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Samenvatting

Samenvatting (Summary in Dutch)

Algemene inleiding (H 1)

Polypyridyl-rutheniumcomplexen worden veel gebruikt in fotochemie.>? Hun
fotofysische eigenschappen kunnen worden verfijnd om de gewenste reactie te krijgen
als ze met licht worden beschenen met licht. Rutheniumcomplexen, in het bijzonder die
met een verstoord-octaédrische geometrie, kunnen een ligand vervangen voor een
oplosmiddelmolecuul wanneer ze worden beschenen met zichtbaar licht (400-600
nm)."!

Twee mogelijke toepassingen van dit soort verbindingen worden besproken: allereerst
als lichtgestuurde moleculaire machines en ten tweede als antikankermedicijn dat door
licht geactiveerd kan worden. In dit proefschrift wordt er verbinding gelegd tussen deze
twee toepassingen door gebruik te maken van een membraan van een dubbele laag van
vetten. In het eerste deel van het in dit proefschrift beschreven werk zijn
fotosubstitutiereacties van rutheniumverbindingen bestudeerd op het oppervlak van
membranen, om natuurlijke moleculaire machines na te bootsen. Door
monodentaatliganden in het membraan te binden kan het rutheniumcomplex thermisch
aan het membraan binden terwijl het weer worden losgemaakt door bestraling met
licht; op deze manier kan een model van een lichtbestuurde moleculaire transporteur
worden gerealiseerd. In het tweede deel van het beschreven werk worden dezelfde
membranen met daarop verankerde, lichtgevoelige rutheniumcomplexen beschouwd
als mogelijke fotochemotherapeutica, omdat het ruthenium-watercomplex dat vrijkomt
bij de bestraling met licht mogelijk cytotoxisch is. De membranen met daarop de
rutheniumverbinding, die als prodrug fungeren, zouden naar kankercellen gebracht
kunnen worden. Eenmaal opgenomen kunnen ze worden geactiveerd met licht, wat
resulteert in een fotosubstitutiereactie waarbij het actieve ruthenium-watercomplex
vrijkomt in de cel. Door de fotochemie van rutheniumverbindingen en de biologische
eigenschappen van liposomen te combineren, zijn we van een fundamenteel
biomimetisch onderwerp, moleculaire beweging, naar het tweede onderwerp gekomen,
het meer praktisch gerichte medicijntransport.
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Ruthenium-polypyridylcomplexen die springen op het oppervlak van
anionische dubbellagen van vetten door middel van een lichtgevoelige

supramoleculaire verbinding (H 2)

In hoofdstuk 2 is de nieuwe rutheniumverbinding [Ru(terpy)(dcbpy)(Hmte)]**
(RuHmte) geintroduceerd (terpy = 2,2°;6°,2”-terpyridine, dcbpy = 6,6’-dichloro-2,2’-
bipyridine, Hmte = 2-methylthioethan-1-ol). Met behulp van kinetiekmetingen en
thermodynamische gegevens is aangetoond dat de sterische hindering van de
methylgroepen in dcbpy destabilisatie veroorzaakt van zowel het ruthenium-
thioethercomplex (afgekort als RuHmte) als ook de waterbevattende verbinding
[Ru(terpy)(dcbpy)(H,0)]** (afgekort als RuOH,). Bij kamertemperatuur en in het
donker zijn deze twee verbindingen in thermisch evenwicht. Echter, bestraling van de
oplossing met blauw licht resulteert in selectieve substitutie van het thioetherligand
door een waterligand, wat het evenwicht verschuift richting de vorming van RuOH,
(zie schema 7.1a). Het is aangetoond dat deze evenwichtsverschuiving veroorzaakt
door licht ten minste vier keer herhaald kan worden in een homogene, waterige
oplossing.

Thermisch binden en lichtgeinduceerde dissociatie van een thioetherligand aan het
rutheniumcentrum is ook uitgevoerd op het oppervlak van negatief geladen liposomen
(zie schema 7.1b). UV-vis metingen laten zien dat het ruthenium-watercomplex
efficiént codrdineert aan een membraangebonden thioetherligand in het donker, en dat
tijdens beschijnen met zichtbaar licht de Ru-S-binding selectief wordt verbroken zodat
het ruthenium-watercomplex wordt losgelaten. Het is aangetoond dat deze reacties vier
keer herhaald kunnen worden door de lichtbron aan en weer uit te schakelen. Hiermee
is dus lichtgeinduceerd ‘springen’ van een rutheniumcomplex op een membraan van
vetten bereikt.

Efficiént, lichtgestuurde springen van een rutheniumcomplex op het membraan heeft
twee vereisten. Allereerst moet de sterische hindering van het rutheniumcomplex hoog
genoeg zijn om snelle thermische codrdinatie en lichtgeinduceerde dissociatie mogelijk
te maken. Ten tweede moeten de liposomen negatief geladen zijn zodat de
rutheniumcomplexen in de buurt van het membraan blijven en weer kunnen binden aan
de membraangebonden zwavelliganden. Deze twee zaken worden verder besproken in
respectievelijk hoofdstuk 3 en 4.
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Schema 7.1. a) Thermisch evenwicht tussen Ru(terpy)(N-N)(H,0)]** en [Ru(terpy)(N-N)(SRR*)]**
en de fotosubstitutie van SRR” door H,O. SRR’is een thioetherligand zoals 2-methylthioethan-1-ol
en N-N is een diimineligand zoals dcbpy. b) Lichtgeinduceerde rutheniumbinding en dissociatie op
een negatief geladen membraan.

Spontane vorming in het donker en lichtgeinduceerde verbreking van
een Ru-S-binding in water: een thermodynamische en kinetische studie
(H3)

In hoofdstuk 3 wordt de thermische en fotochemische reactiviteit in water beschreven
van vier verwante ruthenium-polypyridylcomplexen met de algemene formule
[Ru(terpy)(N-N)(Hmte)]** (N-N = bpy, big, dcbpy, of dmbpy, zie schema 3.1a). Bij elk
van deze complexen wordt de Ru-S-binding verbroken door bestraling met licht, wat
resulteert in de vorming van het ruthenium-watercomplex [Ru(terpy)(N-N)(H,0)]**
(RuOHy). In dit hoofdstuk is beschreven hoe de sterische hindering van het N-N ligand
de thermodynamische stabiliteit en kinetische labiliteit van de RuHmte- en RuOH,-
complexen in het donker beinvloedt. De kinetiek van de van fotosubstitutiereacties is
ook gerapporteerd.

Met toenemende sterische hindering van het N-N ligand, wordt de snelheid van
thermische binding aan en thermische dissociatie van het Hmte-ligand van het
rutheniumcentrum vergroot. Een verschuiving is waargenomen langs de serie van bpy,
big, dcbpy, en dmbpy, van een zeer langzaam thermisch evenwicht tussen RUOH; en
RuHmte met N-N=bpy, tot een zeer snel evenwicht met N-N=dmbpy.
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De grotere labiliteit van de gehinderde complexen in water wordt niet veroorzaakt door
een verandering van de activeringsenthalpie van de substitutiereactie (AH*), maar door
een verandering van de activeringsentropie AS?, die negatief is voor bpy en biq en
positief is voor dcbpy en dmbpy. Deze verandering in de activeringsentropie geeft aan
dat er een verandering is in het mechanisme van de substitutiereactie, van een
associatief mechanisme voor de verbindingen met bpy en big (AS?<0) naar een
dissociatief mechanisme voor de complexen met dcbpy en dmbpy (AS*>0).

De kwantumefficiéntie van de fotoverbreking van de Ru-S-binding neemt ook toe
langs de serie van N-N = bpy, big, dcbpy, en dmbpy. In het algemeen zijn er twee
voorwaarden gevonden om het evenwicht tussen RuHmte en RuOH, in water met licht
te verschuiven. Allereerst moet de thermodynamische stabiliteit van het RuHmte-
complex in het donker in water groter zijn dan dat van RUOH, (k—i<k;) om te leiden tot
de spontane vorming van de ruthenium-thioetherverbinding. Echter, RuHmte wordt
niet gevormd als de instelling van het thermische evenwicht te langzaam is, zoals in het
geval van het complex met het minst-gehinderde ligand bpy, omdat er niet genoeg
thermische energie is om de activeringsbarriere van de codrdinatiereactie te
overwinnen. Ten tweede moet de snelheid van de fotosubstitutie van het Hmte-ligand
voor een waterligand hoger zijn die van de analoge thermische substitutiereactie
(k-i<k,, zie schema 7.1a). Voor het complex met het meest sterisch-gehinderde ligand
dmbpy geldt dit niet; de thermische labiliteit van het RuHmte-complex is zo hoog dat
licht geen significante verschuiving kan veroorzaken in het evenwicht tussen RuHmte
en RuOH,. De conclusie is dat alleen de complexen die niet al te zeer gehinderd zijn,
namelijk die met N-N=big en dcbpy, geschikt zijn voor de verschuiving van het
evenwicht tussen RuHmte en RuOH, met licht.

Het binden van een rutheniumcomplex aan een thioetherligand dat
gebonden is aan een negatief geladen dubbellaag van vetten: een
tweestapsmechanisme (H 4)

Negatief geladen membranen zijn nodig voor de binding van ruthenium-
watercomplexen aan membraangebonden thioetherliganden, zoals besproken in
hoofdstuk 2. In hoofdstuk 4 wordt de rol gerapporteerd van de negatieve lading van de
membranen in de codrdinatiereactie die plaatsvindt op het water-membraan grensvlak.
De interactie van het complex [Ru(terpy)(dcbpy)(H.0)]*" met fosfolipidemembranen
die neutrale thioetherliganden 6f cholesterol bevatten, is bestudeerd door gebruik te
maken van drie verschillende technieken: UV-visible spectroscopie, oppervlaktedruk-
metingen aan Langmuir-Blodgett monolagen en Isothermische Titratie-Calorimetrie
(ITC).
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De resultaten van de eerste techniek toonden aan dat de reactie van de
rutheniumverbinding met de thioetherliganden langzamer wordt wanneer de
elektrostatische interactie tussen de rutheniumkationen en de negatief geladen
liposomen wordt afgeschermd door een grotere ionsterkte van de oplossing. Adsorptie
van het dikationische rutheniumcomplex op het oppervlak van de negatieve
membranen speelt dus een prominente rol in de vorming van de Ru-S
codrdinatieverbinding.

Informatie over de tijdsschaal van dit adsorptiefenomeen en over de thermodynamica is
verkregen uit de metingen van de oppervlaktedruk van een monolaag van vetten en uit
ITC metingen. Het is aangetoond dat de adsorptie van het ruthenium-watercomplex aan
het oppervlak van de negatief-geladen monolagen en dubbellagen veel sneller is
(minuten) dan codrdinatie aan de thioetherverbinding (liganduitwisseling) (uren).
Bovendien bleek het adsorptiefenomeen endotherm te zijn, oftewel gedreven door
entropie. Gebaseerd op deze resultaten is een tweestapsmechanisme voorgesteld voor
de binding van het dikationische metaalcomplex aan thioetherliganden die verankerd
zijn in negatief-geladen liposomen. In de eerste stap adsorbeert de buitenste laag van
een negatief geladen dubbellaag van vetten de positief geladen metaalcomplexen, en in
de tweede stap wordt de Ru-S verbinding gevormd via tweedimensionale diffusie van
beide reagentia op het membraan (zie Schema 4.2). Deze tweestapsreactie op negatief
geladen membranen is sneller dan de corresponderende Ru-S vorming in een
homogene oplossing.

Ruthenium-gefunctionaliseerde liposomen: naar een tumor-gerichte,

licht-gecontroleerde antikanker geneesmiddel (H 5)

In hoofdstuk 5 is de potentiéle toepassing beschreven van liposomen die
gefunctionaliseerd zijn met lichtgevoelige polypyridyl-rutheniumcomplexen. Vier niet-
labiele rutheniumcomplexen zijn gemaakt met de algemene formule [Ru(terpy)(N-
N)(SRR*)]** (N-N = bpy of pymi (fenylpyridin-2-ylmethylene-imine), en SRR’ =
thioetherliganden met een cholesterolstaart). Deze verbindingen zijn allemaal geplaatst
op neutrale en negatief geladen liposomen. Alle vier de ruthenium-gefunctionaliseerde
liposomen zijn fotoreactief; als oplossingen met deze liposomen worden beschenen
met blauw licht, wordt de ruthenium-zwavelbinding  verbroken. De
fotosubstitutiereacties bleken sneller te zijn bij menselijke lichaamstemperatuur (37 °C)
dan bij kamertemperatuur (25 °C), en iets sneller op het oppervlak van neutrale
liposomen dan op negatief geladen liposomen.
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Celopname-experimenten op menselijke kankercellen lieten zien dat, in afwezigheid
van PEG, het verhogen van de netto oppervlaktespanning van de liposomen resulteert
in hogere celopname voor HepG2, A2780 en A2780R kankercellijnen.
Rutheniumgefunctionaliseerde liposomen bestaande uit neutrale vetten worden beter
opgenomen dan de analoge liposomen van negatief geladen lipiden. Echter, wanneer
gePEGyleerde vetten geintroduceerd worden in het membraan, wordt de netto
oppervlaktespanning van de resulterende rutheniumgefunctionaliseerde
“stealthliposomen” afgeschermd, wat resulteert in een verlaagde celopname vergeleken
met PEG-vrije liposomen. In het algemeen heeft de exacte structuur van de
rutheniumcomplexen geen significant effect op de celopnameresultaten.

De qgiftigheidtesten van de neutrale en negatief-geladen “stealthliposomen”
gefunctionaliseerd met een van de vier rutheniumcomplexen onder uitsluiting van licht,
lieten zien dat deze liposomen in lage mate toxisch zijn voor A2780 en A2780R
cellijnen, zonder significante verschillen tussen de vier rutheniumcomplexen. De
cytotoxiciteit op HepG2 cellen is ook bepaald na bestraling met licht van één van de
rutheniumcomplexen gebonden aan niet-gePEGyleerde liposomen. Het resultaat is dat
bestraling met licht leidt tot een minimaal 40% hogere cytotoxiciteit ten opzichte van
de cytotoxiciteit in het donker. Bij neutrale liposomen is dit effect het sterkst en is de
cytotoxiciteit na bestraling met licht zelfs 80% hoger. Op basis van deze resultaten kan
geconcludeerd worden dat het gebruik van ruthenium-gefunctionaliseerde liposomen
veelbelovend is voor gecontroleerde afgifte van antikankermedicijnen.

Sensitizatie met geel licht van een ligand-fotosubstitutiereactie in een
ruthenium-polypyridylcomplex dat covalent gebonden is aan een

rhodaminekleurstof (H 6)

In hoofdstuk 6 wordt de mogelijkheid besproken om de fotoactivering van polypyridyl-
rutheniumcomplexen uit te bereiken met langere golflengtes. Zoals vermeld in
hoofdstuk 1 zijn verscheidene polypyridyl-rutheniumcomplexen voorgesteld als
lichtactiveerbare medicijnen voor fototherapie. Echter, hun potentiéle toepassing in
vivo is gelimiteerd, omdat ze voornamelijk blauw licht (450 nm) absorberen, waarvan
bekend is dat het zeer slecht doordringt in menselijk weefsel.

De fotosubstitutie van een thioetherligand op een rutheniumcomplex door een
watermolecuul is bestudeerd met geel licht (570 nm). Een rhodamine-B kleurstof met
een hoge molaire absorptie voor geel licht is covalent gebonden via een korte
verzadigde linker aan het terpyridineligand Rtepy in het complex
[Ru(Rterpy)(bpy)(Hmte)]**. Het uitstekende antenne-effect van de rhodamine-B
kleurstof, gekoppeld aan efficiénte energieoverdracht naar het rutheniumcentrum via
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het omgekeerde Forstermechanisme, resulteerde onverwacht in snellere fotosubstitutie
van het thioetherligand door bestraling met geel licht dan met blauw licht.

In hoofdstuk 6 is de snelheid van fotosubstitutiereacties besproken wanneer fotonen
met onvoldoende energie, vergeleken met dat van de *"MLCT toestand, zijn gebruikt.
Voor zowel het rhodamine-B-gefunctionaliseerde rutheniumcomplex en voor zijn
antenneloze equivalent [Ru(terpy)(bpy)(Hmte)]** zijn de kwantumopbrengsten
vergelijkbaar voor blauw of geel licht. Sterker nog, bij een constante fotonflux is het de
extinctiecoéfficient die de snelheidsconstante van fotosubstitutie het meest beinvloedt
voor deze complexen, terwijl de kwantumopbrengst van fotosubstitutie nauwelijks
afhangt van de gebruikte golflengte.
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