 6=3,581-
3,592 ppm (b))

(RuC)2(cys)(OH)2

25. abra A fémfelesleget tartalmazé (RuC);(cys)(OH), komplex feltételezett

szerkezete

40

2,00



Moltort

0,60

0,45

0,30

0,15

6.2.2.2.C) =2,131-2,139 ppm, (N,S,S) koordindcic

Az (N,S) ¢és (S) kombinaciojaval 1étrejové (N,S,S) tipusu komplexekben a
fémion : ligandum arany lehet 2 : 2,2 : 3vagy 1 : 2 (Isd 26. abra). A 6=2,131-2,139
ppm tartomanyon lathatd jel feltételezéseink szerint (N,S,S) tipusua. A 27. abra
alapjan a komplex jellemzéen fémion : ligandum = 1 : 2 aranya mellett képz6dik

inkabb, azonban semleges és lugos kézegben mar 1 : 1 aranynal is megjelenik.

(RuC)(cys),Hy

26. abra (N,S,S) tipusu koordinacioja fémion : ligandum 2 :2,2:3és1: 2

Osszetételi komplexek

a) b)
ApH=2,0 0,60 mRuC:cys=1:0,5
—pH=5,5 . b ®RuC:cys=1:1
o *
pH=7.5 R . #RuC:cys=1:2
045 o
A N pH=10,0 ”» .
A
& = _ £ Yoo .
9 L

(m] o E 0,30 o ° °
X = .

¥ * * o
e, ° ° 9 .

o * =
L, A= m] 0,15 l = o °® o
: = o oo, .’ = LN
A A n] o a" _— .
AR ooo. T
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 2,00 4,00 6,00 - 8,00 10,00 12,00

Ligandum arany

27. abra 6=2,131-2,139 ppm tartomanyban megjelené komplexek moltortjei
a ligandum arany (a), ill. pH fiiggvényében (b)
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Moltort

6.2.2.2.d) 6=2,009-2,029 ppm, (N,N,S) koordinacic

(N,N,S) tipusu koordinaciot feltételeziink a 6=2,009-2,029 ppm tartomanyban
megfigyelheté jel esetében, mely savas pH-tartomanyban mutatott jelentdsebb
kémiai eltolodas valtozast (pK=2,00(18)) (Isd. 28. abra). Az 6sszetétel lehet fémion :
ligandum 2 : 3 és 1: 2 aranyua (Isd. 29. abra).

a) b)
mRuC:cys=1:0,5
—pH=55 0,20
0,30 P ®RuC:cys=1:1
H=7,5
B P L4 #RuC:cys=1:2
0,25 CpH=10,0 0,16 6 @
b o
[m] ° .
0,20 X o B
o 0 % 0,12 oo, s
0,15 Ko 8 o o ® -
& o
- - 0,08 a -.‘ =,
0,10 | - _ ngmef -
s [ ]
= ¢e _ml® "
% _ 004 » : : % F [ ]
¥ - -
0,05 - Se -
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
pH

Ligandum arany

28. abra 6=2,009-2,029 ppm tartomanyban megjelené komplexek moltortjei
a ligandum arany (a), ill. pH fiiggvényében (b)

7

S AN 3
S’ RU 2+ Q
NH / o
s NH NHz
_ B NH> b
o) Ru2+ o S NH,
o 1,11:',"’ S 0O
< °
(RUC),(cys)sH, (RuC)(cys),Hy

29. abra (N,N,S) tipusu koordinacioja, fémion : ligandum 2 :2¢és2: 3
Osszetételi komplexek
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Moltort

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

Egy igen nehezen meghatarozhatd osszetételi (atfedé cstcsok, széles jelek

miatt az integralértékek nem feltétleniil megbizhatoak) részecskét jellemzo kémiai

eltolodas értéke jelentés valtozast mutatott a pH

fiiggvényében (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 6sszetételit komplex johet 1étre (Isd. 31. abra).
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>
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s *
0,20 by 020
D_ = " 4 LIPS 2 (J s ¢ LY
o - = ¢ . D od
0,10 -o g A 0,10 . o B ™
" X ¥ 2o%0°° g0 o ®
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0,00 2 0,00
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#RuC:cys=1:2

12,00

30. abra 6=2,105-2,154 ppm tartomanyban megjelené komplexek moltortjei

a ligandum arany (a), ill. pH (b) fiiggvényében

o \E"J~2+
o < ) “OoH
§ 9
HoN

31. abra (RuC)(cys).(OH) altalunk feltételezett szerkezete
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6.2.2.2.f) 9=2,087-2,098 ppm, (S,S,S) koordindcié

Az N-acetil-ciszteinnél is megjelené (S,S,S) hidligandum koordinacioja

komplex az L-cisztein esetében sokkal kisebb mennyiségben talalhaté meg.
6.2.3. 'H-TOCSY spektroszkdpia

Fiziol6gias pH értéken fémion : ligandum 1 : 2 és 1 : 1 aranynal 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:Ccys=3MM:6mM CRuc:Ccys=4mM:4mM
pH=7,5 pH=7,5
. ‘ ‘;',:
3 5 3 s »
a % ‘ o
14 13 o
13 42 W 1 N
15110 5 : ' 16 5 5 Eg
7 9 2 18 § 7 2 »
g 11g 1 8
5, - 3 . am B o 168 3 5
9 10 A 2 Vi, "R
8 7 15 13 el 23 8 7 73
14 : 23 2220 18 fsm
24

32. abra Fiziologias pH értéken fémion : ligandum 1 : 2 és 1 : 1 aranynal felvett *H-
TOCSY-spektrumok (6=5-6 ppm)

Az eléz6 rendszer ([(n®-p-cimol)Ru(ll)]  és N-acetil-L-cisztein) *H-TOCSY
NMR-spektrumaival &sszehasonlitva nem talaltunk azonos kémiai eltolodasnal

megjelend keresztcsucsokat.
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7. Osszefoglalas

A potencialisan rakellenes hatasa [(n°-p-cimol)Ru(I)] — L-cisztein rendszer

bonyolultsaga miatt, valamint megbizhatobb eredmények érdekében a [(n°-p-
cimol)Ru(I1)] és a védett aminocsoportot tartalmazo N-acetil-L-cisztein, valamint a
védett karboxilcsoporttal rendelkezé L-cisztein-metil-észter k6zotti kolesonhatast is
tanulmanyoztuk.

Leirtuk a [(n°-p-cimol)Ru(11)] (RuC) és a védett aminocsoportot tartalmazé N-
acetil-L-cisztein (acys) kozott kialakuldo komplexek osszetételét és szerkezetét, illetve
az egyes komplexféleségek protonalddasi folyamatait. Fémion : ligandum 1 : 1
aranyanal (Cruc : Cacys = 3mM : 3mM) (RuC)z(acys).Hz-o komplexek, ezzel szemben
fémion : ligandum 1 : 1,5 aranyanal (Cryc : ¢ = 3mM : 4,5mM) (RuC),(acys)sHs-o
komplexek bizonyultak dominansnak. Ligandum-felesleg fiiggé *H-NMR
spektrumok alapjan azonositani tudtuk a (RuC),(acys)sHs.o komplexet, valamint a
(RuC)z(acys),H..o komplex két izomer formajat. A 'H-NMR spektrumok pH-fiiggése
azt mutatja, hogy a (RuC),(acys)sHs.o komplex mellett a (RuC)2(acys).H,.o izomerek
egyike vesz részt egyszeri protonvesztéssel jard sav-bazis folyamatban, melyek
mindegyike a szabad, nem koordinal6dé karboxilcsoporthoz rendelheté. A *H-NMR-
spektrumok alapjan kapott kémiai eltolodas, ill. a spektrofotometriai mérések
abszorbancia értékeibdl illesztéssel meghataroztuk az egyes komplexek pK értékeit.
Megkiséreltik leirni a (RuC)z(acys):Hz..o komplexek lehetséges protonalddasi
folyamatait. A jel-hozzarendelés el8segitésére 2D-NMR (*H-TOCSY) madszert
alkalmaztunk. A komplexek képzédése kvantitativ, egyensulyi allandokat meg
tudtunk hatarozni az egyes komplexféleségek kozott, de stabilitasi allandot nem.

A [(m°-p-cimol)Ru(Il)] (RuC) - L-cisztein (cys), valamint [(n°-p-cimol)Ru(I1)]
(RUC) - L-cisztein-metil-észter (cysme) rendszerben a 'H-NMR-spektrumok
nehezebben voltak értelmezhetéek, mint a [nﬁ-p-cimoI)Ru(II)]-N-acetiI-L-cisztein
rendszer esetében. A kvantitativ kiértékelés nehézségekbe iitk6zott a sok
azonositatlan részecske (az integralértékek alapjan kb. 20-40%), a ciszteinnek
ligandumfelesleg esetén, pH > 6 lejatszodo, a fémion : ligandum aranyt mar
szamottevoen befolyasold oxidacioja, illetve esetlegesen feltételezheté egyéb lassu
kinetikai folyamatok miatt. A metil-észter szarmazék amellett, hogy oxidaciora

hajlamos, luagos kozegben kismértékben disszocial is, igy a cisztein-tartalmua
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komplexek kémiai eltolodasai is megjelenhettek kismértékben a spektrumokon. Az
egyes "H-NMR csiicsokhoz altalaban nem lehetett egyértelmiien Ssszetételt rendelni.
Feltételezéseink szerint csak koordinaciés modokat érdemes megallapitani, melyek
tobb kiillonbozé Gsszetételic komplexre is jellemzéek lehetnek. A N-acetil-L-
ciszteinre jellemz6 kémiai eltolodasnal megjelené komplexek nem talalhatok meg az
L-cisztein és metil-észtere esetében, igy (S,0) koordinacié nem jellemzé. Utobbi két
vegyiilet komplexei esetében azonban elég jelentds az atfedés. A ligandum
koncentracio és pH-fiiggé *H-NMR-spektrumsorozatok, valamint *H-TOCSY NMR-
spektrumok kiértékelésével az alabbi jellemz6 koordinaciés modokat feltételezziik:
(N,S,0) (N/S, OH", OH), (N,S,S), (N,N,S), (S,S,0H)).

Az L-cisztein és L-cisztein-metil-észter komplexei akarcsak az el6z6 ligandum
esetében kvantitative képzédnek, vagy a szabad ligandum, vagy a szabad fémion
koncentracioja nem mérhetd, ezért a stabilitasi adatok meghatarozasara csak a
kétkomponensi  rendszer tanulmanyozasaval nincs lehetéség. Felmerilt a
ligandumkiszoritasos modszer, de nehéz talalni olyan ligandumot, amely egyféle
komplexet képez a [n°-p-cimol)Ru(ll)] vegyiilettel. Tovabba, ha a kétkomponensii
rendszerben sokféle osszetételii komplexek alakulhatnak ki, a terner rendszer
felfejtése valoszintileg még bonyolultabb lenne. Tomegspektroszkopiai modszerek
szintén nem lehetnének alkalmasak, mert a mérési koriilmények megvaltoztathatjak
az oldategyensulyt, a vérplazmaban valo viselkedést6l eltér6t tapasztalnank. A
legigéretesebb modszer esetleg nagy ciszteinfelesleg alkalmazasa lehetne, igy
feltételezhetéen a komplexféleségek szama lecsokkenne és bizonyos részecskéket
talan egyértelmiien be lehetne azonositani.

Eredményeink alapjan valészintsithetd, hogy egyéb, a vérszérumban talalhato
kéntartalmu  vegyiiletek is  szerepet jatszhatnak a  [n®-p-cimol)Ru(ll)]
biotranszformacios folyamataiban, igy a metionin, glutation egyedi vizsgalata
elengedhetetlennek tlnik.
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9. Fiiggelék

A kémiai eltolédasok alapjan, harom pK-val torténd illesztéshez hasznalt

képlet:

K3—-pH
(Smin 6étl,110p 3P

8; = +
illesztett ™ 1 4 1 (pKs-pH 4 1(PKs+DKo-2pH J 1(pKs+pKo+pK1-3pH * 1 J 1(PKa—pH 4 | (PKs+PKe-2pH 1 |(PK3+PKo+DK-3pH
By, 10PKs P~ 200 8, 10PKa +PKr+pip=20H

+ 1 4 100Ks-pH 4 1(PK3+pKz-2pH 4 1()0K3+pKo+pK,-3pH T 1+ 10PKs—-PH 4 1(pKs+pKz-2pH | 1()pK3+pKo+pKy-3pH

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

képlet:

A _ Amax Aétllopxz_pﬂ AminlopK2+pK1_2pH
illesztett = 1 4 1 ()pKo—pH 4 1(PKz+pK1-2pH + 1 + 10PK2—pH 4 1(pKz+pK1-2pH + 1 + 10PK2—pH 4 {(pK2+pKi—2pH
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