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A tézisekben eléfordulo roviditések magyarazata:

Ala, A alanin

Ac acetil-csoport (védécsoport)

AcHm N-acetil-hisztamin

A375 human melanémasejt

COSY kétdimenzios homokorrelacios spektroszkopia
(Correlation Spectroscopy)

Cp ciklopentadienil anion

HAV hisztidil-alanil-valinil szekvencia

HAVAY-NH: H-His-Ala-Val-Ala-Tyr-NH:

H, His hisztidin

H*, His(N3-Me)  N3-metilezett hisztidin

HSQC kétdimenzios heterokorrelaciés mérés (Heteronuclear
Single Quantum Coherence)

KP1019 transz-[Ru(l11)Cla(Ind)z2]IndH, Ind = indazol

KP1339 transz-[Ru(l11)Cla(Ind)2]IndNa, Ind = indazol

MCF-7 humén emlékarcindma sejtvonal

MDA-MB-231 human emlékarcinéma sejtvonal

Meim N-metilimidazol

NAMI-A transz-[Ru(l11)Cla(Im)(DMSO)]ImH, Im = imidazol,
DMSO = dimetil-szulfoxid

ntGa a gallium természetes, stabil izotopjai

Namino N-terminalis aminocsoport

NHamid, N~amid protonalt és deprotonalt amidnitrogén

NZ1im, N3im 1-es vagy 3-as helyzetben 1év6 imidazolnitrogén

NODA-GA 2,2'-(7-(1-karboxil-4-((4-benzil-izotiocianat) amino)-4-

oxobutil)-1,4,7-triazononan-1,4-diil) diecetsav
OHeiarboxil, O karboxilat protonalt karboxil és deprotonalt karboxilatoxigén

PC-3 human prosztata sejtvonal

p-cym, p-cimol 1-izopropil-4-metilbenzol

RuCp [(m>-CsHs)Rul*, [(n®-ciklopentadienil)Ru]*

Val, V valin

Tyr, Y tirozin

Ga a gallium gamma—sugérzo izotopja, ti2 = 3,3 nap
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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kemoterapiaban kozel 40 éve hasznaljak a platina(ll)iont
tartalmazé siknégyzetes ciszplatint, [(NH3).PtCl;]. Hasznélata soran
azonban szamos mellékhatas lépett fel, tovabba az irodalomban
beszamoltak a kezelések utan kialakulo sejtrezisztencidrdl is, melyek
korlatozzak az alkalmazhatésdgot. Az emlitett hatranyok miatt
kezd6dott el intenziv kutatdomunka olyan 1) fémkomplexek
kifejlesztésére, melyek hasonlé aktivitassal, de nagyobb
szelektivitassal ~ és  kisebb  toxicitassal  rendelkeznek. A
platinacsoportba tartozo ruténium vegyiiletei is igy keriiltek a kutatas
el6terébe. Az utdbbi évtizedekben szamos ruténium(1l)- és oktaéderes
ruténium(Il)komplex daganatellenes aktivitasat igazoltak; ilyen
példaul a ruténium(III)-tartalma KP1019, a KP1339, mely a KP1019
natrium-soja, illetve a NAMI-A. Utdbbi volt az els6 ruténium fémiont
tartalmazé komplex, mely a klinikai kiprobalas fazisdba 1épett és
jelenleg a II. fazisba jutott. A kutatdsi eredmények azt mutattak, hogy
az ezekben a vegyiiletekben 1év6 Ru(III) in vitro a megfelelé Ru(Il)-
vegytletté képes redukalddni, amely felelds lehet a megfigyelt
citotoxicitasért. A +2 oxidacios allapotot példaul egy félszendvics
szerkezetll, Un. 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 kettot egy (XY) kelatképzo pl. NN- vagy OO-
donor ligandum foglal el, mig a harmadik koordinacids helyen
valamilyen egyfogu ligandum talalhaté.

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 szerkezetli Ru(Il)-komplexekkel végzett oldategyensulyi
vizsgélatok értékes informaciokat nyujthatnak a komplexek
biotranszformacios, ligandumcsere reakcidkban torténd
atalakulasanak a megértéséhez. A lagy karakterii Ru(II)-kation f6leg
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S- és N-donoratomokkal hoz létre stabil kotéseket, igy példaul a
bioldgiai rendszerekben igen gyakran eléfordulo, feliileti hisztidin
imidazolil N-donoratomot tartalmazé peptidekkel is kdlcsénhatasba
Iéphet. Az utdbbi években a félszendvics szerkezeti komplexek
mellett a kutatasok a teljes szendvics tipusu vegyiiletek vizsgalatara is
kiterjedtek. Jelenleg az irodalomban még csak kevés, de igéretes
eredmény talalhatd a teljes szendvics szerkezeti, ruténium(Il)-t
tartalmazé vegyiiletek biologiai aktivitasarol. Az ilyen tipusu
komplexek tobbféle uton eldallithatéak, példaul vizes kdzegben,
lathato fény besugarzassal, j6 hozammal szintetizaltak vegyiileteket.

Napjainkban  egyre  intenzivebb  kutatdsok  folynak
peptidkonjugatum komplexek eldallitasara is, ahol a fémiont, vagy
fémiont tartalmazdé komplexet egy olyan bioaktiv peptidhez
kapcsoljak hozza, melyet a rakos sejtek felszinén talalhatd receptorok
felismerhetnek, igy a varhatéan rakellenes hatast 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. Ilyen konzervalt szekvencia
példaul a hisztidil-alanil-valinil (His-Ala-Val, HAV). A vizsgalatok
azt mutattak, hogy a HAV szekvenciat tartalmazoé szintetikus peptidek
szamos rakos sejtvonalon mutattak apoptotikus hatast, tovabba
gatolhatjdk a sejtek kozotti adhézidés folyamatokat, igy a
gyogyszermolekuldk konnyebben eljuthatnak a rakos sejtekig. A
vegyiiletek szervezetben torténd eloszlasanak kovetéséhez példaul
radioaktiv gallium(IIl)-fémiont tartalmazoé triaza kelator egységet
kapcsolhatunk a peptid alapi komplexhez, igy akar két fémiont is
tartalmazd, peptidkonjugatum komplexet lehet eléallitani.

A doktori munkdm elsé szakaszdban egy félszendvics
ruténium(Il) akvaion és fehérjék feliileti hisztidin imidazolilcsoportja
kozotti kolesonhatast vizsgaltuk. A dolgozat masodik részében pedig
a teljes szendvics peptidkonjugatum komplex szintézisénél kapott
eredményeinket foglaltam dssze.
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II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Munkénk soran a kiilonbdz6 pozicidoban hisztidin aminosavat
tartalmazé peptidek (/. abra: 111.A-D), illetve a HAV szekvenciat
tartalmazd oligopeptidek (/. dbra: IV.A-B) szilardfazisu
peptidszintézisét egy Libertyl™ automatikus mikrohullamu
peptidszintetizald késziilékkel (CEM, Matthews, NC) végeztik. Az
N-terminuson acilezett, illetve szabad aminocsoporttal rendelkezé
peptideket Fmoc/tBu technikaval allitottuk el8, melyhez a C-
terminuson amid végzddést biztositd Rink Amide AM tipust gyantat
hasznaltunk. Az aminosavak aktivalasa a TBTU/HOBt/DIEA
technika segitségével zajlott. Az eldallitott és liofilizalt oligopeptidek
tisztasagat minden esetben nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (HPLC) ellendriztiik, melyhez analitikai
Vydac C18 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 elvalasztasahoz félpreparativ Vydac C18 tipusu kolonnat
(250 mm x 10 mm; pérusméret: 300 A; szemcseméret: 5 um) és Jasco
UV-2077 plus UV-lathaté detektorral (222 nm, 254 nm, 280 nm)
rendelkez6 késziiléket hasznaltunk. Eluensként 0,1 % (V/V) TFA-t
tartalmazdé desztillalt vizet (A) és azonos TFA-tartalmu acetonitrilt (B)
alkalmaztunk. Az aramlasi sebességet az 1,0-2,0 ml/perc tartomanyba
allitottuk be.

pH-potenciometrias modszerrel meghataroztuk a vizsgalt
ligandumok protonalodasi allandoit, valamint egyes esetekben a
ruténium(Il)-fémiont is  tartalmazé  félszendvics  szerkezetil
komplexek stabilitdsi allandoit. A méréseket Mettler Toledo
késziilékkel, | = 0,20 mol/dm® KNOs és szamos esetben 0,20 mol/dm?®
KCI ionerésségnél is, T = 298,0 K-en végeztik. A lasst
komplexképzodési folyamatok miatt egyedi mintds modszerrel is
dolgoztunk. Ebben az esetben ismételt NMR mérések alapjan 3—7
napos egyensuly beallast tapasztaltunk. A kisérleti adatokbol a
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fémkomplexekre vonatkoz¢ stabilitdsi allandokat a PSEQUAD és
SUPERQUAD szamitogépes programokkal hataroztuk meg, melyek
alapjan a rendszerekre adott korilmények kozott jellemzd
koncentracio-eloszlasi gorbéket a MEDUSA program segitségével
szerkesztettik meg. A komplexképzddési folyamatokban képz6dd
részecskék azonositasara, tovabba az eldallitott vegyiiletek
tisztasaganak ellendrzése céljabol NMR spektroszképias (*H, 1°C,
"Ga, 2D NMR) vizsgalatokat végeztiink. A méréseket Bruker AM
360 MHz FT-NMR, illetve Bruker Avance DRX 400 MHz FT-NMR
késziiléken végeztiik, a kiértékeléshez pedig az 1D WIN-NMR ¢és a
MestReNova szoftvereket hasznaltuk.

Az UV-lathaté spektrumokat Perkin Elmer Lambda 25
tipusu kétsugaras fotométeren vettiik fel, kiilonb6zé pH értékeken,
valamennyi esetben 1,000 cm uthosszi kvarc kiivetta alkalmazasa
mellett. A spektrumok kiértékelését és a termodinamikai stabilitasi
allandok meghatarozasat a PSEQUAD program segitségével végeztiik
el.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia optikailag
aktiv fémkomplexek szerkezetének felderitésére széles korben
hasznalt modszer. A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves
Kémiai Tanszékén végeztiik egy JASCO-810 tipust spektrométeren.
A spektrumokat szobahdmérsékletli és ionerdsséget nem tartalmazoé
vizes oldatokban vettiik fel kiilonb6z6 pH-értékeken, illetve fémion-
ligandum aranyoknal. A mérésekhez 1,000 cm-es uthosszisagu kvarc
kiivettat hasznaltunk.

Tomegspektrometrias vizsgalatainkhoz a fémiont 0,1-1,0
mM koncentracioban tartalmaz6 mintakat allitottunk Ossze vizes
kozegben, melyeket a vizsgalat targyatol fiiggéen kiilonbozé pH
értékeken,  kiillonbozé  fémion-ligandum  ardnyok  mellett
tanulmanyoztunk. A kisérletekhez Bruker micrOTOF-Q ESI-TOF
késziiléket és a DataAnalysis (3.4 verzid) programot hasznaltunk.

Részben nemzetkdzi egylittmiikodés keretében a DFT
stiriségfunkcional-elmélet (Density Functional Theory)
szamitasokat Dr. Eugenio Garribba és Valeria Ugone (Department of
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Chemistry and Pharmacy, University of Sassari, Sassari,
Olaszorszag), valamint Lihi Norbert (Debreceni Egyetem) végezték.
A [(m®p-cimol)Ru(H20)s]>*-t és harom hisztidint tartalmazo
oligopeptidek (Ac-HAHH-NH; és Ac-HAHAH-NH,), valamint a
[(m®-p-cimol)Ru(H20)3]>*~H-AH-OH és —H-HH-OH rendszerben
keletkez6 1:1 dsszetételli komplexek geometridjanak optimalasahoz a
Gaussian 09 (rev. C.01) szoftvert hasznaltak.

Kétfémes (Ru(Il) és Ga(IIl)), valamint hisztidil-alanil-valinil
(HAV) szekvenciat tartalmazé peptidkonjugatum komplexet
allitottunk eldé. A radioaktiv fémion megkdtésére is alkalmas
peptidkonjugatum kialakitasat és az in vitro tumorellenes hatasanak
vizsgélatat hagyomanyos biologiai modszerekkel (sejtfelvétel,
retencios és MTT vizsgalatok) Dr. Jodo D.G. Correia lisszaboni
kutatocsoportjaval egyiittmikddve (Centro de Ciéncias e Tecnologias
Nucleares (C?TN), Instituto Superior Técnico, Universidade de
Lisboa, Portugalia) végeztiik.
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I.A.) N-metilimidazol (Meim)

1.B.) I\‘l)-acetil-hisztamin (AcHm)
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IV. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

4.1. Uj peptid ligandumok szintézise és pH-potenciometrias
vizsgalata

4.1.1. Szilardfazisu peptidszintézissel 1j oligopeptid ligandumokat
(1. dbra: 111.A-1V.B) dllitottunk el6. HPLC, ESI-MS, valamint NMR
modszerrel ellendriztiik az azonossagukat és tisztasagukat és pH-
potenciometrias titralassal — az N3-metilezett Ac-H*AH*AH*-NH;
kivételével — meghataroztuk a deprotonalodasi allandoikat 0,20 M
KNOs ioner6sség mellett (1. tdbldzat).

1. tablazat: Szilardfazisa peptidszintézissel eléallitott oligopeptidek
pH-potenciometridsan meghatarozott deprotonalddasi allandoi (pK),
1 = 0,20 mol/dm?® KNOs3, t = 25,0°C

Ac-HHH-NH,
Ac-HAHH-NH,
Ac-HAHAH-NH,
H-HAVAHHH-NH,
H-HAVAY-NH,

pK: 561(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) -
YpK 18,88 18,99 19,15 31,94 22,23

4.1.2. Oldategyensulyi vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy
lassu komplexképz6dési folyamatok jatszodtak le minden vizsgalt
ligandum (1. dbra: 1.A-1V.A) félszendvics tipust ruténium(Il)-t is
tartalmazé rendszerében, igy egyedi mintds mérési technikat
hasznaltunk.
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4.1.3. Kimutattuk, hogy a [(n®-p-cimol)Ru(H.0)3]>*~Ac-HHH-
NH; rendszerben mar pH 2-nél csapadékképz6dés torténik, gatolva a
tovabbi pH-potenciometrias vizsgalatokat.

4.2, A [(m8-p-cimol)Ru(H20)3]?* kation kélcsonhatisa His-
modell kismolekulakkal

Részletesen tanulmanyoztuk a félszendvics  [(n5-p-
cimol)Ru(H20)3]?* kolcsonhatdsat a kis molekulatomegli N-
donoratomti  N-metilimidazol és  N-acetil-hisztamin  modell-
vegyiiletekkel (/. abra: 1.A-B).
42.1. A [(n®p-cimol)Ru(H.0)3]>*~Meim rendszerben képz6dd
komplexek stabilitasi allandoéinak meghatarozasara készitett egyedi

mintdk pH-mérésével, a Rus

kapott titralasi pontokbol | s [MLs]**
szerkesztett gorbékbol ::
meghatéaroztuk az | e{[MLI**[MLy*

egyensulyi modellt és a f:

rendszerekben  képz6do | *
20

[ML2H-1]*

komplexek stabilitasi | 1

szorzat értékeit, melyek | %0 30 40  s0 60 70 80
felhasznalasaval a pH

rendszert jellemz6 | 2. abra: Az 1:33 ardnya  [(n-p-
koncentracio-eloszlasi cimol)Ru(H20)3]%*~Meim rendszer
gorbét szerkesztettiink (2. | szdmitott koncentricideloszlasi gorbéi
dbra). (Cmeim = 9,99 mM, | = 0,20 M KNOs3).
422. A rendszer

tanulmanyozasa soran 0,20 M KNO3 ionerdsség mellett két vegyes
hidroxidokomplex ([ML(OH)]* és [ML(OH)]") képzbédését is
detektaltuk, mig a bioldgiailag relevansabb KCl-os ionerdsség mellett
vegyes [MLCI;] és [ML,CI]* kloridokomplexek képzidését és a
hidrolizis visszaszoruldsat tapasztaltuk. *H NMR moddszerrel
kimutattuk, hogy a Meim és az AcHm ligandumok (/. dbra: 1.A-B)
stabilan k6tddnek a fémionhoz és képesek megakadalyozni a fémion
hidrolizisét pH 7,4-nél mar 1:3 fémion-ligandum arany esetén is.
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Megallapitottuk, hogy a pH fliggé ESI-MS vizsgalatok soran
detektalt, a [(m%p-cimol)Ru(H20)s]*~Meim és a  [(n®-p-
cimol)Ru(H20)3]>*~AcHm  rendszerekben képz6dé részecskék
Osszetétele megegyezik.

43. A [(n®-p-cimol)Ru(H20):]?* kélesonhatasa hisztidint
tartalmazo oligopeptidekkel

A potencialisan  koordinalédni  képes  hisztidin
imidazolilcsoportot  killonb6z6 szekvencidban ¢és  tavolsagban
tartalmazé oligopeptidek — egy, ill. két hisztidint tartalmazo, nem
védett dipeptidek (1. dbra: 11.A-C), valamint harom hisztidin
aminosavat tartalmazo, mindkét végén védett oligopeptidek (1. dbra:
I11.LA-D) — kolesonhatasat vizsgaltuk a [(n8-p-cimol)Ru(H20)3]%*
kationnal.

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

4.3.1.1. Részletes NMR és MS vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy
a H-Ala-His-OH, H-His-Ala-OH és H-His-His-OH Ru(ll)-t is
tartalmazo rendszereiben mar pH < 2 esetén megindul a
komplexképzddés és a 0,20 M-os KCl ionerdsség mellett végzett
NMR mérésekb6l igazoltuk, hogy a kloridion nem vesz részt a
koordinacidban.

4.3.1.2. Vizelnyomasos NMR és MS eredmények alapjan a H-Ala-
His-OH Ru(ll)-rendszerében, savas pH-n [ML]* 6sszetételii, (N amid,
N3im, O karboxila) NH3" koordinacios modt komplex van jelen, mely pH
4,8 folott gyors cserében van a (Namino, N7amid, N3im)O karboxilat KOtési
izomerrel. Azt, hogy az N3in koordinalodik az N1im helyett, DFT
szamitasokkal is igazoltuk.

43.13. Az eclobb emlitett modszerekkel a H-His-Ala-OH
ruténium(Il)-fémiont  tartalmazé  rendszerében  széles pH
tartomanyban (pH 1,7-7,0) megjelend (Namino, N3im, O karboxilat) NHamid
kotésmoda komplexet azonositottunk.

10
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4.3.1.4. A H-His-His-OH vizsgéalata soran igazoltuk, hogy a szokasos
moddon elvégzett titralas sordn (3. dbra: b) nem torténik valodi pH
egyenstly beallasa, amit az egyedi mintas gorbék adatai (3. dbra: c,
d) tamasztanak ala.

4.3.1.5. Az egyedi mintas KCI (c) és a KNO3 (d) ionerésség mellett
kapott titralasi

gorbék hasonlo 12
lefutasabol 11
megallapitottuk, 18
hogy a Cl—-ion 8
. Iy
nem vesz részt a o 6
koordinacioban. 5
Ezt ESI-MS és ‘31
lH’ 13C, lH'lH 2 T T T T T
COosy, H-8C 2-10 11,2 l? 4l 5 6 7 8
; ug ekvivalens
i_'HS_?gg Vﬂ?\;lanCt 3. abra: A HtH-HiS—I-%is-OH (a) és az 1:1 arényu
) [(n®-p-cimol)Ru(H20)s]?*~H-His-His-OH rendszer
NMR technikak (b, ¢, d) titralasi gorbéinek lug ekvivalens abrazolasa.
hasznalataval is

alatamasztottuk.

43.1.6. Az ESI-MS mérések azt mutattdk, hogy az [MLH]?**
komplexbél a pH novelésével [ML]* komplex alakul ki.

4.3.1.7. Kiilonbozé fémion-ligandum aranyti mintdk H NMR
vizsgalataval pH = 1,1-nél igazoltuk a komplexhez és a szabad
ligandumhoz, illetve a fémionhoz tartozo jelek aranyabdl, hogy egy
1:1 aranya [MLH]?* komplex van jelen. A mintdk pontos M, L, H*
szabad fémionhoz ¢és a ligandumhoz tartoz6 jelek intenzitas-
ardnyanak ismeretében az [MLH]?* 6sszetételii részecske stabilitési
allandojara logBpinp+ = 21,6(2) értéket szamoltunk. Az [MLH]?*
lehetséges kotési izomerjeit vizsgalva, a kiillonbozé pH-kon felvett
NMR  spektrumokbol kimutattuk, hogy a pH 5-ig egyediiliként
jelenlevé [MLH]?* (Namino, Nim, Nim) koordinaciéju. *H NMR
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modszerrel megéallapitottuk, hogy a H-His-His-OH dipeptid képes
megakadalyozni a fémion hidrolizisét pH 7,4-nél.

4.3.1.8. Az [MLH]?" szerkezetének felderitésére DFT szamitasokat is
végeztiink, amelyek, Osszhangban az oldategyenstlyi mérések
eredményeivel, azt igazoltak, hogy az (Namino, Nim, Nim) koordinacio
nagyobb stabilitasi komplexet eredményez, mint & (O karoxitat, Nim,
Nim). Kimutattuk tovabba, hogy az (Namino, N3im, N3im) és (Namino,
N3im, N1im) kotésmodok koziil az utdbbi a stabilabb szerkezet, amikor
az N-terminus fel6li imidazolcsoport N3  (hisztaminszerd
koordinacid), mig a C-terminus fel6li hisztidin az N1-es nitrogénnel
koordinalodik a [(n8-p-cimol)Ru(H20)s]%* kationhoz.

4.3.1.9. A (Namino, N3im, N1im) kotési izomer CD spektrumaban (pH
1,76) kb. 420 nm-nél 1év6 nagy negativ, illetve 360 nm-nél megjelend
nagy pozitiv Cotton-effektus a hisztaminszeri (Namino, N3im) hattagi
kelat kialakulasat igazolja és ez jO egyezést mutatott a DFT-vel
szamitott CD spektrummal, ezzel is igazolva a képz6do kotési izomer
szerkezetét.

4.3.1.10.A pH = 5 f616tt megfigyelhet6 ujabb lugfogyasztd folyamat
(3. dbra: c, d), valamint az ESI-MS-ben detektalhatd kétmagva
[M2LH.4]?>* részecske kozvetett bizonyitékul szolgilnak a peptid
amidcsoportjanak deprotonalodasara és koordinaciojara.

43.2. A harom  hisztidint tartalmazo oligopeptidek
ruténium(Il)komplexei

4.3.2.1. Bebizonyitottuk H, **C, 'H-'H COSY, H-*C HSQC NMR
és ESI-MS technikdk kombinalt alkalmazasaval, hogy a Ru(Il)-
fémiont és Ac-HAHH-NH,-t vagy Ac-HAHAH-NH»-t tartalmazo
rendszerekben, pH 7,4-nél képz8dd [ML]?" dsszetételti komplexben
mind a hdrom imidazolnitrogén koordinal6dik a fémionhoz.

4322. A sassari  kutatocsoporttal  egyiittmikédve, DFT
szamitasokkal igazoltuk, hogy az N1-es nitrogén koordinaldédasaval
energetikailag stabilabb komplex jon 1étre, mintha az N3-nitrogén
kotédne a fémionhoz (4. dbra).

12
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43.23. Az Ac-HAHH-NH,, Ac-HAHAH-NH; ligandumok ¢és
[ML]? ruténium komplexeik 8**C-imidazol (C2, C4, C5) kémiai
eltolddasaibol  szamitott ASBC  kémiai eltolodas  kiilonbségek
felhaszndlasaval valoszintsitettiik, hogy az imidazolgytiriin 1évd két
nitrogén koziil az N1 koordinalédik a ruténium(Il)-fémionhoz.

a N b“{gfj

-l

‘; g ‘3_, ’}ag‘w/‘ af“'
‘9* HE NS .

‘ /@ e 'AJ

4. abra: A [(n8-p-cimol)Ru(L)]?*, ahol L1: Ac-HAHH-NH:2 (a), L2: Ac-
HAHAH-NHz (b) MLY(N1) kétésmodu komplexek optimélt szerkezete.
A jobb attekinthet6ség kedvéért, a hidrogén atomokat nem tiintettiik fel.

4.3.2.4. ESI-MS és NMR technikakkal Kimutattuk, hogy a
referenciaként  hasznalt, N3-pozicidoban metilezett hisztidin
egységeket tartalmazo Ac-H*AH*AH*-NH; (1. dbra, 111.D) mind a
harom N1-nitrogénjével koordinalodik a ruténium(II)-fémionhoz, pH
8 kortil.

4325 M NMR modszerrel igazoltuk, hogy a [(n%p-
cimol)Ru(H20)3]?*~Ac-HAHH-NH, és -Ac-HAHAH-NH, 1:1
aranyu, 0,20 M KNOs3 ionerésségli mintakban a fémion hidrolizise pH
9-ig, mig 0,20 M KCl ionerdsségnél pH 11,5-ig visszaszorult.

4.4. HAY szekvenciaju peptidek ruténium(I1)komplexei

A sejtadhézios molekulakat felismer6, konzervalt hisztidil-
alanil-valinil (HAV) szekvenciat tartalmaz6 szintetikus peptidek
kiilonb6z6 rakos sejtvonalakon mutattak rakellenes hatast, valamint a
sejtek  kozotti  adhéziés folyamatok megvaltoztatdsa révén
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elosegithetik a gydgyszermolekuldk konnyebb atjutasat a biologiai
membranokon. Ilyen HAV szekvenciat és potencidlisan rakellenes
ruténium(Il)-kationt is tartalmazé fél- és teljes szendvics tipust
komplexeket allitottunk el6. A félszendvics szerkezetli komplex
eldallitasahoz [(n®-p-cimol)Ru]?*-t, a teljes szendvics tipustuéhoz [ (n°-
Cp)Ru]*-t hasznaltunk.

441 HAV szekvenciat tartalmazé félszendvics Ru(ll)-
komplex

44.1.1. A H-HAVAHHH-NH; szekvenciajaban, az Ac-HHH-NH,-
hez hasonldéan, egymas mellett helyezkedik el harom hisztidin
aminosav, azonban a ruténium(II) — tripeptid rendszerrel ellentétben
nem tapasztaltunk csapadék kivalast a heptapeptid ruténium 1:1
aranyu rendszerében hasonld korilmények kozott. ESI-MS
modszerrel egy 1:1 aranyt [ML]?* részecskét detektaltunk pH 8-nal.

4412 H,  HMH [~90;

COSY, H-*C HSQC |57

NMR é CD médsze- | g |

rekkel kimutattuk, hOgy _g 10 1 hullimhossz (nm)
egy részecske van jelen E-loz-0 300 350 P50 550
a pH 2-8 tartomanyban, -30 1

valamint a H-HA-OH | ] a

és H-HH-OH | ] b

rendszerhez hasonléan 110 4

a H-HAVAHHH-NH; | 5. abra: A H-HAVAHHH-NH: (pH = 2,65,
N-terminusan a), H-His-Ala-OH (pH = 2,15, b) és H-His-
hisztaminszerti (Namino, | HiSSOH (pH = 2,59, c) oligopeptidek
N3im) a koordinécio (5. Ru(l1)-komplexeinek CD spektrumai.

abra), és a [{(m5-p-
cimol)Ru}2(OH)s]* hidroxidokomplex csak pH 8,4 folott képzddik.
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4.42. HAV szekvenciat tartalmazé teljes szendvics tipusu
Ru(l1)-komplex szintézise, jellemzése és biologiai vizsgalata
4.4.2.1. Elészor allitottunk elé Ru(ll)- és Ga(Ill)-fémionokat is
tartalmazo teljes szendvics szerkezetli peptidkonjugdtum komplexet,
melyet H, C, "'Ga, H-H COSY, 'H-'H ROESY, H-*C HSQC
NMR és ESI-MS technikakkal jellemeztiink (6. dbra: f).

4.4.2.2. [(n8-naftalin)Ru(l)(n%-Cp)]PFs prekurzorbdl kiindulva
lathato-fény besugarzéssal vizes kozegben kialakitottuk a teljes
szendvics tipusu (n®-Tyr-RuCp)-HAVAY-NH, komplexet, ahol a
ruténiumot a H-HAVAY-NH: oligopeptid oldallancaban talalhatd
tirozin (Y) fenilgytriijéhez kapcsoltuk (6. dbra: b).

4423. A (m5-Tyr-RuCp)-HAVAY-NH,  pH-fiigg6 NMR
spektrumaiban megjelend szokatlan multiplicitasi  Tyr-jelek
megértése céljabol L-fenilalanin és L-tirozin aminosavakkal is
kialakitottuk a teljes szendvics komplexet, és kiilonb6z6 pH-kon
vizsgaltuk NMR-rel. Kimutattuk, hogy a 6-tagti Tyr-gy{irii és az 5-
tag Cp-gyliri teljes szendvics formaban kétve megvaltoztatja a Tyr
aminosav fenilgytiriijén 1év6 protonok kémiai kdrnyezetét, valamint a
pH névelésével n8-rol n®-re valtozik a haptocitasa a Ru-Tyr kozotti
fém-szén kotésnek.

44.24. A H-HAVAY-NH; és a (nbTyr-RuCp)-HAVAY-NH,
peptid komplex NODA-GA makrociklussal vald reakcidjaval (6.
abra: ¢, d), majd a "Ga(lll)- és S’Ga(lll)-fémionnal vald
komplexképzéssel kialakitottuk, tisztitottuk és jellemeztiik a teljes
szendvics szerkezetii peptidkonjugatumot (6. dbra: e, f).

4425 A lisszaboni kutatdcsoporttal —egyiittmiikodve  tobb
sejtvonalon bioldgiai vizsgalatokat végeztiink el a H-HAVAY-NH>
ligandummal és a bel6le kialakitott komplexekkel (6. dbra: a - f), és
bar a MDA-MB-231-es sejtvonalon nagyobb mértékl sejtfelvételt
figyeltiink meg, a komplexek nem mutattak jelentds citotoxicitast a
vizsgalt MCF-7, MDA-MB-231, A375 és PC-3 sejtvonalakon a 0,1—
200 uM-os koncentracio tartomanyban.
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V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A félszendvics  szerkezeti  [(n®-p-cimol)Ru(L)]™"
komplexek a szervezetbe keriilve, biotranszformacios folyamatokon
keresztiil disszocialhatnak [(n®-p-cimol)Ru(H20)3]?* akvakationna,
mely a bioldogiai rendszerekben igen nagy szamban el6forduld
imidazolil N-donoratomot tartalmaz6 ligandumokkal k6lcsonhatasba
léphet.

Munkank soran részletesen tanulmanyoztuk a fehérjék
feliileti hisztidin aminosav imidazolilcsoportjanak fémionmegkdotését
modellez6, kiilonbozé szami és pozicidoban elhelyezkedd
imidazolgytriit tartalmazé ligandumok kolcsonhatasat ruténium(Il)-
fémionnal.

Noha vizsgalataink alapkutatas jellegiick, a kapott
eredmények lehetévé teszik a potencidlisan rakellenes hatasu,
félszendvics szerkezetli ruténium(Il)komplexek biotranszformacioja
soran képzddo kationok és N-donoratomot tartalmazo bioligandumok
kozotti kolesonhatasok szamszerd jellemzését és speciacios modellek
felallitasat.

Elészor allitottunk el Ru(Il)/Ga(Ill) kétfémes teljes
szendvics tipust peptidkonjugatum komplexet, mely egy bioldgiailag
fontos HAV szekvenciat, egy varhatdan rakellenes hatasu Ru(Il)-
egységet és a komplex szervezetbeli eloszlasardl informaciot nytjtd
radioaktiv  Ga(Ill)-fémiont  tartalmaz. Ezen eredményeink
felhasznalasa, valamint a fenti vegyiiletek szerkezeti egységeinek
modositasa hozzajarulast jelenthet 0j és rakellenes hatasukat tekintve
hatékonyabb fémkomplexek tervezéséhez.
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