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Bihari Zsolt doktori (Ph.D.) értekezés

1. BEVEZETES

A kemoterapiaban kozel 40 éve hasznaljak a platina(ll)iont tartalmazé
siknégyzetes ciszplatint, [(NHs).PtCl,]. Hasznalata soran azonban szamos
mellékhatas 1épett fel, tovabba az irodalomban beszamoltak a kezelések utan
kialakulé sejtrezisztencidrdl is, melyek korlatozzak az alkalmazhatésdgot. Az
emlitett hatranyok miatt kezdddott el intenziv kutatomunka olyan Uj
fémkomplexek kifejlesztésére, melyek hasonld aktivitassal, de nagyobb
szelektivitassal és kisebb toxicitassal rendelkeznek. A platinacsoportba tartozo
ruténium vegyiiletei is igy keriiltek a kutatas el6terébe. Az utobbi évtizedekben
szamos ruténium(ll)- és oktaéderes ruténium(Il)komplex daganatellenes
aktivitasat igazoltak; ilyen példaul a ruténium(II)-tartalma KP1019, a KP1339,
mely a KP1019 natrium-sdja, illetve a NAMI-A. Utdbbi volt az elsé ruténium
fémiont tartalmazo6 komplex, mely a klinikai kiprébalas fazisaba Iépett és jelenleg
a II. fazisba jutott. A kutatdsi eredmények azt mutattdk, hogy az ezekben a
vegyliletekben 1évé Ru(IIl) in vitro a megfelelé Ru(Il)-vegyiiletté képes
redukéalodni, amely felelds lehet a megfigyelt citotoxicitasért. A +2 oxidacios
allapotot példaul egy félszendvics szerkezeti, tn. zongoraszék geometridban
penta- vagy hexahapto kotésmoddal, aromas ligandumokkal fém-szén kotést
kialakitva is stabilizalni lehet. Ebben a szerkezetben a harom szabad koordinacios
hely koziil altalaban kettét egy (XY) kelatképz6 pl. NN- vagy OO-donor ligandum
foglal el, mig a harmadik koordinacios helyen valamilyen egyfogi ligandum
talalhato.

Az irodalomban szamos Ru(Il)-komplexet szilard fazisban jellemeztek,
oldatbeli viselkedésiik tanulmanyozasara azonban alig talalhaté adat. Ezért a
Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén, a Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportban, a félszendvics szerkezetii Ru(ll)-komplexekkel az
utobbi egy évtizedben végzett oldategyenstlyi vizsgalatok értékes informacidkat
nyujthatnak a komplexek biotranszformacios, ligandumcsere reakciokban torténd
atalakulasanak a megértésében. A lagy karakterii Ru(Il)-kation féleg S- és N-
donoratomokkal hoz 1étre stabil kotéseket, igy példaul a bioldgiai rendszerekben
igen gyakran el6fordulo, feliileti hisztidin imidazolil N-donoratomot tartalmazé
peptidekkel kdlcsonhatasba 1éphet.

Az utdbbi években a félszendvics szerkezetli komplexek mellett a kutatasok a
teljes szendvics tipusu vegyiiletek vizsgalatara is Kiterjedtek. Jelenleg az
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irodalomban még csak kevés, de igéretes eredmény talalhatd a teljes szendvics
szerkezet(i, ruténium(II)-t tartalmazo vegyiiletek biologiai aktivitasarol. Az ilyen
tipusi komplexek tobbféle uton eldallithatoéak, példaul vizes kozegben, lathatod
fény besugarzassal, j6 hozammal szintetizaltak vegyiileteket.

Napjainkban egyre intenzivebb kutatdsok folynak peptidkonjugdtum
komplexek eldallitasara is, ahol a fémiont, vagy fémiont tartalmaz6 komplexet egy
olyan bioaktiv peptidhez kapcsoljak hozza, melyet a rakos sejtek felszinén
talalhato receptorok felismerhetnek, igy a varhatoan rakellenes vegyiilet konnyen
és szelektiven juthat el a célsejtekig, ahol kifejtheti citotoxikus hatasat. Az ilyen
biokonjugatumok a peptid szekvenciaban olyan aminosav sorrendet tartalmaznak,
melyek a biofelismerési folyamatokban jatszanak szerepet. llyen konzervalt
szekvencia példaul a hisztidil-alanil-valinil (His-Ala-Val, HAV). A vizsgalatok azt
mutattak, hogy a HAV szekvenciat tartalmazoé szintetikus peptidek szamos rakos
sejtvonalakon mutattak apoptotikus hatast, tovabba gatolhatjak a sejtek kozotti
adhézios folyamatokat, igy a gydgyszermolekulak konnyebben eljuthatnak a rakos
sejtekig. A vegyiiletek szervezetben torténd eloszlasanak kovetéséhez példaul
radioaktiv gallium(I11)-fémiont tartalmazo triaza kelator egységet kapcsolhatunk a
peptid alapti komplexhez, igy akar két fémiont is tartalmazo, peptidkonjugatum
komplexet lehet eldallitani.

A doktori munkam els6 szakaszaban egy félszendvics ruténium(II) akvaion és
fehérjék feliileti hisztidin imidazolilcsoportja kdzotti kdlesonhatast vizsgaltuk. A
dolgozat masodik részében pedig a teljes szendvics peptidkonjugatum komplex

szintézisénél kapott eredményeinket foglaltam Gssze.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A vizsgélt fémionok altalanos jellemzése

A periddusos rendszerben kozvetleniil a vas alatt, a konnyli platinafémek
csoportjaban talalhatd a ruténium (Ru), mely elektronszerkezete [Kr]4d’5st.
Oxidécios szama +2 és +8 kozott valtozhat, de n-komplexekben és fémorganikus
vegyiiletekben ennél kisebb oxidacids allapotban is el6fordulhat. A +2, +3 és +4
oxidacios allapotban kationokat képez, mig ettél nagyobb oxidacios allapotokban
oxokationok és oxoanionok formajaban van jelen. A ruténiumnal a +3-as oxidacios
allapot tekintheto a legstabilabbnak. Komplexei leginkabb oktaéderesek, példaul a
kis spinszami [Ru(H20)e]**, melyben a vizmolekulak N-donor ligandumokkal
helyettesithetok. A +2-es oxidacios allapotu ruténium konnyen oxidalodik +3-as
allapotta, azonban megfelelé ligandumokkal (n-akceptor, n®-arenil vagy n®-arén)
+2-es allapotban stabilizalhaté a fémion. A d® elektronszerkezetii, ruténium(II)
vegyiiletek oktaéderesek és diamagnesesek. A Ru(Il) igen nagyszami komplexet
képez mind o-donor (aminok, halogenidek) mind r-akceptor (CN-, CO, NO, Cp")
ligandumokkal. A fémion oxidacids allapotatol, valamint a ligandum természetétol
fliggben a képz6dd komplexek kinetikai inertségét nagy kiilonbségek
jellemezhetik, igy a ligandum cseresebességek a masodperc — év tartomanyban
valtozhatnak.!

A gallium (Ga) a periodusos rendszerben a foldfémek csoportjaba tartozo
elem, elektronszerkezete: [Ar]3d%4s?4p!. Legjellemz6bb oxidacids allapota a +3.
Koordinaciés vegyiileteiben az oktaéderes geometria a leggyakoribb. A fémion
hard preferenciat mutat, megfeleld ligandumokkal kinetikailag labilis komplexet
képez, de hidroxidokomplexei viszonylag inertek. Allatkisérletekben jelentds
citotoxikus hatdst mutatott szamottevd toxicitdas nélkiil.® A galliumnak a
legjelentdsebb izotopjai a stabilis *°Ga és Ga, valamint a ®Ga és %Ga
radioizotopok.

2.2 Rakellenes hatasu platinakomplexek

A WHO World Cancer 2012 Report-ban kozo6lt adatai alapjan a rak a vezetd
halalozasi ok a fejlett orszagokban. Becslések szerint két évtized mulva kozel
duplajara néhet a diagnosztizalt esetek szama. Azonban a statisztikdk alapjan a
daganatos betegek tulélési rataja ndvekedett a hatékonyabb rakellenes vegyiiletek
kifejlesztésének, alkalmazasanak koszonhetden.?
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A platinafém alapu rakellenes vegyiiletek tobb mint 40 éve vannak klinikai
hasznalatban.®> A gyogyszeres terdpia torténetében az 1965-ben felfedezett
ciszplatin® nagy mérfoldkovet jelentett, mely j korszakot nyitott a fémiontartalma
gyogyszerek alkalmazasiban.® Napjainkig a ciszplatin és masodik, harmadik
generacids analogjai (karboplatin, oxaliplatin, szatraplatin) a leghatasosabb
kemoterapias vegyiiletek a klinikumban.® Klinikai felhasznalhatosaguk fébb
problémai azonban a jelentds toxicitas és a kialakuld rezisztencia.”® Ezért a
ciszplatin felfedezése ota intenziven folyik olyan 0j fémkomplexek kifejlesztése,
melyek megfeleld citotoxikussaguk mellett jobb szelektivitassal és Kis toxicitassal
rendelkeznek, valamint a platinakomplexekkel Osszevetheté a ligandumcsere-
sebességiik.®® [gy kerillt a kutatds elSterébe a ruténium, mely komplexei
igéretesnek tiinnek a jovObeli rakterapias felhasznalasban.!

2.3 Potencialisan rakellenes hatasu, oktaéderes szerkezetli Ru(III)-
komplexek

A ruténium-tartalma komplexek iranti érdeklédés a ruténium-voros rakellenes
aktivitasanak felfedezése nyoman indult el, valamint amikor kimutattak a ruténium
komplexek tumor szdvetekben torténd felhalmozodasat.'?*®  Clarke és
munkatdrsai 1976-ban igazoltak a fac-[RuCI3(NHzs)s] rakellenes hatasat, azonban
a klinikai tesztek soran oldhatosagi problémaba iitkoztek. Attorést Keppler,
Alessio és Sava indazol és imidazol ligandumokat tartalmazo ruténium komplexei

N
+ +
el N Cluy,, “\\\\c\ i /\NH Cly,, | R /\

"RU vagy 9 Ru )
C|/R\U\cx ™ S o | el \:/ c‘/Rr\C‘ \:/
HN/ x (N O/SI‘I””CHS
// | cHy |
HN

KP1019 KP1339 KP418 NAMI-A

1. 4bra: A KP1019, KP1339 (transz-[Ru"'Cl(Ind);]Hind vagy Na;
Ind = indazol), KP418 (transz-[Ru"'Cls(Im),]Him, Im = imidazol) és NAMI-A
(transz-[Ru"'Cl4(Im)(DMSO)HIm) ruténium(I1)komplexek szerkezete.
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jelentették. Ezekben az oktaéderes Ru(Il)-komplexekben a kdzponti fémionhoz a
négy kloridionon kiviil axialisan egy-egy indazol (KP1019 és annak natriumsoja a
KP1339) vagy imidazol (KP418) ligandum koordinalodik, mig a KP418-analog
NAMI-A vegyiiletben az egyik imidazol ligandumot egy DMSO molekulaval
helyettesitették (/. dbra). Jelenleg ezek a komplexek a klinikai kiprobalas 1./11.
fazisaban vannak.'*1°

Az intravéndsan szervezetbe juttatott ruténium-komplexek tarolasat az
albumin, mig szallitasukat a transzferrin végzi, €z a ruténium vashoz torténd
hasonlosagabol adodik.’*t’ A rakos sejtekben jelenlevd nagy mennyiségii
transzferrin receptor segitségével a ruténium-komplexek a transzferrinhez kdtddve
juthatnak el a rakos sejtekig, ahol az endoszomaba keriilve, az oxigénhianyos
allapotnak koszonhetdéen a gyorsabb ligandumcserére képes megfeleld +2-es
oxidécios allapoti komplexszé redukalodnak.'®® Ezt kovetden, példaul a DNS-
hez kotédve fejthetik ki rakellenes hatasukat. Ezt a hipotézist “activation by
reduction”, azaz redukci6 Utjan torténd aktivalasnak nevezik az irodalomban.?
Fontos megemliteni, hogy a ruténium-komplexek nem redukalodnak mialatt
koordinalédnak a szérum fehérjékhez, ez a folyamat a rakos sejten beliil
torténik.??? A redukci6 altali aktivalas hipotézis érvényességének bizonyitékaul
szolgal, hogy csokkentett oxigén atmoszféra alatt megnovekedett a citotoxicitas €s
a DNS-hez val6 kotédés a KP418 komplexnél.Z A KP1019 NMR vizsgalata soran
pedig a reduktiv kérnyezetben (aszkorbinsav, glutation) révid id6 alatt Ru(IIT)-bol
Ru(I1)-komplex alakult ki, mikdzben a reaktivitis megnovekedett.?#2

2.4 Potencialisan rakellenes hatéast, félszendvics szerkezetli Ru(II)-
komplexek

A félszendvics, mnP-arén ligandumot tartalmazé ruténium vegyiiletek
kutatasanak uttéréi Sadler és Dyson.?5%" A +2-es o —‘ n+
NS-arén

oxidacids allapotd ruténium fémiont az un.

zongoraszék geometriaju, félszendvics
szerkezetli, [(n®-arén)Ru(XY)(Z)]™ A4ltalanos
Osszetételli komplexekben lehet stabilizalni (2.
abra), ahol az XY valamilyen kelatképzo, mig a
Z egy monodentat ligandumot jel6l. Ezek olyan

fémorganikus vegyiiletek, melyekben a fémion X Y

hat egyenrangu fém-szén kotést kialakitva, | 2. 4bra: Félszendvics tipust

hexahapto kotésmoddal —aromas — gyiirithoz ruténium(Ilkomplex
szerkezete.
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kotédik. A nS-arén stabilizélja a +2-es oxidacios allapottl ruténiumot, hidrofobba
teszi, mely fokozza a biomolekularis felismerési folyamatokat. A [(n®-
benzol)Ru(H20)3]SO;, volt a legelsé ilyen tipusi komplex melyet izolaltak és
szerkezetileg is karakterizaltak.®? Sadler és munkatdrsai megallapitottak, hogy
egy adott [(n®-arén)Ru(XY)(Z)] komplex (arén = bifenil; XY = etilén-diamin; Z =
Cl-ion) a sejtmagban dontden mar akva vagy inaktiv hidroxidokomplex
formajaban van jelen.®® Ezért Kutatocsoportunkban részletesen vizsgaltdk a
kiilonb6z6 aromas ligandumokat tartalmazo ruténium(ll) akvakomplexek
hidrolitikus ~folyamatait kloridion jelen- és tavollétében.®%2 A  pH-
potenciometrias, UV-lathatd spektrofotometrias, illetve kiilonb6z6 NMR és ESI-
TOF-MS modszerekkel kapott oldategyensulyi és szerkezeti eredmények azt
[(nB-arén)Ru(H20)3]?* ionok, egyéb ligandum tavollétében vizes oldatban a pH 4-
6 kozotti tartomanyban, reverzibilis folyamatokban atalakulnak a megfeleld, [{(n®-
arén)Ru}2(u2-OH)s]* dsszetételli inaktiv hidroxidokomplexszé.

Szamos fémorganikus komplex, mely n°-arenil vagy m®-arén ligandumot
tartalmaz, rakellenes hatast mutatott.3336 Az irodalomban 1992-ben tettek emlitést
el6szor a ruténium(Il)-arén félszendvics tipusu komplexek lehetséges gydgyaszati
(rékellenes®, malariaellenes®”>° hatas) felhasznalasarol.®® Azt is megallapitottak,
hogy a szervezetbeli biotranszformacios reakciok soran a +2-es oxidacios allapota
ruténium gyorsabban koordinalddik a biomolekulakhoz, mint a Ru(l11).** Ezek a
ligandumcsere és redoxi atalakulasok nyilvanvaléan szorosan dsszefliggnek az in
Vvivo hatasokkal, igy a bioldgiai aktivitas mélyebb megértése, megismerése végett
elengedhetetlen ezen komplexek kis ¢és nagy biomolekuldkkal valod
kolesonhatasanak vizsgalata. Kutatocsoportunkban szilard és oldatfazisban

tanulmanyoztdk a biologiai

jelentésségli, dontéen O- HC H A

donor kismolekuldk és azok \

/ CH
C C
modelljeinek [(mS-p- BH c C/OC Cﬁ
3
cimol)Ru(H20)s]**  kationnal N 74 \
/ AN
H H

C
valo kolcsonhatasat.*>44 CHaA

3

Kiterjesztve ezt a kutatést, C D

doktori munkam keretében az | 3. abra: A félszendvics ruténium komplexben 1év6
p-cimol aromas gytrii. Tovabbiakban az dbran

N-donoratomit  kismolekuldk lathaté (A, B, C, D) jelsléseket hasznalom.

és modelljeik kolcsonhatasat
vizsgaltuk a modellként valasztott p-cimol gylrit tartalmazo, félszendvics
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ruténium(I1) akvakationnal. A p-cimol szerkezete €s gytiri hidrogénjeinek jeldlése
a 3. abran lathato.

2.5 Az imidazolcsoportot tartalmazo vegyiiletek fémionmegkotd
képessége

Az atmenetifémionok megkdtése szempontjabdl a bioldgiai rendszerek egyik
legfontosabb kotéhelyei a hisztidin aminosav imidazolgytriijének nitrogén
donoratomjai. Az imidazol pKs értéke kozel esik a fiziologias pH-hoz. Ennek
kovetkeztében a hisztidintartalmu biomolekuldk kornyezetének kis mértékti pH
valtozasa megvaltoztathatja az imidazolgylri toltését. Amig kis pH-n, mindkét
imidazolnitrogén protonalt formaban van és imidazolium kationt képez, addig
erdsen ligos pH-n, illetve fémkomplexekben az imidazol mindkét nitrogénen 1€vo

protonjat is  elveszitheti, és igy

. e . H
kialakulhat az imidazolat ion, mely két T 5\ c _
fémiont is megkothet. A | HNT 2y B\E _—~C00
hisztidintartalm  peptidek ~ biologiai 2 3N / o
aktivitdsaban fontos szerepet jatszik az T HaN

imidazolgy(irli tautomerizacidja.*® Az
irodalomban kiilonb6z6 NMR
technikakkal tanulmanyoztak az
imidazolbeli tautomer allapotok

4. abra: A hisztidin imidazolgytrijén
1év6 kozeli (mr, N3) és tavoli (t, N1)
nitrogének IUPAC szerinti jeldlése.

valtozasat.***8 Az IUPAC szerinti, a hisztidinre vonatkozd nomenklaturat a 4.
abran tintettem fel. A imidazolnitrogén atomjait pros (kozeli, m, N3) és tele
(tavoli, t, N1) jelolésekkel kiilonboztetjik meg. Innent6l kezdve az
imidazolnitrogének N1, illetve N3 jeldlését fogom hasznalni az értekezésemben.
A tovabbiakban, az imidazolt tartalmazo vegyiiletek, illetve a tobb hisztidin
aminosavat tartalmazd oligopeptidek, fehérjék platinafémionokkal vald
kolcsonhatasanak irodalmi eredményeit ismertetem, az oligopeptidekben és
peptidekben 1év6 aminosavak egy-, illetve harombetiis roviditéseit hasznalva.*®
Az irodalomban tobb atmenetifémion kdlcsonhatasat vizsgaltak imidazol
tartalmt molekulakkal, valamint imidazol ligandumot tartalmazé komplexeket is
szintetizaltak a jobb vizoldhatosag elérése érdekében. Az egyik legegyszeriibb
szerkezetli imidazolt tartalmazé modellvegyiilet az N-metilimidazol (Meim).
Dyson kutatocsoportjaban szintetizaltak el6szor Meim ligandumot tartalmazo
ruténium(Il) félszendvics komplexeket, melyek 1ényegében hasonld citotoxicitas



Hisztidintartalmu oligopeptidek és modelljeik fél- és teljes szendvics Ru(ll)-
komplexei: oldategyensuly és szintézis

értéket mutattak, mint a RAPTA (Ru-Arén-PTA, PTA = 1,35-triaza-7-
foszfaadamantan) komplex.®

Az N-metilimidazolt karbén komplexek eldallitasara is hasznaltak, azonban a
[(n°-Cp)Ru(MeCN);](PFs) komplexszel valé reakcidja soran az imidazolgyirii
C2-es szénatomja helyett a Meim N3-as nitrogénje koordinalddott a fémionhoz,
egy kétmagvi [(n°-Cp)zRuz(x!N,N’-Meim),(u-OH)2](PFs). komplex képzddése
soran. A komplex kristalyszerkezetét rontgendiffrakcios modszerrel igazoltak.>
Imidazol, illetve alkil-imidazol monodentat ligandumok koordinalodasat is
vizsgaltak félszendvics ruténium(Il)-vel.®%2 Az irodalomban ismert az imidazol
hidligandumként val6 felhasznalasa, mely soran az imidazolgytrith6z valamilyen
vegyiiletet (fenoxazint, etakrinsavat) konjugalnak. Az igy kialakitott imidazol-
alapt ligandumokat félszendvics tipusa Ru(Il)-fémionhoz kapcsoltak, igy P-
glikoprotein inhibitorokat sikeriilt el6allitani, melyek jelentés rakellenes hatasat
igazoltak.*® Hasonloképpen szintetizaltak GST (Glutation-S-Transzferaz) inhibitor
komplexet, [(n®-p-cimol)Ru]?>* és imidazolatdé hidligandumot tartalmazo
etakrinsav reakciojaval.® Imidazolil-foszfin (PN) ligandumokkal is el8allitottak
félszendvics szerkezetli ruténium(Il)komplexeket,”® és  rontgendiffrakcios
technikaval meghataroztak a komplexek szerkezetét, ahol a ruténium harom
szabad koordinacios helyére két imidazolil-foszfin és egy kloridion
koordinalddott. A Ru-Nim kdtésavolsagok 2,096 A és 2,087 A, mig a Ru-Cl
kotéstavolsag 2,400 A voltak.*®

2.6 Egy vagy tobb imidazolgytiriit tartalmaz6 oligopeptid
modellvegyliletek kdlcsonhatasa platinafémionokkal

A félszendvics, n®-arén ruténium komplexek aminosavakkal, peptidekkel,
valamint nukleobazisokkal vald kolcsonhatasanak vizsgalatat Sheldrick és Beck
foglaltdk 0ssze.®®®" Az 1970-es években szintetizaltak el8szor félszendvics
komplexeket a-aminosav ligandumokkal.® Ma mar szamos fémion (Fe, Ru, Os,
Rh) o-aminokarboxilat karbonil komplexe is ismeretes.”® Az oldallancot nem
tartalmazo oa-aminosav anionokkal N,O-kelatt diasztereomereket kaptak 1:1
aranynal, mig a koordinal6do oldallancot tartalmazd a-aminosav anionok tridentat
modon koordinalodtak.8%-62 A Co, Rh, Ir n®-arenil (Cp, Cp*), valamint a Ru, Os
n®-arén komplexei hasonld szerkezetli vegyiileteket alkottak a-aminosav
ligandumokkal, fémionkdzpontu kiralitascentrum kialakulasa kozben.

Sadler és munkatdrsai a legfontosabb biomolekulak kolcsonhatasat vizsgaltak
a platinafémionokat tartalmazo komplexekkel. igy keriilt a kutatas elSterébe az
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imidazolgytiris L-hisztidin, amelybdl kiindulva szamos platinafém komplexet
allitottak eld, és jellemeztek kiilonb6zd spektroszkopiai modszerekkel. A legtobb
esetben a hisztidin bidentat (Namino, N3im), valamint tridentat (Namino, N3im, O~
Karboxilat) koordinaciojat igazoltak.®®

A siknégyzetes Pt(II) és Pd(II) hisztidinszarmazék (L-hisztidin, N-acetil-L-
hisztidin, Gly-His) ligandumokkal vald kolcsonhatasat vizsgalva az N-acetil-
hisztidin Pt(l1)-komplexében egyfogu N1lim; vagy N3im; illetve O waroxila, tovabba
bidentat (NLlim, O karboxitit); (N3im, O karboxilat) €8 (N1im, N3im) koordinacioju kotési
izomereket mutattak ki. A cisz-[(NH3)-Pt(H.0)2]** és hisztidin kdlcsdnhatéasakor,
NMR technikaval, savas kdzegben pedig (Namino, O karboxitat) kOtésmodot igazoltak.
llyen savas kozegben az imidazolnitrogén nem koordinalédott a fémionhoz,
azonban megfigyelték, hogy a pH novelésével, az (Namino, N3im) koordinacioju
komplex alakult ki.®* Beck és munkatarsai Rh(lII)-, Ir(111)-, Ir(1)- és Ru(Il)-
fémionok kolcsonhatasat vizsgaltak bioldgiailag aktiv o-aminosavakkal, és a
fémionkozpontu kiralitast tartalmazd komplexek szerkezetét NMR-rel é€s
rontgendiffrakcios modszerrel igazoltak.®

A biomolekulak felismerdképességétol fiigg szamos kiralis gyogyszer terapids
aktivitasa. Az enantiomer vegyiiletek bioldgiai aktivitasa dramaian meghatarozza
azok toxicitasat, farmakokinetikdjat. A  kiralitas fontos a modern

gyogyszerfejlesztésben és nem csak a szerves, hanem a fémorganikus vegytiletek

biologiai

felhasznalhatosagat
is befolyasolhatja.
Erre példaként

emlithet6 az 5.
abran feltuntetett,
az irodalmi

5. abra: A kiralis ligandumot tartalmazo oxaliplatin

enantiomer parjai, a: 1R,2R-ciklohexan-1,2-diamin (klinikai
bevezetSben ~ mar |y, n4latban), b: 15,25-ciklohexéan-1,2-diamin (nincs klinikai
targyalt platina(I)- felhasznalésa).

fémiont tartalmazo
oxaliplatin, mely kirélis ligandumot tartalmaz és a klinikai hasznalatban van.%
Ha a zongoraszék szerkezetli, félszendvics komplexek harom szabad
koordinaciés helyére egymastol kiilonb6z6 ligandumokat kapcsolunk, akkor
fémkozponta kiralitas alakul ki, igy diasztereomer parok képzédnek, melyeknek
kiilonboz6 az optikai konfiguracidjuk.%6%° A p-cimol Ru(Il) és Cp-Rh(1II) kiralis
komplexek szintézisénél tapasztaltak a fémkozponta kiralitas kialakuldsat. "> Az
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abszolut konfiguraci6 meghatarozasara a CIP (Cahn-Ingold-Prelog) konvekciot
hasznéljak, azonban a pszeudooktaéderes komplexeknél, melyek arén ligandumot
tartalmaznak, az IUPAC-ban nem tisztazott az elnevezésiik.

Az aminosavak koziil az L-hisztidinnel (Namino, N3im, CI7),? valamint (Namino,
N3im, O karboxitat) kotési izomereket detektaltak.®® Az NMR, ESI-MS és HPLC
modszerekkel kapott eredmények azt mutattadk, hogy az igen lassl
komplexképzodés soran N1 és N3 kotési izomerek alakultak ki, valamint a
komplexképzddés 310 K homérsékelten, 24 ora elteltével még csak 22 %-0s
volt.”*7* Az egy hisztidint tartalmazo, kis tagszamt oligopeptidek fémionhoz valo
koordinacidjanak tanulmanyozasakor igazoltak, hogy el6szor a hisztidin
imidazolnitrogénje koordinalodik a fémionhoz, majd a peptidcsoport fémion
indukalt deprotonalodasaval és koordinaciojaval egy hattagli kelatgytirii alakul
ki.7&79

Kostic és munkatarsai a [Pt(trpy)CI]CI (trpy = 2,2°,6°,2”-terpiridin) és a
Candida krusei gombabdl szarmazé citokrom-C kozotti kolesonhatast vizsgaltak,
ahol a fehérje hisztidin imidazolnitrogénje kotédott a fémionhoz és kialakult a
[Pt(trpy)His]" komplex.8%8! Mig az UV-lathato spektroszkopids vizsgalat soran
nem tudtdk eldonteni, hogy az imidazolnitrogének koziill az N1 vagy N3
koordinalodik, addig *H NMR médszerrel az N1 koordinaciot valosziniisitették &

A [Ru(Cltpy)(N- |[a ' e ¥
N)CI]* (Cl-tpy = 4°-kloro- || “=w ] =" ! S >
2,2°,6°,2 -terpiridin és N-
N = 1,2-diaminoetan; 1,2-

diaminociklohexan) és L- \:o:: + L-His
. o eeyge .y - g o aEn
His  kozotti  reakciot 8 v
| TE ;

vizsgalva a [Pt(trpy)His]*- r.g,__‘_.:---"'--;-"'“"'c wemo S
hez hasonloan az P Hr: =

] o y o
imidazolnitrogén S| e — |

. L e . , ""'-\.'-_—_ i, ":'_n_— g kb 24 dan ===, } H==

koordinaciojat  igazoltdk || [ %=, D S L
(6. dabra). DFT || ~="_J _‘-—*" n_J

rorr 1 7 |
szamitisokkal @zt IS | g g a: A [RU(CHpy)(N-N)(L-His)?* komplex

sikeriilt meghatarozniuk, s )
g N1-es és N3-as kotési izomerei.

hogy az N1-es nitrogén

koordinacidja termodinamikailag preferaltabb, mint az N3-as nitrogéné.®
Az H-Ala-His-OH, H-Gly-His-OH, H-Gly-His-Gly-OH, H-Gly-Gly-His-OH
és H-Gly-His-Lys-OH oligopeptidek koélcsonhatasat ugyancsak kiterjedten
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vizsgaltak szamos fémionnal. A [(en)Pd(D20),]** és a cisz-[(NHs):Pt(D.0).]*" is
konnyen alkot (Namino, N3im) kotésmodu komplexet nagyon savas (pH < 1)768
kozegben, mig mas fémionok csak nagyobb pH-n.8485 A palladium(Il) mér pH < 2
esetén indukalja az amidcsoport deprotonalddasat és koordinalodasat, amikor is
(Namino, Namia, N3im) kotésmodi komplex keletkezik.®® A H-Ala-Ala-His-OH, H-
Gly-Gly-His-OH, H-Pro-His-OH és H-His-His-OH réz(Il)komplexeinél is ezt a
kotédést igazoltak.28” Az amidcsoport fémion indukélt deprotonalodasat és
koordinalodasat tobb fémionnal valé kolcsonhatas vizsgalata soran s
megfigyelték, ahol a koordinacié a kovetkez6 pH-kon jatszodik le: Pd (2) < Cu (4)
< Ni (8) < Co (10).7888

A szekvenciaban els6 helyen hisztidint tartalmazo oligopeptidek (H-His-Gly-
OH, H-His-Gly-Gly-OH, H-His-His-OH, H-His-Gly-His-OH) kolcsonhatasat a
Cu(1)8, Cu(ll)/Ni(1)%,  Fe(1)/Zn(1)/Cu(1)/Ni(I1)/Co(11)8  fémionokkal
tanulmanyoztdk leggyakrabban. A vizsgalatok azonban nem csak ezekre a
fémionokra limitalodtak, platinafémionokkal is torténtek kisérletek. Kiilonb6zo
NMR (1D, 2D és %Pt NMR) modszerekkel részletesen vizsgaltdk a H-His-Ala-
OH és H-His-Gly-Ala-OH, valamint platina (cisz-[(NH3)2Pt(D20)2](NOs3)2;
[(dien)Pt(D20)](NO3)2; KoPtCls) vagy palladium ([(dien)Pd(D20O)](NOs3)2;
[(en)Pd(D20)2](NOs)2; K:PdCls) kozotti kolesonhatast.”® Az eredmények azt
mutattak, hogy a Pd(II)-sok mar pH < 1-nél az Namino, N1lim Vagy N3im csoportok
deprotonalodasat is indukalhatjak. A [(dien)Pd(D20)](NOs3). imidazollal valo
kolcsonhatasakor imidazolatohidas komplex képzédését figyelték meg, ahol a
ligandum két fémiont is meg tud koétni az N1 és N3 nitrogénjével. A Pt(I)-sok
esetében, amig savas kdzegben a karboxilatcsoport kotddését igazoltak, mikdzben
a C-terminus fel6li alanin karboxilcsoportjanak kémiai eltolodasa 182,02 ppm-rél
180,29 ppm-re valtozott, addig a pH ndvelésével (Namino, N3im) koordinécio alakult
ki. A [(dien)Pt(D20)2](NQOs), imidazol komplexénél, ellentétben a palladium
megfeleld komplexénél tapasztaltakkal, imidazolato hid kialakulasat nem mutattak
ki. Itt a fémion f8leg a hisztidin N3 imidazolnitrogénjéhez kotédott.”

A fehérjékben az aminosavak, tobb mint 30 %-a o-hélixet alkot igy a
metalloproteinekben az atmenetifémionok gyakran az o-hélixben kotédnek.
Ennek okan a His-(Xaa)s-His aminosav szekvenciat tartalmazd oligopeptidek
kolcsonhatasat vizsgaltdk platinafémionokkal.® Az irodalomban beszdmoltak
iridium(IlI)-at tartalmazé hisztidin peptidek sejtjelolé tulajdonsagarol is.92% A
szekvencidban kiilonb6z0 pozicioban két hisztidint tartalmazo peptideket
szintetizaltak: His-(Xaa)n-His (ahol Xaa = Ala, n = 0-5) (7. dbra). A His-His peptid
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lassan és gyengébben kotodott, mig az alanint tartalmazo peptidek gyorsabban
reagaltak az iridium(l11)komplexszel.

IrrtHAH % % Q‘aﬁﬁ
2 3 4 5

n= 0 1

¥ v e
Alanin Hisztidin Ir(lll) komplex

7. abra: Az Ir(111)-His(Xaa)nHis komplex szerkezete.

A cisz-diamminoplatina(ll) komplexszel a koordinacié az N-terminus fel6l
indul meg és az Namino, N3imidazol koordinaldodik, a masodik imidazol kdt6dése nem
mutathaté ki. A [(dien)Pd(D20)2]** komplex N-terminus feldli hisztidinnél az N1
¢és N3 nitrogénhez is koordinalodhat egyszerre, mig a C-terminus fel6li hisztidin
esetében vagy az N1-hez, vagy az N3-hoz kotédott savas pH-n. Semleges és
lugosabb kdzegben mar mind a két imidazolnitrogén meg tud kotni palladium
fémiont. Ez a tulajdonsag a His és az Ac-His esetében volt tapasztalhat6.%

Fairlie és munkatdrsai az i és i+4 pozicidban metilezett hisztidint (His*)
tartalmaz6é (Ac-His*-Glu-Leu-Thr-His*-Val-Thr-Asp-His*-NH;, Ac-His*Glu-
Leu-Thr-His*-Ala-Val-Thr-Asp-Tyr-His*-Glu-Leu-Thr-His*-NH, ¢és Ac-His*-
Ala-Ala-Ala-His*-Glu-Leu-Thr-His*-His*-Val-Thr-Asp-His*-NH) peptidek
[Pd(en)]?* komplexeit vizsgaltak. A kotési izomerek felderitésére 1D, 2D és N
NMR technikat alkalmaztak.®®% A [(en)Pd(His*(Xaa)s-His*)]>* komplex
képzbédése soran 22-tagu makrociklus keletkezett. 2008-ban az Ac-His-Ala-Ala-
Ala-His-NH;  és

ennek metilezett 1. tablazat: A kotési izomerek szabad ligandumhoz
hisztidin viszonyitott, a AS*C = §*3Cyomplex - 6**Ciigandum €gyenlet alapjan
szarmazékainak a szamolt kémiai eltolodas értékei.
kolcsonhatasat  is o A8 Cimidazol
L, Kotési
vizsgaltak . ASC2 ASC4 A3C5
izomerek ] ; . - . -
[(en)Pd(NO3)2] Hisl  His5 | Hisl  His5 | Hisl  His5
komplexszel. A N1,N1 355 356 | -261 -0,72 | 857 6,97
kapott N1,N3 2,66 3,67 | -2,92 8,07 8,00 -3,13
credmények N3N1 344 336 | 598 -155 | -0,70 8,57
alapjan a

fémionhoz az oligopeptidek imidazolnitrogénjei kiilonb6z6 preferenciaval
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koordinalodtak (7.tdbldzat). *C NMR technikéval meghatéroztak a szabad és a
komplexben kotott ligandum kémiai eltolodas értékeibol, a ASPC = 8Cromplex -
8Ciiganaum €gyenlet szerint, hogy az oldatban (N1, N1); (N1, N3) és (N3, N1)
kotésmodi komplexek vannak jelen.® A négy lehetséges (N1, N1); (N1, N3); (N3,
N1) és (N3, N3) kotési izomer koziil az utdobbi 20-tag makrociklust alkotna,
melynek képzO6dését nem mutattak ki. Ennek igazolasara metilezett hisztidint
tartalmazo oligopeptidet is szintetizaltak, NMR modszerrel vizsgaltak és
tamasztottak ala azokat a korabbi eredményeiket, miszerint az (N3, N3) kotési
izomer képzddése termodinamikailag instabil komplexet eredményez. A maradék
harom kotési izomer ASC = §*Cuomplex - 6**Cligandum Osszefiiggés szerinti kémiai
eltolodas kiilonbségét az 1. tabldazat tartalmazza. A kémiai eltolodas értékek
kiilonbsége a 4-es és 5-0s szamu szenek esetében mutatott szignifikans
kiilonbséget. Abban az esetben, amikor a 4-es szamu szénre negativ, mig az 5-0s
szamu szénre pozitiv értéket kaptak, akkor az N1-es nitrogénnel koordinalodott a
ligandum a fémionhoz. Ellenkezé esetben, amikor a 4-es szamu szénre pozitiv, az
5-0s szamu szénre pedig negativat kaptak, akkor N3-as nitrogén koordinacioju
komplex alakult ki.

A cisz-[(NH3)4Ru(H20),]** és [(en)Pd(H20).]*" kolcsonhatasat Ac-His-Ala-
Arg-Ala-His-NH, és Ac-Met-Ala-Arg-Ala-Met-NH,-el,*” mig a [(en)Pt(H.0).]*
és cisz-[(NHs).Pt(H20),]?*-ét Ac-His-(Ala)s-Met-OH oligopeptiddel vizsgaltak.
Megallapitottak, hogy a metionin kén donoratomjaval kinetikailag gyorsan
koordinalodott, azonban a termodinamikailag stabil komplexben mar az
imidazolgytirii kotodik a fémionhoz. %%

A Pt(I)* és a PAIDY fé¢mionok nagy affinitdst mutatnak az
imidazolilcsoport nitrogénje felé, de a legtobb irodalom csak egy hisztidin
kotodését tartalmazta. Azonban vannak olyan fehérjék, ahol térben egymdashoz
kozel, tobb imidazolilcsoport is el6fordulhat, igy ezeknek a vizsgalata is fontos a
fémionmegkotd tulajdonsaguk megismerése miatt.”

A fémion-fehérje kolcsonhatasanak vizsgalatai alapjan az imidazolil oldallanc
valdsziniileg a legfontosabb fémionmegkotd, amely szamos metalloenzim aktiv
centrumaban megtalalhato, vagy fémionok szallitasaban vesz részt. Nagyszamu
kozleményt publikaltak, melyekben a ciszplatin®?1% vagy ruténium(II/IIT)1%5-109
komplexek és szérum fehérjék kozotti kdlesonhatast vizsgaltak, egyebek mellett
HPLC-vel kapcsolt MS technikaval.**® Mind az in vivo, mind az in vitro kutatasok
azt mutattak, hogy a platina, illetve ruténium alapt rakellenes komplexek fdleg a
szérum fehérjékhez kotddnek.!'®M!  Ezen fehérjék koziil az albumin és a
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transzferrin jatszik fontos szerepet a gydgyszermolekulak szallitasaban és
metabolizmusaban.t%12 A ciszplatinhoz képest a ruténium alapti komplexek
kisebb toxicitast mutatnak, valamint specifikusan akkumuldlédnak a réakos
sejtekben.® Ezen tulajdonsagoknak, a ruténium biomolekuldkhoz (transzferrin,
albumin) valo kotédése adhat magyarazatot.® A rékos sejteknek, gyors osztodasuk
miatt, nagyobb a vas igényiikk és tobb transzferrin receptort expresszalnak a
felszinlikdn. A transzferrin a két vaskoto helyen kiviil tovabbi 17 masik feliileti
imidazolilcsoportot tartalmaz, melyek potencialis fémionmegkoté helyként
szolgalnak.!31* Kimutatték, hogy a transz-[(Im)2Ru(Cl).], transz-[(Ind).Ru(Cl)4]
és a NKP1339 komplexek is kdlcsdnhatasba 1épnek a szérum fehérjékkel 108115
Krisztallografiai adatok azt mutattak, hogy a transz-[(Im),Ru(Cl)s] mind a két
vaskotd helyen az imidazolgylirihdz koordinalodik.1%1%16  Molekula
modellezéssel igazoltak, hogy a félszendvics ruténium(Il)komplexek nem
helyettesitik a vas(IIl)-iont a holotranszferrinhez (holoTf) valé kotédés soran,
azonban a C- és N-lebeny vaskoté helyei koriil 1évé hisztidin imidazolokhoz
koordinalodik.'” A holoTf ligandum szdmos fémiont (gallium?!®12;
ruténium?®10121) gz4]lithat el ily modon a rakos sejtekig. HPLC-vel kapcsolt ESI-
MS technikaval vizsgaltak a ruténium-arének (arén = p-cimol, bifenil) és az apo-
vagy holotranszferrin kozotti kolcsonhatast.!” Azt talaltak, hogy a ruténium(Il)
arén komplexek holoTf-hez t6rténé kotédése nincs hatdssal a transzferrin
receptorok transzferrin (Tf) felismerésére, igy hasonlo felvétel mutathaté ki, mint
a Feo-Tf esetében. Amig itt a komplexalt holoTf hasonlo citotoxicitast mutatott az
MCF-7 rakos sejtvonalon, mint a szabad Ru(ll)-komplex, addig a ciszplatinnal, a
citotoxicitast jelzd6 ICsq érték dramai

csokkenését tapasztaltak. Ebbdl arra lehet p-cimol
kovetkeztetni, hogy a ciszplatin, a q_:ui/
ruténium arén komplexekkel ellentétben, - .
, . . , ﬁ i‘ His173
mas modon koordinalédik a Tf-hez, igy ('," -
N

mas a hatdsmechanizmusa, citotoxicitasa Glus3 ._‘\ ‘ T
és toxicitasa is. Ahogy azt a 8. dbra | | {-?His49" 3 \?VJ

. .. , . \ A~ = :
mutatja, az apo-ferritin és egy p-cimol . 2l \"©

Ru(1l)-komplex kolcsonhatésat is .
8. dbra: A [(n5-p-cimol)Ru(apo-

ferritin-His49, His173, Glu53)]
komplex szerkezete.

igazoltak, és rontgen-krisztallografias
modszerrel  kimutattak, hogy a
ruténium(ll) a His49 ¢és Hisl73
egységekhez koordinalodott.}?? A félszendvics ruténium a ferritin harom részéhez
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is tud koordinalodni. Elsé ilyen kotohely a His114, Cys126, ahol a kotéstavolsagok
rendre a kovetkez6 2,08 és 2,11 A. A masodik kotdhelyen His49, Glu53 és His173
(kotéstavolsagok: 2,06; 2,25 és 2,21 A) volt (8. dbra). A harmadik kotdhelyen az
Asp38, Glu4d5 és Cys48 aminosavak koordinalodtak a fémionhoz. A 8. dbran
feltiintetett ~ koordinacids  szerkezet hasonlo, mint amit a [(n°p-
cimol)Ru(Melm)z(CI)]* komplex esetében leirtak®®, noha a Ru-Ct kotéstavolsag az
apo-ferritinben ko6tott ruténium esetén hosszabb, mint a metilimidazol
szarmazéknal. A tripszin enzimmel emésztett, hisztidintartalma transzferrin
kolcsOnhatasat is vizsgaltak ruténium komplexekkel, és tomegspektrometris
modszerrel azonositottak az egyes fragmensek fémionmegkoto képességét, ahol a
ruténium csak az N-donora hisztidinhez kotédott.”*12 A citokrom-c  két
imidazolilcsoportjanak (His26 és His33) ruténiumhoz val6 kotédését is detektaltak
HPLC, UV-lathato, NMR és ESI-MS-el.” Egy ruténium(I)komplex humén béta-
amiloid 1-28 peptid fragmens (AB1-25) His6, His13 és His14 oldallancahoz térténd
szelektiv koordinalodasat is kimutattdk ESI-MS modszerrel és 2D NMR
technikéval igazoltak a peptid-fémion kdlcsdnhatast.*?

A fehérjék kotozsebeibe, vagy feliileti oldalldncokon talalhaté aminosavakhoz
is koordinalodhat a fémion, igy a fehérjék gyogyszerszallitdé rendszerként is
szolgalhatnak.'®12" A ruténium komplexek gyakran szelektiven kotédnek a
fehérjék feliileti hisztidil imidazolnitrogénjeihez,'?-1* ugyanakkor az ilyen tipust
vegyliletek hisztidinnel valé kolcs6nhatdsat még alig tanulmanyoztik, és a
biologiai hatasuk is sem tisztazott. A jelenlegi elképzelések alapjan a
vérszérumban talalhato kis és nagy molekulatomegli biomolekulakkal valo
kolcsonhatasnak koszonhetd a ruténium vegyiiletek platinakomplexekhez
viszonyitott joval kisebb toxicitasa.®>** Ot ekvivalens NAMI-A komplexet'*° egy
ekvivalens HSA-val reagaltatva, a human szérum albumin ITA és ITIIA doménjéban
talalhato hisztidin imidazolnitrogén'!® ruténium(Ill)komplexhez torténd kotédést
is igazoltak. A [(n®-arén)Ru(HSA)] (arén = p-cimol, bifenil) komplexben a fémion
a tripszinnel emésztett albumin His128, His247 és His510 egységeihez torténd
koordinaciojat HPLC/ESI-MS modszerrel igazoltak. Hartinger és munkatdrsai az
N-fenil-pikolinamid ligandumot tartalmazé arén-ruténium(Il) hiszton fehérje
His79 és His106 imidazolil oldallancahoz torténd koordinacidjat is kimutattak.32
Sadler és munkatarsai a lizozim enzim ruténium(ll)komplexét izolaltak, ahol
ugyancsak a hisztidil oldallanc k6t6dott a félszendvics ruténium(I)komplexhez.'?
Ez volt az els6 félszendvics—fehérje komplex, mely molekulaszerkezetét is
igazoltdk (9. dbra). A lizozim egyetlen His15 egysége koordinalodott a [(n®-p-
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cimol)Ru]**-hoz. A Ru-N
kotéstavolsag 2,11 A-nak, mig
a Ru-arén 2,21-2,39 A-nak
adodott rontgendiffrakcio
alapjan. Hasonloak a
kotéstavolsagok a  [(n®-p-
cimol)Ru(L-His-

metilészter)(Cl)]-ben: 2,063 A
(Ru-Nim) és 2,159-2,171 A
(Ru-arén). Azt is
megallapitottak,  hogy a

ruténium feliileti hisztidinhez

9. abra: Lizozim enzim ruténium(Il)komplexe.

vald kotédése nem modositotta

az enzim szerkezetét. A hisztidin aminosavat tartalmazo fehérjefragmens ruténium
komplexének dsszetételét ESI-MS-el is igazoltak.'*®

A rékellenes platinakomplexek malariallenes hatasat tobb kutatocsoportban
vizsgaltak és igazoltdk. A WHO 2015-6s adatai szerint a vilagon 214 millié
malérias esetet diagnosztizaltak, kb. 25%-os halalozési arannyal.’** A maléria ellen
sikeresen hasznalt vegyiilet a klorokin (CQ). A félszendvics tipusu ruténium-arén
komplexek rakellenes hatasa mellett azok potencialis antimalarias hatasat is
kimutattdk. A [(n%-arén)Ru(CQ)(L)] (arén = benzol, p-cimol; L = Cl, H;O, etilén-
diamin, valamint CQ = klorokin szarmazék) komplexek sokkal aktivabbnak
bizonyultak, mint maga a CQ molekula.®"**®> A Plasmodium falciparium parazita
okozza a malaria kialakulasat az emberi szervezetben. A malarias betegeknél a
Plasmodium falciparium tobb, hisztidinben gazdag fehérje talzott kifejez6dését
segiti el6. Ezek a fehérjék szekvenciajukban 34 % hisztidint és 37 % alanint
tartalmaznak.’® A hisztidinben gazdag peptidek abnormélis szintje szamos
betegség, példaul AIDS,*® vesebetegség,™*’ asztma,’®” valamint malaria’®
jelenlétét is igazolja. Igy nem kizarhato, hogy a potencidlisan rakellenes,
malariaellenes félszendvics szerkezetli ruténium(IT)komplexek gyogyszerként
torténd alkalmazéasa soran a hisztidinben gazdag fehérjék feliileti imidazolil
oldallancahoz koordinalddjanak. Hasonlo megallapitast tehetiink az emldsokben is
megtalalhatd hisztidin tridd fehérje csaladok (HIT — Hisztidin Triad Protein
family) esetében is, melyek konzervalt, hisztidinben gazdag His-Xaa-His-Xaa-

His-Xaa-Xaa szekvenciat tartalmaznak. 139140
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2.7 Potencialisan rakellenes hatast, teljes szendvics tipusu
peptidkonjugatumok

Roviddel a ciszplatin klinikai alkalmazasba valo keriilése utan a teljes
szendvics tipust komplexek (titanocén, ferrocén, rutenocén, ozmocén) rakellenes
hatdsat is  vizsgaltak.!** A fémorganikus  gydgyszerek  biokémiai
felhasznalhatosaganak Uj teriiletét nyitotta meg a rutenocén €s szarmazékainak
tanulméanyozéasa.’*? A kationos, fémorganikus, teljes szendvics [Ru(n®-arén)(n®-
CsRs) (R = H (Cp); R = CH3 (Cp*)) komplexek, melyek szintézisével részletesen
Moriaty és munkatdrsai foglalkoztak,'* is fontos in vitro bioldgiai aktivitast
mutattak. 24 Williams és munkatdrsai teljes szendvics ruténium ciklopentadienil
komplexeket allitottak el6, és 13 rakos sejttenyészeten vizsgaltak citotoxikus
aktivitasukat. A vizsgalt sejtvonalbol 11-en (pl. A549, MCF7, MDA-MB-231,
PC3) szelektivitast és jelentds citotoxicitast (ICso = 0,03-37,6 uM) mértek.#

Aromas gyirit tartalmazé o-aminosavakkal (fenilalanin, tirozin, triptofan)
alkotott teljes szendvics tipusti komplexeket is eldallitottak,**” 152 példaul olyan ]
ciklopentadienil ruténium(Il)komplexeket szintetizaltak, melyek biologiailag
fontos komponenseket tartalmaztak.’® Az aromas gyfir(it tartalmazé bioaktiv
triptamin, N-acetil-triptamin, N-acetil-L-triptofan etilészter, N-acetil-L-fenilalanin
és N-acetil-L-tirozin molekulakkal, 60-70 %-0s hozammal Aallitottak el teljes
szendvics tipusu komplexeket.'® Moriarty és munkatdrsai terminélisan védett,
mig Sheldrick és munkatdrsai terminalisan nem védett fenilalanin (Phe), tirozin
(Tyr) és triptofan (Trp) aminosavakat reagaltattak a [(n°-Cp)Ru(MeCN)s]PFe-tal,
igy alakitva ki a teljes szendvics szerkezetli komplexeket.148153

Az utébbi években intenziven vizsgalt fémorganikus komplexek peptid
biokonjugatumai 1 lehetdséget biztositanak a hatdsosabb gydgyszerek
fejlesztésében. %" A konjugatum egyik tagja lehet hordozo (oligopeptid),
amihez tobb hatéanyag molekulat is kapcsolhatunk, mikdzben a stabilitast,
vizoldahatdsagot novelhetjiik és célba juttathatjuk a molekulakat. A *90-es évek
elején azonositottak a plazma membranon atjutd, kis tagszamu peptidek szallitd

t.19819  Ezek koziil a terapids és diagnosztikus agensek plazma

tulajdonsaga
membranon val6 atjuttatasanak hatasos eszkdzei a penetrald peptidek (CPP - Cell-
Penetrating Peptide),®%%! melyekkel 0j utat nyithatunk hatéanyagok rikos
sejtekbe valo célzott bejuttatasara. Manapsag is jelent6s kutatas folyik a CPP-k
karakterizalasaval és tulajdonsagaik optimalizalasaval Osszefiiggésben. 162164

Mivel a fenti peptidkonjugatumok szertedgazdéan hasznalhatoak, ily modon
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Rh(11)-, illetve Ru(ll)-komplexeket is eredményesen jutattak el rakos
setjmagig. 165166

Az elmult években a fémionok és fémkomplexek peptid-nukleinsavakkal
(PNA) alkotott komplexei is felkeltették a kutatok érdeklddését,'®”1%8 példaul
olyan Ru(ll)-konjugatumokat allitottak el6 szilardfazisa peptidszintézissel,
amelyben a ruténium komplexet a peptid szabad N-terminalis aminocsoportjahoz
kapcsoltak.1%® Metzler-Nolte és munkatdrsai szintetizaltak az elsé rutenocén-PNA
konjugatumot  és  tulajdonsdgait  Osszehasonlitottdk a  ferrocén-PNA
konjugatuméival. Azt talaltak, hogy a rutenocén-konjugatum stabilabb volt a
ferrocén szarmazéknal, igy ennek és kisebb toxicitasanak kdszonhetben igéretes
vegyiiletként szolgalhat 0j, gén-célzott vegyiiletek fejlesztésében. %

A legtobbszor tanulmanyozott konzervalt aminosav szekvenciak az Arg-Gly-
Asp (RGD),'"® Met-Ser-His (MSH)'"* és His-Ala-Val (HAV),'"?> melyek receptor
molekulakkal 1éphetnek kolcsonhatasba. Az RGD szekvenciat, mely az integrin

173 rakellenes

avl33 receptorhoz kotddik, kiilondsképpen a tumor optikai jeldlésére,
peptideknél,'’*1"> vagy gyogyszer szallitd rendszereknél'’® alkalmazzak. A
His(RGD)His peptid iridium-konjugatum komplex Ab549-es rakos sejtvonalon
valo sejtfelvételének vizsgalatakor, a szabad His(RGD)His pentapeptiddel
ellentétben nagyobb szelektivitast tapasztaltak. Az MCF-7 sejteken is
vizsgalatokat végeztek, ahol nem meglep6 modon csekély sejtfelvételt
tapasztaltak, hiszen ezek a rakos sejtek csak kis mennyiségben fejezik ki az
integrint.’’

A 3 kDa-0s gasztrointesztinalis hormon szekretin szintetikus human szekretin
peptidje 27 aminosav egységbdl épiil fel. A szekvenciajaban a hatodik pozicidban
egy fenilalanint (Phe) tartalmaz, melyhez szelektiven kapcsoltak [(n°-
CsHsR)RU]*-1.17® A reakcid elérehaladtaval, az NMR spektrumban 7,2-es ppm-nél
lecsokkent a szabad peptid fenilcsoportjanak jele, és helyette a mar teljes szendvics
komplexben kétott, [(n®-CsHsR)RU(n®-Phe)] egység Uj jele jelent meg 6,2 ppm-
nél. A peptid szekvencigjaban hisztidin aminosav is talalhatd, azonban az
imidazol-fémion kolcs6nhatasat csak tObbszorés fémion feleslegnél sikertilt
kimutatni, tobbmagva komplex képzédésekor, MALDI MS-¢el.17®

Az irodalomban tobbszor beszamoltak bioldgiailag fontos oligopeptidek
fémiont is tartalmazé biokonjugatumairdl. Gmeiner és munkatdrsai rutenocén
alapt dopamin receptor ligandumot tartalmazé szarmazékokat allitottak eld,
melyek a rutenocénmentes vegyiiletekkel dsszehasonlitva, novekedett affinitast €s
specifikussagot mutattak a D4-dopamin receptor felé.1”® A rdkos sejtek felszinén

18



Bihari Zsolt doktori (Ph.D.) értekezés

tulzottan kifejez0d0 szomatosztatin receptorokhoz kotdédo, ciklikus okreotat
okatapeptidet tartalmazé rutenocén biokonjugatumot Metzler-Nolte és
munkatarsai  szintetizaltak. Ebben a biokonjugatumban az N-terminalis
aminocsoportot tartalmazo peptidet kapcsoltak a karboxilcsoportot tartalmazo
rutenocén egységhez. '8

Loreno és munkatarsai 2-fenilpiridin alapt ruténium(Il) metallocén
szarmazékokat allitottak eld, melyek Kkis citotoxikus hatasat tapasztaltak HL-60
leukémia sejteken. A legjobb ICso érték a 16,61 uM volt 72 ora elteltével. A
ciszplatinnal ilyen kériilmények kozott 2,1 pM-0s 1Cso értéket mértek.*#

Biztaté in vitro és in vivo rakellenes hatést és szelektivitast mutatd [(n°-
Cp)Ru(n®-arén)] szendvics komplexeket allitottak el6 kiilonbdz ellenionokkal, és
jellemezték a komplexek szerkezetét, valamint bioldgiai aktivitisat.!** A mar
korabban ferrocén vegyiilettel kialakitott ferrokin és ferrocifen Klinikai
terapikumokhoz hasonldéan (n°-Cp*)Ru vegyiileteket is eldallitottak. A ferrokin
nagy aktivitast mutatott a klorokin rezisztens malaria parazita ellen, mig a
ferrocifen proliferaciot gatlo hatast mutatott a hormonfiiggé és nem hormonfiiggd
emlédaganatos sejteken. 181182

A rutenocén szarmazékokat radiofarmakonokként  (*710%1%Ry) s
hasznalhatjak tumor sejtek felderitésére. Fontos, peptid alapti antiobiotikumok is
jelezhetéek (m®-arenil)Ru(ll)-fémionnal. A ciklikus bifenilészter szadmos
bioldgiailag aktiv komponens szerkezeti alkotdja, ilyen példaul a K-13 proteaz
inhibitor iS. Perason és munkatdrsai Szamoltak be elészor a K-13 rutenocén
komplexérél'®, mely elballitdsahoz elészor (n°-Cp)Ru(MeCN)s-ot fotokémiai
uton kapcsoltak aromas gyfrit tartalmazo p-kloro-fenilalaninhoz 85 %-0s
hozammal, majd SnAr reakcioban az izotirozin fenolos OH-csoportjahoz
kotottek. 8

Kudinov és munkatdrsai lathato-fény besugarzassal, vizes kozegben és
szobahdmérsékleten [(n°-Cp)Ru(nt-naftalin)](PFs) komplexet reagaltattak aroméas
aminosavakkal és kis tagszamt peptidekkel 95 %-0s hozammal.*® Ilyenkor a fény
bevilagitis hatdsara szakad le a (n°-Cp)Ru és (n°-Cp*)Ru fragmens, melyet
aromas gytir(ihoz kapcsolhatunk.'®¢1%° Noha a (n°-Cp)Ru és (n°-Cp*)Ru aromas
gyurit tartalmazé aminosavakkal stabil komplexet képez, ha a jo o-donor
ligandum (tioéter, amino vagy imidazol ligandum) kdzel helyezkedik el az aromas
gylirihoz, akkor azok meggatolhatjak a teljes szendvics komplex képzodését. A
fenti egységeket angiotenzin I és II peptidek fenilalanin és tirozin oldallancainak
aromas gylrtiihez is szelektiven kapesoltak. A kialakult [(n>-Cp)Ru(angiotenzin)]
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komplexeket ESI-MS modszerrel azonositottak. A bevilagitashoz foszfor boritasu
Philips HPL-N 400W-o0s, nagy-nyomasu higany lampat hasznaltak, a reakciot
pedig NMR modszerrel kovették.

Aminosav-észter (n®-naftalin)Ru komplexeket is szintetizaltak és azt talaltak
hogy, a komplexek 6t rakos sejttenyészeten a ciszplatinhoz hasonl6 citotoxicitast
mutattak. Ezek a komplexek hidrofob fenilalanint és tirozint tartalmaztak, melyek
a sejtek membranjan konnyedén atjuthatnak. Az orvoslasban is hasznalt, apitoxin
méh méreg 52 %-at kitevd melittin

egy 26 aminosavbol alloé linearis Mlitl;ﬁe;fleg SS
peptid, mely egyetlen triptofan (Trp, @2
W) aminosavat tartalmaz. Perekalin NS
és munkatarsai fény bevilagitassal a T
[(n®-Cp)Ru]* egységet  Vizes S/
kozegben, szelektiven kapcsoltak

ehhez az aromas oldallancédhoz.'®® A %\\

Biodisztribucio

[(m>-Cp)Ru(n®-Trp-melittin)]

. 10. abra: A méh méreg melittin
komplex sematikus szerkezete a 10.

ruténium(Il) teljes szendvics komplexe.

abran lathato.

Ruténium alapi biokonjugatumot Metzler-Nolte és munkatdrsai s
eldallitottak, (n>-iPrCp)Ru és az enkefalin pentapeptid reakciojaval.'*! Fish-el valo
egylittmiikodésiik soran tirozingytriit tartalmazd G-protein receptor peptidhez
kapcsoltak (n°-Cp*)Rh-ot vizes kdzegben, szobahémérsékleten. A vizsgalatok
harom, kiilonboz6 pozicidban tirozint tartalmazo G-protein peptidre, nevezetesen
a Tyrl-Leu-Enkefalin-ra, Tyr4-
Neurotenzin-re és a Tyr3-Oktreotid-re
fokuszalodtak. A citotoxicitas
vizsgalatokat MCF-7 és HT-29 rakos
sejtvonalakon  végezték. A (n5-
Cp*)Rh(Tyrl-Leu-Enkefalin)  komplex
(11. abra) ¥C NMR spektruméban
nagyobb térerd (kisebb ppm) felé tolddtak
a tirozin C1,C2-6, C3-5 és C4 gyiirii szén z
jelei  amikor a  (n*-Cp*)Rh-mal 11. dbra: A (n5-Cp*)Rh(n®-Tyr1-
komplexaltak.

Leu-Enkefalin) energetikailag
legkedvez6bb oldatszerkezetei.
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Az els6, harom fémiont is tartalmazo rakellenes, sejtpenetralo és radiojelzett
heterofémorganikus komplexet is 6k szintetizaltak (12. dbra). Ez a biokonjugatum

molekula egy ferrocenil,

egy mangan trikarbonil, % F&/ ) N x
/=N
valamint egy rénium N _ «T//w
trikarbonil egységet is o °, Z ”_T\"'gg"
tartalmazott.'% Al MMN/\/N\)LN |
s = H X

komplexet ~ ESI-MS of o © X = Br; PRy BPh,
technikaval

i , L 12. abra: Harom fémiont is tartalmazo biokonjugatum
azonositottak, tovabba
L . 13 komplex szerkezete.
H ¢és C NMR

moddszerrel karakterizaltak.

2.8 Specifikus szekvenciat tartalmazo peptidek jelentdsége

A gyogyszereket specifikusan és szelektiven kell eljuttatni a rakos sejtekig
ugy, hogy az egészséges sejtekben ne okozzon Kkart, ugyanis az sulyos
mellékhatasokhoz vezethet. Ehhez, a gydgyszernek szamos biologiai gaton kell
tiljutnia.’® Az endotél sejtek egy folyamatos sejtréteget képeznek az erek
felszinén, feladatuk az anyagaramlas szabalyozasa az érpalya és a szovet kozott. 1%
Hatésos gyogyszerszallitd rendszereket allithatunk eld tigy, hogy egy endotelialis
felszini receptorhoz kot6do antitestet, specifikus aminosavat tartalmazo6 peptideket
hasznalunk.'®® A rékellenes terdpia 1j képviseldiként jelentek meg a kadherinek
(cadherin).!® A sejtek szoros kapcsolodasanak kialakitdsaban kadherin
transzmembran molekulak vesznek részt. TObb daganatos sejtben bizonyos
kadherin tipusok talzottan kifejezddnek, példaul az A375 melanoma rakos
sejtvonal az N-kadherint,*® a MCF-7 az E-kadherint,'*” a PC-3 pedig mindkett6t
talzottan kifejezi.® A kadherinek a transzmembran glikoproteinek egy
szupercsaladja, az emberi szervezetben tobb, mint 80 tagjuk fordul €l8.1%®° A
kadherin antagonistdk tumor nodvekedés gatlo és metasztazis gatld hatast
mutattak.200.201 Kozos —szerkezeti elemilk az intracellularis adhézios
kolcsonhatasok kialakitasdban szerepet jatszo sejt adhézio felismeré (CAR — Cell
Adhesion Recognition) szekvencia. llyen a His79-Ala80-Val81 (HAV — Hisztidil-
Alanil-Valil) szekvencia,®®*?* mely megtalalhatd a kiilonbozé tipusa
kadherinekben.?® A sejt adhéziés molekulak (CAM — Cell Adhesion Molecule)
onkologiai terapias célpontként fontos szerepet kaptak a rakkutatasban, tovabba
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crer

szabalyozasaban is.2° A konzervalt HAV szekvencia®® a kadherin els
extracellularis doménjében talalhato (PDB: 1EDH) és a kadherinek kozotti
homofilikus kolcsonhatasért felelds. Tobb kutatocsoport foglalkozott linearis és
ciklikus szintetikus peptidek eléallitasaval, melyek gatoljak a szoros kapcsolat
kialakulasat.?%” Kutatdsi eredmények azt mutattak, hogy a specifikus HAV

szekvenciat tartalmazo kadherin peptidek

gatoljak a rakos sejtek invaziojat és novelik H o
a permeibilitist?® Mar a Klinikai | § » O X

Y s .| N—
kiprobalas 1. fazisaban van az ADH-1 nevii NH - HN o
ciklikus pentapeptid (13. dbra), mely az N- MU N o
kadherint tlexpresszalé melanoma®®® ellen oi Yo '{V
mutatott rakellenes hatast, valamint gatolja o < -3 H,
az emld, a petefészek €s a tiidé daganatos j NH

I . r re 210 _

sejy e.m’ek n?Vi:kedeset. ) AZ N 13. abra: A His-Ala-Val tartalmt
terminalison 1évé konzervalt HisAlaVal ADH-1 (Exherin™) szerkezete.

szekvencia aminosav sorrendjének

modositasaval mutans peptideket iS szintetizaltak és kadherinhez torténd
kotodésiiket vizsgaltak.'’>#! A kutatasi eredmények azt igazoltdk, hogy csak az
N-terminalistol nézve hisztidint, alanint és valint tartalmazo peptid novelte a

paracellularis porozitast.

2.9 Kelatképz6t tartalmazo konjugatumok és gallium(l1)komplexeik

Az irodalomban egyre tobbszor talalkozni olyan konjugatum komplexekkel,
melyekben egy biologiailag fontos aminosav szekvenciahoz, peptidhez valamilyen
kelatort (pl. DOTA, NOTA) kapcsolnak (/4. abra). Ezek a bifunkcionalis
kelatorok egyrészrol tartalmaznak egy komplexképzd egységet, valamint egy
kémiailag reaktiv funkcids csoportot, melyhez példaul a peptid lanc N-terminalis
aminocsoportjat kapcsolhatjuk.?!? Az ilyen tipust vegyiileteket eredményesen
alkalmazzak biodisztribucios vizsgalatokban, azaz a vegyiilet szervezetben torténd
eloszlasanak kovetése valik lehetové ezaltal. Az ilyen poliaminokarboxilat
kelatorok kinetikailag inert komplexet képeznek, példaul gallium(ll)
radioizotopokkal is, tovabba kovalensen kapcsolhatok szallito molekulakhoz. 213214
A bifunkcios kelatképz6 agens funkcios csoportja p-SCN-Bn, vagy példaul NHS
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is lehet. Amig a p-SCN-Bn-nél egy ekvivalens tiokarbamid funkcios csoporttal a
peptid N-terminalis aminocsoportjahoz kapcsolhatjuk a kelatképzot, addig az
NHS-nél 10-15-szor tobb aktiv észtert kell alkalmazni a kapcsolds soran.?® A
gallium(l1)-NOTA komplexek kitiintetett stabilitastiak (logK = 31,0; pM = 26,4)
a Ga-DOTA-hoz (logK = 21,3; pM = 15,2) képest.?!® Ez a termodinamikai
stabilitds megovja a fémiont a transzmetallalastol, ugyanis a transzferrin
gallium(ll)komplexének stabilitasi allanddja (logK: = 20,3 és logK, = 19,3)
kisebb, mint a Ga-NOTA 4lland6ja.?!” Tovabbi elény, hogy a kinetikai oldalrél
nézve a Ga-NOTA komplexek gyorsabban képzddnek a DOTA-hoz képest, azaz
nem sziikséges hosszabb reakcididé és magasabb hémérséklet a komplexalashoz.

TN
H H H
{ | | NH,

R—N=C=—=S +4 N—R R—N N—R' /
H Q NH; \.V:L o
] S QLOH
*N/ILN
H H N
sy N N OH
OHOH : Ay ’7;’
o OHOH F&- XA 04( 4
HO (o] OH H A y ! € OH
OH HO N- A
OH u\'
NH,

14. abra: Az izotiocianat funkciés csoporttal rendelkez6 makrociklus (R) reakcidja
szabad N-terminalis aminocsportot tartalmazo peptiddel (R”). Példaként a laktozilalt
human szérum albumin p-SCN-Bn-NOTA konjugatuma lathat6 az abran.

A NOTA kelatoroknak is tobb tipusa van, példaul NODASA (1,4,7-
triazaciklononan-N-szukcininsav-N,N-diecetsav) és  NODAGA  (1,4,7.-
triazaciklononan-N-glutaminsav-N,N-diecetsav).?®® A tumor képalkotasban
tobbfajta fémion radioizotopjat hasznaljak, ilyen lehet példaul a gallium(ill) ’Ga
(7, tz = 3,25 nap) és a ®Ga (B*, 1, = 68 perc) izotopja.?1%2%

A galliumnak két NMR aktiv kvadrupdl természetes izotopja is van, az egyik
a ®Ga, mig a masik a *Ga. Ez utobbi kozkedveltebb a nagyobb érzékenységének
kdszonhetben, igy nem radioaktiv gallium(IIl)-fémiont tartalmazo komplexek
kimutatdsdra “Ga NMR modszer nyujt informdaciét.??? André és munkatdrsai
Wistar tipusu egereken biodisztribucios vizsgalatokat végeztek RGD tripeptidhez
kapcsolt Ga-NOTA kelatorral, valamint H és *Ga NMR technikdval
meghataroztadk a Ga-NOTA komplexek szerkezetét.??® "Ga NMR technikéval
megmérték a gallium(IIl)-fémiont és H2O (0 ppm / 53 Hz); NOTA (+171 ppm /
210 Hz); NOTACS6 (+165,5 ppm / 528,5 Hz); NOTACS (165,8 ppm / 621,8 Hz)
ligandumokat tartalmazé komplexek kémiai eltolodasat (ppm) és jelszélességét
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(Hz).2%® Mig savas pH-n a gallium hexaakva komplexként [Ga(H20)s]**, 0,0 ppm-
nél figyelhetd meg, addig a vizes oldatban a pH-t6l fiiggéen a gallium(III)-
fémionnak kiilonb6z6é részecskéi fordulnak eld, ugy mint a [Ga(OH)(H20)s])**;
[Ga(OH)2(H20)4]*; Ga(OH)s és a [Ga(OH)a]~.?%4?%* NMR-ben azonban csak az
oktaéderes akvakomplexet és a 222 ppm-nél megjelend tetraéderes [Ga(OH).] -et
lehet detektalni, és a koztes 3,57 pH tartomanyban a jelszélesedésnek és gyors
cserének koszonhetéen nem latunk gallium-komplex jeleket. A pH novelésével a
Ga(OH)s fehér csapadékként kicsapodik az oldatbdl, azonban ez a csapadék
szliréssel konnyen eltavolithato az oldat tisztajatol.??®
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2.10 Célkitlizések

A bemutatott elézményeknek megfeleléen korabban szamos hisztidintartalma
oligopeptid kélcsonhatasat vizsgaltak kiilonb6z6 platinafémionokkal. Azonban az
irodalomban a félszendvics ruténium(Il), valamint az egy, kettd, illetve harom
hisztidil imidazolcsoportot tartalmazé modellvegyiiletek kozotti kolcsonhatas
oldategyensulyi vizsgalatara nem talalhat6 adat. A doktori munkdm soran célul
tiztik ki a szervezetbe bejuttatott varhatéan rakellenes hatisu, félszendvics
szerkezetii [(n®-p-cimol)Ru(XY)(Z)]™" ruténium komplexek biotranszformacidja
soran keletkez6 [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]** akvaion kolcsdnhatdsanak vizsgalatat
imidazolilnitrogén donoratomot tartalmazé modellvegyiiletekkel. Ezek az
oldategyensulyi vizsgalatok lehet6vé tehetik a biologiai rendszerekben eléforduld
Kis- és nagytomegii biomolekulak oldallancaban talalhaté hisztidil imidazolgytirii
nitrogénjének és a fémion kolcsonhatasanak a modellezését. A fémionnal vald
vizsgalatokat az N-donoratomot tartalmazé N-metilimidazol, N-acetil-hisztamin
és egy vagy két imidazolgyUr(t tartalmazé kereskedelemben kaphato dipeptidek,
illetve szilardfazisu peptidszintézissel eléallitott harom hisztidint tartalmazé tri-,
tetra- és pentapeptidekre is célunk volt kiterjeszteni.

Az irodalmi elézményekben a peptid alapti komplexekrdl leirtak alapjan,
célunk volt olyan teljes szendvics tipusu, ruténium(Il)-fémiont tartalmazé
peptidkonjugatum komplexek eldallitasa is, melyek egy biologiailag aktiv
aminosav szekvenciat, egy potencialisan rakellenes tulajdonsagi fémiont,
valamint egy olyan kelatképz6 agenst tartalmaznak, melyhez radioaktiv fémiont
adva elvileg lehetévé valik a vegyiiletek szervezetben torténé eloszlasanak
kovetése. Az igy eldallitott komplexek biologiai vizsgalatat kiilonbozo rakos
sejtvonalakon terveztiik elvégezni, hogy tobb informaciot szerezziink a komplexek

potencialis rakellenes hatasarol.
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3. KISERLETI K(")RQLMENYEK ES VIZSGALATI
MODSZEREK

3.1 Felhasznalt vegyszerek

Az oldategyensulyi vizsgadlatok soran alkalmazott vegyszerek

A Kkisérletekhez hasznalt ligandumokat a Sigma-Aldrichté! (N-metilimidazol
(Meim), N-acetil-hisztamin (AcHm)), a Bachemtdl (H-Ala-His-OH, H-His-Ala-
OH, H-His-His-OH) szereztiik be.

A [(n8-p-cimol)RuUCl.], dimer prekurzor eléallitasdhoz sziikséges RuCls-H,O-
t a Merck, a-terpinént az Acros Organics szallitotta.

A teljes szendvics tipusi komplex eldallitasdhoz sziikséges [(n®-
naftalin)Ru(n°-ciklopentadienil)]PFs prekurzort a Sigma-Aldrich cég gyartja.

A kloridion mentes ruténium torzsoldatot a megfeleld6 mennyiségii szilard
dimer haromszor ioncserélt vizben valo oldasaval, majd Reanal gyartmanyu eziist-
nitrattal torténd kloridmentesitéssel készitettiikk. A puffernek hasznalt KH-ftalat
torzsoldat kozvetlen beméréssel késziilt Aldrich gyartmanyu vegyszerbél. A HCI
(Aldrich) mérdoldattal hataroztuk meg. Az NMR vizsgalatokhoz a Sigma-Aldrich

altal forgalmazott 99,8%-os izotoptisztasagl deuteralt vizet hasznaltuk.

A peptidszinzézis sordan alkalmazott vegyszerek

A peptidek eloallitasa sordn alkalmazott oldoszerek és vegyszerek
kereskedelmi forrasbol szarmaznak és tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk oket. A
Rink Amide AM gyantat, a 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium
tetrafluoroboratot (TBTU) valamint a 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc)
véddcsoporttal ellatott aminosav-szarmazékokat: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH,
Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH a Novabiochem (Svajc), a Fmoc-His(N3-
Me)-OH a Chem-Impex International (USA) forgalmazza. Az analitikai tisztasaga
N,N-dimetil-formamidot (DMF), az N,N-diizopropil-etilamint (DIEA), az etan-
1,2-ditiolt és a trifluorecetsavat (TFA) a Merck, az N-hidroxi-benztriazol hidratot
(HOBt-H20), az N-metil-2-pirrolidont (NMP), a triizopropil-szilant (TIS), a
2,2’~(etiléndioxi)-dietantiolt (DODT) és a 2-metil-2-butanolt a Sigma-Aldrich
forgalmazza. A piperidin, a diklormetan (DCM), a dietil-éter (Et20) és a 96 %-0s
ecetsav a Molar Chemicals, mig a szintézis célra alkalmas tisztasaga N,N-dimetil-
formamid és az ecetsavanhidrid a VWR International terméke.

Az acetonitrilt (ACN) a VWR International, mig a HPLC-tisztasagu
trifluorecetsavat (TFA) a Sigma-Aldrich szallitotta.
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3.2 Vizsgalt ligandumok

1.A.) N-metilimidazol (Meim) I.B.) N-acetil-hisztamin (AcHm)
o

|| H H
H,c—C—N—c —cH,

me_ @ T

I1.A.) H-Ala-His-OH I11.A.) Ac-His-His-His-NH,
| | cH, cH, cH,
CH, CH,
)E HN)} N N
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3.3 Teljes szendvics ruténium(I)komplex eléallitasa

A teljes szendvics tipust [(n®-Tyr)Ru(n®-Cp)] komplex eldallitisahoz
kimértiik a [(n5-naftalin)Ru(n®-Cp)]PFs prekurzort (26,34 mg, 60 umol) és a
tirozin aminosavat tartalmazé H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NH; (34.63 mg, 44 umol)
oligopeptidet, majd nehézvizet (6,5 ml) adtunk hozza. A reakcid beinditasahoz
500W-o0s, 9000 lumen névleges fényerejii lampat hasznaltunk. A reakcidelegyet 4
napon at kevertettiik, és kb. 35°C-on tartottuk a homérsékletet. Az oldat szine
vilagos sargardl barnéasra valtozott és az oldatban megjelent a reakcié soran
felszabadulo fehér szinli naftalin. A reakcid végbemenetelét 'H NMR
spektroszkopiaval folyamatosan kovettik. A nyerstermékb6l a naftalint
vakuummal eltavolitottuk, majd az oldatot lefagyasztottuk a liofilizalashoz. Az
eléallitott és liofilizalt teljes szendvics komplex tisztasagat pH-potenciometria,
NMR, MS, HPLC technikakkal ellenoriztiik.

3.4 Szilardfazist peptidszintézis (SPPS)

Merrifield a szilardfazist peptidszintézis-modszer??’ kidolgozasaért 1984-ben
Nobel-dijat kapott. A szilardfazist peptidszintézis modszereit tobbféle szempont
szerint csoportosithatjuk. Az alkalmazott technika alapjan beszélhetiink
1épésenkénti szintézisrdl vagy fragmenskondenzaciordl; a kivitelezés modja
alapjan lehet szakaszos vagy dramlo oldatos; valamint a szintetikus eljaras alapjan
alkalmazhatunk Fmoc/tBu??® vagy Boc/Bzl?® stratégiat. Ennél a besorolasnal az
els6 esetben az N-terminalis aminocsoportokat 9-fluorenil-metoxi-karbonil
(Fmoc) csoporttal védjiik, mig a masik esetben a védelmét a terc-butoxi-karbonil
(tBoc) csoport biztositja.

A Merrifield-féle szintézis szilard, oldhatatlan hordozon, ugynevezett gyantan
torténik, amely egy finomszemcsés mianyag. A szemcsék feliiletén és azok
belsejében olyan funkcids csoportok vannak, amelyek lehetdvé teszik, hogy a
szemcsékhez aminosavakat kapcsolhassunk kémiai kotéssel. Az elsé 1épésben a
peptid C-terminalisan 1év6 aminosavat kapcsoljuk a gyantara kovalens kotéssel. A
tovabbi aminosavakat ehhez az aminosavhoz kapcsoljuk, igy a névekvo peptid a
szintézis végéig a szilard hordozéhoz kotve marad. A szilard hordozo
szemcsemérete, alakja, homogenitasa, duzzadasi tulajdonsaga és a funkcios
csoport kiépitésének lehetdsége alapvetd jelentéségli a szintézis sikerességének
szempontjabol. A szilard hordozonak szamos kovetelménynek kell megfelelnie.
Példaul tartalmazzon a kovetkezd aminosav felkapcsolasahoz alkalmas funkcios
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csoportot, viszont ne tartalmazzon a szintézis soran zavard egyéb funkcios
csoportokat. Elengedhetetlen, hogy mentes legyen mindenféle szennyezésektol.
Valamint a kialakitott peptid-gyanta kotés konnyen hasithatd legyen a szintézis
végeztével, de a szintézis soran végig allandé maradjon. Ezen kiviil a novekvé
peptidlancok a szintézis soran az oldoszerek €s a reagensek szdmara végig jol
hozzaférhetéek legyenek, azaz sztérikusan ne legyenek gatolva. Fontos a jo
duzzadoképesség, hiszen a reakciok egy szerves olddszerrel szolvatalt térhalos
polimer-matrixban jatszodnak le. A gyantanak stabilnak kell lennie a fizikai és
kémiai behatasokkal szemben a szintézis koriilményei kozott, ne reagaljon
reagensekkel, oldoszerekkel, és az épiilo peptidlanccal sem.

Munkéank soran a kiilonb6z6 pozicidban hisztidin aminosavat tartalmazé
peptidek: Ac-His-His-His-NH;, Ac-His-Ala-His-His-NH,, Ac-His-Ala-His-Ala-
His-NH., Ac-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-NH: (15. dbra: 111.
A.-D.), illetve a HAV szekvenciat tartalmazo oligopeptidek: H-His-Ala-Val-Ala-
His-His-His-NH, és a H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NH, (15. dbra: 1V. A.-B.)
szilardfazisa  peptidszintézisét Liberty 1™  automatikus mikrohullama
peptidszintetizalo késziilékkel (CEM, Matthews, NC) végeztiik. Az N-terminuson
acilezett, illetve szabad aminocsoporttal rendelkezé peptideket Fmoc/tBu
technikaval allitottuk eld, amelyhez a C-terminuson amid végzddést biztositd Rink
Amide AM tipusi gyantat hasznaltunk. A hasitast a késziilék 0,1 mol/dm3
HOBt-H20 és 20 % (V/V) piperidin-tartalmi DMF segitségével végzi el, melyhez
180 masodpercig 80°C-on 30 W teljesitményli mikrohullamt sugarzast alkalmaz.
Ezt kovetden torténik az aminosavoldat hozzaadasa négyszeres feleslegben, 0,2
mol/dm? koncentracioban, a funkcids csoportok aktivalasa a TBTU/HOBt/DIEA
stratégianak megfelelden torténik (aktivator reagenst, azaz 0,5 mol/dm?
HOBt H0 és 0,5 mol/dm® TBTU DMF-es oldatat, valamint aktivator bazist, azaz
2 mol/dm® DIEA NMP-s elegyét alkalmazzuk). Az aminosav gyantihoz, illetve a
megel6z6 aminosavhoz kapcsolasat (négyszeres aminosav-felesleg mellett)
szintén 30 W teljesitményli mikrohulldm alkalmazasaval, 80°C-on végzi a
késziilék, 300 masodpercen at. Ezt a két miiveletet ismételve felépithetd a kivant
aminosav-szekvencia. Az egyes reakciolépéseket kovetéen a késziilék DMF
hozz4adasaval és annak gyantarol torténd leszlirésével tavolitja el a reagensek
feleslegét. Amennyiben a ligandum N-terminusanak acetilezésére van sziikség, azt
az utolsoként kapcsolt aminosav Fmoc védGcsoportjanak hasitasat kovetéen 6 %
(VIV) ecetsavanhidrid- és 5 % (V/V) DIEA-tartalmit DMF oldat hozzaadasaval
végzi a késziilék. A szintézis befejeztével a peptidet tartalmazd gyantat
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diklérmetanos, 96 %-0s ecetsavas, 2-metil-2-butanolos, majd dietil-éteres
mosasnak vetettiik ala.

A peptidek gyantarol torténd hasitasat szobahomérsékleten, 94 % TFA, 2,5 %
TIS, 2,5 % H>0 és 1 % DODT elegyében hajtottuk végre. A hasitéelegy nem csak
a peptid gyantarol valo hasitasara, hanem az oldallancok véddcsoportjainak
eltavolitasara is alkalmas. A nyersterméket a hasitoelegy hideg dietil-éterbe
csepegtetésével csaptuk ki, a fehér csapadékot centrifuga segitségével valasztottuk
el a folyadéktol, majd dekantaltuk és az argongdzas szaritast kovetéen vizben
oldottuk fel ¢s lefagyasztottuk a liofilizalashoz.

Az eléallitott ¢és liofilizalt oligopeptidek tisztasdgat minden esetben
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval ellendriztiik, melyhez analitikai
Vydac Cis tipust kolonnat (250 mm x 4,6 mm; porusméret: 300 A; szemcseméret:
5 um) és Jasco MD-2010 plus diddasoros detektorral (222 nm, 254 nm, 280 nm)
rendelkezd fotométert hasznaltunk. A komplexek elvalasztdsdhoz félpreparativ
Vydac Cig tipusti kolonnat (250 mm x 10 mm; pérusméret: 300 A; szemcseméret:
5 um) és Jasco UV-2077 plus UV-lathato detektorral (222 nm, 254 nm, 280 nm)
rendelkezd késziiléket hasznaltunk. Eluensként 0,1 % (V/V) TFA-t tartalmazé
desztillalt vizet (A) és azonos TFA-tartalmu acetonitrilt (B) alkalmaztunk. Az
aramlasi sebességet 1,0-2,0 ml/perc tartomanyba allitottuk be.

A radioaktiv ®’Ga fémiont tartalmazé komplexeket y-detektorral rendelkezd
HPLC késziilékkel Dr. Jodo D.G. Correia lisszaboni kutatocsoportjaval
egyiittmiikddve (Centro de Ciéncias e Tecnologias Nucleares (C?TN), Instituto

Superior Técnico, Universidade de Lisboa, Portugalia) vizsgaltuk.

3.5 pH-potenciometria

Az oldatfazisban végbemend komplexképzddési folyamatok egyensulyi
vizsgalatanak kivald és legaltalanosabb modszere a pH-potenciometria.
Amennyiben a komplexképzddés pH effektussal jar, tehat ha a fémion hatassal van
a ligandum protonalddasi egyensulyara, akkor alkalmazhaté ez a modszer. A
vizsgalatokkal a képzodd asszociatumok Osszetételét és stabilitasi allandoit
hatarozhatjuk meg, a kovetkezOkben leirtak alapjan. Mivel a deprotonalt
ligandumok gyenge bazisnak tekinthetdk, ezért a komplexképzddés kompetitiv
reakciot jelent a H'—ion és a fémion kozott, mely az alabbi egyensullyal
jellemezheto:

nHL + M™ <== ML™"" 4+ nH"
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A H'—ionok felszabadulasanak eredményeképpen a pH mérésébdl
kovetkeztetni tudunk a képz6dd komplex(ek) stabilitdsara. A  bruttd
komplexképzddési folyamatra a kovetkezo altalanos egyensuly irhato fel:

pM+qL +rH === ML H,

ahol M = fémion, L = teljesen deprotonalt ligandum, H = proton, miga p, q, r
= sztochiometriai egyiitthatok. Az egyszeriibb kezelhetéség miatt a részecskék
toltését nem tiintettiik fel.

A képz6dd MplLqH; altalanos dsszetételti komplex Bpqr stabilitdsi allandojat az
alabbi egyenlet szerint definialhatjuk:

_ [MquHr]
" IMPILIHT

Amennyiben a rendszer csak fémiont, protont és ligandumot tartalmaz, akkor
az haromkomponenstinek tekinthet6. Erre a harom komponensre felirt
anyagmérlegek a kovetkezoek:

~[H1+ 306, M1 1)),
Co =M1+ p, 5, IMV/ T H)
C, =11+ 3.5, (M) 1) (1))

Ha a ligandum protonalt formaja és a fémkomplexe kozott mérheté kompeticio
van, akkor a komplexek stabilitasi allandoit meghatarozhatjuk a titralasi gorbe
elemzésével. A kisérleti adatokbol a fémkomplexekre meghatarozott stabilitasi
szorzatokat a SUPERQUAD? és a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszékén kifejlesztett PSEQUAD?! nevili szamitdgépes programmal
szamitottuk ki. A program a komponensekre felirt anyagmérlegek megoldasaval,
iteracios modszer segitségével meghatarozza a feltételezett komplexek stabilitasi
allandoit.

Az értékelések soran el6szor bemend adatként meg kell adnunk a méréoldat
térfogat — pH adatparokat, a komponensek (M, L, H) és asszociatumok (a ligandum
kiilonb6z6 protonaltsagi  fok(  részecskéi, MpLqH: fémkomplexek ¢és
hidroxidokomplexek) szamat, és az utobbiak pontos sztochiometriai 6sszetételét

crer

ismert és az 1smeretlen kozelitd stabilitasi szorzatokat.
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Ezek mellett tovabbi sziikséges paraméterként meg kell adnunk, a minta
altal kijelzett pH-értéknek egyensulyi koncentracioval kifejezett pH-értékre
torténd atszamitasahoz sziikséges n. lrving-féle korrekciods tényezot. >

A program az altalunk feltételezett asszocidtumok és kozelitd stabilitdsi
szorzatok figyelembevételével, Newton-Raphson iteracioval végzi a kozelitést
mindaddig, mig a méréoldatra nézve a Z(Vmern— Vizamon)? értéke minimumot ad (V:
a hozzaadott mérdoldat térfogata). Valamennyi megadott pH-értéknél kiszdmolja
tartozo standard deviacid értékét. Az iteraciosorozat végén megkapjuk a finomitott
stabilitasi allandokat, a kisérleti és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozo
[Vmert — Vszamoli| €rtékek atlagat (illesztési paraméter) és egy adott, kivalasztott
komponensre vonatkozéan — ami altalaban a fémion — kirajzolja az asszociatumok
koncentracio-eloszlasi gorbéjét a pH fiiggvényében.

A szamolt stabilitasi allandok mellett a zarojelben 1évo érték minden esetben
a standard deviaciot jeloli. A rendszer modelljének a feltételezett asszociatumok
egy adott Osszességét nevezziik. Az a modell fogadhato el, mely kémiai
megfontolasok alapjan értelmezhetd, €s amelynél az illesztési paraméter a
legkisebb.

A dolgozatban szereplé koncentracioeloszlasi gorbéket a SED program
Windows alatt futd valtozata segitségével, a MEDUSA nevii programmal®®
szerkesztettiik meg a képz6édd komplexek Osszetétele és stabilitasi allanddja,

A pH-potenciometrias méréseket Mettler Toledo T50 titratorral és Metrohm
6.0255.100 tipusti double junction iivegelektroddal allando, 1 = 0,20 mol/dm?
KNO; kdzegben, mig a | = 0,20 mol/dm® KCl-tartalmt minték esetében Mettler
Toledo DL50 tipusu, DG 114-SC kombinalt tivegelektroddal felszerelt késziilékkel
végeztik. A mérOmiiszert minden méréssorozat eltt az ismert modon
hitelesitettiik kalium-hidrogén-ftalatra, (c = 0,0500 mol/dm?, t = 25,0°C, pH =
4,008), és a vizionszorzat értékére sav-bazis titralasok segitségével (I = 0,20
mol/dm3, t = 25,0°C, pKw = 13,756 £ 0,01). A hidrogénion-koncentraciét az
Irving-féle korrekciot figyelembe véve a mért pH értékbdl hataroztuk meg. A
mérdoldatként alkalmazott kalium-hidroxid lagoldat pontos koncentracidjat ismert
Gran-féle linearizalasaval.”** A pH-potenciometrids méréseket a pH = 2,0 — 11,5

tartomanyban végeztiik vizes oldatban (ekkor elhanyagolhaté a diffGzios
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potencialok kiilonbsége az alkalmazott elektrodok esetében), ahol a 25,0 = 0,1°C-
os homérsékletet ultratermosztattal tartottuk fent. A mintak titralasa specidlisan
kialakitott csiszolatos titraloedényekben tortént, tisztitott argon atmoszféra alatt,
kizarva az oxigén és széndioxid bejutasat a rendszerekbe, illetve a gazaram
biztositotta a kevertetést is. A mintak kiindulasi dssztérfogata 4,00-15,00 ml, mig
a ligandum koncentracioja 1-10 mM kozott valtozott. A ligandum torzsoldat
protondlt formdjat alakitottuk ki, ezutin KOH mérdoldattal titraltuk. A felvett
titralasi gorbéket pedig SUPERQUAD nevii program?? segitségével értékeltiik ki.
A lassu komplexképzodési folyamatok miatt egyedi mintdas modszerrel is
dolgoztunk. A vizsgalt rendszert6l fiiggben, ismételt NMR mérések alapjan 3—7
napos egyensuly beallast tapasztaltunk. A komplexképzddést kiillonbozé fémion-
ligandum aranyoknal tanulmanyoztuk, néhany esetben pedig fémion felesleg
alkalmazasa mellett is végeztiink méréseket. Tobb realis modell esetén (példaul ha
két részecske képzddése azonos pH-effektussal jar) a pH-potenciometria alapveto,
de nem elegend6 az oldatban keletkezé részecskéknek és azok eloszlasanak a
feltérképezéséhez. Az ilyen esetekben mas szerkezeti informaciokat hordozo
modszereket (példaul NMR spektroszkopia) hivtunk segitségiil, melyek jol
kiegészithetik a potenciometrias méréseket.

3.6 Magneses-magrezonancia spektroszkopia (NMR)

Az NMR spektroszkopia egyebek mellett alkalmas a ligandumok
protondlodasi folyamatainak €s a fémkomplexek oldatbeli szerkezetének
vizsgalatara. A d° elektronszerkezetii, kis spinszamt Ru(Il)-fémion diaméagneses,
azaz komplexei alkalmasak NMR spektroszkopias vizsgalatokra. A legtobb
esetben az NMR id6skalahoz viszonyitott lassu ligandumcsere miatt a szabad és a
komplexben kotott fémion (és/vagy ligandum) jelei elkiiloniilnek egymastol, a
megfeleld protonokhoz rendelheté kémiai eltolodas értékek valtozasaibol pedig
kovetkeztethetiink a ligandum fémionhoz valé koordinalodasara. A mérések soran
a vizes kozegbeli pufferre kalibralt pH-mér6 altal kijelzett értekek a DO
oldatokban a pH* értékeknek felelnek meg. A mintak elkészitésekor a
nehézvizes oldat formajaban hasznaltuk (1 = 0,20 M KCI vagy KNO3). Az oldatok
pH* értékeit DCl-, DNOg3- és NaOD-oldatok segitségével allitottuk be a kivant
értékekre, belsé standardként natrium-3-trimetilszilil-propanszulfonatot (TSP)
alkalmaztunk. A vizsgalatok soran 3-7 napot vartunk az egyensuly teljes
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beallasaig. A vizelnyomasos (WG) NMR méréseket 10 % D,0, 90 % H,O oldoszer
elegy felhasznalasval végeztiik.

A deutérium-oxidos oldatokban mért pH* értékeket a Gross-Butle-Purlée
egyenlet felhasznéldsaval szamitottuk at pD-skéldra.?®> Minden NMR 4bran a pH*-
t tiintettiik fel, melyet a kovetkez6 egyenlet alapjan szamoltunk: pD = pH* + 0,40.

Az NMR-méréseket Bruker AM 360 MHz FT-NMR, illetve Bruker Avance
DRX 400 MHz FT-NMR késziiléken végeztiik, a kiértékeléshez pedig az 1D WIN-
NMR, valamint a MestReNova szoftvert hasznaltuk. Az altalunk eldallitott
peptidek tisztasaganak ellenérzését €s azonositasat is elvégeztiik, valamint azok
pH-fiiggd spektrumait is felvettik. A jelek eltolodasa, szélesedése vagy
multiplicitdsanak valtozédsa jelezheti az adott funkcidscsoport koordinécidjat a

fémionhoz.

3.7 UV-lathato spektroszkopia

A spektrumokat Perkin Elmer Lambda 25 tipust kétsugaras fotométeren
vettiik fel, kiillonboz6 pH értékeken, valamennyi esetben 1,000 cm tthosszi kvarc
kiivetta alkalmazasa mellett. Az adott hullimhosszon regisztralt spektrumbol a
képz6d6é komplexek szerkezetére, geometridjara tudunk kovetkeztetni, emellett a
Lambert-Beer torvény (A = g-c'1) mennyiségi meghatarozasra is lehetdséget ad. A
spektrumok regisztralasat a cég altal rendelkezésiinkre bocsatott szoftverrel
végeztiik, a hullamhossz — abszorbancia adatparokat Excel tablazatkezeld program
segitségével abrazoltuk. A spektrumok kiértékelését és termodinamikai stabilitasi
allandok meghatarozasat PSEQUAD program?®! segitségével végeztiik el.

3.8 Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

Optikai  forgatoképességet mutatnak azok a molekuldk, melyek
polarizalhatosaguk anizotropidja miatt a jobbra, ill. a balra cirkulérisan polarizalt
fényre nézve kiilonbozo torésmutatojiiak. Ha egy ilyen kozegen sikban polarizalt
fényt bocsatunk at, a fény polarizacios sikja elfordul. Az [a] elfordulas mértéke a
torésmutaton kiviil fiigg az oldoszert6l és a homérséklettol, valamint a mérés
hullamhosszatol. A hullamhossz fiiggvényében felvehetjik az optikai
forgatoképességi diszperzid gorbéket. Az optikailag aktiv anyagokban a jobbra és
balra cirkularisan polarizalt sugarzas nemcsak kiilonb6z6 torésmutatoval, hanem
kiilonb6z6 abszorpcids koefficienssel is jellemezhetd. Ennek kovetkeztében a
kilép6 sugarzas elliptikusan polarizalt lesz. A sikban polarizalt fény két
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Osszetevojének kiilonbozo abszorpcidjat cirkularis  dikroizmusnak, vagy
felfedezdjérol Cotton-effektusnak nevezik. A kétféle fénysugar abszorpcidjdnak
kiilonbségét (Ae = epa — €jobn) a hulldmhossz (A) fiiggvényében abrazolva
megkapjuk a CD gorbét. Csak azoknak a molekulaknak van CD spektrumuk,
melyek optikailag aktivak. A fémkomplexek optikai aktivitaisa a komplex
okozhatja a kodzponti fémion aszimmetria centrumma valasa, ami a komplex
optikai aktivitasat eredményezi. A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves
Kémiai Tanszékén végeztiik Dr. Kurtan Tibor kozremiikodésével. A spektrumokat
JASCO-810 spektrométeren, szobahdmérsékletli és ionerdsséget nem tartalmazo
vizes oldatokban vettiik fel kiilonb6z6 pH-értékeken, illetve fémion-ligandum
aranyoknal. A mérésekhez 1,000 cm-es Gthosszusagh kvarc kiivettat hasznaltunk.

crer

A tomegspektrometria (Mass Spectrometry, MS) a kiilonb6z6 szerves és
szervetlen molekuldk ionizacidjan, majd ezen ionok relativ tomegének
meghatarozasan alapuld, nagy hatékonysagu analitikai eljards. Az egyes m/z
értékekhez tartozd ionok relativ intenzitdsa mérhetd, igy fel tudunk venni egy
tomegspektrumot, ami a mintabdl képz6dd ionok relativ intenzitasat abrazolja a
tomeg/toltés (m/z) fliggvényében. Ez a mérési modszer rendkiviil pontos, igy a
természetes izotop eloszlas ismeretében pontosan megtudjuk hatdrozni, hogy
milyen dsszegképlet rendelhetd az egyes intenzitds csoportokhoz, alatimasztva
mas vizsgalati modszerek altal meghatarozott szerkezetet.

Az eloallitott ligandumok és a képzodo fémkomplexek azonositasara és
Osszetételilk igazolasara kivaldé modszer a tomegspektrometria. A vizsgalat
gazfazisban tortént, a vizes oldatokat elektroporlasztasos ionizacid segitségével
alakitottak gaz halmazallapotuva. A képzddo részecskék lagy ionizacion mentek
keresztiil, a fragmentacid igy igen kismértékdi, tehat a komplex
molekulatdmegének ismeretében hozzarendelhetok a direkt jelek. A vizsgalt
komplexképzddési folyamatokban a képzddott részecskek toltésétol fliggben a
méréseket pozitiv és/vagy negativ modban is elvégeztiik. Vizsgalatainkhoz a
fémiont 0,10-1,00 mM koncentracidban tartalmazoé mintakat allitottunk Ossze
vizes kozegben, melyeket a vizsgalat targyatol fliggben kiilonbozo pH értékeken,
kiilonb6z6 fémion—ligandum aranyok mellett tanulmanyoztunk. A méréseket a
Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén Bruker micrOTOF-Q ESI-
TOF késziiléken végezték. Kalibralé oldatként natrium-trifluoracetat oldatot
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hasznaltak. A tdmegspektrumokban a hattércsticsokat (n-butil-benzénszulfonamid
+H*: 214 m/z; +Na*: 236 m/z, illetve annak fragmensei: 158 és 141 m/z-nél) x-el
jeloltik.

3.10 Kvantumkémiai szamitasok (DFT)

Nemzetkozi egyiittmiikddés keretében a stirliségfunkciondl-elmélet (DFT,
Density Functional Theory) szamitasokban Dr. Eugenio Garribba és Valeria
Ugone (Department of Chemistry and Pharmacy, University of Sassari, Via
Vienna 1, 1-07100 Sassari, Italy), illetve Lihi Norbert (Debreceni Egyetem)
nyUjtott segitséget. Ezzel a modszerrel az [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]?* és harom
hisztidin aminosavat tartalmazo6 oligopeptidek (Ac-HAHAH-NH; és Ac-HAHH-
NH), tovabbd a hisztidint tartalmazé dipeptidek ruténium(Il)-fémiont is
tartalmazd rendszerében keletkez6 komplexek geometriajanak teljes
optimalasdhoz a Gaussian 09 (rev. C.01)?*®® szoftvert hasznélték, azon beliil is a
B3P86 funkcionalt alkalmaztak.?® A szamitisokban a ruténium esetében az ECP
SDD (Effective Core Potential’s Stuttgart-Dresden)?’ és a LANL2DZ?®%, mig a
ligandumra a 6-311g baziskészlet egylittesét és frekvencia analizist hasznaltak. A
energiaja a B3P86/6-311g funkcionallal szamoltak vizes oldatban az SMD modellt
hasznélva. Ez a modell j6 eredménnyel josolja meg a szolvatacids szabadenergiat
(AGYq = AE®® + AG™™ + A(AG™VY)).2% Példaként: egy A’ molekula akkor
stabilabb a ’B’ molekulanal, ha az A 2 B reakciot nézve a relativ szabadenergia
érték nagy pozitiv szamot ad, mig az a B 2 A reakciot nézve nagy negativ AG"%%q
értéket kapunk.
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4. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK
4.1 Uj peptid ligandumok szintézise és pH-potenciometrias vizsgalata

Szilardfazist peptidszintézissel (3.4 fejezet) uj, N-terminalisan védett harom
hisztidint (Ac-His-His-His-NH,, Ac-His-Ala-His-His-NH;, Ac-His-Ala-His-Ala-
His-NH,, Ac-His*-Ala-His*-Ala-His*-NH,), valamint N-terminalisan szabad
hisztidil-alanil-valinil szekvenciat tartalmazé (H-His-Ala-Val-Ala-His-His-His-
NH,, H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NH,) oligopeptideket (15. dbra: 111.A.-1V.B.)
allitottunk el6. A szintetizalt oligopeptidek tisztasagat és azonossagat HPLC, ESI-
MS, valamint NMR mddszerrel ellendriztiik. pH-potenciometrias titralassal — az
N3-metilezett Ac-His*-Ala-His*-Ala-His*-NH, kivételével — meghataroztuk a

deprotonalédasi allandoikat 0,20 mol/dm® KNOs ionerdsség mellett. A szdmolt
deprotonalodasi alland6 (pK) értékeket az 2. tdbldazathan tintettiik fel.

2. tablazat: Szilardfazist peptidszintézissel eldallitott oligopeptidek
pH-potenciometriasan meghatarozott deprotonalddasi allandoi (pK),
| = 0,20 mol/dm3® KNOs, t = 25,0°C

- z
N I - o
o T pa T =
T pd + T .
Z T < Iz >
T T T < <
T < < <>E <>E
T T L T T
[&] [&] (&) 1 ]
< < < T T
pK1 5,61(1) 5,71(1) 5,80(1) 5,22(5) 5,44(1)
pK, 6,32(1) 6,34(1) 6,33(1) 5,63(4) 7,27(2)
PK, 6,95(1) 6,94(1) 7,02(1) 6,35(5) 9,52(3)
pK, - - - 6,83(3) -
PK, - - - 7,91(4) -
2pK 18,88 18,99 19,15 31,94 22,23

Az 2. tdblazatban szerepld harom hisztidin aminosavat tartalmazo
oligopeptidek értékeit osszehasonlitva elmondhato, hogy a pK értékek szdma és
értéke megfelel a szekvenciaban elhelyezkedé harom imidazol egységnek, ezzel is
bizonyitva a peptid azonossagat. A szamitott deprotonalddasi allandok jo egyezést
mutatnak az azonos koriilmények kozott meghatarozott értékekkel, az 5,6-7,0
tartomanyba esnek, mely a kis tagszamu hisztidin egységet tartalmazo peptidekre
jellemz6.7579240 A pK értékek Ac-HHH-NH,-t81 az Ac-HAHAH-NH,-felé torténd
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kismértékii novekedése utalhat az egymastdl a szekvenciaban egyre tavolabb
elhelyezkedd imidazol egységek kozott kialakuld hidrogén kotések hianyara. Az
N-termindlison szabad aminocsoportot tartalmazé6 H-HAVAHHH-NH:
heptapeptid esetében az 5,2—6,8 kozotti pK értékek a hisztidil egységhez, mig a

7,91-es érték a szabad JH

ammoniumcsoporthoz rendelhets. |11 - /”‘
10 A

A H-HAVAY-NHynél a pKy = |9 ,

5,44 az imidazo6lium oldallanchoz, 3 ]

a pKe = 727 a szabad | ¢]

ammoniumcsoporthoz, migapKs= | | :/-‘
2

000 005 010 015 020 025 030 035

9,52 érték a tirozin fenolos

hidroxilcsoportjahoz rendelhets. A Vicon (mD)
16. abran példaként feltiintett 16. abra: A H-HAVAY-NH; pentapeptid
titralasi gorbén jol lathato a H- reprezantativ titralasi gorbéje.

HAVAY -NH; pentapeptid harom deprotonalodasi 1épcséje.

4.2  A[(n®p-cimol)Ru(H20)3]? kation kdlcsonhatasa His-modell
kismolekulakkal

Részletesen tanulmanyoztuk a modelliil valasztott félszendvics [(n®-p-
cimol)Ru(H20)s]?* kation kélcsdnhatasat a kis molekulatomegii N-donoratomi N-
metilimidazollal (Meim) és N-acetil-hisztaminnal (AcHm), melyek a His-tartalmu
peptidek modellvegyiileteinek tekinthetéek. A kereskedelmi forgalomban kaphatd
ligandumok szerkezeti képlete a 15. dbra: 1.A-B-n lathato.

A komplexképzddés soran az N-metilimidazol a 3-as helyzetben 1év6 nitrogén
donoratomjan keresztiil tud koordindlodni a félszendvics szerkezetli ruténium(1l)
kationhoz, mig az N-acetil-hisztaminnal a tautomerizacios folyamatnak
kdszonhetden, az N1-es és az N3-as nitrogénen is bekovetkezhet a deprotonalodas
vagy a fémion koordinaloédasa. Ezeknek a ligandumoknak a protonalodasi
allandoit mar korabban meghataroztak, azonban ezt mi is elvégeztiik, hogy a
kisérleti koriilményeink mellett is rendelkezésre alljanak ezek az adatok. A 3.
tablazatban feltiintetett két ligandum esetében, | = 0,20 mol/dm* KNO; és KClI
ionerdsség mellett meghatarozott protonalodasi allandok (logKuL) jo egyezést
mutattak az irodalmi értékekkel.*** Az oldategyenstlyi vizsgalatok soran
kiilonb6zé  fémion—ligandum aranyoknal pH-potenciometrids titralasokat
végeztiink a [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]>~Meim és a [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]*~
AcHm rendszerekben. A szokéasos pH-potenciometrias mérések soran azonban
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nem allt be az egyestly, ezért egyedi mintakat készitettiink. A 3. tablazat az egyedi
mintés [(n5-p-cimol)Ru(H20)3]*>*~Meim rendszernél szamitott stabilitasi allando

3. tablazat: A ligandumok pH-potenciometriasan meghatarozott protonalodasi

allandoi (logK) és az egyedi mintas, 1:1

és 1:3 aranyt M:L rendszer (M = [(n5-p-

cimol)Ru]?* és L = Meim) komplexeinek stabilitasi dlland6 (logf3) értékei, | = 0,20

mol/dm?® KNO3/KCI, t =

25,0°C. *NMR, " UV-Vis

logK
Mért érték Irodalmi érték?4!
KNO3 KCI KNOs
AcHmM 7,06(1) - 7,02
Meim ;éggga 7.11(1) 7,06
logfs
KNO3 KCI
[ML(H20)2)%* 7,22(6) -
[ML,(H20)])?* 13,7(1) -
N 19,3(2) 16,8(1)
[M |-3]2 18,6(1)b -
[ML(H20)(OH)1* 2,7(1) -
[ML2(OH)T* 7,9(2) -
[ML(CI)z] - 9,10(5)
[MLx(CDT* - 13,71(9)
Illesztési paraméter 0,00284 0,00235
Illesztett pontok szama 114 88
pH tartomany 2,0-8,0 2,0-11,0
pKML 4,52
PKwmL, 58
logKwmL, 6,5
|0gKM|_3 5,6

értékeket tartalmazza. A nem egyedi

mintas, pH-potenciometrias mérések

soran kapott titralasi gorbék
lugekvivalensre valé atszamoldsa utan
kapott abrain egyiitt latszik a ligandum
(a), illetve az 1:1 (b), 1:2 (c) és az 1:3 (d)
aranyu rendszerek gorbéi, (17. abra).
Megfigyelhetd, hogy mar pH 3 felett
elvalnak a fémiont is tartalmazé mintak

gorbéi a csak ligandumot tartalmazo

[N
)

2o
o

%

pH

N WA OO N o ©

___—‘
-2,0 -1,0

00 1,0
lig ekvivalens
17. abra: A szabad ligandum (a),

az 1:1 (b), 1:2 (c) és 1:3 (d) aranyu
[(m8-p-cimol)Ru(H,0)3]>*~Meim
rendszer titralasi gorbéi (0,20 M KCl).

2,0 3,0
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minta titralasi gorbéjétdl, ami azzal | PH

11 e .
magyarazhaté, hogy mar ilyen | 10 - -

5 B
savas kozegben is van ] ;

komplexképzodés. Az egyensuly
lasst beallasat az UV-lathato és H
NMR spektroszkopiai
modszerekkel kapott eredmények is

ANW AR OO N
.
\
.

0.20
Vkon (ml)

18.4bra: Az egyedi mintés 1:1 (a) és 1:3 (b)
ardnyt [(n8-p-cimol)Ru(H20)s]**—Meim
rendszer titralasi pontjai.

0.00 0.05 0.10 0.15

alatamasztottak. Ezért a részletesen
vizsgalt [(n®-p-cimol)Ru(H,0)s]*—
Meim

rendszerben  képzo6do

komplexek stabilitasi alland6inak

meghatarozasara 1:1 és 1:3 aranyu egyedi mintak pH-mérésével kapott titralasi
pontokbdl hataroztuk meg az egyensulyi modellt és a rendszerekben képz6dd
komplexek stabilitasi szorzat értékeit (/8.dbra, 3. tabldzat). A rendszert jellemzo
koncentracio-eloszlasi gorbéket a 19. dbrdn tiintettiik fel. Ahogy azt az 1:3 aranya
szamitott koncentracié eloszlasi gorbék is alatamasztjak, a fémionnak mind a
harom szabad koordinacios helyére az Meim ligandum kotodik fiziologias pH-n.

Ru%
100
90
80
70
60
50
40
30

A

|\/|2Jr [ML]2+

Ru%

100
90
80
70

B
[M |_3]2+

[ML2H-1]*

20
10

0 -
2,0 3,0

[ML2]%

0 1 T
2,0 3,0

1

50 60 70 80 40 50 60 70 80
pH pH

19. abra: A [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]>*~Melm 1:1 (A) és 1:3 (B) aranyt rendszerek
szamitott koncentracideloszlasi gorbéi (Cmeim = 9,99 mM, 1 = 0,20 M KNO3).
M = [(n®-p-cimol)Ru]?* és L = Meim.

40

s

vegyes hidroxidokomplexek, [MLH.1]* és [ML2H.]" jelennek meg KNOs
ionerésségnél. A biologiailag relevansabb KCI ioner6sség mellett a hidrolizis
visszaszorulasat és vegyes [MLCI,] és [ML.CI]* kloridokomplexek képz6édését
tapasztaltuk.

A vizsgalt rendszerekben képz0dd komplexek Osszetételének igazoldsara,
kloridion jelen- és tavollétében ESI-MS méréseket is végeztiink. A [(n®-p-
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cimol)Ru(H20)3]?*~Meim és a [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]>*~AcHm rendszerekben
képz8do részecskék mért és szamolt m/z értékeit a 4. tabldzatban gytijtottiik ossze.

4. tablazat: Az M : L rendszerek (M = [(n5-p-cimol)Ru]?*; L = Meim vagy AcHm)

kiilonb6z6 pH-értékeken felvett ESI-MS spektrumainak mért és szamolt elméleti m/z

értékei.
Ligandum (L): Meim AcHmM
Mért (m/z)  Elméleti (m/z) | Mért (m/z)  Elméleti (m/z)
[ML(NO3)]* 380,056 380,055 451,089 451,092
[ML(H20)(OH)]* 353,043 353,080 424,074 424,117
[ML(OH)]* 335,073 335,070 406,108 406,107
[MLz(CDT* 435,088 435,089 577,138 577,163
[ML2(NO3)]* - - 604,158 604,182
[ML2(H20)1? - - 280,101 280,102
[ML2(OH)]* 417,124 417,123 559,186 559,197
[ML3g)?* 241,086 241,086 347,652 347,642
[M2(O)(OH)]* 505,024 505,026 505,023 505,026
[M2(OH)s]* 523,041 523,037 523,042 523,037

A detektalt részecskéknél minden esetben a szamolt izotop eloszlassal valo
Osszevetést is elvégeztiik, ahol jo egyezést kaptunk. Reprezentativ példaként az 20.
abran tiintettiik fel a [(n®-p-cimol)Ru(Meim),]?* és a [(n®-p-cimol)Ru(Meim),CI]*

Osszetételll részecskének a mért és a természetes izotopeloszlast figyelembe vevo

4

x10* x10

& o= o o e fen e I
& Sk ﬁg.ﬁg Gg o L1549 mg%g% g‘% L
£2] 8 2z 52| 82 & EM2zgamie 3z g3
B cwm 23338 25 0% SLdZ EZ D 99 % E£% 2 23
E 12 = £7 77 & ﬁ = E a2 e - s 8 s
ENSEE LT OLR EesEE 95T
0 A \ \ ) | i . 1Y N N | S | S L S L LA
2000+ e = o o - 2000+ 222 21 o o«

—_ = e = X X X -~
ISOO-EMQ;:S-‘?:E\F.%SS s, 2 2328 2 8¢
1000{ = %ogglﬁﬁ,\gQ it w2 g gl fel 2232
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s0{ = 5 % f }\ Il o /\ s 500 ,_?r 2| ‘ f\ ¥ %3
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197 198 199 200 201 202 430 432 434 436 438 440
A z B m'z
20. abra: A [(n8-p-cimol)Ru(Meim)2]?* (A) és a [(n®-p-cimol)Ru(Meim),CI]* (B)
pozitiv MS modban mért (felsd) és szamolt elméleti (alsod) izotop eloszlasai.

szamolt tomegspektrumat. Megallapitottuk, hogy a pH fiiggd ESI-MS vizsgalatok
soran detektalt, a [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]*~Meim és a [(n5-p-cimol)Ru(H20)s]*—
AcHmM rendszerekben képzodo részecskék Osszetétele megegyezik. A pH-
potenciometrias titralasok mellett *H NMR spektroszkopids modszerrel is
meghataroztuk a ligandum protonalodasi allandojat. A Meim esetén ezt a 3.
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tablazatban lathatjuk egyiitt. A két modszerrel meghatarozott logKy értékek nem

D
115 S S SR SR ETF
1936 — A 18,92
* 843 ke T ,,.,,,,,,J;&
e ‘ 7,82 . _ " l 6,87
) | 7,63 " — .L659
\ 6,61 . . _a " [ 5.80
| I 6,05 e B o N L 4,96
B L | 562 o . [ 2,80
. s . D 2
* 2.C Pl am " > - E|
T T L T T T T T L T T T T T T 77 T T T T T
90 85 890 :1,5 7,0 40 35 8,8 84 8,0 7,6 72 6,8 34 3,0 2,6 22 1,8
3 (ppm) 8 (ppm)
21. abra: A Meim (bal spektrum) és az AcHm (jobb spektrum) ligandumok D,O-ban
felvett *"H NMR spektrumai kiilonbdz6 pH értékeken, 1 = 0,20 M KNOs, T = 25,0°C.

pontos egyezésének magyarazata a kiilonbozé oldoszer (H2O és D20O) hatasaban
keresendd. A 21. abra bal felsé sarkaban a vegyiilet szerkezetében talalhatd
protonokhoz hozzarendeltik a mért jeleket. Természetesen a savas pH-n a
protonalt, mig a lugos pH-tartomanyban a ligandum pK értékének megfelelé pH
folott, a deprotonalt forma van jelen. Az N-metilimidazol esetében a savas pH-n
feltehetden a gyors csere miatt jelosszeolvadas tortént, ezért kezdetben egy
szingulettet kapunk. A 7,4 ppm

kémiai eltolodasnal 1évé szingulettet

integralva két protonnak adodott,
mely a B és C jelnek felel meg (21.
abra). Mind a két ligandum esetében
az alifas jelekhez viszonyitva, az
aromas tartomanyban 1évé hidrogén
jelek  mutattak nagyobb kémiai
eltolodast. Az AcHm molekula

viszonylag  kisméretli, igy a

(de)protonalodas  hatassal — lehet W EREE YR
valamennyi hidrogénjének kémiai pH
eltolédasara (22. dbra). Amig az E-vel 22. abra: A beillesztett abran jelolt, AcHm

jelolt acetil CHa-csoportjan 1évé ligandum hidrogénjeinek pH fiiggd kémiai

eltolodasa.

harom hidrogénre hat legkevésbé a pH
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novelés, azaz a molekula deprotonalddasa, illetve komplexbe valé kotddése, addig
az imidazolilgytirti deprotonalddasa (pK = 7,06) miatt a két nitrogén kozotti, A-val
¢és B-vel jelolt hidrogének kémiai kdrnyezete jobban megvaltozik, ezért nagyobb
eltolodast szenved. Ha nincs zavard tényezo, példaul a jelek egymasba tolodasa,
akkor a komplexképzddés jol megfigyelheté lenne a gytirtihidrogének aromas
jelein, a 7,0-9,0 ppm tartomanyban. Mint azt a késébbiekben is latni fogjuk, a
fémionnal vald kolcsonhatas NMR vizsgalata soran a Meim esetében (23. dbra)
célszeriibb volt a spektrum alifas tartomanyanak kiértékelése. A 3,7-4,0 ppm
tartomanyban a Meim gytriimetilje, a 1,8-2,3 ppm k6z6tt a p-cimol gylriimetilje
(3. dbralB), valamint az 1,0—1,4 ppm tartomanyban a p-cimol izopropil metiljeinek
(3. dbralA) dublettjei jelentek meg.!

A 23. dbrdn az 1:1 és 1:3 aranyu mintdk pH fiiggd *H NMR spektruménak
alifas tartomanyat tiintettiik fel KNO3 és KCl ioner6sség mellett. A 23.abralA és B
spektrumsorozatan, pH = 2,60 (1:1 arany) és pH = 2,90 (1:3 arany) esetén, savas
pH-n a [M(H20);]?* (e) akvakation mellett harom 1j részecske p-cimol jelei
jelennek meg az 1,05 < 8 < 1,30 (3. dbralA) és a 1,75 < 6 < 2,25 (3. dbralB)
tartomanyban. Osszevetve az 1:1 és 1:3 aranyu mintak spektrumait, a savas pH
tartomanyban még nincs jelen a fémion hidrolizise, és az akvakomplex mellett
detektalt jelek az [ML]** (+), [ML]** (o) és az [ML3]** (x) komplexekhez
rendelhetdek. Osszhangban a pH-potenciometrias eredményekkel (19. dbra/B) a
pH névelésével, 1:3 aranynal a [ML,]** részecske rezonancia jeleinek intenzitasa
novekszik, majd csokken. A fémion hidrolizisekor képz6dé [M2(OH)s]™ (A)
mellett megjelennek a vegyes hidroxidokomplexek is, [ML(H2O)(OH)]* (A);
[ML2(OH)] (o) 1:1 aranynal, 6sszhangban a pH-potenciometrias eredményekkel
(29. dbralA). A 3,7 <8 < 4,0 ppm tartomanyban a Meim ligandum (23. abra/D) D-
vel jelolt szingulettje jelenik meg. Savas pH-n a szabad ligandum (#) mellett 1:1
aranynal két, mig 1:3 aranynal harom 1j jel jelenik meg, mely szintén alatdmasztja
az [ML]* (+), [ML2]** (o) és az [ML3)** (x) dsszetételli komplexek jelenlétét. Az
NMR eltolodasokbol és jelintegralokbol meghatarozott komplexek Osszetételét
tomegspektrometrias mérésekkel is  alatamasztottuk. A  kalium-Klorid
ionerésségnél felvett spektrumokban (23. dbralC és D) megjelentek az [MLCI;]
(©) és az [ML:CI]" (®) vegyes kloridokomplexek. Azt, hogy az [MLCI2]-rél vagy
[MLCI(H20)]" részecskérdl van sz9, 0,20 < cker < 2,00 M ionerdsség tartomanyban
végzett NMR vizsgalatokkal dontottiikk el. A spektrumokon nem tapasztaltunk
H>2O-CI™ kicserélddést, igy az elméletileg képzod6é [MLCI(H.0)]* kation helyett
az 1:1 osszetételli [MLCly] (¢) komplex van jelen.
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A pH e A A
l X ) lL@
* 606 o ] A e o sl b
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| )\ . o oo e
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6 (ppm) o (ppm)
23. abra: A [(n%-p-cimol)Ru(H20)3]>*~Meim 1:1 (A, C) és 1:3 (B, D) aranyt rendszerében detektalt részecskék pH-fiiggd
'H NMR spektrumainak alifas tartomanya. cyeim = 9,99 mM, D0, | = 0,20 M KNO3/KCl, t = 25,0°C.
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A [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]%—
Meim rendszerben képz6do
komplexek (24. dbra) kémiai
eltolodas  értékeit az 5.
tablazatban tintettiik fel.

'H NMR modszerrel
kimutattuk, hogy a Melm és az
AcHm ligandumok stabilan
kotédnek a  fémionhoz és
képesek megakadalyozni a
fémion hidrolizisét az 1:3
aranyl mintaban, pH 7,4-nél.

24. abra: A [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]**—Meim
rendszerben képzodo komplexek szerkezete.
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5. tablazat: A kiilonboz6 pH-kon detektélt szabad és komplexben kotétt [(n8-p-cimol)Ru]?* (M; 3.dbra) és Meim (L; 21. dbra) jelek
'H NMR kémiai eltolodas értékei (ppm).

Jelolés p-cimol; & (ppm) Meim; & (ppm)

A B C D D C B A
LH* # - - - - 3,91 7,43 7,43 8,64
L - - - - 9,70 6,99 7,10 7,60
[M(H20)3]* o’ 1,34 2,24 5,73 5,98 - - - -
[(M)2(OH)s]* A® 1,22 2,08 5,17 5,38 - - - -
[M(CI)(H0):]* mb 133 221 5,63 5,85 i : i :
[(M)Cl)s]* b 1,33 2,19 5,53 5,72 - - - -
[ML(H,0):]* ¥ 1,24 2,10 5,73 5,98 3,78 7,10 7,24 7,86
[MLo(H.0)]?* ° 1,16 1,91 5,70 5,96 3,73 6,96 7,20 7,69
[MLJ?* X 1,06 175 5,70 5,96 3,70 6,81 7.16 7,58
[ML(H;0)(OH)]* A 1,26 2,12 5,53 5,78 3,74 7,01 7,15 7,71
[ML,(OH)]* . 1,08 1,84 5,41 5,66 3,69 6,98 7,10 7,61
[ML(CI)2] 0 1,23 2,06 5,6 5,8 3,76 2 7,18 7,84
[MLo(CI)]* ® 1,15 1,85 5,59 5,85 3,70 7,04 7,13 7,73

3A jelek atfednek egymaéssal. PHiv.3
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4.3 A [(n8-p-cimol)Ru(H20)3]? kdlcsdnhatéasa hisztidint tartalmazd
oligopeptidekkel
A potencialisan koordinalodni képes hisztidin imidazolilcsoportot kiilonbz6
szekvencidban és tavolsagban tartalmazd oligopeptidek — két hisztidint tartalmazo6
nem védett dipeptidek (15. dbra: 11.A-C), valamint harom hisztidin aminosavat
tartalmazo, mindkét végén védett oligopeptidek (15. dbra: 111.A-D) -
kolcsonhatéasat vizsgaltuk a [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]?* kationnal.

4.3.1 Egy ¢és két hisztidin aminosavat tartalmazo dipeptidek
ruténium(Il)komplexei

A szabad N- és C-terminalist, kiilonboz6 pozicioban egy vagy két hisztidin
aminosavat tartalmazoé dipeptidek (H-Ala-His-OH, H-His-Ala-OH és H-His-His-
OH) (15. dbra: 11.A-C) kolcsonhatasat vizsgaltuk a p-cimol aromas ligandumot
tartalmazo félszendvics tipusu ruténium(Il)-fémionnal, hogy modellezhessiik a
fémion és az imidazolil oldallanc kozotti kdlesdnhatast.

Az oldategyensulyi vizsgalatok soran mind a harom ligandum ruténium(Il)-
fémiont is tartalmazo 1:1 aranyu rendszerében lassi komplexképzddés volt
megfigyelhetd, ezért minden esetben egyedi mintakat készitettiink. A H-Ala-His-
OH ¢és H-His-Ala-OH ligandumban négy potencialisan koordinalodni képes
donoratom talalhatd: a szabad N-terminalis aminocsoport (Namino), 8z imidazol
nitrogénjei (N1 vagy N3), az amidcsoport nitrogénje (N amig) és a C-terminélis
karboxilatcsoport oxigénje (O karboxilat), mig a H-His-His-OH dipeptidnél az eldbb
felsoroltakhoz képest plusz egy tovabbi imidazol (N1 vagy N3) tud koordinalodni
a fémionhoz. Annak kideritésére, hogy a [(n°-p-cimol)Ru(H20)s]** fémion harom
szabad koordinacios helyét mely donoratomok foglaljak el, kiilonb6z6 vizsgalati
modszereket hasznaltunk. Mivel a kloridion is egy potencialis koordinalodni képes
donoratom, ezért minden esetben megvizsgaltuk a mintakat KCl ionerdsség
mellett. Azonban az NMR és MS eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a Cl-
-ion nem vesz részt a koordinacioban.

A [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s3]>~H-Ala-His-OH rendszernél vizelnyomésos *H
(WG) NMR technikaval felvett pH fliggd spektrumok (25. dbra) azt mutattak,
hogy mar savas pH-n az akvakomplex (e; 2.24 ppm)3 mellett egy 6 részecske
van jelen (4, 2,00 ppm). A p-cimol protonjait a 3. abra szerint jeloltik. A 25. dbrdn
a p-cimol gyiirtimetil jelének tartomanyaban (1,9-2,3 ppm) a pH ndvelésével a £6
jel (&) csak kis eltolodast mutat, azaz feltehet6en nem torténik nagy valtozas a

47



Hisztidintartalmu oligopeptidek és modelljeik fél- és teljes szendvics Ru(ll)-
komplexei: oldategyensuly és szintézis

His Amid His  p-cimol His p-cimol p-cimol
pH NH NH Heg Hé, C;D CH, CH:
10,3 S IO DR 7 PO
887 ~ -
780 Lo
7,36 N N R A | N ,
552 o e B )
Y T T . L )
390 Lo i . B
29 oo .
234 o ;iv!"-.i-"!\,,,, e
200 ol o P .
120 90 85 80 75 70 65 60 55 43 39 35 31 27 23 19 15 11
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25. abra: A [(n%-p-cimol)Ru(H20)3]**—H-Ala-His-OH rendszernél vizelnyomasos *H
(WG) NMR technikaval felvett pH fiiggd spektrumok.

komplex szerkezetében. Az aromas tartomanyban az (5,5-6,0 ppm) a p-cimol
gylriiprotonjai, mig az a folotti
az

tartomanyban

Hel
— Hel
— Hd2
T Hbé2

imidazolgytirn 1évé protonok
(Hel és Hd2, NHim) és az
amidcsoport protonja adnak
jelet (26.
Osszehasonlitva savas pH-n a

N Hamid

- NHim

abra).

szabad és a komplexben kotott ' ‘

ligandum NMR jeleit, I 1

megfigyelheté, hogy az 120 115 110 105 12',{(1pm191:).=, 00 85 80 75 7.0

imidazol jelek eltolodnak a 26. dbra: A [(n-p-cimol)RU(H:0)s]2*—H-Ala-
nagyobb  térer6 felé (6.

His-OH rendszer (A) és a szabad ligandum (B)
vizelnyomasos 'H (WG) NMR technikdval, pH =

2,0-nél rogzitett spektrumai.

tablazat), illetve 12,0 ppm-nél
megjelenik tovabbi jel az 1:1
aranyu savas mintaban (26./A
dabra). A jelek hozzarendeléséhez vizelnyomasos *H-'H COSY NMR technikat
hasznaltunk (27. dbra). A *H-'H COSY NMR spektrumon j6l l1athato, hogy a H-
Ala-His-OH ligandumban 1évé hisztidin imidazolgytiriijén 1évé két proton (Hel és
H32) mind a szabad ligandumban, mind a komplexben kotott ligandumban csatol
egymassal (27. dbra, 6. tabldzat). Tovabba, a 12,0 ppm-nél 1évé jelet ado proton

48



Bihari Zsolt doktori (Ph.D.) értekezés

csatol a  komplexben
kotott ligandum Hel (12,0
ppm — 7,89 ppm) és H62
(12,0 ppm — 7,10 ppm)
protonjaival. Ez arra
utalhat, hogy az NI1-
nitrogénen helyezkedik el
a proton, azaz az N3-as
nitrogén koordinalodik a
fémionhoz. A  szabad
ligandumndl ez az NHim
jel a tautomerizacionak
kdszonhetéen nem jelenik
meg. Megfigyelhetd
tovabba az is, hogy 8,81

T L IFT
= Q
z NHamidqig) , J ‘ T |
A e ]
— f : e L 7.0
Ho62 J: (] : T\T 9 ' S
Ho2ig 1 | - “—‘l’ """ ! " Fra
1 E E CH [ F7.6 =
o @ : P L7 B
] T A el
ML) S
| H H ) 8,4
J ~__ -
Helig f‘ — %8
12,0 11,511,010,510,0 95 90 85 80 75 7,0
8 (ppm)
27. abra: A [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]>—H-Ala-His-
OH rendszer, pH = 2,0-n régzitett 'H-'H COSY
NMR spektruma.

ppm-nél csak a szabad ligandum aCHnis-val csatold NHamig protonjanak dublettje
jelenik meg (26. abra/A), mely igazolja az 1:1 aranyi mintaban Ru(ll)-fémion

indukalt amidcsoport deprotonalddast és koordinaciot. Hiszen ha a fémion az amid

nitrogénhez kotédik, akkor az amidnitrogénen 1év6 proton leszorul, igy az aCH-
val mar nem ad keresztcsucsot az NMR spektrumban.

6. tablazat: A komplexben nem ko6tott dipeptidek, illetve a
[(m8-p-cimol)Ru(H20)3]**—H-Ala-His-OH / H-His-Ala-OH / H-His-His-OH
rendszerekben pH = 2-nél rogzitett kémiai eltoldodas értékek aromas tartomanya.

H-Ala-His-OH H-His-Ala-OH H-His-His-OH
H (WG) NMR
NH NH NH
§ (ppm) Hel H&2 Hel H82 Hel H32
amid amid amid
komplexben nem 8,60 7,31 8,81 8,68 7,45 8,83 8,66 7,42 8,95
kotott, pH = 2,0 8,60 7,30
komplexben kotott, 7,89 7,10 8,59 6,98 9,81 8,62 7,07 10,1
pH=2,0 8,60 6,96
+0,71 +0,21 +0,09 +047 -0,98 +0,04 +0,35 -1,14
AS (ppm)
+0,00 +0,34

Tomegspektrometrias méréseket is végeztiink 2,1-es és 6,0-s pH-nal. Ahogy
azt a 28. abran 1évo tomegspektrumok is mutatjak, savas pH-n egy f6 jel van
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28. abra: A [(n®-p-cimol)Ru(H,0)s]>*—H-Ala-His-OH rendszer pH = 2,1-nél (A) és
pH = 6,0-nal (B) rogzitett tdmegspektruma.

461,106 m/z értéknél, mely az [ML]* komplexhez rendelhetd (ahol az M = [(n°-p-
cimol)Ru]?"). Ebben az [ML]* dsszetételii komplexben, NMR adatok alapjan az
imidazol- és az amidnitrogén koordinalddik a fémionhoz. Erre az egy pozitiv
toltést, 1:1 Osszetételli komplexre két szerkezetet irhatunk fel: (Namino, N amid,
N3im)OHkarboin vagy (Nfamid, N3im, Oikarboxi]ét)NH3+ (ahol a zairc')jelen kiviil a nem
koordinalddo csoportot értjiik). Mivel a 461,106 m/z [ML]* komplex megjelenik
pH 2,1 és 6,0-nal is, ebbdl adodik, hogy csak a karboxilatcsoport koordinalodhat a
harmadik szabad koordinacids helyre, mert ha az aminocsoport koétédne a
fémionhoz, akkor a (Namino, N amid, N3im)OHuiarboxit komplexb6l (Namino, N amid,
N3im)O wawoxiizt valna a pH novelésével, ami mar egy semleges komplexet
eredményezne. igy valésziniisithetd, hogy savas pH-n az [ML]* osszetételii (N-
amid, N3im, O karboxita) NH3" koordinacios moda komplex van jelen. Mint azt mar a
fentiekben emlitettiik, a 'H NMR spektrumokban (25. abra) ezen komplex jelének
a folyamatos eltolodasat figyeltik meg. Az NMR adatok alapjan az ebbdl
szamolhat6 pK; értéke 4,8(1), mely nem rendelheté a NH3* csoport (pK értéke 8

koriili) deprotonalodasahoz. Azaz, egy 0ij koordinaciés moda komplex alakul Ki,

mely gyors cserében van az (N amid, Nim, O

0 o}
karboxi]ét)NH3+ kotésmoda kOl’l’lplexSZE'. pH 6,0-nal a @ [ Il -
CH-C CH-C—O
461,106 m/z tomegli [ML]* mellett még megjelenik éH éH
499,062 m/z-nél egy [MLH.1] semleges komplex, ? ?
mely kaliumionnal repiil. Ebben a semleges [MLH. N
1]  komplexben a  disszocidbilis  protonok NH

. A1
leszakadnak a ligandumrél. A *H NMR spektrumok 29. dbra: AZ (Namiro, N-amit,

(25. dbra) azt sugalljak, hogy az imidazol végig a N3ir)O b
im arboxilat
koordinacios  szféraban marad.  ESI-MS-sel

ko6tésmod,

ahol a fémion nincs jelolve.

detektalt, [MLH.; + K]* 6sszetételti komplexet csak
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egyetlen, a 29. dbran feltiintetett (Namino, N amid, N3im)O karboxilat kOtésmoddal tudjuk
leirni. Ez az eredmény 6sszhangban van a siknégyzetes Pd(Il)-fémion H-Ala-His-
OH és H-Gly-His-OH rendszereinél megfigyeltekkel, ahol szintén (Namino, N amid,
N3im) kotésmoda komplexet irtak le (29. dbra).?*? DFT szamitasokat is végeztiink
a komplexek szerkezetének igazolasara, ahol a szamitasi eredmények a mért NMR
és ESI-MS eredményekkel 0sszhangban azt mutattak, hogy a (N amid, Nim, O~
karboxilat) KOtésmodi komplexnél az a stabilabb kotési izomer, amelyikben az
imidazolnitrogének koziil az N3 koordinalodik a fémionhoz.

A [(n8-p-cimol)Ru(H20)3]?*~H-His-Ala-OH  1:1 ardny( rendszert is
vizsgaltuk NMR technikaval. Az oldategyensulyi vizsgalatok soran kiilonb6z6
pH-kon vettiik fel a vizelnyomaésos *H (WG) NMR spektrumokat (30. dbra).
Osszehasonlitva a H-Ala-His-OH ruténium(II)-fémiont is tartalmazé rendszerével
(25. dbra), jol lathato, hogy széles pH tartomanyban (pH 1,76-t6l 7,02-ig) egy
komplex van jelen, melyben az imidazolcsoport koordinalodik a fémionhoz. Ezt a
szabad ligandum (31. dbra/B) és a komplexben kotott ligandum (31. abra/A) Hel
és H62 imidazol jeleinek eltolodasa is igazolja. Ha megfigyeljiik a felnagyitott

His p-cimol His p-cimol p-cimol
pII Hel H62 C;D CH CH; B A )
11,0 _— e e AA _
7,02 I P W Y DA S U SIS ,__;»“F‘-
6,48 B S PR ¥ VO SRR o SR SR N J“‘w
6504 J\ R [ A . (I T
5,54 A o [TV DA A B .
4.26 1 Y WA W D S DN S T
380 0000 VT Y U U VAR WU PO 8
3,19 A [ A x N . | I—
2’48 )l B b A N B S S
10,0 9,5 9,0 8,5 8,0 7,5 7,0 6,5 6,0 55 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0
8 (ppm) & (ppm)
30. abra: A [(n®-p-cimol)Ru(H,0)3]*—H-His-Ala-OH rendszer vizelnyomasos
H (WG) NMR technikaval felvett pH fiiggd spektrumai.

1,76-0s pH-n felvett spektrumot és a szabad ligandum spektrumat (31. dbra), akkor
lathatjuk, hogy 9,81 ppm-nél megjelenik az amidnitrogén protonjanak a jele.
Ellentétben a [(n®-p-cimol)Ru(H20)s]*~H-Ala-His-OH rendszerrel, ebben az
esetben nem torténik meg az amidcsoport fémion indukalt deprotonalddasa és
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koordinacidja (6. tdbldzat, 32.

S , £ E | =
abra). Ha az amidnitrogén nem A = = as =
koordinalodik a fémionhoz ___Z 1N

3 ol
akkor az (Namino, Nim, 07 B g ‘ E} UE
arboxiti) NHamio kotésmod alakul = | ~

ki. 3C NMR modszerrel 174,96 ‘ "V W—" —

. 126 12,0 114 108 102 96 92 88 84 80 76 72 68
ppm, illetve 181,17 ppm-nél 3 (ppm)
detektaltuk —a  két  C=O | 31 sbra: A [(n®-p-cimol)Ru(H,0)s]>*—H-His-
karbonilcsoport  jelét, ez a Ala-OH rendszer (A) és a szabad ligandum (B)
szabad ligandum jeléhez képest vizelnyomasos *H (WG) NMR technikaval,
(189,57 ppm) kisebb térer felé pH = 1,76-ndl rogzitett spektrumai.
torténd eltolodast mutatott. Az
N-terminus fel6li C=0 karbonilcsoport mutatott nagyobb kémiai eltolodast, mely

az N-terminusu aminocsoport és a mellette 1év6 hisztidin imidazolnitrogén kozott

kialakulé hattagt kelat képzodésére

. NHamid
utalhat. Kimutattuk, hogy a pH 1,76-
on a C-terminus feloli s
karboxilcsoport deprotonalt |HijsCH [
formaban van jelen, mely csak akkor AlaCH :jz E_-
lehetséges, ha az koordinaloédik a Laao
fémionhoz. Ahogy azt az NMR o
spektrumok  (30. abra) lagos SRR e S
tartomanya (pH 11,0) is mutatja, & | 32, sbra: A [(n°-p-cimol)Ru(H0)s]*—H-
jelek kiszélesedtek, azaz feltehet6en His-Ala-OH rendszer pH = 2,0-n rogzitett
tobbmagvu komplexek képzddtek. 'H-H (WG) COSY NMR spektruma.

A H-His-His-OH dipeptid
vizsgalata soran el6szor pH-potenciometridval meghataroztuk a ligandum
protonaldodasi allandoit 0,2 M-os KCl ioner6sség mellett (33. dbra/a). A negativ
lag ekvivalens érték a mintahoz adott extra savra vonatkozik. A logs értékek
rendre a kovetkezdek voltak: 7,78(1); 14,52(1); 19,88(2) és 22,12(3). Az ebbdl
szamolt pK érték, kémiai evidencia alapjan, az amino- (7,78), imidazol- (6,74 és
5,36) és a karboxilatcsoporthoz (2,24) rendelhetd. Az 1:1 aranya [(n®-p-
cimol)Ru(H20)3]?*~H-His-His-OH rendszert vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
szokasos modon végzett titralas soran (33. dbra: b) nem torténik valodi pH
egyensuly bedllasa, amit az egyedi mintas gorbék adatai (33. dbra: c, d)
tamasztanak ala. Az egyedi mintas KCI (c¢) és a KNOgz (d) ionerésség mellett kapott
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titralasi gorbék hasonlo lefutasabol megallapitottuk, hogy a Cl -ion nem vesz részt
a koordinacioban. Ezt ESI-MS ¢és kiilonb6z6 NMR technikak hasznalataval is

alatamasztottuk. Az ESI-MS
mérések azt mutattak, hogy
az [MLH]** komplexbdl a
pH novelésével [ML]*
Osszetételli komplex alakul
ki.'H NMR modszerrel 1:1,
1:2 és 2:1 aranyu mintakat
vizsgaltunk pH 1,1-nél (34.
dbra). A kiértékeléshez az

hisztidin ~ imidazol H&2,
valamint a p-cimol CH;s
jelének intenzitasat

12 4
11 4
10 -

I
[=%

NWhoio) N0 O
I

21012 3 456 7 8
Iig ekvivalens

33. abra: A H*—H-His-His-OH (a) és az 1:1 aranya

[(m8-p-cimol)Ru(H20)3]>*—H-His-His-OH rendszer

(b, ¢, d) titralasi gorbéinek lug ekvivalens abrazolasa.

kovettiik, és a szabad ligandumhoz és fémionhoz, illetve komplexhez tartozo jelek
aranyabol meghataroztuk, hogy egy 1:1 aranyt [MLH]?* komplex van jelen ezen
a pH-n, Osszhangban az MS eredményekkel. A molekula Osszetételének

ismeretében kisérletet tettiink a komplex stabilitasi allanddjanak meghatarozasara.

crer

allandojanak, illetve a szabad fémionhoz és a ligandumhoz tartozo jelek

His p-cimol His p-cimol p-cimol
Hel Ho2 C;D | CH CH> B A
2:1 ardny ‘
\ | |
‘ [l
e 1A L. e !‘ A
1:2 ara’nym ) ‘ . ) B o ' ‘
‘ |
1‘ - | | |__—_ ol B 'J:I‘ X o J.‘;.}h".‘-u o N I ‘.J
1:1 ardny ‘ I
| | | || \1\
o o Lo oo ol I
- I s, M _
‘ ’ ’
N L I\ T
8:7 8:2 7:7 7:3 619 5:9 4:5 3!9 3-T3 ZTJ 2[1 1[5
5 (ppm) 5 (ppm)
34. abra: A H-His-His-OH és az 1:1, 1:2, illetve 2:1 aranyt [(n°p-
cimol)Ru(H20)3]?*—H-His-His-OH rendszer pH 1,1-nél felvett *H NMR spektrumai.

intenzitasaranyanak ismeretében az [MLH]?" osszetételli részecske stabilitdsi

allandojara logBmum2t = 21,6(2) értéket szamoltunk. Osszehasonlitva a hdrom
imidazolt tartalmazo, [(n®-p-cimol)Ru(Meim);]?* komplex logB = 19,3(1) (3.
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tablazat) értékével, lathatd, hogy valamilyen extra stabilitast okozd kotésmod
alakulhat ki az [MLH]?* komplexben, feltehetéen a képz6dé makrokelatok miatt.
A H-His-Ala-OH rendszerhez hasonléan (6. tdblazat, 31. dbra), a H-His-His-OH
ruténium(Il)-fémiont tartalmazo rendszerében *H-"H COSY NMR technikéaval, pH
1,1-nél, a szabad ligandumban és a komplexben 1évé protonalt amidnitrogén
proton jelét detektaltuk, azaz az nem koordinalddik a fémionhoz (35. dbra). A
karboxilatcsoport koordinacidja is kizarhatd, hiszen az [MLH]?* &sszetételli
komplex pH 5-ig az egyediiliként jelenlévé komplex a pH-potenciometrias (33.

abra/c,d) és kiilonbdzé pH-kon = =
végzett NMR  vizsgalatok I‘% 3‘:8"
alapjan. Ezek alapjan a = Z 'I"-
lehetséges kotési  izomerjeit | E ree
vizsgalva az valdsziniisithetd, HISCH ==} komplex v
hogy a pH S-ig egyedilikent | . oo ' ::f
jelenlevé [MLH]** komplex - szabad ligandum
(Namino, Nim, Nir) |
koordinacidju. Az [MLH]* 101 99 97 6?;:'") 93 g1 89
komplex szerkezetének | 35. dbra: A [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]?*—H-His-
felderitésére DFT szamitasokat His-OH rendszer *H-'H COSY NMR spektruma.

is végeztilink, melyek
eredményei Osszhangban voltak az oldategyensulyi mérések eredményeivel: a

7. tablazat: Az [MLH]?* 6sszetételii komplex kiilonbdz6 (Namino, Nim, Nim) ktési
izomerjeire kapott DFT szamitasi adatok. M: [(n8-p-cimol)Ru]?*; L: H-His-His-OH
(Namino, Nlim, Nlim) 9 (Namino, N3im, Nlim) AG = '242 kJ/mO|

Ko6tési izomerek: Namino; Nlimy Nlim Namino; N3imy N1im
g I\/I_Namino 2,212 2,198
3
E M-His1(N1/N3) 2,107 2,118
=
8
S M—-His2(N1) 2,281 2,149
% Namine—M—His1(N1/N3) 86,5 81,4
He)
2 HiSL(NLN3)-M- His2(N1) 91,9 85,3
C  His2(NL)-M—-Namino 91,6 88,9
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(Namino, Nim, Nim) koordinaci6 stabilabb, mint a (O karboxiiat, Nim, Nim). Kimutattuk,
hOgy az (Namino, N3im, N3im), (Namino, NZlim, Nlim) és (Naminoy N3im, N:I-im) kotésmoddok
koziil az utobbi a stabilabb szerkezet, amikor az N-terminus feldli imidazolcsoport

N3im, (Namino, N3im: hisztaminszerii koordinaci6), mig a C-terminus fel6li hisztidin
az N1-es nitrogénnel koordinalodik a [(n®-p-cimol)Ru]?* kationhoz. Az (Namino,
NZlim, N1im) = (Namino, N3im, N1im) atalakulast figyelembe véve, a szdmoldsok
szerint & (Namino, N3im, N1im) izomer szerkezete stabilabb (AG = -242 kJ/mol), mint
a (Namino, Nlim, Nlin) kotési izomeré. A kiilonbozé kotési izomerek szamolt
kotéstavolsag és kotésszog értékeit a 7. tdblazat tartalmazza.

A pH 5 f616tt megfigyelhetd Gjabb lugfogyasztd folyamat (33. dbra: c, d),
valamint az ESI-MS-ben 380,547 m/z-nél detektalhatd kétmagvi [MoLH.1]**
részecske (36. dbra) kdzvetett bizonyitékaul szolgalnak a peptid amidcsoportjanak

deprotonalodasara és

koordinaciojara.

Ebben az [MoLH4]*" &sszetételii

komplexben a két [(n®-p-cimol)Ru]?*-nak dsszesen hat szabad kotéhelye van, mig

a teljesen deprotonalt ligandumban 6t koordinalddni képes donoratom (Namino, Nim,

Nim, Namid, O arboxita) all
rendelkezésre. Az ESI-MS
vizsgalatok azt mutattak,
hogy a ruténium

csak a
donoratomjai

fgy két

fémionokhoz
ligandum

koordinal6dnak.
lehetséges esetet vehetiink
figyelembe: a) hasonloan,
mint a [(M®-p-
cimol)Ru(H20)3]>*~Meim

rendszernél gazfazisban
képz6do [ML(OH)]*
komplex, ahol az ESI-MS

Intenzitas
2
2

2000

1000

0

2+
[MLH]

264.06

Ll

[MoLH.]?*
~

——382.552
~———383.050

L4

B— 380.54
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382
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36. abra: A [(n5-p-cimol)Ru(H20)3]**—H-His-His-OH
rendszer pH 5,10-nél mért (+)ESI-MS spektrumaban

megjelend kétmagvi [M2LH-1]?* komplex.

koriilmények miatt nem talalhaté donoratom a harmadik koordinaciés helyen (4.

tdabldazat); b) vagy, imidazolaté hidligandum kot dssze két ruténium egységet. A

két esetet figyelembe véve, az utobbi kizarhato, hiszen akkor a komplex toltése
megvaltozna +2-r81 +1-re. igy az a) esetet feltételezhetjiik, ahol tobb kotési izomer

is képzddhet. Ezek koziil a legvaldszinlibbnek tartjuk azt a kotési izomert, amikor
az egyik félszendvics Ru(ll)-héz a H-His-His-OH ligandum Namino, N3im
koordinalodik, és a harmadik koordinacids helyen, MS koriilmények k6zott nem
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talalhatd donoratom, mig a masik Ru(Il)-egységhez a dipeptid N amid, N3im, O~
Larboxilat donoratomja kapcsolodik.
Ismert az irodalombol, hogy ha harom eltérd donoratom koordinalodik egy

k-89 &5 lasst

félszendvics szerkezet{i fémionhoz, akkor az kiralitascentrumma vali
cserefolyamatok esetén cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiaval vizsgalhato.
Noha a kiralis molekulak hasznos vizsgalomodszere lehet a CD, ennek ellenére
nagyon kevés vizsgalati eredmény talalhatd félszendvics ruténium(ll)-fémiont
tartalmaz6 komplexekre. Ezért a H-Ala-His-OH, H-His-Ala-OH és a H-His-His-
OH dipeptidek [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]** fémionnal valé koélcsénhatasat CD
spektroszkopiaval is vizsgaltuk, kiillonbozé pH-kon, vizes oldatban (38. dbra). A
38. abran szerepld mért adatokat dsszehasonlitva hasonlosag figyelhetd meg az
egyes ligandumokat tartalmazé koétési izomereknél. Ha a H-His-Ala-OH és a H-
His-His-OH dipeptidek szerkezetét megnézziik, akkor lathatd, hogy a szabad N-
terminalis aminocsoport mellett kelatképzé helyzetben egy imidazolcsoport
talalhato, ellentétben a H-Ala-His-OH dipeptiddel. A H-His-Ala-OH ligandum
fémiont is tartalmazd rendszerének CD spektrumaban kb. 420 nm-nél nagy
negativ, illetve 360 nm-nél megjelend nagy pozitiv Cotton-effektus a
hisztaminszer(i Namino, N3im hattagti kelat kialakulasat igazolja. Osszevetve a kapott
eredményeket elmondhato, hogy a H-His-Ala-OH és H-His-His-OH rendszerek
hasonlésagot mutattak 1,7-5,5-6s pH tartomanyban. DFT szamitasokat is végeztek
a H-His-His-OH dipeptidet tartalmazo (Namino, N3im, Nlim) kotési izomer CD
spektrumanak kiszamitasara (37. abra). A mért adatokkal Gsszevetett, szamitott
CD spektrum jo egyezést mutatott a 300-500 nm-es tartomanyban, ezzel is
igazolva a (Namino, N3im, N1im) kotési
izomer kotésmodjat. A H-His-Ala- 120 4 r 20
OH ¢és a H-His-His-OH ligandumok

~
o
1

esetében a pH novelésével ezek a

£
L
~ S 20 - 5
jellegzetes CD savok éatalakulnak. A | £ 0
pH 5,5 folotti tartomanyban is _g -30 24 -5
megfigyelhet$ hasonlésag a H-Ala- | « -80 -10
His-OH ¢  H-HisHisOH | PHLTE 5 am) [ 15
-130 - - -20

dipeptidek CD spektrumaban. Ekkor

: 37. abra: A [(n%-p-cimol)Ru(H20)3]?*—H-
mind a két komplexben N amid, N3im

His-His-OH rendszerben képz6d6 (Namino,

hattagt kelat kialakulasa okozhatja a N3im, Niinm) késtési izomer 1,76-08 pH-n mért

hasonl6 CD savok megjelenését (38. (folytonos vonal) és DFT-vel szamitott

dabra). ~ Ahogy azt a [(M°P- | (szaggatott vonal) CD spektrumai.
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cimol)Ru(H20);]?*~H-His-Ala-OH rendszer 30. abran lathato pH fiiggd *H NMR
spektrumanak pH 7 folotti tartomanya is alatamasztja, a kezdetben (Namino, N3im,
O karboxilat) KOtési izomeri komplex szerkezete jelent6sen megvaltozik. Ezt az
NMR-ben megjelend, gyors cserefolyamatok miatt kiszélesedett jelek, valamint a
CD spektrumban megjelend zajos spektrumok is alatamasztjdk. Ezen CD gorbék
Ag(dm®molicm?) és A(nm) adatai nem vetheték dssze a H-Ala-His-OH és H-His-
His-OH ligandumoknal kapott adatokkal. A 38. dbrdn szerepld Ag(dm®molicm™)
és A(nm) adatparokbol jol lathato, hogy a H-His-Ala-OH (Namino, N3im, O karboxilit)
kotési izomere a H-His-His-OH (Namino, N3im, N1im)-val, illetve a H-Ala-His-OH
(Namino, N7amid, N3im) @ H-His-His-OH (N3im, N amid, N3im) kotési izomerével mutat
hasonlésagot. Azaz, amikor a hisztidin aminosav az N-terminalis aminocsoport
mellett van, akkor az Namino, N3im, mig ha nem kozvetlen az N-terminalis mellett
helyezkedik el a szekvenciaban, akkor N amis, N3im hattagi kelatra jellemzé
Cotton-effektus lathato a CD spektrumokban.
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=45 . =90 = 9 N
Ew fo3, H-Ala-His-OH  E 0 e H-His-His-OH
_§ 35 |1 o Efg —g 68 9,46 - 10,8
-ﬁE 30 s mE ;10 "; 40 / 7,61
s / = 30 3% / §:83
- \ R $20 7 TR \-,\;. o 624
20 f‘, 5,64 10 e S ——
15 kp 10,8 10250 300 550
- 20
10 -20 -30
5 -30 -40
5 -40 -50
. -30 -60
250 0, -60 -70
5 70 -80
-80 -90
-10 90 -100
-15 -100 2,94 hullamhossz (nm) 110 hullaimhossz (nm)
(Niamid, N3im, Oikarboxila't) (Namino, N3im, Oikarboxilél) (Namino, N3im, Nlim)
L 420/-94 1wl 419/-106 .
425/-10 S T—° 362/+89 @T*°*"*T*° 360/+83 Q_ L,
350/+15 s e 321/435 (vall) i o 324/+43 (vall)
306/-8 N 292/0 N 295/+5 L O
267/+21 A 267/+25 A 267/+52 N1
(Namino, N ~amid, N3im) (N3im, N armid, N3im)
o 519/+3 i it
s Loy | 431/+11 384/+24 : Loy |
391/+44 e i HEN_T_CQT_C_
323/+1 CHj CH, 414/"‘8 333/+l CH, CH,
285/+22 370/+45 289/+18
263/+6 N 345/+13 268/+10 N N
NH 300/+45 NH NH

38. abra: A [(n5-p-cimol)Ru(H20)3]?*-H-Ala-His-OH / H-His-Ala-OH / H-His-His-OH rendszerek kiilénbézd pH-kon mért CD spektrumai.
A Ag (dm3mol-icm™) és A(nm) adatparok mellett a feltételezett kdtési izomer ligandumjanak koordinal6dé donoratomjait jeldltiik.
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4.3.2 A harom hisztidint tartalmazo oligopeptidek ruténium(Il)komplexei

A nagy molekulatomegi, tobb hisztidint tartalmaz6 vérszérum komponensek
fémionmegkdtd képességét modellezd, mindkét végén védett, harom hisztidin
aminosavat tartalmazé tri- (Ac-HHH-NHy), tetra- (Ac-HAHH-NH)) ¢és
pentapeptidek (Ac-HAHAH-NH; és Ac-H*AH*AH*-NH>) (15. dbra: 111.A.-D.)
kolcsonhatasat vizsgaltuk a p-cimol aromas ligandumot tartalmazo, félszendvics
tipust ruténium(ll)-fémionnal.

Az oldategyensulyi vizsgalatok soran pH-potenciometridas modszerrel
elsé harom oszlopéban tiintettiink fel. A [(n5-p-cimol)Ru(H20)3]?*-t és kiilonbozd
oligopeptidet tartalmazé 1:1 aranyt rendszerek pH-potenciometrias titralasakor,
az N-metilimidazol és N-acetil-hisztaminhoz ¢és a hisztidint tartalmazo
dipeptidekhez hasonldan, igen lasst komplexképzédési folyamatok jatszodtak le.
Ennek oka, a tautomerizacios folyamatnak koszonhet6 kiilonb6z6 kotési izomerek
képzédése. A [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]*~Ac-HHH-NH,  rendszer  pH-
potenciometrias titralasa soran mar pH 2-nél finom eloszlasu, sarga szini
csapadék jelent meg az oldatban. Ezért, és az igen kis hozamu peptidszintézis
miatt, tovabbi pH-potenciometrias vizsgalatokat nem végeztiink az Ac-HHH-NH;
ligandummal. A csapadékképz6dés utalhat polimer molekulak képzddésre. A
tetra- és pentapeptideknél nem tapasztaltunk csapadék kivalast. pH 4 koriil fémion
indukalt imidazolil deprotonalodasra és koordinaciora utald jeleket detektaltunk,
mely a 39. dbrdn 1év6 lug ekvivalenses titralasi gérbén jol lathato. (A negativ lag

ekvivalens érték a mintahoz adott

12

extra savra vonatkozik.) A 39. 11 Ry
gbrarsl mindemellett leolvashatjuk | 51 /

azt is, hogy felthetéen kezdetben, |,
o

egy lépésben két imidazolcsoport,
majd ezt kovetben, a pH 7-8

NoWw A O o N
QD
T
.
.

tartomanyban a harmadik e
imidazolcsoport is  kapcsolodik, 30 -20 -10 00 10 20 30 40 50

lug ekvivalens
39. abra: Az H*-Ac-HAHAH-NH; (a) és
az 1:1 aranyt [(n8-p-cimol)Ru(H20)s]%—
lagfogyaszto  folyamat figyelhetd | Ac-HAHAH-NH, (b) rendszer titralasi
meg pH 9 folott, ami valosziniileg | gorbéi.

elkiiloniilt folyamatban a fémionhoz.
A titralasi gorbe lefutdsabol tovabbi

valamilyen hidroxidokomplex
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képz6déséhez rendelheté. Ahhoz, hogy tovabb tudjuk vizsgalni az elébb emlitett
rendszereket, [(n®-p-cimol)Ru]?* fémiont és ligandumot tartalmazo6 egyedi mintak
készitésére, valamint

ESIMS.NMRésCD | pH
spektroszkopias 11,3 V- jel o

. | ||
modszerek kombinalt | 226 4 J;_ux_ -
alkalmazasara volt | 207 || ] L

szikség. A 40, dbran | 782 &ML=
példakeént tiintettik 426 o o Moo Al
fel a [(nep- 332 . N o A
cimol)Ru(H0)sJ~ 284 . A A
Ac-HAHAH-NH, L) Y S Y
rendszer pH-fiiggé *H Zgll-“\l,t,'::’,lf’-\,_ ,,TM@Z',%I,@L? ,"’-\,,I,""‘L,,,,,,,[,f,,,, )
NMR  spektrumanak 86 82 78 74 70 66 62 58 54

8 (ppm)

aromas tartomanyat, | 4o spra: A [(ne-p-cimol)Ru(Hz0)sJ2*~Ac-HAHAH-NH,
0,20 M-0s KNOs 1:1 ardnyu rendszer pH-fiiggd 'H NMR spektrumainak

ionerfsség  mellett. aromas tartomanya, | = 0,20 M KNOs.
Az abran, pH 2,17-

nél harom jelcsoportot lathatunk, melyek a szabad, komplexben nem kotott [(n®-
p-cimol)Ru(H20)3]?* kation aromas p-cimol gytirtihidrogénjei (5,73 és 5,98 ppm-
nél két dublettet),* az Ac-HAHAH-NH; ligandumban 1évé hisztidin aminosavak
imidazolilgytrtjén 1év6 Ho2 (7,32 ppm), és a Hel (8,63 ppm) protonokhoz
rendelhetdek. A pH novelésével, pH 2,6-n4l, az elobb emlitett jelek mellett Gjabbak

detektalhatoak, ami a komplexképzddésre utal. Mig pH 4 koriil kotési izomerekre
utal6 jeleket lathatunk, addig a pH 7,82-nél mar egyszer(ibbé valik a spektrum, és
egyféle fémionhoz tartozo p-cimol, valamint imidazol H62 és Hel jelei latszodnak.
A pH tovabbi novelésével, a fémion hidrolizisekor keletkez6 [M2(OH)s]*
hidroxidokomplex az 5,17 és 5,38 ppm-nél két dublettet adott,®! és megjelent a
szabad, deprotonalt ligandum jele is 6,90 és 7,64 ppm-nél. A 7,82-es pH-n képz6do
komplex szerkezetének azonositdsara *H-'H COSY (41. dbralA) és tH-1*C HSQC
(41. dbralB) NMR méréseket is végeztink. A 'H-'H COSY spektrumbol
beazonositottuk az imidazolgytir(in 1évé H32 és Hel jelparokat, tovabba az *H-*C
HSQC technika segitségével (41. dbralB) beazonositottuk az egyes jelcsoportokat,
nevezetesen a p-cimol (*3C: 85-90 ppm), a H32 (33C: 125-130 ppm) és a Hel (*3C:
140-145 ppm) tipust protonokhoz tartozd jeleket. Ahogy az 41. dbra/B 'H
spektrumanak 5,6-6,1 ppm tartomanya mutatja, a p-cimol gyirihidrogénjeinek
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jelei kozz¢é tolodtak a komplexben kotott ligandum két imidazolgytrGjén 1évo 62

protonok jelei.

A ww Q3 RS B
IT I T I T [ | ‘ ” \
[l | ' 1y | fl
— Lss il—-:-:ﬁ 85
== L oo it
PV p-cimol| '
; e R CiD |
— [ 2 = S
P L7.6 O H82 - | [T
1 { s / : 3 L135
o ° R — ' 84 = L--.‘.----H.g_]: __________ i 145
84 80 7,6 72 68 64 60 56 84 80 76 72 68 64 60 56
3 (ppm) S (ppm)
41. abra: A [(m®-p-cimol)Ru(H20)3]>*~Ac-HAHAH-NH; rendszerben, pH 7,82-nél
képzddé [ML]?* komplex *H-'H COSY (A) és *H-13C HSQC (B) NMR spektrumai.

A komplexben kotott imidazol jelek hasonld kémiai eltoladasanak trendje
[(m®-p-cimol)Ru(H20)s]**~Ac-His-Ala-His-His-NH;
rendszernél, ahol a KCl-ionerdsség mellett felvett spektrumokban nem jelent meg
keletkezd, [M2(OH)s]" hidroxidokomplex. A
beazonositott, komplexben nem kotott, illetve komplexben kotott imidazol és a

figyelheto meg a

a fémion hidrolizisekor

fémionhoz tartozd p-cimol jelek kémiai eltolodas értékeit a 8. tdblazatban
tintettik fel. A kilonbz6 NMR technikak, illetve tomegspektrometrias
moédszerek kombinalt alkalmazasaval kapott eredmények azt mutattak, hogy a
fiziologias pH-nal képz6ds, [(nS-p-cimol)Ru(L)]? (L: Ac-HAHH-NH; vagy Ac-
HAHAH-NH;) 0sszetételii komplexben mind a harom imidazolnitrogén
koordinalédik a fémionhoz. A tautomerizacionak kdszonhetéen azonban tobb
kotési izomerként is eléfordulhat a fent emlitett komplex. Ennek kideritésére *C
NMR méréseket végeztiink, hasonldan, mint ahogy azt mar a Pd(II)-Ac-HAAAH-
NH; rendszer esetében megtették.” 33C NMR technikaval felvettiik az Ac-HAHH-
NH,, Ac-HAHAH-NH, [ML]*  ruténium-komplexeik
spektruméat. Az irodalmi bevezetében leirt AS*C = §%Cuompiex — 6**Cligandum

ligandumok ¢és a

osszefiiggés alapjan,® a szabad ligandum és az 1:1 aranyu ruténium-komplex §3C-
imidazol (C2, C4, C5) kémiai eltolodasaibol szamitott ASC kémiai eltolodas
kiilonbségek felhasznalasaval, az irodalmival®® valé analog viselkedés alapjan az
valoészinlsithetd, hogy az imidazolgylriin 1évé két nitrogén koziil az N1
koordinalodik a ruténium(Il)-fémionhoz. Ezt a 42. dbran megjelend pozitiv,
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8. tablazat: A szabad protonalt (pH 2,0) és deprotonalt (pH 11,0) Ac-HAHH-NH, és
Ac-HAHAH-NH ligandumok, illetve a [(n®-p-cimol)Ru(oligopeptid)]** komplex (pH
7,8) NMR spektrumaiban mért egyes kémiai eltolddas értékek (ppm).

Ac-HAHH-NH, Ac-HAHAH-NH;,
H § (ppm) His His p-cimol His His p-cimol
Hel  H&2 C;D Hel — H&2 C;D
861 7,29 5,732 869 7,33 5,732
komplexben nem kotétt, pH=2,0 8,61 7,29 5,082 869 7,32 5,98°
861 728 868 7,30
765 691 517" 765 694 517"
komplexben nem ktottt, pH = 11,0 7,64 6,88 5,38° 764 691 5,38"
763 687 764 690

851-472  601-570  824-577  601-564
komplexben kétott, pH = 7,8 819-551  590-578  817-587  587-577
8,17 - 6,38 7,02-717
3 [(m%-p-cimol)Ru(H20)3]%*; ® [{(n®-p-cimol)Ru}2(OH)s]*

negativ és pozitiv oszlopok jelzik. Szintetizaltunk egy N3-metilezett, harom
hisztidint tartalmaz6 pentapeptidet (15. @bra, 111.D) is, mely csak az N1-es

nitrogénjével tud koordinalodni a fémionhoz. Ebben az esetben is elvégeztiik a fent

emlitett szamitasokat ® Ru(ll) - Ac-H*AH*AH*-NH,
= Ru(ll) - Acc HAHAH-NH,

(42_ dbra), és ugyanazt O Ru(ll) - Ac-HAHH-NH,
0 PA(IT) - Ac-HAAAH-NH,*

a tendenciat kaptuk az 1

imidazolgytirtin  1év6

szenek kémiai | !

eltolodas  értékeire, |[Z 4 1 @% B

—
0O N
L

AGC [ppm]

ami ugyancsak
alatamasztja, hogy

ASC2 ASC4 ASCS

S bLowe
. L

mind a harom imidazol
az Nl-es nitrogénnel
koordinalodik,

kialakitva az [ML]?*
Osszetételll komplexet.

42. abra: A A8 = 8Cim(komplex) — 8Cim(szabad ligandum)
egyenletbdl szamolt, az imidazolgytiriin 1év6 szenekre (C2,
C4, C5) vonatkozo **C kémiai eltolodas kiilonbségek

abrazolasa. 2Hiv.%
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Az elmult években szamos fémkomplex relativ stabilitasat sikeriilt kiszamolni
DFT modszer segitségével. A kotési izomerek energiakiilonbségének tisztazasara
E. Garribba és munkatarsai, nemzetkozi egyiittmiikodés soran, DFT szamitasokat
végeztek, hogy kideritsiik melyik imidazolnitrogén (N1 vagy N3) koordinalodik a
fémionhoz (4. dbra). A kiinduldpontot az irodalombol mar ismert, [(n°-
CeHs)RU(H20)3]%"  kristalyszerkezete alapjan meghatérozott kotésszog és
kotéstavolsag adatok jelentették. DFT szamitasok soran két esetet tanulmanyoztak
a [(m%p-cimol)Ru(H20)s]**~Ac-HAHAH-NH, rendszerben képz6dé [ML]**
Osszetételli komplexszel. Az egyik eset, mely az irodalomban ismert, hogy a p-
cimol aromas ligandumot tartalmaz6 félszendvics szerkezetli komplexek esetében
a p-cimol aromas gylrin 1évé gylriimetil, valamint iPr-csoport orientaciojat
felcseréljiik, akkor kiilonbz6 konformereket kaphatunk.?*® A masik eset, amikor
az imidazolgyirti

tautomerizacidjanak MLI(N1) ML(N3)

kdszonhetéen N1, —

illetve N3 kotési N NI e

i LY = L QN/\ o

izomerek e SO A e /o f=o
J4 ”r O/C\CH/ i \ " HZC\C/H O/C\CH/ " = HZC\C/:H

képzédhetnek. Ezt a g b g v v &

& eH _ Py © e, : N ©
két esetet figyelembe wd iyl wd Wb
véve az Ac-HAHAH-

NH. ligandumot ML?(N1) ML*(N3)
tartalmazo [ML]* >—@ >—@
komplexnél négy e m— N Y
A IS An o S oS N v
szerkezet relativ | wa we” T Lo e /a o
ey, , , O/C\CH : N HQC\C/H OéC\CH/ HN\/\ " C\C/H
energiajat  szamoltak M /CHZ s g o, .

e \CH\N\C ™ o ¢ \CH‘N\C CH/NH

Ki: MLl(Nl), wd g‘“\ﬁ*@/ " wd A é/\CH\ufi/ -

1 2 A .
ML(N3), MLE(N1) €s | 43, sbra: Az 1:1 aranyi [(n°-p-cimol)Ru(H20)s]2*~Ac-
ML*(N3) (43. dbra). A HAHAH-NH; rendszerben képzédé [ML]2* komplex
fels6 indexben 1évo kotési izomerjei.

szam a  p-cimol

ellentétes helyzetére, mig a zardjelben 1évé N1 vagy N3, az imidazolgytiriiben 1év6
nitrogén donoratom helyzetére utal. A négy optimalt szerkezetli komplex relativ
stabilitdsanak a meghatarozasahoz a kovetkezd egyenleteket kellett felhasznalni,
és osszehasonlitani a AG"q értékeket, hogy megkapjuk az energetikailag stabilabb
komplexet.
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MLY(N1) 2 ML2(N1) 1)
MLY(N1) 2 MLY(N3) )
MLY(N1) 2 ML2(N3) ©)

A DFT szamitasok azt mutattdk, hogy a vizsgalt négy izomer koziil az N1
koordinacidju két konformer, az MLY(N1) és a ML2(N1) az energetikailag
legstabilabb komplex. A szabadenergia kiilonbség kozottiik nagyon kicsi,
minddssze 5,7 kJ/mol. Ellentétben az N3 kotési izomerekkel, melyek
szignifikdnsan kevéssé stabilak; az N1-kotésmoda komplexekhez képest majdnem
240 kJ/mol a kiillonbség (9. tdbldzat). A nyert eredmények hasonld trendet
mutattak, mint azt a [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]**—H-His-His-OH rendszerben
képz6d6 (Namino, N3im, N1im) kotési izomernél megallapitottunk (7. tabldzat).

9. tablazat: A [(n®-p-cimol)Ru(L)]?>* komplex MLY(N1)-hez viszonyitott, DFT-vel

szamitott relativ szabadenergia értékei.

Ligandum / Reakcio AE®®  AGMe™M  AGPL  AAGYY)  AGY,
L1 = Ac-HAHAH-NH:

MLI(N1) 2 ML2(N1) 10 40 3,0 2,7 5,7
MLL(NL) 2 MLY(N3) 3141 117 3258  -893 2365
MLI(NL) 2 ML2(N3) 3194 110 3304 932 2372
L2 = Ac-HAHH-NH:

MLY(NL) 2 MLY(N3) 2475 81 556 753 180,3

Az Ac-HAHH-NH; ligandummal is végeztek szamitasokat, a 2-es egyenlet
szerint (9. tabldzat), és hasonlé értékeket kaptak, 180 kJ/mol kiilonbség van az N1
koordinaciojii komplex javara. Az eredmények azt mutattdk, hogy az N1-es
nitrogén koordinalddasaval energetikailag stabilabb (9. tdbldzat) komplex jon
létre, mint hogyha az N3-nitrogén kétddne a fémionhoz. Meghataroztak mind a két
ligandum ML(N1) és MLY(N3) kotési izomerjében megvaldsulo kiilonbézé M—N,
M-C és M—Ct kotéstavolsagokat (A), valamint Ct—M-N és N-M-N kotésszogeket
(°), ahol a Ct a fémion és a hexahapto kotésmodu aromas p-cimol sikja kozotti
tavolsagot jelenti (10. tabldzat). Az MLY(N1) komplexek, ahol az M: [(n®-p-
cimol)Ru]?* és az Ly Ac-HAHH-NH; (a) és Lo: Ac-HAHAH-NH; (b), optimalt
szerkezetét a 44. dbra mutatja.
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10. tablazat: Az MLY(N1) és MLY(N3) kétési izomerekre DFT-vel szamolt optimalt
szerkezetben 1év6 kotéstavolsagok (A) és szdgek (°). M: [(n®-p-cimol)Ru]?*; L: Ac-
HAHH-NH> vagy Ac-HAHAH-NH»2. A kiemelt értékek a stabilabb izomerre
utalnak.

Kétéstavolsag/ Ac-HAHH-NH, Ac-HAHAH-NH,
kotésszog MLYN1)  MLY(N3) MLY(N1) MLY(N3)
2,074 2,107 2,100 2,149
M-N (A) 2,080 2,122 2,123 2,180
2,001 2,232 2,126 2,222
M-C (A) 2,259-2,318 2,258-2461 2216-2,263  2,185-2,323
M-Ct (A) 1,767 1,749 1,723 1,740
1233 116,0 124,8 120,9
Ct-M-N (°) 130,1 123,0 130,0 121,2
130,5 1345 130,9 1338
83,2 79,7 79,5 79,3
N-M-N (°) 86,3 88,9 87,6 81,4
88,8 106,2 88,7 109,4

A 10. tablazatban szerepld MLY(N1) komplexekre vonatkozé DFT szamitassal
kapott kotéstavolsag (A) és kotésszog (°) értékek jo egyezést mutatnak az
irodalomban talalhato félszendvics szerkezetii ruténium(Il)-fémiont és az egy,
kettd, valamint harom imidazol ligandumot tartalmazé komplexeknél
meghatarozott adatokkal (11. tdbldzat).

44, abra: A [(n8-p-cimol)Ru(L)]%, ahol L;: Ac-HAHH-NH; (a), L, = Ac-HAHAH-
NH: (b) MLY(N1) kotésmodu komplexek optimalt szerkezete. A jobb attekinthetdség
kedvéeért, a hidrogén atomokat nem tiintettiik fel.
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11. tablazat: Az irodalomban fellelhets [ML]™ komplexek (ahol M: [(n®-
arén)RU]*; L: Nim-t tartalmaz) kotéstavolsag (A) és kotésszog (°) értékei.

3 3 8 5 g @ 8
£ £ £ 5§ £S5 E _
- g z 3 5 =2 £
Ligandum (L): > p S T 5 2k
z Z 2 = 52 =<
X X = R [N o
_II -
= 2,121 2,107 2,096 2063 206 221
< M—Nim 2,131 2,108 2,087 - 2,21 -
%0 - 2,110 - - -
° 2,432 - 2,400 2,413 - 2,34
=z M-ClI
s - - - - - 2,43
Z
= M-Ct 1,684 1,678 - 2,160 2,570 2,300
83,0 82,1 84,3 - - -
Nim—M-Nin 86,6 85,5 - - - ]
- 90,7 - - - -
3
20 CH-M-Nin 87,4 - 85,5 - - -
=
3 128,9 1254 - - - -
Q Ct-M—Nin 130,0 127,7 - - - -
- 131,2 - - - -
Ct-M-ClI 126,0 - - - - -

A [(m8-p-cimol)Ru(H20)3]**~Ac-HAHAH-NH, rendszer pH 7,8 folott felvett
'H NMR spektrumaiban (40. dbra) a komplexben koétott ligandum jelek nagyobb
térerd felé torténd kémiai eltolodasa figyelhetd meg. Ez feltehetden valamilyen
hidroxidokomplex képzodésére, vagy akar amidcsoport deprotonaldodasara és
koordinécidjara is utalhat. Ez figyelhet6 meg a [(n5-p-cimol)Ru(H20)s]*—Ac-
HAHH-NH; esetében is. A képz6d6é komplex(ek) szerkezetének felderitésére
tovabbi ESI-MS és CD méréseket végeztiink. Elészor felvettiik pH 2,0-nal a [(n®-
p-cimol)Ru(H20)s]** akvakomplex, valamint pH 11,0-nal a [{(n®p-
cimol)Ru}2(OH)s]* hidroxidokomplex CD spektrumait. Ahogy azt vartuk,
ligandum tdvollétében nem tapasztaltunk CD  aktivitast. A [(n®-p-
cimol)Ru(H20)s]?*~Ac-HAHH-NH,és a [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]*-Ac-HAHAH-
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NHz rendszerek CD spektrumait a 2,2 < pH < 7,5 (45. dbralA), illetve 8,3 < pH <
10,2 tartomanyban (45. dbralB) vettiik fel. Az NMR eredményekkel 6sszhangban

30 e

NN
o o

-t
o

Ag (dm3mol-tcm)
o

0 300 ;;Ld" 380 420 460 500

5 305 345~—73ps 425 465 505
5 hullAmhossz (nm)

hulldimhossz (nm)

hpo o
>

45, abra: A [(n%-p-cimol)Ru(H20)s]**~Ac-HAHH-NH; (A: pH: a: 2,32; ¢: 3,74; e:
7,45 és B: pH: a: 8,31; c: 8,81; e: 9,68) és az Ac-cHAHAH-NH; (A: pH: b: 2,23; d:
3,91; f: 7,54 és B: pH: b: 8,49; d: 9,23; f: 10,2) rendszerek kiilonb6z6 pH-kon felvett
CD spektrumai.

mar pH 2,2 koriil komplexképzddés jatszodik le, melyre a CD spektrumban
megjelené pozitiv Cotton-effektus utal. pH 4 koriill a CD jelek (45. dbralA)
eltolddast mutatnak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy kotési izomerek
képzddnek ezen a pH-n (40. dbra, pH 4,26). Fiziologias pH-nal, mind az Ac-
HAHH-NH, és Ac-HAHAH-NH; esetben pozitiv Cotton-effektus lathaté a 300,
illetve 370 nm-nél (45. dbralB). Ekkor alakul ki a [ML]?* dsszetételii komplex,

12. tablazat: A [(n®-p-cimol)Ru(L)]?*, ahol Li: Ac-HAHH-NH, (a), L. = Ac-
HAHAH-NH; rendszerekben kiilonb6z6 pH tartomanyokban (szaggatott vonallal

jelolve) képz6doé komplexek mért és szamitott m/z értéke.

Ac-HAHH-NH;

pH: 2,18 2,84 5,72 8,59 10,3
[ML]?* 388.60 (388.632)

[MLH.4]* 776.255 (776.257)
[MLH_] + K* 814.213 (814.213)
[M2(OH)]* 523.038 (523.037)

Ac-HAHAH-NH:

pH: 1,98 3,36 6,47 8,95 10,9
[ML]2* 424.152 (424.151)

[MLH.4]* 847.294 (847.294)

[MLH.,] + 2K* 462.104 (462.108)
[MLH.] + K* 885.247 (885.250)
[M(OH)s]* 523.038 (523.037)

67



Hisztidintartalmu oligopeptidek és modelljeik fél- és teljes szendvics Ru(ll)-
komplexei: oldategyensuly és szintézis

melyben mind a harom imidazolnitrogén koordinalédik a fémionhoz. A pH 2 — 8-
as tartomanyban hasonlé CD gorbéket kaptunk, azonban a pH tovabbi novelésével
(45. abra/B) 385 nm-nél megjelend sav az Ac-HAHH-NH2-nél a névekszik (45.
abra/B/a, ¢, ¢), mig az Ac-HAHAH-NH, esetében csokken és hipszokrom
eltolédast mutat (45. dbra/B/b, d, f). A képz6d6 komplex azonositasara pH fiiggd
ESI-MS méréseket is végeztiink, és a detektalt részecskék mért és elméleti m/z
értékeit a 12. tdbldzatban gyljtottik 6ssze. A tdmegspektrumokban széles pH
tartomanyban, f6 részecskeként jelent meg az [ML]?* dsszetételti komplex. A pH
novelésével, a [Mz(OH)s]* hidroxidokomplex mellett, kis intenzitissal
megjelentek az [MLH.]* és [MLH»] 0sszetételii komplexek is, melyben
feltehetéen fémion indukalt amidcsoport deprotonalodas és koordinacio jatszodik
le.
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4.4. HAV szekvenciat tartalmazo peptid ruténium(l1)komplexei

A sejtadhézios molekuldkat felismerd, konzervalt hisztidil-alanil-valinil
(HAV) szekvenciat tartalmazo szintetikus kadherin peptidek kiilonb6zé rakos
sejtvonalakon mutattak rakellenes hatast, valamint a sejtek kozotti adhézids
folyamatok megvaltoztatasa révén elésegithetik a gyogyszermolekulak konnyebb

160161 Tlyen HAV szekvenciat és potenciélisan

atjutasat a biologiai membranokon.
rakellenes ruténium(Il) kationt is tartalmazd fél- és teljes szendvics tipust
komplexek eldallitasa volt a célunk. A félszendvics szerkezetli komplex
eldallitasahoz  [(n®-p-cimol)Ru(l1)]>*-t, a teljes szendvics tipustiéhoz [(n°-

Cp)Ru(ID]*-t hasznaltunk.

4.4.1 HAV szekvenciat tartalmazoé félszendvics Ru(IT)-komplex

A félszendvics szerkezetli peptidkonjugatum komplex eléallitasahoz az N-
terminalison szabad, H-HAVAHHH-NH; oligopeptidet szintetizaltunk, melynek a
szerkezete a 15. dbran lathatd. A heptapeptid N-terminusan His-Ala-Val, mig C-
terminusan az Ac-HHH-NH:-hez hasonléan, egymas mellett helyezkedik el harom
hisztidin aminosav. A vizsgéalatokhoz hasznalt peptid tisztasagat HPLC és pH-
potenciometrias modszerekkel ellendriztiik. A meghatarozott deprotonalodasi

0 Hslkomplex HSlligandum H62Iigandum p'CimOIkomplex
P \ i | és komplex C; P
04 oMM st I
h | Iy
10,18 . . M N e e
|
943 oM M
8,‘14 Aj’l;i,,,w e ,'u"-‘ﬂlkrg/k R AJ‘LJ‘J“'\,J‘"‘.\ e o 7JU)UIAL‘/J'\_ﬁ'“f'""..__k,”_k777 o
776 )\ . T Y UV Sy, O O, S
|
720 J€[ML™ o A
6.6/ 9__J'L Y .. WA
576 ) s ooxhog
479 a0
8.7 8,2 77 71,3 6.8 6,3 5,8 53
& (ppm)

46. abra: A [(n5-p-cimol)Ru(H20)3]**~H-HAVAHHH-NH; rendszer kiilénbdz6 pH-
kon 'H NMR modszerrel rogzitett spektrumai.
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allando értékeket a 2. tdblazat tartalmazza. A [(n®-p-cimol)Ru(H,0)s]*—H-
HAVAHHH-NH; rendszert *H NMR modszerrel is tanulményoztuk kiilonb6zo
pH-kon (46. dbra). A szabad ligandum jeleit kiilonb6z6 pH-kon rogzitett,
fiiggetlen 'H NMR mérésekbd] hataroztuk meg. A 46. dbrdn mar a 3,31-es pH-ju
mintdban a szabad ligandum mellett, 0j, a komplexképzddésre utald jelek
figyelhetéek meg 8,6 ppm-nél (imidazol Hel), valamint p-cimol (3. dbra, C, D
jelii protonok) gytrli protonjainak tartomanyaban. Utobbi esetében, a 3,31-es pH-
n jelenlévo négy dublett egyféle p-cimol gylirihdz tartozik, azaz fémkdzpontt
kiralitas alakul ki harom kiilonb6z6 ligandum koordinalodasaval. Ezt, a 41. dbran
1évé [(n8-p-cimol)Ru(H20)3]>*~Ac-HAHAH-NH; rendszerhez hasonléan, *H-'H
COSY és H-13C HSQC mérésekbdl allapitottuk meg. llyen savas pH-n a harom
hisztidint tartalmazo (4.3.2. fejezet: Ac-HAHH-NH., Ac-HAHAH-NHy)
oligopeptideknél ruténium(ll)komplex még nem alakult ki és az Ac-HHH-NH,
fémiont is tartalmazé rendszerrel ellentétben nem tapasztaltunk csapadék kivalast.
Az NMR spektrumokban tapasztalt kiralitis miatt CD spektroszkopiaval is
vizsgaltuk az 1:1 aranyban fémiont is tartalmazé mintat. A H-His-His-OH és H-
His-Ala-OH-hoz hasonl6an, a

90 1

heptapeptid ligandumnak is az | & ]

N-terminusan Szabad Namino €s é 50 1

kozvetlen mellett 1évé hisztidin % jg

aminosav helyezkedik el. Ahogy | & 10, ; ' ' ' e20
azt a 47. adbran 1évé CD -30 1 hullimhossz (nm)
spektrumok mutatjak, mind a 32 E

harom oligopeptid félszendvics -90 A C

-110 -
47. abra: A H-HAVAHHH-NH, (pH = 2,65, a),

tartalmaz6 rendszerében a 420 | pis Ala-OH (pH = 2,15, b) és H-His-His-OH
nm-nél  megjelend intenziv (pH = 2,59, c) oligopeptidek Ru(l1)-
negatiV Cotton'effektus, I||etVE a komp'exeinek CD Spektrumai.

ruténium(II)-fémiont is

360 nm-nél megjelend pozitiv
sav is arra enged kovetkeztetni, hogy (Namino, N3im) hisztaminszerti koordinacio
alakul ki. A 48. dbran/A lathatd, pH 3,31-nél rogzitett tomegspektrumban
megjelend harom f6 cstics (m/z: 264,615; 352,482 és 528,220) egyazon komplex
kiilonboz6 protonaltsagahoz rendelhetd. Ez a komplex, pH = 7,76-nal (48. dbralB)
csak abban az esetben lehet az 1:1 arAny rendszerben [ML]?* dsszetételi és toltési
(m/z: 528,219), ha az aminocsoport koordinalddik a fémionhoz, és az Osszes
imidazolcsoport deprotonalt formaban van jelen. Ez is alatamasztja az NMR-rel és
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CD-vel megallapitott hisztaminszer(i koordinaciot. Valoszintsithetleg, ez a
kotésmod stabilabb komplexet eredményez, mint ha harom imidazolgytr(i

koordinalddna a fémionhoz.
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48. abra: A [(n8-p-cimol)Ru(H20)3]*—H-HAVAHHH-NH; 1:1 aranyt rendszerben
pH = 3,31-nél (A) és pH = 7,76-nél (B) felvett ESI-MS spektrumok.

A peptidkonjugatum kialakitasahoz a H-HAVAHHH-NH. heptapeptid szabad
N-terminalisan 1évé aminocsoportot triaza-makrociklussal (NODA-GA)
reagaltattuk DIEA/DMF elegyében szobahémérsékleten, nitrogén atmoszféra
alatt. A kapcsolast tobbszori probalkozasra sem sikeriilt véghezvinni. Emiatt,
illetve a fentickben emlitett hisztaminszer(i koordinacio kialakulasa miatt tovabbi
vizsgalatot nem végeztiink a heptapeptid ligandummal. A vizsgalatok a H-
HAVAY-NH, szekvenciat tartalmazo pentapeptidre fokuszalodtak, melynek
eredményeit a 4.4.2. fejezetben targyaljuk.

71



Hisztidintartalmu oligopeptidek és modelljeik fél- és teljes szendvics Ru(ll)-
komplexei: oldategyensuly és szintézis

4.4.2. HAV szekvenciat tartalmazo teljes szendvics tipusi Ru(ll)-komplex
szintézise, jellemzése és biologiai vizsgalata

Eloszor allitottunk el6 Ru(Il)- és Ga(Ill)-fémionokat is tartalmazé teljes
szendvics szerkezetli peptidkonjugatum komplexet, melyet H, **C, "Ga és *H-'H
COSY, H-H ROESY, H-BC HSQC NMR, ESI-MS technikakkal vizsgaltunk és
jellemeztiink. A teljes szendvics tipusu komplex kialakitdsdhoz sziikséges, szabad
N-terminusan aminocsoportot tartalmazo H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NH, peptidet
szilardfazisi peptidszintetizald késziilékkel allitottuk el6 ¢és kiillonbdzo
modszerekkel jellemeztik (2. tdbldzat). A  [(n®-naftalin)Ru(n®>-Cp)]PFs
prekurzorbdl (49. dbralb, 56. dbrala)
kiindulva lathato-fény besugarzassal

[(n®-Tyr-RuCp)-HAVAY-NH]*

S S S — ‘1»‘__._4 .

d //" N

vizes kozegben kialakitottuk a teljes
szendvics tipust  [(n5-Tyr-RuCp)-

HAVAY-NH:]** komplexet (49.

abrale, 56. dbralb), ahol a ol b L
ruténiumot a  H-HAVAY-NH;

oligopeptid oldallancaban talalhato | € naftalin

tirozin (Tyr) aminosav | . (S| ~
fenilgytrtijéhez kapesoltuk. A teljes [(n®-naftalin)Ru(n®>-Cp)]*
szendvics  kialakitasat  el6szor I—’ L
nehézvizben végeztiikk, ugyanis igy L — A
lehetéségiink  nyilt a  reakcio H-ﬂis-AIa-VaI-Ala-Tyr-NHz
lejatszodasanak a kovetésére H q Hel HSEL[

NMR technikaval. A 49. dbrin az a- | =y
val a szabad, H-HAVAY-NH: 9,0 8,0 5 (;,I?m) 6,0 5,0
ligandum; b-vel a [(m®-

naftalin)Ru(n®-Cp)]* prekurzor; c-
vel a szabad naftalin; d-vel az 1 6ras

49. abra: A H-HAVAY-NH; (a),
[(m®-naftalin)Ru(n®-Cp)]* (b), naftalin (c)

és e-vel a 90 oras bevilagitas utan
képz6d6 [(nS-Tyr-RuCp)-HAVAY -
NH]* komplex savas pH-n rogzitett
spektrumanak aromds tartomanyat
lathatjuk. A [(m®-Tyr-RuCp)-

és a [(n®-naftalin)Ru(n®-Cp)]*~H-
HAVAY-NH; rendszer 1 h (d) és 90 h (e)
bevildgitas utdna kapott *H NMR

spektrumanak aromas tartomanya.

HAVAY-NH;]** komplexben a RuCp egység a pentapeptidben 1évé tirozin
aminosavhoz (Tyr, Y) koordinalodik. Az *H NMR spektrumban a szabad ligandum

(a) hisztidin és tirozin aminosavjainak jelei, mig a ruténium(Il)-prekurzornal (b) a
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komplexben kotott naftalin és Cp ligandum jelei jelennek meg. A reakcioelegy 90
Oras bevilagitasa utan felvett spektrumban 1j jelként volt detektalhato a
ruténium(I1)-h6z kotédé tirozin (6,14; 6,08 ppm) és Cp gytri (5,34 ppm), valamint
areakcio soran felszabadult szabad naftalin (7,55; 7,92 ppm-né; c és d spektrumok)
kis intenzitassal, ugyanakkor a hisztidin imidazol Hel és H32 gytiriiprotonjai (4.
dbra) nem mutattak eltolodast. Az irodalomban a [(n3-Cp*)Rh]?* és a tirozint
tartalmazo leuenkefalin rendszerében képzddé teljes szendvics tipusi komplex
esetében talaltunk példat a tirozin és Cp NMR jelek ilyen iranyba torténd
eltolodasara.® A szabad naftalint vakuum-line-on tavolitottuk el a minakbol, majd
ezt kovetden liofilizaltuk. A teljes szendvics komplex kialakulasanak igazolasara
tomegspektrometrias méréseket is végeztiink, ahol a mért (363,112 m/z) és szdmolt

(363,121 m/z) izotopeloszlas jo egyezést | pH
mutatott egymassal. A [(n®-Tyr-RuCp)- |10,8
HAVAY-NH.]**  komplex pH-fiiggd |9.97
NMR spektrumaiban megjelend

] 913 ) A l A
szokatlan ~ multiplicitasa ~ Tyr-jelek '

megértése céljabol L-fenilalanin (L-Phe) | 350 |
és L-tirozin (L-Tyr) aminosavakkal is |71 . . __m A
kialakitottuk lathato-fény besugéarzassal | 5,04 . A '

Mo M — I

a teljes szendvics komplexet, ¢és 4,48 . N |

kiilonboz6  pH-kon  vizsgaltuk a 109 T ) '!J "__'___"I'”
(1 L-Tyrig [(n*-L-Tyr-RuCp)]

.....

mintakat. Az L-tirozinnal kialakitott

telies szendvics komplex jelei pH |2 S S S

fliggésének  vizsgalatakor  hasonlo 72 68 64 60 56 52
6 (ppm)

50. abra: A [(n5-L-Tyr-RuCp)]* teljes

szendvics komplex, kiilonb6zé pH

jelvaltozasokat tapasztaltunk, azaz a
tirozingyiirtin 1év6 fenolos OH csoport
hatasédhoz rendelhetd a jelek ily modon

értékeknél rogzitett NMR spektrumai,
torténd valtozasa. Az L-Tyr

és a jelek multiplicitas valtozasa.

ligandummal kialakitott teljes szendvics
komplex H NMR spektrumainak pH fliggését az 50. dbrdn lathatjuk.
Megfigyelheté mar savas pH-n, hogy nem a vart, para szubsztitualt aromas gy(ri
multiplicitdsat mutatjdk a tirozin gytiriin 1évé aromas protonok a 6,0-6,2 ppm
tartomanyban. A Tyr aromas protonjainak, valamint a Cp protonok pH-fiiggé

eltolodasanak valtozasabol a Scientist programmal®®

szamolt, a komplex
deprotonalodasara jellemzo pKs értékek jo egyezése (Tyr: 5,08(3) és 5,11(7)); Cp:

5,09(11)) is alatamasztja, hogy ezek a jelek ugyanahhoz a komplexhez tartoznak.
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A 9,97-as pH-ji mintanak a 'H-'H COSY (51. abralA) és *H-C HSQC (51.
abralB) spektrumai is azt igazoltak, hogy a hattagi Tyr-gytri és az 6ttagu Cp-

Cpkomplexl Cpkomplex !
L-Tyriig L'Tyrkomplex‘ | L Tyrkomplex‘ |
= ' ' ' Fs.0 % - i ' o 73
. fppp— b 54 S N S— F75
. ol e 3 o
------- 6252 %} [81:c
6,0 g 83
I [85
7 H L8
A 7169 6765 63 6,1 59 57 55 5.3 511 B : 75 57 56 55 54 53 52 =1
& (ppm) ’ ’ ’ n’) (ppm‘) ’ ’ ’
51. abra: A [(n®>-L-Tyr-RuCp)] teljes szendvics 9,97-es pH-n felvett *H-'H COSY
(A) és 'H-3C HSQC (B) NMR spektrumainak aromas tartoménya.

gyliri teljes szendvics formaban kotve megvaltoztatia a Tyr aminosav
fenilgylrijén 1évé protonok kémiai kornyezetét. Az irodalomban ismert
oxociklohexadienil koordinacié®* alakul ki, azaz a ruténium(Il)-fémion és a
tirozingytirtin 1év6 szenek kozott kotések szama hatrol (n®) otre (n®) véltozik (52.
abra). A komplexek kialakulasanak igazolasara pozitiv és negativ modban pH
fiiggd ESI-MS méréseket is végeztiink, ahol a mért és szamolt izotopeloszlas ([(n°-
L-Tyr-RuCp)]*: mért 348,006 m/z,

szamolt 348,017 m/z; [(n®-L-Tyr- ? SH' ?7

u _—— u
RuCp)]: mért 346,001 m/z, szamolt | @OH T
346,002 m/z) jo egyezést mutatott. A o
H-HAVAY-NH, peptid, valamint a | 52.4bra: A [(n®-L-Tyr-RuCp)]* (bal),
fénybesugarzassal kialakitott [(n®- illetve [(n°-L-Tyr-RuCp)]" (jobb)
Tyr-RUCp)-HAVAY-NH,]?*  teljes komplexek kozotti egyensuly.

szendvics peptid komplexben 1évé Tyr és Cp jelek *H és *C kémiai eltolodas
értékeit a 13. tablazatban tiintettiik fel. A teljes szendvics komplex kialakulasa,
valamint a fémion és ligandum koriili elektronsiirliség megvaltozasa miatt a [(n°®-
naftalin)Ru(n®-Cp)]PFs prekurzorban 1év8 aromds ciklopentadienil gyiiri Ha
protonjaihoz képest a [(n®-Tyr-RuCp)-HAVAY-NH]* komplexben kotdtt Cp a
kisebb térer6 felé mutatott eltolodast, ellentétben a komplexben koététt tirozin
jelével, ahol a nagyobb téreré felé tortént a jelek kémiai eltolodasa. A
peptidkonjugatum kialakitaséhoz a H-HAVAY-NH,t és a (n®-Tyr-RuCp)-
HAVAY-NH; peptid komplexet izotiocianat funkcios csoportot tartalmazé triaza-
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13. tablazat: A H-HAVAY-NH,, a [(n®-naftalin)Ru(n®>-Cp)]* valamint a [(n®-Tyr-
RuCp)-HAVAY-NH_]?* teljes szendvics komplex *H és *C NMR kémiai eltolodas
értékei, pH = 2,0.

Cp-HAT [(m®-naftalin)Ru(m>-Cp)]*  [(S-Tyr-RuCp)-HAVAY-NHz]* A8 (ppm)

Ho 5,02 5,34 +0,32
Tyr-HA" [H-HAVAY-NH;]* [(nS-Tyr-RuCp)-HAVAY-NHz]?* A8 (ppm)
HS 7,14 6,14 -1,00
He 6,83 6,08 -0,75
Tyr-CAr [H-HAVAY-NH;]* [(nS-Tyr-RuCp)-HAVAY-NHz]?* A8 (ppm)
Co 130,5 85,5 -45,0
Ce 115,4 84,9 -30,5

makrociklussal (NODA-GA) reagaltattuk DIEA/DMF elegyében
szobahdmérsékleten, nitrogén atmoszféra alatt (14. dbra, reakcio egyenlet).

A reakciot HPLC-vel kovettiik, és ecetsav/viz eleggyel allitottuk le. A kapott
nyersterméket HPLC-vel tisztitottuk, majd ESI-MS technikaval azonositottuk. A
kialakitott NODA-GA-HAVAY-NH, (53. dbranlA) és NODA-GA-(n°-Tyr-
RuCp)-HAVAY-NH; (53. dbrdn/B) mért izotopeloszlasa jo egyezést mutatott az
elméletivel.

2500- -+ O ﬁ‘, o ©~ " X W o > - -
go00], ERITISE & 20 JRESEZEE E L
ot et n O e nl o - N = _c\ol'—j.\o\blx',‘l\gé w =~ -
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2000- 2222182 o 2000- 28 EEFr o
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853 P @8 CETC | © &
50048 & @ e 5001 vg8 C o
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A m/z B m/z
53. 4bra: A NODA-GA-HAVAY-NH; (A) és NODA-GA-(nt-Tyr-RuCp)-HAVAY-
NH: (B) mért és szamolt izotopeloszlasa.

A 56. abran 1évé reakciout alapjan a tiszta peptidkonjugatumokhoz (56.
abralc, d) nem radioaktiv "™'Ga(l11)(NOs)s fémiont adtunk feleslegben, pH ~ 5-6s
acetat pufferben. A nyers reakcidterméket szintén HPLC-vel tisztitottuk. A nem
radioaktiv Ga(lll)-fémionnal valé komplexképzéssel kialakitott teljes szendvics
szerkezetli peptidkonjugatumot (56. dbrale, f) "“*Ga NMR technikaval is vizsgaltuk
és jellemeztiik (54. dbra). Ahogy a 54. dbran 1év6 "Ga NMR spektrum (b, c)
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mutatja, a -

[G a( H 2 O) 6] 3+ y 0 :,»mmx,ww.m,w-,vw\ﬂwﬂ( H"”\/m)«'v‘w'.,‘M./"~‘v-,w'-V-’“"m,‘-f"wﬂ‘\',"/"'”*~'-d,"’/"r“uv NS '“H’"N\'JMM’WMMVWQN‘MWU
ppm-jéhez (@) A

képest a Ga- | b .. S “w%,,\,V%WmM»_wuw\)w,w,w_w“w%wWWWWM
NODA-GA- A\
HAVAY-NH, (b) | e —

164.7 ppm, mig a |220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Ga-NODA-GA 0 (ppm)
a; i 54. 4abra: A szabad [Ga(H:0)s]** (a), a Ga-NODA-GA-
[(n>-Tyr-RuCp)- HAVAY-NH; (b) és a Ga-NODA-GA-[(n°-Tyr-RuCp)-

HAVAY-NH:] (¢) | HAVAY-NH 2] (€) "Ga NMR technikaval rogzitett spektruma.
164,5 ppm kémiai

eltolodas értéknél jelent meg, t = 40°C-on. Ez az eredmény jo egyezést mutatott
hasonl6 Ga-NOTA makrociklusos rendszereknél mért "Ga NMR kémiai
eltolodasokkal (NOTA: 171, NOTACS6: 165,5, NOTACS: 165,8 ppm).22®

Egy nemzetkozi egylittmiikodés keretében, J.D.G. Correia és munkatarsai
segitségével a NODA-GA triaza-kelatorhoz kapcsolt pentapeptidhez radioaktiv
7Ga(I)Cls-at adtunk. A peptidkonjugatum komplex képzdédését y-detektorral
felszerelt HPLC-vel kovettiik, majd a terméket tisztitottuk. Tobb rakos sejtvonalon
(MCF-7 - emlédaganat, MDA-MB-231 - emlédaganat, A375 - melanéma és PC-3

16 16

A375 sejtvonal PC3 sejtvonal
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55. abra: A Ga-NODA-GA-HAVAY-NH; (sotétebb szinii oszlop) és a Ga-NODA-
GA-[(n8-Tyr-RuCp)-HAVAY-NH;] (vildgosabb szinfi oszlop) komplexek MCF-7,
MDA-MB-231, A375 és PC-3 sejtvonalakon végzett sejtfelvételi vizsgalata.
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— prosztata rakos sejtvonal) végeztiink biologiai vizsgalatokat. Ahogy azt az 55.
abra is mutattja, a MDA-MB-231-es sejtvonalon nagyobb mértékii sejtfelvételt
figyeltink meg. Ennek ellenére a vizsgalt komplexek nem mutattak jelentds
citotoxicitast a MCF-7, MDA-MB-231, A375 és PC-3 sejtvonalakon a 0,1-200
uM-os koncentraci6 tartomanyban. A Kismértéki sejtfelvétel, illetve citotoxicitas
hianya tobb dolog miatt is lehetséges, példaul a teljes szendvics szerkezetli
peptidkonjugatum molekula tobb egységbdl épiil fel. Azonban a konzervalt
aminosav szekvencia mellett 1évé aminosavak mindségének és szamanak; a
fémion és a hozza kapcsolt ligandum mindségének; a kelator és a peptid kozotti
Osszekotd lanc hosszanak finomhangolasaval elvileg befolyasolhatjuk a
sejtfelvételt és a molekula citotoxikussdgat, ami azonban tovabbi vizsgalatokat
igényel.
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56. abra: A Ga-NODA-GA-HAVAY-NH; (e) és a Ga-NODA-GA-(n5-Tyr-RuCp)-HAVAY-NH; (f) szintézisének Gtvonala.
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5. OSSZEFOGLALAS

A félszendvics szerkezetli [(n®-p-cimol)Ru(L)]™" komplexek a szervezetbe
keriilve, biotranszformaciés folyamatokon keresztiil disszocialhatnak [(n®-p-
cimol)Ru(H20)3]?* akvakationna, mely a biologiai rendszerekben igen nagy
szamban eléfordulé hisztidin imidazolnitrogén donoratomot tartalmazo
ligandumokkal kolcsonhatasba Iéphet.

Munkank soran részletesen tanulmanyoztuk a fehérjék feliileti hisztidin
aminosav imidazolilcsoportjanak fémionmegkdtését modellezo, kiilonb6z6 szamu
és pozicidban elhelyezked6 imidazolgytr(t tartalmazé ligandumok kdlcsonhatasat
a fenti félszendvics ruténium(Il)-fémionnal. A vizsgalatokhoz modelliil az N-
metilimidazolt, N-acetil-hisztamint, H-Ala-His-OH-t, H-His-Ala-OH-t és H-His-
His-OH-t, valamint az Ac-His-His-His-NH;, Ac-His-Ala-His-His-NH: és Ac-His-
Ala-His-Ala-His-NH;,  Ac-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-NH,
oligopeptideket hasznaltuk. Az 1j, harom hisztidint tartalmazd peptideket
szilardfazist peptidszintézissel allitottuk el6 €s pH-potenciometrids modszerrel
meghataroztuk a deprotondlodasi allanddikat. A lassi komplexképzodési
folyamatok miatt, a pH-potenciometrias mérések helyett, tobb kiindulasi anyagot
igénylé egyedi mintakat készitettiink és megmértiik azok pH-jat. A fémiont és
imidazolil ligandumot tartalmazo rendszereket NMR, ESI-MS, UV-lathat6 és CD
spektroszkopia kombinalt alkalmazasaval tanulmanyoztuk.

Az 1:3 aranya [(n®-p-cimol)Ru(H.0)s]>*~Meim rendszernél, hasonloan az
AcHm-hez, fiziologids pH-n az uralkod6 részecske az [MLs]** (M = [(n®-p-
cimol)Ru]?) ésszetételli komplex volt. Ezen a pH-n az [ML3]?* komplex mellett
vegyes hidroxidokomplexek ([MLH.]* és [ML2H.]") jelentek meg, mig a
biologiailag inaktiv [M2(OH)s]* hidroxidokomplex képzOddése visszaszorult. A
biologiailag relevansabb KCI ionerdsség mellett [MLyClia]*P* (L: Meim,
AcHm; x: 1-2) Gsszetételi komplexek voltak jelen a kisebb mennyiségben
képz6d6 [MLs]** mellett. A [(n®-p-cimol)Ru(H-0)s]?>*~Meim rendszerben
képz6dd komplexek stabilitasi allando értékeit egyedi mintds mérésekbdl
hataroztuk meg KNO3 és KCl ionerésség mellett.

A hisztidin aminosavat tartalmazd dipeptidek [(n®-p-cimol)Ru(H20)s]"-t
tartalmazo rendszereit NMR, CD és ESI-MS kombinalt alkalmazasaval
tanulmanyoztuk, és kiillonbdzo kotési izomerek képzodését figyeltiik meg. Mind a
harom (H-Ala-His-OH; H-His-Ala-OH; H-His-His-OH) ligandumnal a
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komplexképzddés mar pH 2 alatt megindult, fémion kézponta kiralitascentrum
kialakulasa kozben, amit az 'H NMR spektrumokban megjelend p-cimol aromas
gylrti protonjainak multiplicitdas valtozasa mutatott. A kiralis komplexek
tanulmanyozasahoz CD spektroszkopids vizsgalatokat végeztiink. Mivel az
irodalomban a félszendvics szerkezetii ruténium(Il)komplexek CD aktivitdsanak
meghatarozasara iranyulo vizsgalatokat még nem végeztek, ezért a sajat mérési
eredményeinket hasonlitottuk egymashoz és DFT szamitasokkal igazoltuk a
mérési eredményeinket. Az NMR vizsgalatokkal 6sszhangban, az N-teminuson
hisztidin imidazolt tartalmazo6 dipeptideknél (H-His-Ala-OH ¢és H-His-His-OH) a
CD spektrumban 420 nm-nél 1évé intenziv negativ, illetve a 360 nm-nél 1évo
intenziv pozitiv Cotton-effektus az N-terminuson kialakulé hisztaminszert,
(Namino, N3im) kotésmodot igazolta. Osszehasonlitva az N- és/vagy C-terminuson
hisztidin aminosavat tartalmazd dipeptidek rendszereit megallapitottuk, hogy a
képz6d6 kotési izomerekben az imidazol minden esetben koordinalddott a
fémionhoz hattagt kelat (Namino, N3im) vagy (N amis, N3im) kialakulasa kozben,
illetve a vizsgalt pH tartomanyban a fémion hidrolizise teljesen visszaszorult.

A szabad N-terminalis aminocsoportot tartalmazé H-His-Ala-Val-Ala-His-
His-His-NH, [(n8-p-cimol)Ru(H20)s]**-vel valé kolcsonhatasanak vizsgalata
soran —a H-His-Ala-OH és a H-His-His-OH-hez hasonléan — (Namino, N3im) hattaga
kelat alakult ki, a C-terminuson 1év6 harom hisztidin imidazoljainak koordinacioja
helyett, a pH 2-8 tartomanyban. Ezt a hasonld lefutasi CD gorbék is
alatamasztottak. Az eldbb emlitett megfigyelés, valamint a harom N-
metilimidazollal kialakulé komplex (logfBmig2+ = 19,3(1)) és a H-His-His-OH-nal
kialakult (Namino, N3im, Nlim) kotési izomer (logfmime+ = 21,6(2)) stabilitasi
allandojanak Osszehasonlitasa alapjan elmondhato, hogy a szabad N-terminalis
aminocsoport mellett kozvetleniil elhelyezkedd hisztidin imidazolnitrogénnel
kialakuld Namino, N3im hattagti kelat stabilabb komplexet eredményez, mint a harom
imidazolos koordinacié.

Szilardfazist peptidszintézissel eldallitott, 1j, harom hisztidint tartalmazo
oligopeptidek kdlcsonhatasast is vizsgaltuk [(n®-p-cimol)Ru(H20)s]?* kationnal. A
kis hozammal szintetizalt Ac-His-His-His-NH:tripeptiddel mar pH 2-nél csapadék
képz4dott, ezért azt nem vizsgaltuk tovabb. Az Ac-His-Ala-His-His-NH: és Ac-
His-Ala-His-Ala-His-NH, esetén kimutattuk, hogy fiziologids pH-n [(n®-p-
cimol)Ru(L)]** osszetételi komplex képz6dik, ahol mind a harom
imidazolnitrogén koordinalodik a fémionhoz. N3-metilezett hisztidint tartalmazo
Ac-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-NH; pentapeptidet is
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szintetizaltunk, majd az NMR és MS eredményeket Osszevetettiik a nem metilezett
hisztidint tartalmaz6 oligopeptidekre vonatkozokkal. 3C NMR mérésekkel
igazoltuk, hogy a képz6d6 [ML]?" 6sszetételli komplexben az imidazol ligandum
N1-es nitrogénjével koordinalodik a fémionhoz. A mérési eredményeinket DFT
szamitasokkal is alatamasztottuk, ahol az N1-es nitrogén koordinacioja az N3-sal
szemben, energetikailag stabilabb kotési izomert eredményezett.

Noha vizsgalataink alapkutatas jellegliek, a kapott eredmények lehetové
tehetik a potencidlisan rékellenes  hatasu, félszendvics szerkezetl
ruténium(Il)komplexek biotranszformacidja soran képz6dé kationok és N-
donoratomot tartalmazé bioligandumok kozotti kdlesonhatasok —szamszeri
jellemzését és specidcios modellek felallitasat.

Munkank masodik szakaszaban vj, teljes szendvics tipusu peptidkonjugatum
komplexet allitottunk elé. Szintetizaltunk egy bioldgiailag fontos His-Ala-Val
szekvenciat tartalmaz6 oligopeptidet (H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NHz), melynek
tirozin aromas gytr{ijéhez fénybesugarzassal vald aktivalassal kapcsoltuk a (n®-
Cp)ruténium(Il)-t. 'H NMR és MS technikakkal kiilénboz6 pH-kon vizsgéltuk a
teljes szendvics komplexet, és a pH novelésével oxociklohexadienil koordinacid
(a Ru és Tyr kozotti haptocitas 6-rol 5-re valtozik) kialakulasat tapasztaltuk. A
komplex a teljes vizsgalt pH tartomanyban stabil maradt. Nemzetkozi
egylittmiikodés keretében, a teljes szendvics peptid komplex N-terminusan 1évo
szabad aminocsoporthoz NODA-GA tipust triaza-kelatort kapcsoltunk. A
biodisztribucids vizsgalatokhoz sziikséges, nem radioaktiv és radioaktiv Ga(IlI)-
fémionnal kialakitottuk a két fémiont is tartalmazo teljes szendvics tipusu
peptidkonjugatum komplexet. A NiGa(lll) fémiont tartalmazé komplex
szerkezetét *Ga NMR modszerrel is alatamasztottuk. A szintetizalt komplexek
sejtfelvételét, citotoxikus aktivitasat négy rakos sejtvonalon (MCF-7, MDA-MB-
231, A375 és PC-3) vizsgaltuk. Az MDA-MB-231-es emlédaganat sejtvonalon
mutatott szelektivitds ellenére azonban a 0,1-200 uM-os koncentracid
tartomanyban nem tapasztaltunk jelentOs rakellenes hatast.

Ezen eredményeink felhasznalasa, valamint a fenti vegyiiletek szerkezeti
egységeinek modositasa hozzajarulast jelenthet 0j és rakellenes hatasukat tekintve
hatékonyabb fémkomplexek tervezéséhez.
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6. SUMMARY

The half-sandwich type [(n5-p-cimol)Ru(L)]™" complexes may undergo
various biotransformation reactions in the blood serum resulting in the formation
of the [(n®-p-cimol)Ru(H-0)s]?* cation, that can interact with histidine imidazolyl
nitrogen donoratoms of high and low molecular mass components of biofluids.

In the light of the above information, the aim of our work was to study in detail
the interaction between half-sandwich type ruthenium(ll) aqua ion and surface
accessible histidyl imidazole model peptides containing histidyl residues in
various positions. In order to model the metal ion binding capabilities N-
methylimidazole, N-acetylhistamine, H-Ala-His-OH, H-His-Ala-OH and H-His-
His-OH dipeptides, and Ac-His-His-His-NH., Ac-His-Ala-His-His-NH., Ac-His-
Ala-His-Ala-His-NH,,  Ac-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-Ala-His(N3-Me)-NH,
terminally protected peptides containing three histidyl residues in different
sequences were studied. We determined the stepwise deprotonation constants of
the novel, three histidine-containing oligopeptides that were obtained by solid-
phase peptide synthesis. To overcome the slow complex formation processes
individual samples requiring much more starting materials were prepared and
equilibrated for several days before the measurements. Stability constant of the
metal complexes were determined using these samples, while the protonation
constants of the studied ligands were estimated by pH-potenciometry. Evaluation
of the metal ion and imidazole ligand containing systems was carried out by the
combined use of NMR, ESI-MS, UV-Vis and CD spectroscopic tehcniques.

Comparing the the [(n°®-p-cym)Ru(H20)3]>*~Meim or ~AcHm systems at 1:3
metal ion to ligand ratio it can be stated that the [MLs]?* is the major species at
physiological pH. Beside the [ML3]** complex, [MLH.4]* and [ML;H.1]* minor
mixed hydroxido complexes are also identified and formation of the biologically
inactive [M2(OH)s]" species was found to be hindered at pH = 7.4. In the
biologically more relevant chloride-containing medium these complex formation
processes are slightly altered, as the aqua ligands are replaced by Cl- ions resulting
in the formation of mixed ligand [(n%-p-cym)RuLxCl-]** species (L: Meim or
AcHm; x: 1-2). Stability constants of the complexes that formed in the individual
samples of [(n®-p-cym)Ru(H20)3]>*~Meim system at KNO; and KCl ionic strength
were calculated.

We have also studied in detail the formation of chiral-at-metal complexes
between [(n8-p-cym)Ru(H-0)s]?" and one or two histidyl containing dipeptides by
the combined use of NMR, CD and ESI-MS techniques. The results supported the
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intensive complex formation with all the three dipeptides (H-Ala-His-OH; H-His-
Ala-OH; H-His-His-OH) even below pH 2. In these complexes the imidazole
nitrogen was always found to coordinate to the metal ion and the NMR signals of
the p-cymene ring protons revealed the formation of a chiral-at-metal center. In
order to obtain more information about the structure of chiral complexes CD
spectroscopy was also applied. Since there is no information about the CD activity
of half-sandwich type ruthenium(ll) complexes in the literature, therefore we
compaired our data obtained from the various systems and we also used DFT
calculations to provide further proof on the most likely binding mode of the
complexes. In agreement with the NMR studies, in the case of the dipeptides (H-
His-Ala-OH és H-His-His-OH) containing histidyl residues at the N-termini the
CD spectra showed an intensive negative at 420 nm and a positive Cotton-effect
at 360 nm indicating complex formation with ,histamine-type” (Namino, N3im)
binding mode of the ligands. Comparison of [(n®-p-cym)Ru(H.0)s]**-dipeptide
systems with the N and/or C terminus histidine amino acids, we have demonstrated
that the imidazole is always coordinated in the binding isomers and formed six-
membered (Namino, N3im OF N amide, N3im) chelates, while the hydrolysis of the metal
ion hindered in the studied pH range.

We have shown that there is a strong interaction between the N-terminally free
H-HAVAHHH-NH, heptapeptide and [(n®-p-cym)Ru(H20)s]** moiety in the
range pH 2-8. Like H-His-Ala-OH and H-His-His-OH, in this system the CD
spectra also indicated the ,,histamin-type” Namino, N3im binding mode over the three
imidazole nitrogen coordination at the C-termini. If the logfmig2+ = 19,3(1) for
Meim and logfmLnp2+ = 21,6(2) for H-His-His-OH dipeptide are compared and the
above mentioned informations are taken into account, it can be stated that the N-
terminal histidyl residue of the N-terminally free oligopeptides is more likely to
form (Namino, N3im) Chelate, than the three imidazole nitrogens.

The complex formation was also monitored between the metal ion and novel,
three histidine-containing peptides obtained by solid-phase peptide synthesis. For
Ac-His-His-His-NH- the formation of a yellow precipitate as low as pH 2.0 and
the very limited solubility of complex(es) even at elevated pH hindered subsequent
solution equilibrium studies with this ligand. Under biologically relevant
conditions, for the tetrapeptide and pentapeptide slow complex formation
processes were detected with the formation of 1:1 [(n®-p-cym)Ru(L)]?* (L: Nim,
Nim, Nim binding mode of oligopeptides) type complexes as major species. Due to
tautomerization at the imidazole ring of the histidyl side chain both the N1 and N3
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nitrogen donors can coordinate to the metal ion. In order to obtain further proof on
this binding mode a model pentapeptide, Ac-H*AH*AH*-NH; with three N3-
methylated His units was also synthesized and its NMR and MS results were
compared with those of the non-methylated oligopeptides. We have also
undertaken the *C NMR study of the [ML]?** complexes to clarify the most likely
(N1 or N3) binding mode of the imidazole units. Based on the NMR spectra the A
values for the imidazole carbons in our system showed identical trend with those
obtained for the (N1, N1) binding mode in the Pd(I1)-Ac-HAAAH-NH- system in
the literature. This provides, therefore, a strong support for the identical N1
coordination of imidazolyl moieties of the ligands in the [ML]?* complexes. DFT
calculations were also carried out on the likely binding isomers of the [ML]?*
complex with Ac-HAHH-NH, and Ac-HAHAH-NH, supporting the preference of
N1 over N3 coordination in the optimized stuctures.

Although our work is an academic research, our results may help to build up
speciation models and help to characterize the complex formation between the
half-sandwich type ruthenium(ll) with anticancer potential and bioligands
containing imidazolyl N-donoratoms.

On the second part of our work, we have prepared and fully characterized a
novel, full-sandwich type peptidconjugate ruthenium(ll) complex. To the best of
our knowledge, this was the first heterobimetallic complex containing a histidyl-
alanyl-valinyl (HAV) sequence for targeting, a full sandwich Ru(ll) unit with
potential anticancer activity and a "™Ga-or ®’Ga-NODA-GA moiety to monitor
biodistribution. First, we have synthesized a novel, H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NH;
pentapeptide by solid-phase peptide synthesis and we have conjugated the (n°-
Cp)Ru unit to the aromatic side chain of Tyr of it using visible-light irradiation.
Detailed pH-dependent NMR and MS experiments indicated the change in
hapticity from n® to n° during the formation of an oxocyclohexadienyl
coordination. This full sandwich type complex was found to be stable in the whole
studied pH-range. In the framework of an international cooperation we have
conjugated the above mentioned, peptide-containing full sandwich type complex
with NODA-GA bifunctional chelator suitable to coordinate the non-radioactive
and radioactive Ga(lll). To confirm the identity of the non-radioactive Ga(lll)
containing complexes "*Ga NMR spectroscopy and ESI-MS techniques were used.
Cellular uptake of the 6’Ga-compounds was studied in four human derived cancer
cell lines, MCF-7, MDA-MB-231 (breast), A375 (melanoma) and PC-3 (prostate).
The results from these studies indicated moderate cellular uptake of the radioactive
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complexes. Although, the highest uptake was found in breast MDA-MB-231 cells,
the inhibition of the cell proliferation was not relevant in the 0.1-200 pM
concentration range studied.

The use of our results and the modification of the structural units of the studied
compounds may provide with information for the design and synthesis of novel
metal complexes with improved antiproliferative potential.
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rendszer kidolgozasa és miikddése orszagos program cimii kiemelt projekt altal
nyujtott személyi tamogatassal valdsult meg. A projekt az Eurdpai Unid
tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.

A kutatashoz a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0043 (ENVIKUT)

projekt is hozzajarult.

A kutatas egy része a GINOP-2.3.2-15-2016-00008 szamu projekt

keretében, az Europai Uni6 timogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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8. FUGGELEK

Az értekezés alapjat képezo kozlemények:

Tudomadnyos folydiratban megjelent kozlemények (3):

1.

Zsolt Bihari, Valeria Ugone, Eugenio Garribba, Norbert Lihi, Péter Buglyo:
Complex formation between [(#°-p-cym)Ru(H20)s]*" and oligopeptides
containing three histidyl moieties.

Journal of Organometallic Chemistry, 823, 116-125 (2016)

IF: 2,336 (2015)

Zsolt Bihari, Filipe Vultos, Célia Fernandes, Lurdes Gano, Isabel Santos,
Jodo D. G. Correia, Péter Buglyd: Synthesis, characterization and biological
evaluation of a ®’Ga-labeled (7°-Tyr)Ru(7>-Cp) complex with the HAV
motif.

Journal of Inorganic Biochemistry, 160, 189-197(2016)

IF: 3,205 (2015)

Zsolt Bihari, Zoltan Nagy, Péter Bugly6: [(7°-p-cym)Ru(H20)s]** binding
capability of N-methylimidazole to model the interaction between the metal
ion and surface histidine residues of peptides.

Journal of Organometallic Chemistry, 782, 82-88 (2015)

IF: 2,336 (2015)

Konferencia kitetben megjelent tanulmdny (1):

1.

Bihari Zsolt, Bir6 Linda, Buglyo Péter: A potencidlisan rdkellenes hatdsu
félszendvics  tipusii  [Ru(n®-p-cimol)(H20)s]** kolcsénhatdsa
hisztidintartalmu oligopeptidekkel és modelljeikkel, XXXVI. Kémiai
Eléadoi Napok, 2013, Szeged, Magyarorszag, 288. oldal, JATEPress,
(ISBN 978-963-315-145-7).

Tudomadanyos kitetben megjelent fejezet (1):

1.

Bihari Zsolt: A potencialisan rakellenes hatast félszendvics tipust [Ru(n®-
p-cimol)(H20)s]** kolcsdnhatdsa hisztidintartalm  oligopeptidekkel és
modelljeikkel. Hatvani Istvan Szakkollégium, Mi tendenciank II.
tanulmanykétet, 2013, Debrecen, Magyarorszag, 111-126. oldal, (ISNN
2063-6059).
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Az értekezés anyagabdl késziilt eléadasok (lectures) (13):

1.

Zsolt Bihari, Filipe Vultos, Jodo D. G. Correia, Célia Fernandes, Lurdes
Gano, Isabel Santos, Péter Bugly6: Synthesis, characterization and
biological evaluation of radiometallated Ru(7>-Cp)(7°-Tyr) peptide with
HAV motif, COST meeting, 2015. szeptember 2, Varso, Lengyelorszag

Bihari Zsolt, Filipe Vultos, Jodo D. G. Correia, Isabel Santos Buglyo
Péter: ¥’ Ga Jjelzett, HAV szekvenciat tartalmazo, potencialisan rakellenes
Ru(7°-Cp)(i°-Tyr) peptid konjugdtum szintézise, jellemzése és biolégiai
vizsgdalata, MKE 2. Nemzeti Konferencia, 2015. augusztus 31.-
szeptember 2., Hajduszoboszlo, Magyarorszag, 18. oldal

Zsolt Bihari, Filipe Vultos, Jodo D. G. Correia, Célia Fernandes, Lurdes
Gano, Isabel Santos, Péter Bugly6: Synthesis, characterization and
biological evaluation of Ru(7>-Cp)(7°-Tyr) peptide conjugates with the
HAV motif, 13" International Symposium on Applied Bioinorganic
Chemistry, Flash Presentation, 2015. junius 12-15, Galway, irorszég,
105. oldal

Zsolt Bihari, Filipe Vultos, Jodo D. G. Correia, Célia Fernandes, Lurdes
Gano, Isabel Santos, Bugly6é Péter: Synthesis, characterization and
biological evaluation of Ru(7>-Cp)(>-Tyr) peptide conjugates with the
HAV motif, 49. Komplexkémiai Kollokvium, 2015. majus 26-28.,
Siéfok, Magyarorszag, 22. oldal, E12

Zsolt Bihari: % Ga jelzett, HAV szekvencidat tartalmazé, potencidlisan
rakellenes Ru(1°-Cp)(1n°-Tyr) peptid konjugdatum szintézise, jellemzése és
biologiai vizsgdlata, Hatvani Istvan Szakkollégium - Tavaszi
Konferencia, 2015. majus 7., MTA DAB Székhiaz, Debrecen,
Magyarorszag, 3. oldal

Linda Bir6, Daniel Hiise, Janos Patalenszki, Zsolt Bihari, Edina Balogh,
Attila Cs. Bényei, Péter Buglyo: Interaction between half-sandwich
platinum metal ions and bioligands capable of tridentate coordination,
VII. International Symposium on Bioorganometallic Chemistry, 2014.
julius 22-25., Bécs, Ausztria, 26. oldal

103



Hisztidintartalmu oligopeptidek és modelljeik fél- és teljes szendvics Ru(ll)-
komplexei: oldategyensuly és szintézis

7.

8.

10.

11.

12.

13.

Bihari Zsolt, Nagy Zoltan, Bugly6 Péter: Félszendvics szerkezetii [Ru(n®-
p-cimol)(H20)s]**  kélcsonhatisa  tobb  hisztidint  tartalmazo
oligopeptidekkel, 48. Komplexkémiai Kollokvium, 2014. majus 28-30.,
Siofok, Magyarorszag, E16

Bihari Zsolt, Bir6 Linda, Buglyo Péter: A potencidlisan rakellenes hatdsu
félszendvics  tipusii  [Ru(n®-p-cimol)(H.0)s]** kolcsonhatasa
hisztidintartalmu oligopeptidekkel és modelljeikkel, XXXVI. Kémiai
Eléadoi Napok, 2013. oktober 28-30., Szeged, Magyarorszag, 288-290.
oldal

Bihari Zsolt, Bir6 Linda, Buglyo Péter: A potencidlisan rakellenes hatdsu
félszendvics  tipusii  [Ru(n®-p-cimol)(H.0)s]** kolcsonhatdasa
hisztidintartalmu oligopeptidekkel és modelljeikkel, 47. Komplexkémiai
Kollokvium, 2013. majus 29-31., Matrahaza, Magyarorszag, E1

Bihari Zsolt: 4 potencidlisan rikellenes hatdsii félszendvics tipusti [Ru(n®-
p-cimol)(H20)s]?" kolcsonhatisa hisztidintartalmii oligopeptidekkel és
modelljeikkel, Hatvani Istvan Konferencia, 2013. majus 2-3., MTA
DAB székhaz, Debrecen, Magyarorszag, 3. oldal

Bihari Zsolt: 4  [Ru(y®-p-cimol)(H20)s]**  kélcsonhatisa  1-metil-
imidazollal és N-acetil-hisztaminnal, XXXI. OTDK, Kémiai és vegyipari
Szekcié, Koordinacios kémiai tagozat, 2013. aprilis 4-6., Eger,
Magyarorszag, 171. oldal

Bihari Zsolt: 4  [Ru(i®-p-cimol)(H20)s]**  kélcsonhatdsa  1-metil-
imidazollal és N-acetil-hisztaminnal, Hatvani Istvan Konferencia, 2012,
december 7, MTA DAB székhaz, Debrecen, Magyarorszag, 9. oldal

Bihari Zsolt: A [Ru(yn®-p-cimol)(H20)s]** kélcsonhatisa  1-metil-
imidazollal és N-acetil-hisztaminnal, DE TTK - TDK Konferencia,
2012. november 20-23, Debrecen, Magyarorszag

Az értekezés anyagabdl késziilt poszterek (posters) (7):

1.

Zsolt Bihari, Filipe Vultos, Jodo D. G. Correia, Célia Fernandes, Lurdes
Gano, Isabel Santos, Buglyé Péter: Synthesis, characterization and
biological evaluation of Ru(7>-Cp)(7>-Tyr) peptide conjugates with the
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HAV motif, 13" International Symposium on Applied Bioinorganic
Chemistry, 2015. jinius 12-15, Galway, [rorszag, 105. oldal

. Zsolt Bihari, Zoltan Nagy and Péter Buglyo: Interaction between half-
sandwich type [Ru(n®-p-cym)(H20)s]** with potential proliferative effect
and multihistidine containing oligopeptides, Chemistry of Metals in
Biological System, Summer School, 2014. szeptember 7-14, Louvain-
la-Neuve, Belgium, 66-67. oldal

. Zsolt Bihari, Zoltan Nagy and Péter Buglyo: Interaction between half-
sandwich type [Ru(n®-p-cym)(H.0)s]** with potential proliferative effect
and multihistidine containing oligopeptides, 12" European Biological
Inorganic Chemistry Conference, 2014. augusztus 24-28., Ziirich,
Svajc, 142. oldal, P183

. Zsolt Bihari, Zoltan Nagy and Péter Buglyo: Half-sandwich type [Ru(i®-
p-cym)(H20)s]*"  complexes of short multihistidine containing
oligopeptides, VII. International Symposium on Bioorganometallic
Chemistry, 2014. jalius 22-25., Bécs, Ausztria, 52. oldal, P04

Bihari Zsolt, Nagy Zoltan, Bir6 Linda és Buglyo Péter: Hisztidintartalmu
oligopeptidek szintézise és kolcsonhatasuk oldategyensulyi vizsgalata a
rakellenes hatdsii [Ru(n’-p-cimol)(H20)s]?* kationnal, XIX. Bolyai
Konferencia, 2014. marcius 21-23., Budapest, Magyarorszag, 22. oldal

. Zsolt Bihari, Linda Bir6 and Péter Buglyd: [Ru(n®-p-cym)(H.0)s]**
binding capability of N-Methyl-imidazole to model the interaction between
the metal ion and surface histidine residues of peptides. XII. Internation
Symposium on Inorganic Biochemistry, 2013. augusztus 28. —
szeptember 1., Wroclaw, Lengyelorszag, 51. oldal, P3

. Bihari Zsolt, Bir6 Linda, Godé Attila Jozsef és Buglyo Péter: A [Ru(7°-p-
cimol)(H20)s)*"  kolesonhatdsa — 1-metil-imidazollal — és  N-acetil-
hisztaminnal, XVIII. Bolyai Konferencia, 2013. majus 23-24,,
Budapest, Magyarorszag, 26. oldal
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Az értekezésben nem targyalt kizlemények (2):

1.

2.

Linda Biro, Attila J. Godo, Zsolt Bihari, Eugenio Garribba, Péter Buglyo:
Tuning the Hydrolytic Properties of Half-Sandwich-Type Organometallic

Cations in Aqueous Solution.
European Journal of Inorganic Chemistry, 17, 3090-3100 (2013)
IF: 2.942 (2014)

Veres Péter, Ditroi Tamas, Bogdandi Virag, Buzas Eszter Biborka, Bihari
Zsolt: Hegykozkovacsi felszin alatti vizeinek hidrokémiai vizsgdlata.
Debrecen-Nagyvarad, Magyarorszag-Romania, 2013, 131-151. oldal,
(ISBN 978-963-473-632-5).

Az értekezésben nem targyalt eléadasok (2):

1.

Péter Buglyo, Linda Biro, Eugenio Garribba, Zsolt Bihari: Tuning the
Hydrolytic Properties of Half-Sandwich Type Organometallic Cations in
Aqueous Solution. Internation Symposium on Metal Complexes, 2012.
juanius 18-22., Lisszabon, Portugalia, 122-123. oldal, OC33

Bir6 Linda, Bihari Zsolt, Eugenio Garribba, Buglyo Péter: Félszendvics
[(® P-arén) M(H0)3 F* kationok hidrolitikus sajatsagainak
szabadlyozasa. 46. Komplexkémiai Kollokvium, 2012. majus 21-23.,
Matrafiired, Magyarorszag, 40. oldal

Az értekezésben nem targyalt poszterek (1):

1.

Linda Bir6, Renata Nagy, Zsolt Bihari, Etelka Farkas and Péter Buglyo:
Hydrolytic behaviour and chloride ion binding strengths of [Ru(7’-
arene)(H.0)3]?* cations — Model studies for the biospeciation of ruthenium
complexes with potential anticancer activity, 4" European Conference
on Chemistry Life Science, 2011. augusztus 31.- szeptember 3,
Budapest, Magyarorszag, 257. oldal
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