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A tézisekben eléfordulo roviditések magyarazata:

p-cym 1-izopropil-4-metilbenzol (p-cimol)

tri-iPr 1,3,5-triizopropilbenzol

H.chd ciklobutan-1,1-dikarbonsav

H20x etandisav (oxalsav)

Hlact 2-hidroxi-propéansav (tejsav)

Hacac pentan-2,4-dion (acetil-aceton)

Hacitr 3-karboxi-3-hidroxi-pentandisav (citromsav)

Hatric 3-karboxi-pentandisav (trikarballilsav)

Hala alanin

Hser szerin

Hise izoszerin

Hsal 2-hidroxi-benzoesav (szalicilsav)

Hmalt 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-on (maltol)

Hkoji 5-hidroxi-2-hidroximetil-4H-piran-4-on (kojisav)

Hdhp 3-hidroxi-1,2-dimetilpiridin-4(1H)-on (piridinon)

Htir dinatrium-4,5-dihidroxibenzol-1,3-diszulfonat
(tiron)

Cp* pentametil-ciklopentadienil anion

TSP natrium-3-trimetilszilil-propanszulfonat

NMR magneses magrezonancia spektroszkopia
(Nuclear Magnetic Resonance)

IR infravords spektroszkdpia (InfraRed)

UV-Vis UV-lathat6 spektrofotometria (UV-Visible)

ESI-MS elektrospray ionizéacios spektrometria

(ElectroSpray lonization Mass Spectometry)
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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A platinakomplexek rakellenes hatasa régen ismert. A
siknégyzetes ciszplatint ma is széles korben alkalmazzak egyes
daganattipusok kemoterapias kezelésében, azonban citotoxikus
mellékhatasai, valamint a platinaval szembeni sejtrezisztencia miatt
felmeriilt az igény egyéb atmenetifém iont, ezen belll platinafém
iont tartalmazo rakellenes hatasi komplexek eldallitasara.

Egyik ilyen igéretes teriiletet jelentik a ruténium vegyiiletek.
Széamos ruténium-komplex kozil az oktaéderes KP1339 (transz-

[RU"Cly(Ind)2]JNa; Ind = indazol) és a NAMI-A (transz-
[RUMCly(Im)]ImH; Im = imidazol) mar sikeresen tuljutottak a
klinikai kiprobalas I. fazisan. Kimutattdk, hogy ezen komplexek
hatasmechanizmusanak egyik fontos m
lépése azok in vivo redukcidja a <®>
gyorsabb ligandumcserére képes
megfeleld Ru(ID)-vegydletté. Az 1|1u
irodalomb6l az is ismert, hogy a Z\\\l \Y

x

ruténium +2-es oxidacids allapota

aromés ligandumokkal ~stabilizalhato. | 1.abra: A felszendvics
Ru(l)komplexek altalanos

igy keriiltek az érdeklddés kozéppont-
szerkezete.

jaba a penta- és hexahapto kotésmaodua
félszendvics tipust fémorganikus komplexek. Az ilyen szerkezetii
vegyiiletekben jellegzetes zongoraszék geometria valésul meg, ahol
az aromas ligandum mellett talalhatd harom koordinéaciés hely koziil
kett6t gyakran (X,Y)-kelatképzé, mig a harmadikat valamilyen
egyfogu ligandum foglalja el (1. dbra).

A molekula-aktivalas egyik f& 1épése, a Z tdvozd csoport
vizre vald kicserélédése. A komplex reaktivitasa szempontjabdl egy
tovabbi jelentds paraméter a koordinalt vizmolekula savassaga,
melynek deprotonalédasa sordn a szervezetben inaktiv [(n>/n®-
arén)RU(XY)OH]™ 6sszetételii részecske képzddik (2. abra), ami a
pH tovabbi emelésével Aatalakulhat a kétmagvi [{(n®-
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arén)Ru}2(OH)s]* komplexszé. A félszendvicset alkoté egységek
maédositasaval befolyasolhatdak a termodinamikai és Kinetikai
sajatsagok, s ezaltal a bioldgiai hatas is.
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2. abra: A félszendvics Ru(ll)komplexek altalanos reakcioi.

A szervezetbe keriilve ezek a vegylletek disszocidlhatnak,
illetve kolcsonhatasba Iéphetnek a biofolyadékok kis és nagy
molekulatdmegii komponenseivel. Ezeknek a fontos
komplexképz6dési folyamatoknak a teljes tisztazasara és mennyiségi
jellemzésére azonban a ligandumok protondisszociacios folyamatai
mellett ismerniink kell a képz8dé szabad fémion hidrolizisét is.

Mivel az irodalomban a félszendvics Ru(ll)komplexek
oldatbeli viselkedésére vonatkozdan gyakorlatilag nem talalhat6
adat, munkank soran célul tliztik ki a modelltl valasztott [nS-p-
cym)Ru(H20)s]** akvaion hidrolizisének” részletes vizsgalatat 0,20
M KCI és KNO; ionerésség mellett egyarant, valamint annak
feltérképezését, hogy a  félszendvics  szerkezetli  kation
alkot6egységeinek mdédositasa hogyan befolyasolja a hidrolitikus
sajatsagokat. Ezen ismeretek birtokaban tovabbi célunk volt a [n®-p-
cym)Ru)H,0)3]?* és kiilonbdz6 bazicitast bioldgiai jelentdségli O-
donor molekuldk kozotti kolcsonhatds vizsgalatat szilard- és
oldatfazisban egyarant.

# Hidrolizis alatt a fémionhoz koordinalodé vizmolekulak reverzibilis proton-
disszociécios folyamatait értjik.
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Il. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

pH-potenciometrids mddszerrel hataroztuk meg a vizsgalt
ligandumok protonaldédasi allando6it, valamint a kiilonb6zo
fémionokat és aromas ligandumokat tartalmazé félszendvics
szerkezetli kationok hidroxido-komplexeinek és a tanulméanyozott
fémion-ligandum rendszerekben képz6dé komplexek stabilitasi
allandoit. A méréseket allandd 1 = 0,20 mol/dm® KCI vagy KNOs
ioner6sség mellett végeztik (T = 298,0 K). A Cl-tartalmd mintak
esetében Mettler Toledo DL50 tipust, DG 114-SC kombinalt
Uvegelektréddal felszerelt késziiléket hasznaltunk, mig a NOs™-
tartalmuaknal Mettler Toledo T50 késziiléket, melyhez 6.0255.100
tipusi Metrohm double junction elektrodot csatlakoztattunk. A
kisérleti adatokbdl a fémkomplexekre vonatkozé stabilitési
allandékat a PSEQUAD és SUPERQUAD szamitogépes
programokkal hataroztuk meg, melyek alapjan a rendszerekre adott
koriilmények kozott jellemz6 koncentracio-eloszlasi gorbéket a SED
program segitségével szerkesztettiik meg.

UV-lathat6 spektrofotometrias méréseket végeztiink a
fémionok hidrolitikus tulajdonségainak tanulméanyozasara. A
spektrumokat Perkin Elmer Lambda 25 tipusd kétsugaras
fotométeren rogzitettik, valamennyi esetben 1,000 cm-es uthossz
alkalmazasa mellett. A spektrumok kiértékelését, a termodinamikai
stabilitdsi allandék meghatarozasit a PSEQUAD programmal
végeztik el.

A kiilonb6zé  hidrolitikus  és  komplexképzddési
folyamatokban képz0dd részecskék azonositdsara, tovabba az
eléallitott vegyiiletek tisztasdganak ellendrzése céljabol *H NMR
spektroszképias vizsgalatokat végeztiink. A [n®-p-cym)Ru)H20)3]%*
— citrat rendszert *C NMR spektroszkdpiaval is tanulmanyoztuk.
A H NMR spektrumok felvétele Bruker AM360 tipusi FT-NMR
késziléken tortént, mig a *C NMR spektrumokat Bruker Avance
DRX-500 tipust késziilékkel rogzitettiik. A spektrumokat X-
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WIinNMR programmal regisztraltuk, kiértékelésiiket az WIN-NMR
960901 verzioszdm( Bruker szoftverrel végeztik el.

ESI-TOF-MS vizsgélatainkhoz a fémiont 1,0 — 1,5 mM
koncentricioban tartalmaz6 mintdkat Allitottunk 0Ossze vizes
kozegben, melyeket a vizsgalat targyatol fiiggéen kiilonboz6 pH
értékeken, kiilonb6zé fémion - ligandum (1:1, 1:2) és fémion - CI-
(2:1 - 1:30) aréanyok mellett tanulmanyoztunk. A kisérletekhez
Bruker micrOTOF-Q 9 ESI-TOF késziiléket, Cole Palmer 74900
pumpat hasznaltunk és 2 pl/min aramlasi sebességnél meértiink.

A szilard komplexek szerkezeti jellemzésére infravoros
spektroszkopiat, elemanalizist és egykristaly  rontgen-
krisztallogréafiat is alkalmaztunk. Az IR méréseket Perkin Elmer
FTIR 1000 PC tipusi késziilékkel végeztik. Az egykristalyok
vizsgélata Bruker-Nonius MACH3 diffraktométerrel,
szobahOmérsékleten és 1égkori atmoszféran tortént. A sugarforras a
Mo karakterisztikus K, sugarzasa volt, melynek hullamhossza
0,71073 A. A mérési adatokbdl a szerkezet meghatarozasa SIR-92
program segitségével tortént a legkisebb négyzetek mddszerével.
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I11. VIZSGALT LIGANDUMOK
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3. &bra: A vizsgalt aromas (A) és a teljesen protonalt kelatképz
ligandumok (B) szerkezeti képletei.
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IV. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. [(m®-arén)M(H20)3]?* tipusu kationok hidrolitikus
tulajdonsagainak vizsgalata

Részletesen tanulmanyoztuk a [(n8-p-cym)Ru(H.0)s]*
kation hidrolizisét 0,20 M KCI/KNO; ionerfsség mellett pH-
potenciometria, 'H NMR, UV-lathatd spektrofotometria és ESI-
TOF-MS mddszerek kombinalt alkalmazésaval. Meghataroztuk a
kiilonbozé pH-értékeken valamint kloridionok jelen- és tavollétében
képz6d6 klorido-, hidroxido- és vegyes klorido-hidroxido-
komplexek 6sszetételét és termodinamikai stabilitasi allandoit (1.

tablazat) tovabba javaslatot tettlink legvalo6sziniibb
oldatszerkezetikre.
Részecske logp
[(°-p-cym)Ru(H20)3]** —
1,82(1)
[(m8-p-cym)RuCl(H20)2]* 1,88(5)2
1,9(1)°
[{-p-cym)Rua(u™Cl)* P
[{(n°®-p-cym)Ru}2(p*Cl)2(u*-OH)]* 1,14(6)
[{(n°-p-cym)Ru}2(p*Cl)(u?-OH)2]* -3,63(2)
[{(n®-p-cym)Ru}2(n*-OH)s]* -9,16(1)

@ UV-lathato spektrofotometria  ®*H NMR spektroszkopia
1. tdblazat: A [(n®-p-cym)Ru(Hz20)s]** — H* — CI- rendszerben 0,20 M
KCl ioner6sség mellett képz6dd komplexek stabilitasi allandoi.

1.1. Megallapitottuk, hogy 0,20 M KNOjs jelenlétében a [(n®-p-
cym)Ru(H20)3]%* akvakomplex mellett egyetlen részecske, a [ {(n®-p-
cym)Ru}2(u?-OH)s] van jelen a rendszerben mig a kloridion
koncentraciojanak novelésével két kloridokomplex, a [(n®-p-
cym)RUCI(H20)2]* és a [{(m®-p-cym)Ru}2(n3-Cl)s]* azonosithatd a
savas pH-tartomanyban.
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1.2. A fémion hidrolizisének tovabbi tanulmanyozésa soran 0,20
KCl ionerésség mellett tovabbi két vegyes klorido-hidroxidohidas
részecskét, a [{(m®-p-cym)Ru}2(n>-Ca(u>-OH)]*t és a [{(n®-p-
cymRUY(-CO( [ o0
OH),]*-t detektaltuk. Ru %
A 0,20 M KCl és ey = 1
2,00 mM Osszeté-telre 60 1

[Ruz2(OH)s]*

szamolt koncen- 40 4 [Ruz2(OH)CI*
tracideloszlasi gorbeé-

s 20 1 N Ruz2(OH)CI2]*
ket a 4. 4bran tintet- Ru? [Ruz(OR)CL]

0 T T T 1

tem fel. - ) 4 6 8 o 10
1.3. Megallapitottuk, |4 apra: A [(n8-p-cym)Ru(H20)3]2* - CI-1:100
hogy savas koriilmé- aranyu rendszerre szamolt koncentrécio-
nyek kozott és a uM- eloszlasi gorbék.

os fémion-koncentra-

ci6 tartomanyban is jelentds kloridokomplex-képzddés figyelhetd
meg a bioldgiai rendszerekre jellemz6 kloridion koncentracioknal.
1.4. Kimutattuk, hogy a cci- ndvelésével a hidrolizis pH-tartomanya

eltolhatd a nagyobb pH-értékek felé, azonban komplexképzd
ligandum(ok) tavollétében, fiziolégias korilmények kdzott, 0,20 M
KCl ionerésségnél is csak a biolégiai kozegben inaktiv [{(n®-p-
cym)Ru},(u?-OH)3]* 6sszetételil hidroxidokomplex van jelen.

Megvizsgaltuk a [(n®-arén)M(H20)3]?* (M = Ru, Os; arén =
benzol, toluol, p-cym, tri-iPr) osszetételii félszendvics tipusu
akvakomplexekben az egyes egységek (hexahapto k&tésmadi
aromas ligandum, fémion) hidrolizisre gyakorolt hatasat és
meghataroztuk a képz6d6 komplexek termodinamikai (logf) és 0,20
M KCI ionerdsségre vonatkoz6 latszélagos stabilitasi allandoit
(logp™).

1.5. Megallapitottuk, hogy ezekben a rendszerekben is a [(n®-p-
cym)Ru(H,0)3]>" kation hidrolizise soran detektalt Osszetételd
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klorido-, hidroxido és vegyes Kklorido/hidroxido részecskék
képzddnek reverzibilis folyamatokban.

1.6. A hexahapto aromés ligandumok elektroneloszlasanak és
térkitdltésének tanulmanyozasa soran kimutattuk, hogy a hidrolitikus
sajatsagok befolyasolhatdak az aromas ligandum mddositasaval: az
aromas gylir elektron-ellatottsdganak novelésével a fémion
hidrolizise nagyobb pH-kon kévetkezik be. Ez a hatds ugyanakkor
Onmagédban még nem elegend6 ahhoz, hogy pH = 7,4-nél
megakadalyozza az egyéb ligandumo(ka)t nem tartalmazo
akvakomplex teljes hidrolizisét.

Egy nemzetkdzi egylittmiikodés keretében meghataroztuk a
vizsgalt kiillonb6z6 hexahapto kotésmodu aromas ligandumot
tartalmazd félszendvics szerkezetii kationokban megvaldsulo
kotéstavolsagokat, tovabba kiszamoltuk a fémion és az aromas
ligandum toltésstirliségét.
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5. dbra: A [ {(n%-arén)Ru}2(u?>-OH)3]* komplexek stabilitasi allandoi a

ruténiumionon meglevd szamolt toltéssiiriiség fliggvényében.

1.7. Eredményeink szerint, minél nagyobb az aromas gylrl
elektronkiildé képessége, annal inkabb lecsokken a fémion toltése.
Igazoltuk, hogy az aromas gylrithoz kapcsoldédo elektronkiildd
csoportok szamanak és mindségének valtoztatasaval a koordinalodo
vizmolekuldk pK; értéke befolyasolhatd.
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1.8. Kimutattuk, hogy lineéris Osszefliggés all fenn valamennyi
meghatarozott szamolt paraméter és a [{(n5-arén)Ru}»(n>-OH)s]*
hidroxidokomplexekre meghatarozott stabilitasi szorzat értékek
kdzott (5. &bra).

A kozponti fémion hidrolizisre gyakorolt hatasat azonos
hexahapto ligandumi, a fémiont +2-es oxidacios allapotban
tartalmazo [(n®-p-cym)M(H20)s]?* (M= Ru, Os) kationok vizsgala-
taval tanulmanyoztuk, emellett megvizsgaltuk a [(n®-Cp*)Ir(H20)s]*
hidrolizisét is.

1.9. Megallapitottuk, hogy a Ru-Os csere a [(n5-p-cym)M(H20)s]?*
protonvesztését kb. 1,5 pH egységgel tolja a savasabb pH-k felé, mig
a pentahapto Cp* ligandumu Ir(lll)-komplex a kettd kozotti pH-
tartomanyban veszit protont és mindharom rendszerben fizioldgias
pH-n a kétmagvu, harom hidroxidohidas komplex van jelen.

1.10. lgazoltuk, hogy — ha a Kloridionok jelenlétében fennall6 NMR
jelszélesedés illetve jelatfedések miatt valamennyi jelenlevd
részecske termodinamikai  allandojanak meghatarozdsa nem
lehetséges — egy [{(n8-arén)Ru}o(u?-OH)]?* és [{(n®-arén)Ru}(u?-
OH)s]* részecskéket tartalmazd modellel, a kizardlag 0,20 M KCI
ioner6sség mellett  érvényes Ilatszolagos stabilitasi  llandok
segitségével is kvantitative leirhat6é a fémionok hidrolizise.

2. A [(n®-p-cym)Ru(H20)s]?* kation kdlcsonhatasa O-donor
kismolekulakkal

A félszendvics [(n8-p-cym)Ru(H20)s]?* kation hidrolitikus
tulajdonsagainak részletes feltérképezése utan olyan O-donoratomd
modellvegyiiletekkel tanulméanyoztuk a komplexképz6dést, melyek
eltérd tagszamu és ezaltal eltérd stabilitasu kelatgytirti kialakitasara
képesek. A vizsgalt ligandumok kézil a Hochd, Hacac, Hmalt, Hkoji,
és Hodhp* mar szilard formaban eléallitott potencialisan rakellenes

10
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ruténium vegylletek alkotdegységei, a laktat és az oxalat
szérumkomponensek, mig a tiront és a szalicilsavat a bazicitasbeli
kilonbségek vizsgalatanak céljabol valasztottuk.

2.1. pH-potenciometria, 'H NMR és ESI-TOF-MS egyiittes
alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a csak kis bazicitasi O-
donoratomot tartalmazé ciklobutan-1,1-dikarboxilat és oxalat mar
savas korlilmények kozott [RUA(H20)] és [RUA(OH)]~ (Ru = [(n®-p-
cym)Ru(H20)3]%, A = ox, cbd) dsszetételii komplexeket képeznek a
fémionnal, azonban a kialakulé kélcsonhatas gyenge és pH > 4
esetén megindul a hidrolizis.

2.2. Eredményeink szerint a Kkis bazicitast karboxilatcsoportot és
nagy bazicitdsi alkoholatot/fenolatot tartalmaz6 ligandumok
rendszereiben is, fiziologias koriilmények kozdtt dontden az inaktiv
[{(nB-p-cym)Ru}2(n?-OH)s]* van jelen.

2.3. Kimutattuk, hogy a nagy bazicitasi és deprotonalt formaban
konjugaciora képes piridon és maltol erés fémionmegkotok; ezekben
a rendszerekben pKma > 7,4 valamint fiziolégias pH-n egyaltalan
nem figyelheté meg hidroxidokomplex-képzddés.

A tejsavval és szalicilsavval kapott érdekes eredmények

Osztondzték az alkoholos —OH szerepének tisztazasara iranyuld
kutatomunkat.  Részletesen  tanulmanyoztuk egy  tovabbi
szérumkomponens, a tridentat koordinaciéra képes citromsav és a
[(m8-p-cym)Ru(H20)3]?*  kozétti oldatbeli kolcsonhatast, illetve
megvizsgaltuk a szintén tridentat kotésmaodra képes, de alkoholos
hidroxilcsoportot nem tartalmaz6 trikarballilsavval is a
komplexképzddést.
2.4. Eredményeink az alkoholos —OH fontos szerepét tamasztottak
al4, ugyanis mig a citrattal nagy stabilitasi komplexek képzOdését
tapasztaltuk, addig a trikarballattal csak gyenge kolcsonhatast
talaltunk és fiziologias korilmények kozott a fémion teljes
hidrolizisét detektéltuk.

11
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6. dbra: A [(n®-p-cym)Ru(H20)3]?* - citrat rendszerben megval6sulé
koordinaciés mddok.

2.5. Ugyan mindkét rendszerben [RuAH], [RUA]" és [RUAH.]*
Osszetételli részecskék képzodését irtuk le, de az igen eltérd
stabilitdsi allandok a kétféle ligandummal eltéré koordinaciods
maédokat tdmasztanak ald. Eredményeink szerint a citrat a [RUAH]-
ban két Kkarboxilat- és az alkoholos hidroxilcsoportjaval
koordinalddik a fémionhoz. A harmadik karboxilcsoport deprotona-
I6dasaval szerkezeti atrendez6dés jatszodik le és egy belsé H-kotés
alakul ki, majd 4-es pH folott bekdvetkezik az alkoholos —OH
deprotonalédasa és [COO~, COO~, O] kotésmaod jon létre (6. abra).
A [RuAH]-ban megvalosuld koordinaciés modot a komplexbdl
eloallitott egykristaly rontgendiffrakcios szerkezete is igazolta (7.
abra).

7. dbra: A [n®-p-cym)Ru(citrH)-H20-CH30H
kristalyszerkezete.
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2.6. Eredményeink alapjan a Ru(ll)-trikarballat rendszer [RuAH]
komplexében a ligandum [COO~, COO~] kétésmadi, mig a maradék
koordinacios helyet egy vizmolekula vagy egy kloridion foglalhatja
el. A harmadik karboxilcsoport deprotonaldédasa soran kialakul a
[RUA]~ komplex, majd a pH tovabbi névelésével egy [COO~, COO-,
OH"] Gsszetételit vegyes hidroxidokomplex képzddik, azonban ezek
a folyamatok nem képesek hattérbe szoritani a fémion hidrolizisét,
pH = 4,5 {olott mar dontden a biologiailag inaktiv [{(n®-p-
cym)Ru}2(u?-OH)s]* hidroxidokomplex van jelen.

Az alkoholétcsoport egyéb tipusu csatolt keladtokban jatszott
szerepének teljesebb megértésére az [NH,, COO-, O] koordinacioéra
képes kis bioligandumok kozll a szerin és annak konstitdcids
izomerje, az izoszerin fémion-megkotését is tanulmanyoztuk.

2.7. Kimutattuk, hogy a kisérleteinkbe modellként bevont, alkoholos
hidroxilcsoportot nem tartalmazo, csak [NH,, COO™] k&tésmddra
képes alaninnal a savas pH-n megfigyelheté komplexképz6dést pH =
4 felett a fémion teljes hidrolizise koveti.

2.8. Megallapitottuk, hogy ugyan a szerin rendszerben a fémion
hidrolizise pH = 4,5-nél elkezdddik, azonban ezt a folyamatot pH ~
8-ig képes hattérbe szoritani az alkoholat koordinacidji [RuAH.1]
komplex péarhuzamos képzddése. Ezzel szemben az izoszerinnel

8. abra: A [RuAH_1] 6sszetételli komplexek oldatbeli szerkezete a
szerin () és az izoszerin (b) ligandummal.




[(*-arén)Ru(H,0)s]** fémorganikus kationok kélcsénhatasa O-donor kismolekulakkal

erésen lugos kozegben sem figyelheté meg a kétmagva
hidroxidokomplex képzdédése. A [(m®-p-cym)Ru(iseH-;)] nagy
stabilitasat a ligandum koordinaciojakor képz6dé ottagd, a Ru(ll)-
citrat komplexével anal6g [COO~, O] kelat létrejottével értelmeztilk,
mely stabilabb mint a szerinnel kialakul6 hattagil [COO~, O] kelat
(8. abra).

14



Biré Linda doktori (PhD) értekezés tézisei

V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Munkank soran részletesen tanulmanyoztuk a [(n5-p-
cym)Ru(H20)3]?* kation hidrolizisét KCI és KNO; hattérelektrolit
jelenlétében, emellett a félszendvics szerkezetli fémorganikus
kationok hidrolitikus tulajdonsadgainak mddositdsa céljabdl a
kloridionok szerepe mellett a hexahapto ko6tésmodu aromas
ligandum és a kozponti fémion hatdsat is megvizsgaltuk.
Felderitettik néhany kiilonbdz6  bazicitasu és  kiilonbozd
kelattagszam kialakitasara képes bioldgiai jelentéségii molekula és a
[(m8-p-cym)RuU(H20)3]?* kozotti  kolcsdnhatds  soran  képzOdd
komplexek lehetséges szerkezeteit és stabilitasi viszonyait.

Noha vizsgalataink alapkutatas jellegliek a kapott eredmények
lehetévé teszik a potencidlisan rakellenes hatasu, félszendvics
szerkezetli  platinafém-komplexek  biotranszformaciéja  soran
képz6d6 kationok és Dbioligandumok kozotti  kdlcsdnhatasok
szamszerii jellemzését ¢€s specidcios modellek felallitasat. A
megismert fémion-ligandum kolcsdnhatasok felhasznalhatéak Uj,
hatékonyabb fémion-megkdtést biztositd ligandumok tervezéséhez,
és ezaltal a tumorellenes aktivitds szelektivitasdnak ndveléséhez.
Eredményeink ugyancsak segitséget nyujthatnak az antitumor hatasu
fémkomplexek bioldgiai hatdsanak értelmezéséhez és a szerkezet-
reaktivitas kdzotti kapcsolat problémakdrének tisztdzasahoz.
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I. INTRODUCTION AND THE AIM OF THE WORK

Nowadays several platinum based drugs are used in the
chemotherapy of various type of cancers. Due to their noxious side
effects, however, much effort is dedicated in the search of more
effective anticancer complexes containing other transition- or
platinum metals.

Ruthenium compounds are promising canditates as
anticancer drugs. Among these complexes the octahedral KP1339
(trans-[Ru"'Cl4(Ind)2]Na; Ind = indazole) and NAMI-A (trans-
[RUMCly(Im)]ImH; Im = imidazole) have already passed over the
Phase | clinical trial. It was demonstrated that one of the most
important steps in mechanism of action B

of these complexes is their in vivo <<D/>
|

reduction to the more labile
corresponding Ru(ll) compound. It is
also well-known from the literature that 2" l \Y

arene ligands are capable of stabilizing X
ruthenium in its +2 oxidation state [Figure 1: General structure
therefore the penta- and hexahapto |Of the half-sandwich Ru(ll)
bound half-sandwich type complexes are complexes.
attracking increasing attention. These complexes have a typical
»piano-stool” geometry in which among the three available
coordination sites two are very often occupied by a chelating (X,Y)
while the remaining position most commonly by a monodentate
ligand (Fig. 1).

A very important activation step is the replacement the Z leaving
group by a water molecule and another relevant parameter for
reactivity is the acidity of the coordinated water. In the course of
acid dissociation the biologically less active [(n°m°-
arene)Ru(XY)OH]™ is formed which may be transformed to the
dinuclear [{(n%-arene)Ru}(OH)s]* on increasing the pH (Fig. 2).
Variation of each of the building blocks allows us to modify the
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thermodynamic and kinetic parameters, and in this way tailor the
pharmacological properties of the complexes.

Rr|®t R |ty R |t
| e [ v |
\‘,llh _7 “_llh +H \‘,‘Rl
2 l \Y 10" l \Y o l \y
X X X
Figure 2: General reactivity of the ruthenium(ll)-arenes.

When entering the body these compounds may dissociate in the
blood serum and may also interact with the small as well as high
molecular mass components. To study the complex formation
between a metal ion and a ligand it is vital to know the
protonation/deprotonation processes of the ligand and the hydrolytic
behaviour of the metal ion.

To our best knowledge there is no detailed information avalaible on
the solution behaviour of half-sandwich type Ru(ll) complexes,
therefore the aim of our work was to study in detail the hydrolysis*
of [n®-p-cym)Ru(H20)3]%>* which was choosen as a model at an ionic
strength of 0.20 M KCI or KNOs. Our further goal was to investigate
the effects of the constituents of half-sandwich units on the
hydrolytic properties of [n®-arene)M(H20)s]?* cations. With this in
mind we also studied the interaction between [(n%-p-
cym)Ru)H20)s]?* and biologically relevant (O,0)-donor ligands with
different basicity in solution and in the solid state as well.

# Hydrolysis in this work refers to reversible proton dissociation processes of the
water molecules coordinating to the metal ion.
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Il. EXPERIMENTAL METHODS

Protonation constants of the ligands, stability constants of the
half-sandwich hydroxido complexes containing different type of
metal ions or arene ligands and the complexes formed in the studied
metal ion — ligand systems were determined by pH-potentiometric
method. The measurements were carried out at 0.20 mol/dm* KCI or
KNOs ionic strength (T = 298.0 K). For CI- containing samples a
Mettler Toledo DL50 titrator equipped with DG 114-SC combined
electrode while for the NO3~ containing samples Mettler Toledo T50
titrator with a type 6.0255.100 of Metrohm double junction electrode
was used. The overall stability constants of the complexes were
calculated by means of the computational programs, PSEQUAD and
SUPERQUAD. Based on the calculated stability constants the
concentration distribution curves for the corresponding systems were
constructed by SED program.

UV-Vis spectrophotometric measurements were carried out
to study the hydrolytic behaviour of the metal ions. The spectra were
recorded on a Perkin Elmer Lambda 25 double beam
spectrophotometer in 1.000 cm cuvettes. For the analysis of the
obtained spectra and determination of the thermodynamic stability
constants the PSEQUAD program was used.

!H NMR measurements were performed in order to gain a
deeper insight into the complex formation and hydrolytic processes
and to check the purity the compounds synthesized. The [(n®-p-
cym)Ru(H20)s]?** — citrate system was also studied by means of 3C
NMR spectroscopy. 'H NMR spectra were recorded on a Bruker
AM360 FT-NMR instrument while *3C NMR spectra were registered
on a Bruker Avance DRX-500 instrument. Analysis of the spectra
were performed with the aid of the X-WinNMR program and WIN-
NMR 960901 software.

ESI-TOF-MS analysis in the positive or negative mode was
carried out in aqueous solution in the range 1.0 —1.5 mM at different
pH values, metal ion to ligand ratios (1:1, 1:2) and metal ion — CI-
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(1:1 -1:30) ratios. For the measurements a Bruker micrOTOF-Q 9
ESI-TOF instrument equipped with Cole Palmer 74900 pump was
used by 2 pl/min rate of flow.

The solid complexes were characterized by infrared
spectroscopy, elemental analysis and X-ray diffraction. For the IR
measurements a Perkin Elmer FTIR 1000 PC instrument was used.
Analysis of the crystals was carried out on a Bruker Nonius MACH3
diffractometer at room temperature and atmospheric pressure and
Mo-K, radiation was used (A = 0.71073 A). The structures were
solved by SIR-92 program and refined by least-squares method.
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I1l. STUDIED LIGANDS

0oy

benzene toluene p-cym tri-iPr
B COOH 0 o
?OOH HsC—C—COOH /u\/l\
c—C—
HaC CH
COOH H | 3 3
[olele] OH
(Hachd) (H20x) (Hlact) (Hacac)
H,C—COOH H,C—COOH
HO—C—COOH HC—COOH *HgN—CH,—COOH
OH
H,C—COOH H,C—COOH
(Hacitr) (Hatric) (Hala®)

*HgN—CH—COOH
*HzN— CH,—CH—COOH

CH,
OH
OH
(Hpser®) (Haise™")
COOH o o
OH OH OH
.
(0] CH3 0
(Hsal) o (Hmalt) (Hkoji)
f‘i[OH NaOO,S OH
H+
T CHs OH
CHs S0,0Na
(Hpdhp®) (Htir)

Figure 3: Structure of the hexahapto bound arene (A) and the fully
protonated forms of the chelating (B) ligands studied.
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IV. NEW SCIENTIFIC ACHIEVEMENTS

1. Study of the hydrolytic behaviour of [(n®-arene)M(H20)s]*
type cations

We have studied in detail the hydrolysis of the [(n%p-
cym)Ru(H20)3]?* cation with the combined use of pH-potentiometry,
'H NMR, UV-Vis and ESI-TOF-MS methods. Stoichiometry and
thermodynamic stability constants of chlorido, hydroxido and mixed
chlorido-hydroxido complexes formed at different pH values and
KCl ionic strengths have been determined (Table 1).

Species logp
[(n°-p-cym)Ru(H20)s]** —
1.82(1)
[(m8-p-cym)RuCl(H20)2]* 1.88(5)2
1.9(1)P
[{(n-p-cym)Rua(u-Cl)s]* P,
[{(n®-p-cym)Ru}a(u>-Cl)2(u>-OH)]* 1.14(6)
[{(n°-p-cym)Ru}2(u*-Cl)(u*-OH)z2]* -3.63(2)
[{(n°-p-cym)Ru}2(u>-OH)s]* -9.16(1)

2 UV-Vis spectrophotometry  ®*H NMR spectroscopy
Table 1: Stability constants of the complexes formed in the
[(m®-p-cym)Ru(H20)3]>* — H* — CI- system at 0.20 M KCI

1.1. We have found that in the presence of 0.20 M KNO; beside the
[(m8-p-cym)Ru(H20)3]?* aqua species the [{(n®-p-cym)Ru}(u?-
OH)s] is present in the system. On increasing the chloride
concentration two chlorido complexes, the [(n®-p-cym)RuCI(H20).]*
and the [{(n5-p-cym)Ru}2(u?-Cl)s]* are detectable at acidic
conditions.

1.2. With increasing the pH two novel mixed chlorido-hydroxido

species,  [{(n°-p-cym)Ru}z(u*-Chz(u*-OH)]*  and  [{(n’p-

24



Linda Bir6 (PhD) thesis

cym)Ru}2(u?-Cl)(u>-OH);]* can also be identified at 0.20 M KCI
ionic strength. Concentration distribution curves calculated for [(n®-
p-cym)Ru(H20)3]?*—H*~CI- system can be seen in Figure 4.

1.3. Our model calculations based on the results demonstate that at
acidic pH, even in the micromolar cu range, chlorido complex
formation is significant at biologically relevant chloride
concentrations.

1.4. We have shown that the pH range of hydrolysis of [(n®-p-
cym)Ru(H20)s]** 100 1
can be tuned with Ru;/t(l)‘
Cc~ occuring at

higher pH  with

[Ruz(OH)s]*

[RuCl]*
60 -

increasing cci™. 40 J[RuzCl3]* \/ [Ruz(OH)CI]*

In the absence of 204 . [Ruz(OH)CL]*
coordinating Ru

ligands, however, at °3 4 6 8 pu 10
pH=7.4and 0.20 M | Figure 4: Calculated distribution curves for the
KCl complete | [(m®-p-cym)Ru(H20)s]** (Ru) - H* — CI-system

at 1:100 ratio.

hydrolysis of [(n®-p-
cym)Ru(H20)s]** takes place resulting in the formation of the
biologically inactive [ {(n®-p-cym)Ru}2(u?-OH)s]*.

We have also studied the effect of the building blocks of the

[(m®-arene)M(H.0)s]** type half-sandwich aqua complexes
(hexahapto-bound arene, type of the central metal ion) on the
hydrolysis. The termodynamic (logf) and conditional stability
constants (logg*, valid at 0.20 M KCI) of the complexes formed
were also determined.
1.5. We have demonstated that in these systems too the
stoichiometry of the hydroxido, chlorido and mixed
chlorido/hydroxido species are identical with those earlier found for
[(®-p-cym)Ru(H20)s]*".

25



Interaction of organometallic /(;%-arene)Ru(H,0)s]?* cations with O-donor small
molecules

1.6. We have found that with modifying the electron-donating
abilities and steric demands of the arenes hydrolytic properties of the
cations can be fine-tuned: the more pronounced the electron-
donating character of the arene system the higher the pH range
where the hydrolysis of the metal ion occurs. This effect alone,
however, is still not efficient to prevent the aqua complex cation
from hydrolysis at pH = 7.40 in the absence of coordinating ligands.

In the framework of an international collaboration DFT

calculations were carried out to estimate the bond length and charge
values on Ru?* and the arene ring in the studied hexahapto-bound
[(n®-arene)M(H,0)s]?* cations.
1.7. According to our results higher donating ability of the arene
results in a lower charge on the metal ion. We have demonstrated
that pKa value of the coordinating water in [(n%-arene)Ru(H20)3]%*
can be influenced by modification of the number and type of the
electron-donating alkyl substituents connected to the aromatic ring.

logB [Ru,(OH),]*
S

LN
=
1

Ll

-12 : : :
0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3
charge on Ru
Figure 5: Thermodynamic stability constants of

[ {(n®-arene)Ru}2(n?-OH)s3]* as a function of the charge on the Ru atom.

T 1
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1.8. We have demonstrated that there is a linear relationship
between the stability constants of the [{(n®-arene)Ru}»(u?-OH)s]*
hydroxido complexes and each of the calculated parameters. As a
representative example thermodynamic stability constants of [{(n®-
arene)Ru}2(u2-OH)s]* as a function of the charge on the Ru atom of
[(n8-arene)Ru(H,0)3]?* are plotted in Figure 5.

In order to obtain information about the effect of the central
metal ion on the hydrolytic behaviour we have compared the [(n®-p-
cym)Ru(H20)3]%* and [(n®-p-cym)Os(H,0)s]?* cations containing the
metal ion in +2 oxidation state. Moreover, the hydrolysis of the
pentahapto-bound [(n>-Cp*)Ir(H20)s]?* was also investigated.

1.9. Our results revealed that replacing Ru(ll) by its heavier
congener Os(l1), deprotonation of the aqua complex occurs at ~ 1.5
pH unit more acidic conditions, whereas this process for [(n®-
Cp*)Ir(H20)3]?* takes place somewhere in between. For all the three
systems formation of the dinuclear hydroxido complex is significant
under biologically relevant conditions.

1.10. We have shown that — if the estimation of the stability
constants of all the species present in the [(n®-arene)M(H20)3]*~H*-
CI- systems is not possible — with the aid of the conditional stability
constants for a model consisting of [ {(n®-arene)Ru}2(u>-OH),]?* and
[ {(nt-arene)Ru}2(u?-OH)s]* the hydrolysis of the cations in 0.20 M
KCI ionic medium can also be quantified properly.

2. Interaction of [(m®-p-cym)Ru(H20)s]?* with O-donor small
molecules

The complex formation between [(n®-p-cym)Ru(H20)3]%*
and O-donor ligands with different basicity which may form
different type of chelates was studied. Among the ligands studied
some are building blocks in ruthenium complexes with potential
anticancer activity (H.cbd, Hacac, Hmalt, Hkoji and H.dhp*); they
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are among the I.m.m. serum components (Hlact, H,0x), while Htir
and Hsal was choosen in order to study the differences in donor atom
basicity.

2.1. By the combined use of pH-potentiometry, 'H NMR and ESI-
TOF-MS we have demonstrated that ligands with low basicity O-
donors (ox, chd) bind the metal ion at acidic conditions yielding
[RUA(H20)] and [RUA(OH)]™ (Ru = [(n8-p-cym)Ru(H:0)s:]%*, A =
ox, cbd) but this interaction is not strong enough to prevent the
hydrolysis above pH 4.0.

2.2. We have found that ligands with one low (carboxylate) and one
high basicity (alcoholate/phenolate) O-donor atom are weak binders
too for [(n®-p-cym)Ru(H20)3]?* therefore the biologically inactive
[{(nB-p-cym)Ru}2(u?>-OH)s]* complex is present at physiologically
relevant conditions.

2.3. Maltol and pyridinone with high basicity O-donors and showing
significant delocalisation of the negative charge of the (O,0) chelate
in the complexes proved to be very effective metal ion binders over a
wide pH-range and no hydrolysis product was detectable at pH = 7.4.

The interesting results obtained with lactate and salicylate

inspired the work to understand better the possible role of the
alcoholic —OH group in metal ion binding. We have carried out an
in-depth study on the interaction between [(n5-p-cym)Ru(H.0)s]?*
and another serum component, citric acid. For a comparative purpose
the complex formation with the tridentate tricarballylic acid having
no alcoholic —OH group was also investigated.
2.4. Our results demonstate that the alhoholic/alcoholate function
plays a crucial role in metal ion binding. While citrate proved to be a
very efficient ligand for Ru?*, tricarballate binds only weakly the
metal ion and complete hydrolysis occurs in the latter system.
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2.5. Although in both systems [RuAH], [RuA]- and [RuAH-]*
complexes were detected, stability of the complexes formed are

@<©<©<

o,-"‘-o
[RUAH] [RUAT- [RUAH.]*
Figure 6: Suggested solution structures of the [(n8-p-cym)Ru]?* - citrate
complexes.

considerably different which strongly suggests different coordination
modes with these two ligands. We have found that in [RuAH] citrate
coordinates via the two carboxylates and the protonated alcoholic
group. After deprotonation of the third carboxylic arm a structural
change occurs yielding an internal H-bond. Above pH 4.0
deprotonation of the
alcoholic —OH results in the
formation of [RUuAH.]*
with [COO-, COO-, O]
binding set (Fig. 6). The
coordination  mode  of
[RuAH] was also supported
by the X-ray structure ;
obtained from the Ru(ll)- Figure 7: X-ray structure of

citrate system (Fig. 7). [n®-p-cym)Ru(citrH)-H20-CH3OH .
2.6. Our results indicate that
in [RuAH] tricarballate coordinates via a [COO~, COO"] manner
while the remaining coordination site of the metal ion is occupied by
a water or a chloride ion. Deprotonation of the third carboxylic group
results in the formation of [RUA]~, then on increasing the pH a mixed
hydroxido complex with a [COO-, COO~, OHT] coordination is
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formed. These processes cannot hinder the hydrolysis of the metal
ion and above pH 4.5 the amount of the biologically less active
[{(nB-p-cym)Ru}2(u>-OH)s]* is significant.

In order to obtain further information on the role of the
alcoholic —OH in other type of chelate systems, we have also
explored the metal ion binding capabilities of serine and its
constitutional isomer, isoserine, both being capable of [NH,, COO-,
O7] binding mode.

2.7. We have shown that alanine with [NHz, COO-] chelating set
binds the metal ion at acidic conditions only while the complex
formation above pH 4.0 is followed by complete hydrolysis of the
metal ion yielding [{(m%-p-cym)Ru}2(u2-OH)3]*.

2.8. According to our results for the serine system there is some
hydrolysis of the metal ion at pH 4.5, but this is accompanied by the
formation of [RuAH.1] which process is capable of hindering the
hydrolysis up to pH 8.0. On the contrary, with isoserine there is no
indication for the formation of the dinuclear hydroxido complex
even under strongly basic conditions. The higher stability of [(n®-p-
cym)Ru(iseH-;)] compared to [(n®-p-cym)Ru(serH-;)] may be
explained with the formation of the five-membered [COO~, O]
chelate — similarly to that with citrate — opposite to the six-
membered chelate with serine (Figure 8).

o u\ o Ru\

\ - N\ -

HoNS l o) < HoNY o)
a b

Figure 8: Solution structures of [RUAH-1]
with serine (a) and isoserine (b).
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V. POSSIBLE APPLICATIONS OF THE RESULTS

We studied in detail the hydrolysis of [(n%p-
cym)Ru(H20)3]?* in the presence of KCI and KNO; as supporting
electrolyte. In order to tune the hydrolytic behaviour, the effect of
the hexahapto-bound arene and the central metal ion was also
investigated. Possible solution structures and stability of the
complexes formed between [(n8-p-cym)Ru(H.0)s]>* and some
biologically relevant (O,0) donor molecules with different basicity
of the chelating set were also explored.

Although our investigations belong to the academic
research, the obtained results allow one to quantify the interaction
between half-sandwich type metal ions formed during the
biotransformation of metal complexes with anticancer activity and
bioligands. Furthermore, these informations can be used for the
design and sysnthesis of new ligands with more efficient metal
binding capabilities in order to gain higher selectivity in antitumor
activity. Finally, our results may also help in the understanding of
the biological effect of various metal complexes and in clarifying the
relationship between structure and activity.
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