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1. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Az elmult évtizedekben a daganatos betegségek gydgyitasara irdnyuld kutatasokban
egyre nagyobb figyelmet kapnak az atmenetifémek komplexei. Napjainkban szamos kutatas
iranyul olyan fémkomplexek kifejlesztésére, melyek citotoxikus hatdsa specifikus a rakos
sejtekre. Igéretes kutatasok folynak fémorganikus ruténium(III/II) vegyiiletekkel is, melyek
koziil tobb vegyiiletnek klinikai tesztelése is folyik. Munkank soran a [Ru(l1)-n®-p-cimol(X)s]
(X: HyO/ CI) (O,N) piridinkarbonsav tipusi  ligandumokkal (pikolinsav és 6-metil-
pikolinsav)  vald6 kolcsonhatasat  vizsgaltuk — oldategyenstlyi  modszerekkel, pH-
potenciometrias, UV-lathaté spektrofotometrias és "H NMR mérésekkel vizes kozegben.

Mivel egy bioaktiv fémkomplex farmakokinetikai jellemzéséhez hozzatartozik a veér
transzportfehérjéivel valo kolesdnhatasanak leirdsa is, vizsgaltuk a [Ru(ll)-n’-p-cimol] és
pikolinsav komplexének humdn szérum albuminhoz wvaléo kotddését, mely folyamatot
spektrofluorimetriasan ~ kovettiink.  [Ru(ll)-n®-p-cimol]-pikolinsav ~ rendszer  esetén
kloridmentes kdzegben megallapitottuk, hogy csak [MLX] (X=H,0, OH’, CI) komplexek
képzédnek és ez a komplexképzddés mar pH 2 alatt is jelentés. Ezért az [ML]" részecske
stabilitasi szorzatat spektrofotometriasan hataroztuk meg pH 0,8-2 tartomanyban. pH 2-11,5
kozott a Ru(11)(n®-p-cimol)-pikolinsav komplex nem disszocial. Kloridos kdzegben is hasonlé
eredményeket kaptunk, a szamolt allandok alapjan megallapitottuk, hogy az oldatban 1€vo
kloridion kis mértékben visszaszoritia a pikolinsav [Ru(ll)-n®-p-cimol]-hoz  val6
koordinalodasat, de a komplex pH 2-11,5 tartomanyban ennck ellenére sem disszocial. A
[Ru(1)-n°-p-cimol]-6-metil-pikolinsav  rendszert kloridos kozegben vizsgaltuk — és
megallapitottuk, hogy a speciacidé hasonld a pikolinsavas rendszerhez. Valdszinii a komplex
kisebb stabilitasa az oka annak, hogy pH 10 felett latjuk a szabad ligandum, illetve fém
megjelenését, azaz a komplex disszocidl. A fehérjekdlcsonhatdsra vonatkozd méréseink
alapjan megallapitottuk, hogy a pikolinsav jelenléte jelentdsen gatolja a [Ru(l1)-n°-p-cimol]
transzportfehérjén valé megkotédését, valamint a [Ru(ll)-n’-p-cimol] fehérjéhez valo

kotédése gatolja az 1. és II. kotdhelyeken a warfarin és danzil-glicin megkotodését.

Kulcsszavak: rakellenes fémkomplexek, oldategyensuly, ruténium-arén komplexek, fehérje
kolcsonhatas, HSA



2. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Fémkomplexek szerepe a gydgyaszatban, a rakellenes terapiaban

A ma hasznalt gydgyszerek tulnyomo tobbsége szerves vegyiilet és a fémtartalmu
gyogyszerek jelentdségét alulértékelik. Pedig szamos fémtartalmii gyogyszert hasznalnak
terapias célokra. Ezek koziil talan a legfontosabb a platina-tartalmi rakellenes készitmények,
de sok egyéb betegség, példaul a szifilisz és a fekély gyogyitasara is fémionokat tartalmazo
gyogyszert hasznalnak.

Az els6 fémtartalmu szerek s6 formajaban tartalmaztak fémet. Ilyen példaul a Li,COs,
manias depresszid ellen, valamint az AgNOj3 és egyéb higany sok oldata, amit fertOtlenitésre
hasznalnak [1]. Rakellenes terapiaban fémkomplexeket is alkalmaznak. Ezek kozil a
legelterjedtebb a ciszplatin (1978, 1. abra) a karboplatin (1993) és az oxaliplatin (2002),
satraplatin (1. abra) [2,3]. Ezeken kiviil a heptaplatin csak Japanban és Dél-Koredaban
jovahagyott kemoterapias szer [4]. Azonban ezek a platinakomplex vegyiiletek nem
rendelkeznek kello szelektivitassal, valamint egyes kutatasok szerint nem halmozodnak fel
kelloképp a tumorsejtekben (a bevitt komplex csupan 1%-a van a DNS-hez kotve), ami stlyos
mellékhatasokat eredményez: hanyast, hasmenést és az immunrendszer legyengiilését. Ezeken
feliil a rékos sejt rezisztenssé¢ valhat, vagy eleve az volt a platinavegyiiletekre, ami nagyban
gatolja a terapia eredményességét [5].

Ezen indokok miatt fontossa valt, hogy a platina-tartalmi terapids szereket mas
fémtartalmu készitményekkel valtsak fel (1. &bra). Hogy kikiiszoboljék a nemkivanatos
mellékhatasokat, mas hatdsmechanizmust, masfajta fémek, példaul ruténium, gallium, titan

komplexei felé fordultak, amik kisebb toxicitast és nagyobb szelektivitast mutatnak.
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1. abra: A gydgyaszatban hasznalt néhany fémkomplex szerkezeti képlete
(a: ciszplatin, b: satraplatin, ¢c: KP1019 Ru(lll)-komplex, d: titanocén-diklorid)



A Ru(lll)-komplexek koziil kettd (indazélium  transz[tetraklorido(bisz(1H-
indazol)rutenat(l11)], KP1019 (1. 4abra) ¢és imidazolium transz[tetraklorido(dimetil-
szulfoxid)(1H imidazol)rutenat(Ill)], NAMI-A) mar sikeresen taljutott klinikai fazis I
vizsgalatokon [5-8]. A hatasmechanizmusa alapjan pl. a KP1019 a véraramba keriilésekor
dontden a human szérum albuminhoz kotédik ideiglenesen, majd a feltételezések szerint a
transzferrinhez kotédve a transzferrin receptorok segitségével jut be a sejtbe, ahol Ru(ll)-vé
redukalodik [9, 10]. Ez az aktivaci6 fontos 1épése. Emiatt mertilt fel, hogy alkalmas lehet, ha
Ru(ll)-komplexet juttatunk kozvetleniil a szervezetbe. Mivel ez az allapot oxidaciora
hajlamos, ezért stabilizalni kellett a +2-es oxidacios allapotban. Ezt arén tipusu vegyliletekkel

(pl. benzol, cimol, toluol) érték el, ami egy félszendvics szerkezetli molekulat eredményezett

(2. abra) [11].
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2. abra: A félszendvics szerkezetii Ru(Il)-arén vegyiiletekben az arén védi a fémiont az oxidaciotol
[11]

Ebben az esetben az arén stabilizalja a ruténiumot az adott oxidacios allapotban, oly
modon, hogy harom koordinacios helyet szabadon hagy ,,zongoraszék™ tipusi geometriaban.
Az arén vegyiileteknek nem csupan stabilizalod szerepiik van: hidrofil tulajdonsagot is biztosit
a komplexnek, ami segitheti a sejtbe vald bejutast, valamint kinetikailag labilisabba teszi a
ligandumszubsztiticiét. A maradék harom koordinaciés helyre kot6dé ligandumok erdsen
befolyasoljak a komplex stabilitasat és a biologiai hatasat is. Az eddigi legigéretesebb
megoldés, ha a Ru(Il) kettd koordinacids helyét egy kétfogu, példaul (0,0), (O,S), (O,N),
(N,N) donoratomokat tartalmazé ligandum foglalja el [12-14]. Ezek koziil jelentOs biologiai
aktivitdsa a (O,N) donoratomos ligandumot (pl. pikolinsavat) tartalmazé komplexnek van:
kozepes aktivitasu, és az (0,0) donoratomil ligandumot (pl. maltol) tartalmazo komplexnél
nagyobb citotoxicitasa [15, 16]. A harmadik koordinacidés helyet egy konnyen tavozod
csoportként gyakran egy halogenid (pl. klorid) foglalja el, ami oldatban vizre cserélodhet,
részben vagy teljesen. A pikolinsavat tartalmazé komplex szerkezete szilard formdban is

ismert (3. abra) [15].



3. abra: Ru(l1)-n®-p-cimol-pikolinat komplex réntgen diffrakcios szerkezete [15]

Fontos a komplex szerkezetének fiziologias pH-n vizes oldatban vald ismerete a
bioldégiai mechanizmus, illetve az aktivitds tanulmdnyozdsa miatt. Ezért vizsgaltuk a
pikolinsav [Ru(11)-n®-p-cimol] komplexét kloridos, illetve kloridmentes kdzegben a ligandum

6-metil szarmazékanak bevonasaval (4. abra).

COOH H3C COOH

I—20p
I—Z20

4. abra: Pikolinsav (a.) és 6-metil-pikolinsav (b.) szerkezete a teljesen protonalt formakban

A platina tartalma szerek a legelfogadottabb elmélet szerint a DNS-hez kotédnek, igy
fejtik Ki sejtosztodast gatlo és sejthalat okozo hatasukat. Mig a ruténium(III/IT)-tartalma
fémorganikus vegyiiletek az eldzetes feltevésekkel ellentétben nem a DNS-hez kotddnek,
hanem minden valosziniiség szerint a replikdciot és a transzkripciodt segito fehérjéket tamadjak
[17,18]. A ruténium komplexek alkalmazasanak a Pt-vegyiiletekt6l eltéré feltételezett
mechanizmus alapjan elénye lehet, hogy a ciszplatinra rezisztens sejtek esetében is sokszor
hatasosak.

Az eddigi kutatasi eredmények azt mutattdk, hogy a [Ru(Il)-n®-p-cimol] etilén-
diaminnal képzett komplexe kotdédhet a vérben legnagyobb koncentracioban el6forduld
transzportfehérjéhez, a human szérum albuminhoz (HSA) [19], felmeriil a kérdés, hogy az
altalunk vizsgalt komplexeknek milyen a kdlcsonhatasa a vér legfontosabb szallitd fehérjéivel

(HSA, transzferrin)



2.2. [Ru(11)-n®-p-cimol], mint ,,fém-ion” és ligandumok bemutatasa

2.2.1. [Ru(11)-n°-p-cimol] hidrolizisének folyamatai

[Ru(Il)-n°-p-cimol(X)s]™ (X = H,O, CI; n = -1-+2; a toltés feltiintetését a
késébbiekben elhanyagoljuk az egyszeriiség kedvéért) fémorganikus vegyiiletet a [Ru(l1)2(n®-
p-cimol),Cl,]Cl, dimer komplex vizben valdé oldasaval nyerhetjiik. Az oldoédas folyaman, a
kloridok, az oldat klorid-tartalmatol fiiggéen részben, vagy teljesen vizre cserélddnek. Ezt a
folyamatot Buglyd P. és munkatarsai mar részletesen vizsgaltak klorid- és kloridmentes
kozegben [20]. Kloridmentes rendszer esetén pH 3-ig harom vizmolekula foglalja el a [Ru(l1)-
n°-p-cimol] szabad koordinaciés helyeit, majd pH 3 felett elindul az akva-komplex
hidrolizise. pH 5 felett mar a [(Ru(11)-n®-p-cimol)2(OH)s]* komplex a dominans részecske
(5. abra).
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5. abra: [Ru(l1)- n®-p-cimol(H20)s]** és [(Ru(l1)-n°-p-cimol),(OH)s]* komplexek szerkezeti

képlete (klorid-mentes vizes kdzegben megjelend formak) [15]

Kloridionokat tartalmazé oldatban a rendszer egyenstlyi folyamatai bonyolultabb
képet mutatnak. A kloridion képes versengeni a vizmolekulakkal a koordinacios helyekért,
igy tobbféle részecske alakul Ki, amiket a 6. abran tiintettiink fel. A koordinalodo kloridionok
kismértékben képesek visszaszoritani a [Ru(11)-n®-p-cimol(X)s] (X = H,O vagy CI)
hidrolizisét. Az azonositott részecskék szerkezetét és azok irodalomban kozolt stabilitdsi

allandoit a 6. abra és a 1. Tablazat foglalja 6ssze.
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6. abra: Kloridion-tartalmii vizes kozegben jelenlévé, ill. megjelenhetd [Ru(ll)- n®-p-cimol]-
komplexek szerkezeti képlete [15]

1. Tablazat: Kloridion-tartalmu vizes oldatban beazonositott [Ru(l1)- n°-p-cimol] komplexek

Osszetétele €s stabilitasi szorzatai [15]

Azonositott komplexek (o]
[Ru(I1)-n°-p-cimol(H20)s]** -
[Ru(11)-n°-p-cimolCI(H,0),]* 1,82(1)?
1,88(5)"
1,9(1)°
[{Ru(11)-n"-p-cimol}2(u*-Cl)s]" 6,60(4)"
6,8(1)°

[{Ru(1)-n’-p-cimol}o(n*-OH)(u*-Cl)2]"  1,14(6)°
[{Ru(11)-n®-p-cimol}2(u®-OH)2(u>-CN]*  -3,63(2)°
[{Ru(11)-n°-p-cimol},(n*-OH)s]" -9,16(1)°

2 pH-potenciometria, ® UV-lathaté spektrofotometria, ¢ *H NMR

mérésekkel meghatdrozott stabilitasi szorzatok

A Kloro- ¢és hidroxo-komplexekre vonatkozo irodalmi adatok alapjan 0,2 M KCl-ot tartalmazé

oldatra szamolt koncentracioeloszlasi diagramot a 7. dbra mutatja.
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7. abra: [Ru(l)-n°-p-cimol] koncentracioeloszlasi diagramja 0,2 M KCl tartalmu vizes oldatban.
(cm=2,0x 10° M, t =25 °C) [20]

A bonyolult kép ellenére a kloridos kozegben mért rendszerek viselkedése a korabban
hasznalt 2009-es modellel is jo kozelitéssel leirhato [21], (8. abra), amely nem feltételezte a
kloro-komplexek jelenlétét, hanem csak haromféle részecskét vettek be a modellbe (M =
[(Ru(I)-n®-p-cimol)];  MzHo:  [(Ru(Il)-n’-p-cimol)2(OH)s]  és  MoHs:  [(Ru(l1)-n°-p-
cimol)2(OH)3]. A kloridiont tartalmazo rendszerek kiértékelésénél mi is ezt az egyszerisitett

modellt hasznaltuk a fémion hidrolizisének a leirasara.

- -Klorid mentes
kbézegben
—Kloridos kézegben

8 10

8. abra: [Ru(I1)-n®-p-cimol] koncentracioeloszlasi diagramja vizben (szaggatott vonal, I =
0,2 M KNO3) és az egyszerisitett modellt alapul véve 0,2 M KCl tartalmii vizes kozegben
(folytonos vonal) (cy = 2,0 x 10° M, t =25 °C)



2.2.2. Ligandumok és komplexeik rovid bemutatasa

A pikolinsav és 6-metil szarmazéknak biologiai hatasar6l és komplexképzo
tulajdonsagar6l mar szamtalan irodalmi tanulmanyban irnak [15]. Maga a pikolinsav
onmagaban nem citotoxikus, gyogyaszati céllal tobb fémkomplexét is kiprobaltak. Vanadium
¢és cinkkomplexét, mint potencialis antidiabetikus hatasi komplexet tesztelték mar [22].
[Ru(I1)- n°-p-cimol]-komplexe, melynek rontgen szerkezetét az irodalmi bevezetSben mar
bemutattuk (3. abra), rakellenes aktivitast mutat [12]. Vizsgaltdk a komplex biologiai
aktivitdsait Hela (human cervix carcinoma = méhnyakrdk) és FemX (melanoma) rakos
sejtvonalakon [15]. A meghatarozott 1Csy értékek (azaz az a koncentracié, melynél 50
szazalékos sejthalal kovetkezik be) (ICso = 81,97 uM HeLa és 36,23 uM FemX sejtvonalon)
kozepes aktivitast mutatnak [15].

A pikolinsav és 6-metil szarmazékanak sav-bazis és spektralis tulajdonsagait az 5.2.

fejezetben a kisérleti eredmények targyalasanal mutatatjuk be, szerkezetiiket a 4. dbra mutatja.

2.2.3. A human szérum albumin rovid bemutatasa

A human szérum albumin (HSA) az eml6sok szervezetében a legnagyobb
koncentracioban megtalalhatd szérumfehérje (¢ ~630 uM). Széleskori funkcioja van, pl. vér
pH pufferelése, ozmdzisSnyomas biztositasa az €rpalydban, kiilonb6zd szervetlen ionok és
szerves molekulak szallitaisa. A HSA egyetlen globularis molekula. Szerkezetileg harom
egységre (doménre) oszthato, ezek az I-es, ll-es és I1I-as egység. A molekula egyetlen Trp214
aminosavat tartalmaz az ugynevezett 1. kotOhelyen, és ha ennek az aminosavnak a
kornyezetében megkotédik egy vegyiilet, akkor egyértelmii intenzitascsokkenést mérhetiink
[23]. A [Ru(l)-n’-p-cimol] kotédését HSA-on kotéhely markerek, warfarin (I. kothely),
danzil-glicin (11. k6téhely) segitségével vizsgaltuk. Ezeknek az anyagoknak 6nalloan Kicsi az
emisszids intenzitdsa, de abban az esetben, ha a fehérjéhez kotddnek sokszorosdra nd az
intenzitas. Igy, ha egy vegyiilet gatolja a kotéhely marker megkotddését (pl. mert ugyanazon a
helyen kotédik a fehérjéhez), akkor azt egyértelmii intenzitascsokkenés kiséri. Ezeken a
kotéhelyeken kiviil a molekulaban szamos His imidazol-N, Met-S ill. Cys34 tiol-S is van, ami

potencialis donoratomok, melyhez koordinalédhat a [Ru(11)-n°-p-cimol].



3. CELKITUZES

Munkénk célja, hogy a potencialisan rakellenes hatasa [Ru(l1)-n®-p-cimol]-pikolinsav
komplexegyenstlyait jellemezziik hagyomanyos oldategyensulyi- és szerkezetvizsgalo
modszerekkel, Kloridos- és kloridion-mentes vizes oldatokban. Tanulmanyozzuk a
komplexképzddés folyamatat a pikolinsav 6-metil szarmazékaval is kloridos kdzegben, hogy
megtudjuk, hogy a ligandumon 1évé metil-csoport jelenléte milyen hatassal van a képz6do
komplexek stabilitasara. Tovabba, informaciot szeretnénk nyerni arrdl, hogy maga a [Ru(ll)-
n°-p-cimol] illetve pikolinsavval alkotott komplexe képes-e megkdtddni a human szérum
albumin transzport fehérjén.

Ezért vizsgaljuk:

- a ligandumok deprotonalodasi folyamatait pH-potenciometrids, UV-lathato
spektrofotometrias és 'H NMR mérések segitségével (részben az irodalmi eredmények
reprodukalasa céljabol);

- Ru(I)-n°-p-cimol  hidrolizis  folyamatait  pH-potenciometrias, ~ UV-lathaté
spektrofotometrias és 'H NMR mérések segitségével KCI vagy KNO; ionerésséget
allito so jelenlétében (részben az irodalmi eredmények reprodukalasa céljabol);

- a pikolinsav és 6-metil-pikolinsav [Ru(l1)-n®-p-cimol]-lal képzett komplexeinek
sztochiometridjat €s stabilitasat pH-potenciometrids, UV-lathato spektrofotometrias és
'H NMR modszerekkel klorid jelenlétében és a kloridion-mentes kozegben;

- valamint fiziologias pH-n (pH 7,4) vizsgaljuk a [Ru(11)-n°-p-cimol] és [Ru(I1)-n°-p-
cimol-pikolinat] human szérum albuminnal valdé kdlcsonhatasat spektrofluorimetrias

mérésekkel.
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4. KISERLETI RESZ

4.1. Felhasznalt vegyszerek

A pikolinsavat (pic), 6-metil-pikolinsavat (6-Mepic), racém warfarint (WF), danzil-
glicint (DG), human szérum albumint (HSA) (zsirsavat tartalmazé A1653), KCl-ot, KNOs-t,
AgNOs-ot, HCl-ot, HNOs-ot, KOH-ot, NaH,PO,4-ot, Na;HPOs-0t és NaCl-ot a Sigma-
Aldrichtdl szereztilk be. Az anyagokat tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. A ligandum
eredményeket a HYPERQUAD nevii programmal értékeltik ki [24]. A [Ru(l1)-n’-p-
cimolCl], komplexet Prof. Bernhard K. Keppler (Bécsi Egyetem, Szervetlen Kémiai Intézet)
kutatocsoportjabdl kaptuk. A térzsoldatokat ismert mennyiségli [Ru(l1)-n°-p-cimol] dimer
vizben vald feloldasaval készitettiik. A kloridmentesités soran ekvivalens mennyiségli
AgNOs-ot adtunk az oldathoz, majd lesziirtiik, eltavolitva az oldatb6l a kivalt AgCl
csapadékot. A [Ru(I1)-n°-p-cimol] oldatok pontos koncentracidjat pH-potenciometria
segitségével hataroztuk meg alkalmazva a [Ru(ll)-n®-p-cimol]-hidroxo komplexekre
megadott irodalmi értékeket mind a kloridos, mind a kloridmentes kdézeg esetén [20, 21].
HSA oldatot minden mérés elott frissen készitettiink, koncentracidjat UV spektruma alapjan
hataroztuk meg &g NM(HSA) = 36850 M 'cm™' [25]. A WF és a DG oldatokat a mérések
elott egy ekvivalens NaOH hozzdadasaval készitettilk, koncentracidojukat UV-lathato
spektrofotometrias mérésekkel hataroztuk meg: &308 nm(WF) = 14475 M 'em™, £327 nm (DG) =
5068 M 'cm ' [26].

4.2. pH-potenciometrias mérések: elvi alapok kisérleti koriilmények

A pH-potenciometria alkalmazasiara az ad lehet6séget, hogy a fémion-ligandum
kolcsonhatas befolyasolja a H' - ligandum koélcsdnhatast, azaz kompetitiv reakcio jatszodik le
a H" és a kozponti fémion kozott. Igy a H'-koncentracidjanak mérésébdl kovetkeztetni lehet a
képz6dd komplex stabilitdsara. A folyamat az alabbi egyenlettel irhato le:

gHL + M™ 2 ML™®" + gH*
A tovabbiakban a toltéseket az egyszeriibb attekinthetdség érdekében elhanyagoljuk. Fémet
(M), teljesen deprotonalt ligandumot (L) és protont (H) tartalmazé rendszerek esetében az
egyensulyi egyenletek a kovetkezOképpen irhatok fel:
pM + gL + rH = MplLqH,

Ezen egyenletek alapjan a stabilitasi szorzat:
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[M.L.H,]
Boor = P
[MPILF[HT

A potenciometrias mérések soran az elektrolit oldatba meriilé elektrod feliiletén
kialakulo elektrodpotencialt mérjiik. A Nernst-egyenlet teremt kapcsolatot a potencial
(Ecimeleti), valamint az azt létrehozo elektrodaktiv komponens koncentracioja kozott, amely a
pH-metrids mérések esetén nem mas, mint a H'-ionok aktivit4sa:

Eeimeteri = E° + (RT/NF)x In a(H")
melyben:
EC - a rendszer standardpotencialja; R - az egyetemes gazalland6 (8,314 J/mol K)
T - a hdmérséklet (K); n - az elektronszam valtozasa az elektrodfolyamatban
F - Faraday allando (96487 C/mol)
Potenciometrids titrdldsok sordn a mérdoldat fogyasanak fliggvényében mérjik az
elektrodpotencial valtozasat, melyet az alabbi egyenlet ir le:

Eszamort = E” - me xpH

melyben:
E’: formalis standard elektrodpotencial, mely figyelembe veszi a referencia elektrod
potenciajat, a diffizios potencialt és az oldat aktudlis kozepes aktivitasi egyiitthatojat
me: az aktualis meredekség; me = 2,303xRT/zF.

Annak érdekében, hogy a mért elektrodpotencialbol pH-t tudjunk szamolni, egy adott
mérdrendszer esetén meg kell hatarozni a Nernst-egyenletben szerepld egyéb paramétereket,
azaz a mérdérendszert kalibralni kell. A mérérendszer kalibraldsa erds sav-erds bazis titralassal
tortént. A titralasi gorbéket Gran-modszerrel [27] értékeltiik Ki. A modszer alkalmas a titralt
¢s titralo oldatok pontos koncentracidojanak meghatarozasara minden olyan rendszerben, ahol
érvényes a Nernst-egyenlet. A modszer alapja, hogy az egyes titralasi pontokban érvényes
egyensulyi koncentraciok kiszdmitdsdhoz hasznalt sszefiiggéseket tigy transzformaljuk, hogy
lineéris regresszidval kiszamithato legyen minden sziikséges adat. A mért pH értékeket ugy
alakitjuk at, hogy a transzformalt adatokat a titrald oldat térfogatanak fliggvényében dbrazolva
az x-tengelyt az ekvivalencia pontban metsz6 egyenest kapjunk. Az oldatok koncentracioi és a
fogyas ismeretében a pH szamithat6 az erds sav—erds bazis titralds minden olyan pontjaban,
ahol a viz autodisszocidcidja elhanyagolhatd és az erés sav még feleslegben van. Az igy
szamitott pH érték és a mért pH érték azonban nem azonos.

A kétféle pH érték egy allando értékkel tér el egymastol, amit Irving-faktornak (IRV)
neveziink [28].
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IRV = pHumat-PHszamitort
Az ekvivalenciapont utan a titralt és titralé oldatok pontos koncentracidibdl az oldatok pOH
értéke kiszamithatd, valamint az Irving-faktorral korrigalt pH értékek. Igy a ligos
tartomanyban mért adatparok alkalmasak a vizionszorzat tizes alapt negativ logaritmusanak,
pKy szamitasara a kovetkezé képlet alapjan:
PKw = -Ig([H]<[OHT) = p[H"T+p[OH] = (PHmer-IRV)-Ig[OH]
A ligandumok protonalodasi allandoit és a fémkomplexek stabilitdsi allandoit pH-

potenciometrias titralidsokkal hataroztuk meg 25 °C+0,1-on vizes oldatban 0,20 M KCI vagy

<y

potenciometrids titrdldsokkal hataroztuk meg. A mérésekhez kombinalt elektroddal
(6.0234.100 tipust) felszerelt Orion 710A pH-mér6t és Methrom 665 Dosimat automata
biirettat hasznaltunk. A mérdrendszert erds sav-erds bazis (HCI/HNO3-KOH) titralasokra
kalibraltuk. Az étlagos vizionszorzat (pKy) értékére 13,76 £ 0,01 értéket kaptunk, ami jol
egyezik az irodalmi értékekkel [29]. A méréseket pH 2,0-11,5 tartomanyban végeztiik 10,00
cm-es kiindulasi térfogatban allandd kevertetés €és argon gaz buborékoltatds mellett. A
titralasok soran 2 mM-0s ligandumkoncentracié mellett a fém-ligandum arany 1:1-1:4 volt.

A képz6dd komplexek Osszetételének és stabilitasi szorzatainak meghatarozasahoz a
PSEQUAD nevli programot hasznaltuk [30]. Az értékelések soran komponensként
szerepeltek: a fémion (M, azaz [Ru(11)-n°-p-cimol(X)s] (X = H,0, CI); , a proton (H) és a
teljesen deprotonalt ligandum (L). A programban bemend adatként a komponenseken kiviil
szerepelnek természetesen a mintahoz adott mérdoldat térfogat—pH kisérleti adatparok, az
asszociatumok (protonalt ligandum, fém-ligandum-komplexek és hidroxo-komplexek) szama,
az asszociatumok Osszetétele, a komponensek kiindulési teljes koncentracidja, az ismert és az
ismeretlen (kozelitd) stabilitdsi szorzatok és kiilonb6zé allandok, pl. titralooldat
koncentracioja, vizionszorzat, Irving-féle korrekcids tényez6. A program a keresett stabilitasi
szorzatokat az M, L és H komponensekre felirt anyagmérlegegyenletek megoldasaval adja,
ahol n a rendszerben képzO6d6 asszociatumok szamat, p, q, r pedig a sztdchiometriai

egyiitthatokat jeloli. .
cm =IMI+ D piBpgy IMIP LI [H]"

i=1

cL =[L1+ ) QiBpgr IMIP [LI* [H]"

i=1

Cr =[HT+ DBy IMIP [LI% [H]"
i=1

13


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006295212005783#bib0130

A program az altalunk feltételezett asszocidtumok ¢és kozelitd stabilitdsi szorzatok
figyelembevételével, Newton-Raphson iteracioval végzi a kozelitést egészen addig, amig a
titral6 oldatra nézve a (Vmert — Vszémolt)z értéke minimumot ad, ahol V a titral6 oldat térfogata.
A program minden megadott pH-értéknél kiszamolja a képz6dé részecskék egyensulyi
koncentracidjat és az adott pontokhoz tartozd standard deviaciok értékét. Az iteracid sorozat
végén megkapjuk a finomitott stabilitasi szorzatokat, a kisérleti és szamitott titralasi gorbék
pontjathoz tartoz6 illesztési paramétert. A koncentracido eloszlasi gorbék szamoldsa a
komplexek Osszetételének, stabilitasi allandojanak és a komponensek teljes koncentracidojanak

ismeretében a MEDUSA nevii program segitségével tortént [31].

4.3. UV-lathato6 spektrofotometria

Spektrofotometriasan mérhetdk azok az anyagok, amelyek az adott spektrumtartomanyban
fényt nyelnek el, tehat kromoforok. Az UV (200-400 nm) és a lathato fény (400-800 nm)
tartomanyaban a fényabszorpcid a molekula vagy az atom elektroneloszlasat valtoztatja meg.
Az elektronok a gerjesztés hatasara a kisebb energidju elektronpalyakr6l a nagyobb
energidjuakra kerlilnek. Az UV-lathato szinképtartomany abszorpcids savjai nagyon szélesek,
ezért mindségi analitikai alkalmazasuk korlatozott, viszont a kvantitativ analitika egyik
legszélesebb korben hasznalt moédszere. A koncentracidomérés alapjaul a Lambert-Beer
torvény szolgal: A = exIxc ahol, A: mért abszorbancia; €: molaris abszorbancia [mol* M™];
I: athossz [cm], c: koncentracid [M]. A torvény csak hig oldatokra érvényes, mely a
spektrofotometria egyik elonye a kis anyagigény miatt.

A spektrofotometrias méréseket 25,0+0,2 °C-on, allandd ioner8sség mellett (0,2 M
KCI vagy KNO3) és 200-820 nm hullamhossztartomanyban végeztiik egy Hewlett-Packard
8452A diddasoros spektrofotométeren. A kiivetta uthossza 1 cm volt. A karbondtmentesség
érdekében nagy tisztasagu argongazt buborékoltattunk at az oldatokon. A titrdlasokhoz ismert
koncentracioji (0,2 M) karbonatmentes KOH oldatot hasznaltunk.

A spektrofotometrias titralasokat kiilonboz6 osszetételii, csak ligandumot, illetve
kiilonboz6é  fém-ligandum  ardnyt  tartalmazé  mintdk  esetén  végeztiink. A
ligandumkoncentraciot 0,12 mM ra allitottuk be, a fém ligandum arany 1:1 és 1:2 volt.
Késziiltek egyedi mintak is pH 1,0-2,0 tartomanyban 0,2 M ioner6sség mellett. Az egyedi
mintakban a KCI (ill. KNOs) tartalmat fokozatosan HCl-ra (ill. HNOs-ra) cserélve

valtoztattuk a pH-t, amelynek értékét az egyedi minték erds sav tartalma alapjan szamoltuk.
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4.4.'H Magneses magrezonancia spektroszkopia (*H NMR)

Az NMR spektroszkopia az egyik leghatékonyabb szerkezetvizsgaldé modszer, mellyel a
magneses atommagok azonosithatok. A modszer a zérustdl eltéré magspinnel rendelkezé
elemek, illetve vegyiiletek azonositdsara alkalmazhatd. Az eljards a magneses mag és a kiilsé
magneses tér kozotti kolesonhatason alapul. A magok magneses momentuma a kiilsé
magneses tér iranyaba 4all be, és mint tengely koriil kering. A kiils6é magneses tér hatasara a
mag energidja 21+1 energianivora hasad fel, amelyek kozotti energiakiilonbség aranyosan nd
a kiilsé magneses térrel. Az energianivok kozott megfeleld magneses sugarzassal atmenetek
hozhatok létre. Az atmenet létrejottéhez adott frekvenciaji sugarzas sziikséges. Ennek
kovetkeztében az eljarasnak rezonancia jellege van. Az atommagot koriilvevo
elektronfelhdben a kiils6 magneses tér diamagnességet indukal, amely megvaltoztatja a kiilsé
magneses tér értékét a mag helyén, ezaltal arnyékold hatast fejt ki. Ez minden atomnal mas €s
mas rezonanciafrekvencidnal jelenik meg. A kémiai kornyezet ilyen jellegli befolyasold
hatasat kémiai eltolodasnak (8) nevezziik. A kémiai eltolodas informaciot ad a kémiai
szerkezetrél. A kémiai eltoldddson a mag sajat rezonanciafrekvencidja €s egy referenciaként
valasztott anyag (pl. tetrametil-szilan (TMS), 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav (DSS))
rezonanciafrekvenciajanak a kiilonbségét értjiik. A jelek intenzitdsa aranyos az értiik felelds
magok szamaval, tehat meghatarozhato a kiilonb6z6é kémiai kornyezetben eléforduldé azonos
magok relativ szdma is. A szomszédos magok spinjei kdélcsonhatnak egymassal, melynek
kovetkeztében az egyes magok jelei felhasadnak. A jelfelhasadas miatt a mag NMR-jele nem
egy szingulett, hanem egy jelcsoport, valamilyen multiplett lesz. A multiplett jelei kozti
tavolsagot, Hz-ben kifejezve, csatolasi allandonak nevezzik.

A méréseinket Bruker Ultrashield 500 Plus késziiléken végeztiik. Referenciaanyagként
4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsavat (DSS) alkalmaztunk. A mintak elkészitéséhez
oldoszerként 10% (v/v) D,O/H,O elegyet hasznaltunk. A  mintdkban  1év6
ligandumkoncentracié altalaban 2 mM volt, a titralast ismert koncentracioju KOH oldattal
végeztiik 0,20 M-os ionerésség (KC1 vagy KNO3) mellett. A ligandumokat és a [(Ru(IT)-n°®-p-
cimol] komplexet el6szor 6nmagaban, majd valtozo fém-ligandum arany (M:L = 1:1 és 1:2)
mellett titraltuk. A [Ru(II)-n6-p-Cim0|(L)X] komplexek harmadik koordinacids helyén torténd
H2O/CI" cserefolyamatot alland6 pH-n (pH 3,5) valtoz6 kloridion-koncentracié (4-500 mM)

mellett vizsgaltuk.
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4.5. Spektrofluorimetrias mérések

A spektrofluorimetria napjaink kozkedvelt vizsgalati modszere. Népszertiségét elsésorban kis
anyagigényének (kis térfogat, uM-os koncentracié) koszonheti. Tobbek kozott fehérjék,
valamint fehérjékkel kolcsonhatd vegyiiletek vizsgalatara alkalmazhatd. Nagy hatranya
azonban, hogy a mért intenzitasvaltozasokbol csak kozvetve kovetkeztethetiink a kotddés
helyére. Tovabba a kotéhely marker anyagokkal torténd kompeticids vizsgalatok csak az adott
kotéhelyrdl valo leszoritast jelzik, ami nem feltétleniil egyezik a fehérjérél valo teljes
leszoritassal. A modszer azon alapszik, hogy bizonyos vegyiiletek az UV-lathatd sugarzas
abszorpcioja kovetkeztében fotolumineszcenciat mutatnak, azaz fényt emittalnak.
Amennyiben a fény kisugarzasa a gerjesztés utan 10 masodpercnél révidebb idé alatt
kovetkezik be, fluoreszcens fényrdl beszélink. A fehérjékben harom olyan aminosav
talalhato, amely fluoreszcens: a fenilalanin (Phe), tirozin (Tyr) és a triptofan (Trp). Alkalmas
gerjesztés mellett a HSA bizonyos vegyiiletekkel komplexet képezve intenziv fluoreszcenciat
mutat. Ilyen vegyiiletek az altalunk k&tohely markerként felhasznalt WF és DG.

A fluorimetrias spektrumokat Hitachi-F4500 tipusu fluoriméterrel vettiik fel 25+0,1°C-
on 1 cm-es uthosszu kvarc kiivettat hasznalva. Az 6sszes mintat 15 mM foszfat pufferben
készitettiik el 100,5 mM NaCl és 1,5 mM KCI jelenlétében pH 7.4-n. (Igy biztositottuk a
vérnek megfeleld pH-t, a kloridion-koncentraciot és kozelitdleg a Na'/K" aranyt.) A mintak
inkubacios ideje 2, 4 ¢és 24 ora volt. A mintakban allando, 0,5 uM HSA koncentraciot és
valtozd [Ru(l1)-n®-p-cimol] illetve [Ru(11)-n®-p-cimol(L)X] aranyt alkalmaztunk. A DG és
WF kotohely markerek haszndlatakor a HSA-kotohely marker arany mindig 1:1 volt. A
gerjeszté hullimhossz (Aex) 280 nm (Tyr) és 295 nm (Trp) volt, az emisszios spektrumokat a
(Aem) 310-650 nm-es tartomanyban mértiikk 10 nm/5 nm vagy 5 nm/ Snm-es monokromator
réssz¢élesség mellett. A kotdhelymarkerek jelenlétében a WF esetén Agx 310 nm, Agm 320-500
nm, a DG esetében Aex 335 nm, Agm 350-600 nm volt. A fluorimetridsan mért mintak UV-
lathaté spektrumait is felvettiik, melyek segitségével minden esetben megallapithaté volt,
hogy a mintak dnabszorpcidja elhanyagolhaté (Abszorbancia < 0,02 mind a Agx, mind a Agm

hulldmhosszan), igy az azzal val6 korrekcid nem sziikséges.
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5. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

5.1. [Ru(11)-n°-p-cimol] hidrolizisének vizsgalata

Mint ahogy azt korabbi (2.2.1) fejezetben részletesen kifejtettiik, a [Ru(l1)-n®-p-cimol]
hidrolizise Kloridos- és kloridmentes kozegben az irodalomb6l mar jol ismert [20,21].
Kisérleti munkank soran azonban sziikséges volt a fémion hidrolizisének vizsgalatara a mi
laboratoriumi koriilményeink kozott is. Célunk egyrészt az eredmények reprodukalasa volt,
mésrészt a [Ru(l1)-n°-p-cimol]-ligandum rendszerek UV-lathaté és *"H NMR spektrumainak
kiértékeléséhez igen hasznosnak bizonyult a fémion sajat pH-fliggé spektrumainak ismerete.
Ezért pH-potenciometria, UV-lathat6 spektrofotometria és "H-NMR modszerekkel vizsgaltuk
a hidrolitikus folyamatokat klorid- és kloridmentes kozegben. Az altalunk meghatarozott
allandok (2. Tablazat) viszonylag jo egyezést mutatnak a korabbi irodalmi adatokkal [20, 21].

2. Tablazat: Fém-hidroxo komplexek kiilonbozé modszerekkel meghatarozott stabilitasi

szorzatai® (t = 25°C, I = 0,20 M)

198 [M2H.] 198 [M2H-5]
klorid-mentes kozegben":
pH-metria - -9,36(2)
UV-lathato sp. - -9,38(1)
klorid-tartalma kozegben®:
pH-metria -6,97(2) -11,97(2)
UV-lathato sp. -7,02(5) -11,68(6)

% A zarojelben az allandokra szamol SD értékek vannak feltlintetve.

b1 =02 MKNO3 ¢l =0,2M KCI

Kloridmentes, 0,2 M ionerdsségli nitrat-tartalmiu vizes kozegben az részecskék
speciacidja viszonylag egyszeri képet mutat. Csupan két komplex jelenléte bizonyithaté az
oldatban. Erésen savas kdzegben a [Ru(I1)-n°-p-cimol(H,0)3]** részecske dominans, majd pH
> 3,5 felett elindul az akva-komplex hidrolizise, és ligos kozegben a kétmagva [(Ru(l1)-n’-p-
cimol),(OH)s]* komplex jelenléte mar kizarélagos. A két részecskéhez tartozé jelek az *H
NMR spektrumokon egyértelmiien beazonosithatok (9. abra). Az egyes részecskék

protonjaihoz rendelhetd csucsok integralja alapjan becsiilt részecske arany jol egyezik az UV-
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lathatd fotometrids és pH-metrias titralasok alapjan meghatarozott allandoékbol szamolt

closzlasokkal (10. abra).

plg,n J*L .

6,32

|
5,28 I
4,68 e
L

a.

424 .
3,94 I
371 ) |
306 JL
2,54 )* M’
58 55 52 20 14 11

8/ppm 6/ppm

9. abra: [Ru(l)-n°-p-cimol] pH-fiiged '"H NMR spektrumainak részletei a spektrum aromas (a.) és
[Ru(11)-n°-p-cimol(H,0):]** jelei: ¢ Ar(CH); ¥ CHg; X iProp(CHs).
[(Ru(11)-n°-p-cimol),(OH)s]" jelei: ¢ Ar(CH); ¥ CHg; x iProp(CHs).

(cm=1,0x10°M, I =0,2 M KNO;, t =25 °C, 10% D,0)

1.0 —
[M,(OH),1*
0.8
[M(H,0),]*
_0.6 -
=
*0.4
0.2 - J x
OO B B T T X T X 1
2 4 6 8 10

10. abra: A [Ru(I)-n>-p-cimol] hidrolizisének koncentracio eloszlasdiagramja a pH-potenciometrias
titralasok alapjan meghatarozott stabilitasi allando (folytonos vonalak), és az 'H NMR spektrumok
iProp(CHj3) jeleinek cstcs alatti teriileteibdl szamolt értékek alapjan (x).

(cm=1.0x10° M, 1 =0,2 M KNOs, t =25 °C, 10% D,0)
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Kloridos rendszerben, ahogyan azt mar emlitettiik a kloridion koordinaci6ja miatt,
Iényegesen tobbféle részecske van jelen, mint kloridmentesben (7. abra, 2.2.1. fejezet).
Azonban, a bonyolult speciacio ellenére (8. abra, 2.2.1. fejezet), a rendszer jol leirhatd csupan
harom részecske (M, M2H.;, M3H_3) jelenlétének feltételezésével (9. abra, 2.2.1. fejezet) [20].
A kétmagvu hidroxo-komplexek stabilitasi allandoit pH-potenciometrias médszer mellett UV-
lathato spektrofotometriaval is meghataroztuk (2. Tablazat). A meghatarozott allandok jo

egyezést mutatnak debreceni kutatocsoport altal korabban meghatarozottal [20, 21].

5.2. A ligandumok sav-bazis és spektralis tulajdonsagai

A ligandumok szerkezeti képletét, és jellemzd proton disszociacios folyamatait a 11.
abran tlntettiik fel. Teljesen protonalt formdban mindkét ligandumnak két disszociabilis
protonja van ([HoL]" - sziirkével jelolt szerkezet). Azonban a karboxil-csoport hidrogénionja
mar pH < 2 disszocial (pKcoon ~ 1). A karboxil-csoport nagyon savas pK-ja a deprotonalddott
karboxilat-csoport oxigénje és a protondlt piridin-N kozott kialakuld intramolekularis H-
kotéssel magyarazhato [32]. A 6-metil-pikolinsav (6-Mepic) nagyobb bazicitasat a
ligandumon 1évé elektronkiildé metil-csoport okozza.

R=H Pikolinsav
R = CH; 6-Mepic

N e
D _- T @ .
R N COOH R I'|\I CO0O =4 N CO0O
H H
[H,L] [HL] [L]

11. abra: A ligandumok szerkezeti képlete, és proton disszocidcios folyamatai

A ligandumok  sav-bazis  egyenstlyait  pH-potenciometrias,  UV-lathato
spektrofotometrias és "H NMR spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltuk, a kapott proton
disszociacios allandokat a 3. Tablazatban mutatjuk be. Az irodalombol ezek mar jol ismert
adatok [33], célunk egyrészt az volt, hogy a mi laboratoriumi koriilményeink kozott ezeket az
eredményeket reprodukaljuk, masrészt a ligandumok részletes vizsgalata megkonnyiti

[Ru(11)-n°-p-cimol]-al valé komplexképzédési folyamatok értelmezését.
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3. Tablazat: A ligandumok kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott proton disszociacios

alland6i® (t = 25°C, I = 0,20 M KCI)

pK [HL] PK [HL]
pikolinsav 6-metil-pikolinsav
irodalmi adat [27] 5,19 5,81
mért allando
pH-potenciometria: 5,17(1)" 5,82(1)
UV-lathaté sp.: 5,14(1) 5,86(1)
'H-NMR 5,16(1) 5,91(1)

A zarojelben az allandokra szamol SD értékek vannak feltlintetve.

®pK = 5,15(1) 0,2 M KNO; kizegben

Az UV-lathato spektrumok felbontasaval a PSEQUAD programmal [29] szamoltuk a
ligandumok kiilonb6z6 protonaltsagi foku allapotahoz tartozd egyedi spektrumokat (4.

Téblazat).

4. Tablazat: A ligandumok [HL] és [L] formainak molaris abszorbancia értékei és kémiai

eltolodasai

pikolinsav 6-metil-pikolinsav

UV-lathato spektrofotometria

& max [HL] 8610 M xcm™ (L=264 nm) 6956 M*xcm™ (A=274 nm)

& max [L] 4906 M™xem™ (L=264 nm) 4120 M™*xem™ (=272 nm)

'H NMR CH(3) (d) 8,43 ppm CH(3) (d) 7,93  ppm

[HL] CH(4) (t) 8,15 ppm CH(4) (1) 8,49 ppm
CH(5) (1) 8,69 ppm CH(5) (d) 8,20 ppm
CH(6) (d) 8,77  ppm CH3(6)(s) 2,83  ppm

'H NMR CH(3) (d) 790 ppm CH(3) (d) 7,38  ppm

[L]T CH(4) (t) 7,53  ppm CH(4) () 7,80 ppm
CH(5) (t) 7,95  ppm CH(5) (d) 7,68 ppm
CH(6) (d) 8,56  ppm CHj3(6)(s) 2,53 ppm

20



A deprotonalodast 'H NMR mérésekkel is kovettiik (12. 4bra), és meghataroztuk a
[HL] és [L] forma hatareltolodasait (4. Téblazat). A kiilonb6zé moédszerrel kapott allandok jo

egyezést mutatnak egymassal és az irodalmi adatokkal is.

6,42 / ~ JN '\1 N 8 7 b (o] o) o
8,5
5"}_6_//\\ M A £ °
o /* N 28,3 1
0o A * - \r{? coor 8,1 -
2,00 H ©©°
- 'Y 7.9 ‘ ‘ ‘ o
88 86 84 82 80 78 76 74 1 3 S 7 9 11

12. abra: A pikolinsav reprezentativ pH-fliggd 'H NMR spektrumai, és CH(5) triplet jeleinek
eltolodasa (o) a pH-fiiggvényében (¢, = 1,0 x 10° M, 1 = 0,2 M KClI, t =25 °C, 10% D,0)

5.3. [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav rendszer komplex képzédési folyamatainak vizsgalata

kloridmentes kdzegben

A [Ru(I1)-n°-p-cimol]-pikolinsav komplexképz3dési folyamatat leird —stabilitasi
allandokat pH-potenciometrias és UV-lathato spektrofotometrias mérésekbdl hataroztuk meg.
A pH-metrias mérések titralasi gorbéi alapjan az latszott, hogy pH 2-nél mar szinte teljes a
protonleszoritas, ezért az [ML] komplex stabilitasi allanddjanak meghatarozasa ezzel a
modszerrel nem volt lehetséges. Emiatt pH 0,8 — 11 tartomanyban fotometrias méréseket
végeztiink, és a pH fliggd UV-lathato spektrum toltésatviteli savjainak valtozasabol szamoltuk
az allandokat. pH 0,8 — 2 tartomanyban egyedi mintakat készitettiink, az 4llandd ionerdsséget
megtartva a mintakban, a KNOj3 tartalmat fokozatosan HNOgs-ra cseréltiik, mig pH 2 — 11

kozott titralas sordn rogzitettiik az abszorpcios spektrumokat (13. ébra).
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13. abra: A [Ru(ll)-n®-p-cimol]-pikolinsav rendszer pH-fiiggd UV-lathaté spektrumai. A sziirkével

jelolt rész a pH 0,8 — 2 tartomanyban felvett egyedi mintak spektrumai, a fekete gorbék a titralas
folyaman pH 2 — 11 kozott felvett, higitassal korrigalt abszorbancia spektrumai. A beszart diagram az
abszorbancia valtozasat mutatja a pH-fiiggvényében A= 344 nm-en (c. = cy = 3,2 x 10* M, 1 =0,2 M
KNO3/HNO;3, t =25 °C)

A spektrumok 330 — 500 nm hullamhossz tartomanyat figyelembe véve PSEQUAD [24]
programmal szamoltuk [ML] és [MLH.1] stabilitasi allandojat. A fotometrias mérések alapjan
meghatarozott Igf [ML] értékét rogzitve értékeltiik ki a pH-metrias titralasi gorbék bazikus
pH-tartomanyba esé pontjait (5. Tablazat).

5. Tablazat: [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinat komplexek kiilsnbézé modszerekkel

meghatarozott stabilitasi szorzatai®, proton disszociacios és szarmaztatott 4llandoi (t = 25°C, I

=0,20 M KNO3)

lgg [ML] g8 [MLH.1] pK [ML] [ §
pH-metria - 0,86(2) 8,04 -
UV-lathaté sp. 8,90(1) 0,90(2) 8,00 3,75
'H NMR - - 8,10(1) -

# A zardjelben az allandokra szamol SD értékek vannak feltiintetve.

b pK = Ig/ML] - lgB[MLH_;]

¢ [Ru(1D-n°-p-cimol(H,0)s]** + HL == [Ru(Il)-n’-p-cimol(H,0)L]" + H" + 2 H,O
lgk = g8 [Ru(11)-n®-p-cimol(H,0)L]* — pK(HL)
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A pH-potenciometrias és UV-lathaté spektrofotometrids vizsgalatainkat "H NMR mérésekkel
egészitettik ki. Rogzitettik a [Ru(l1)-n®-p-cimol]-pikolinsav rendszer pH-fiiggd NMR
spektrumait (14. abra).

P05 y .

A

Ru2*
10’_2._0_ H,0% l\ . Y D
9,73 AT A M

N
9,17 N N, M vy

W

8,26 MJUL YN Y.
7,79 \ N M e
7,02 A\ AN A
4,49 N N e
Z,SS,J\[L _/\AN N

94 93 91 80 79 78

6/ppm

14. abra: [Ru(ll)-n’-p-cimol]-pikolinsav 1:1 aranyu rendszer pH fiiged 'H NMR spektrumai a
ligandum aromas protonjaihoz tartozé jelek kémiai eltolddasnak tartomanyéaban. (c. = ¢y = 1,0 x 107

M, I=0,2 M KNOg3, t =25 °C, 10% D,0)

A spektrumokon pH 2,5-nél mar nem lathato a szabad ligandum illetve fém jele, megerdsitve
ezzel pH-metrias és fotometrias méréseink eredményét. pH 7 felett a komplex jelei
alacsonyabb ppm értékek felé tolodnak el. Az eltolodas az

[ML]" = [MLH.] +H"
folyamathoz rendelhetd. A 16. abran jol lathato, hogy a pikolinsav CH(S) csoportjahoz tartozo
proton eltolédasdnak mértéke jo korrelaciot mutat az UV-lathatd spektrofotometrias és pH-
potenciometrids mérésekbdl meghatdrozott alland6 alapjan szamolt koncentracideloszlassal

(15. abra).
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15. dbra: Koncentracideloszlasi gorbék a [Ru(ll)-n’-p-cimol]-pikolinsav rendszerre 1:1 fém-
ligandum arany mellett és az "H NMR spektrumok adatai alapjan meghatarozott ligandumhoz tartozéd
CH(5) csoport jeleinek eltolodasai (0). (cL = ¢y = 1,0 x 10° M, | = 0,2 M KNOs, t = 25 °C, 10%
D,0)

Az 'H NMR jelek pH-fiiggé eltolodasaibol szamolni tudtuk az [ML]* komplex proton
disszociacios allando értékét (5. Téablazat). A meghatarozott érték jo egyezést mutat a pH-
metrids és fotometrias mérésekbol meghatarozott allandokbol szamolt pK értékekkel.

A mérések azt mutattak, hogy az [ML]" ([IMLH.1]) komplex(ek) bazikus tartomanyban
sem disszocial(nak), azaz nem jelent meg a rendszerben szabad fém illetve szabad ligandum.
Bar termodinamikai alapon a hidrolizis allandokat ismerve varnank a trihidroxo kétmagvu
részecske képzddését, az nem jelent meg a 7,04-es ¢és a 9,00-es pH-ju rendszerben egy nap

utan sem (16. abra). Ennek feltehet6en kinetikai oka van [34].
2[ML]" = [MaH3]" +3H " +2 L
illetve

2 [MLH4] = [MoHs]" +H" + 2L

reakciok lassu folyamatok, lejatszodasuknak kinetikai gatja lehet.
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16. abra: [Ru(l11)-n°-p-cimol]-pikolinsav 1:1 aranya rendszer pH 7,04 és pH 9,00-n felvett *H NMR
spektrumai 1, 6 és 24 6ra mulva a ligandum aromas protonjaihoz tartozé jelek kémiai eltolodasanak
tartomanyaban. A bekeretezett spektrumrészletek jelzik a szabad ligandum jeleinek helyét a

spektrumon. (¢, = ¢y = 1,0 x 10° M, 1 = 0,2 M KNO;, t = 25 °C, 10% D,0)

Az [ML]" komplex esetén feltehetden a pikolinsav (N,0O) koordinalodik a fémhez [15], savas
tartomanyban a harmadik koordinacios helyen H,O molekula van, ami lagos kézegben
deprotonalodik, amit a ‘H NMR spektrumokon megfigyelheté jeleltolodas jelez. Ennek
megfeleléen az [MLH.;] részecske a valosagban egy vegyes hidroxo, azaz [ML(OH)]

komplex.

5.4. [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav és [Ru(ID)-n°-p-cimol]-6-metil-pikolinsav

rendszerek komplex képzédési folyamatainak vizsgalata klorid-tartalmi kozegben

[Ru(I11)-n°-p-cimol]-pikolinsav  rendszerben  kloridion  jelenlétében  annak
koordinacidja visszaszorithatja a komplexképzddést a nitratos kozegben tapasztaltakhoz
képest, de a fémion altali proton leszoritas a ligandumrdol még igy is nagyon jelentés pH 2-n.
Ezért hasonloan a nitratos kozegben végzett vizsgalatainkhoz, UV-lathaté spektrofotometria
segitségével hataroztuk meg az [ML] komplex stabilitasi allandojat. (A KCl jelenlétében mar
nem tiintetjiikk fel a komplexek toltését, mert a koordinalt vizmolekula részben kloridra van
cserélve. Emiatt ebben a kozegben meghatarozott allandok latszolagos 4allandoknak

tekintheték, 0,2 M kloridion-koncentracid6 mellett.) A 230-538 nm-es hullamhossz
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tartomanyban mért spektrumok kiértékelése soran nem vettiik figyelembe a ligandumsavokat,
mert a ligandum karboxil-csoport H*-jének disszociacioja kis mértékben megvaltoztathatja a
szamolt allandok értékét. pH 0,8 — 2 kozott egyedi mintdkat allitottunk 6ssze, a minta KCl
tartalmat fokozatosan HCl-re cseréltiik, megtartva az alland6 0,2 M-os ionerdsséget. pH 2 —
11 kozott titralast végeztiink, és kozben rogzitettiik a mintdk abszorbancia spektrumait. A
fotometrias mérésekb6l meghataroztuk [ML] és [MLH.;] komplexek stabilitasi szorzatait. A
pH-metrias titralasok kiértékelése soran a fotometrias mérésekb6l meghatarozott Igf [ML]

allandot rogzitve hataroztuk meg az [MLH_;] komplex stabilitasi szorzatat (6. Tablazat).

6. Tablazat: [Ru(ll)-n>-p-cimol]-pikolinat ¢és  [Ru(l1)-n°-p-cimol]-6-metil-pikolinat
komplexek kiilonbozé modszerekkel meghatarozott stabilitasi szorzatai®, proton disszocidcios

€s szarmaztatott stabilitasi allandoi (t = 25°C, I = 0,20 M KCl)

lgp g pK Igk® lgk>

[ML] [MLH.q] [ML] (H,0/CI)
L = pic
pH-metria - -0,75(2) 8,89" - -
UV-lathato sp. 8,14(1) -0,76(2) 8,90° 3,00 -
'H NMR - - 8,19(1) - 1,83(6)
L = 6-Mepic
pH-metria - -1,60(3) 9,04° - -
UV-lathat6 sp. 7,44(1) -1,63(4) 9,07° 1,58 -
'H NMR - - 9,22(2) - 1,45(5)

A zarojelben az allandokra szamolt SD értékek vannak feltiintetve.

®pK = IgAML] - lgSIMLH.]

¢ [Ru(11)-n®-p-cimol(X)s] + HL = [Ru(Il)-n®-p-cimol(L)X] + H" + 2 X (X = H,0 vagy CI")
lgK = Ig8 [Ru(11)-n°-p-cimol(L)X] — pKa(HL)

¢ [Ru(1)-n°-p-cimol(L)(H-0)]" + CI" = [Ru(l1)-n’p-cimol(L)CI] + H,O

Az lgp [ML] stabilitasi szorzatok (kloridos és nitratos kdzegben mérve) Gsszevetésével és a
ligandumok bazicitasaval korrigalt stabilitasi allandoit kozvetleniil 6sszehasonlitva lathatjuk,
hogy nitratos kozegben az értékek nagyobbak, ami arra utal, hogy a klorid jelenléte valoban

visszaszoritja a komplexképzddést.
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A rendszerben lejatszodo folyamatokat "H NMR mérésekkel is vizsgaltuk. A 17. dbran

lathatd pH-fliggé NMR spektrumokbol arra kdvetkeztettiink, hogy a trihidroxo dimer

részecske, illetve szabad ligandum klorid jelenlétében nem jelenik meg. A rendszer leirasa

tehat a nitratos kozegéhez hasonlo.
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17. abra: [Ru(ll)-n’p-cimol]-pikolinsav 1:1 arany rendszer pH fiiggé ‘H NMR spektrumai a

ligandum aromas protonjaihoz tartozé jelek kémiai eltoldddsanak tartomanyaban, és a szabad

ligandum spektruma (legfeliil).

CH(6): o [ML(H,O)]";m [MLCI]; m [ML(OH)];

CH(5): o [ML(H,0)]"; ® [MLCI]; ® [ML(OH)];

CH(3): A [ML(H,0)]"; A [MLCI]; A [ML(OH)];

CH(4): iires csillag [ML(H,0)]"; fekete csillag [MLCI]; sziirke csillag [ML(OH)].
(cL=cw=1,0x10°M, 1=0,2 M KCI, t =25 °C, 10% D,0)

Az irodalomban leirtak a piridin-nitrogén egyfogi koordinaciojat is (ahol nem volt

jelen mas donoratom a ligandumban), amit rontgen-krisztallografiaval tamasztottak ala [35].

Annak bizonyitasara, hogy a mi rendszeriinkben nem torténik meg a ligandum egyfogu

koordinacioja a kétfog mellett pl. egy bisz-ligandumu komplex képzddése révén, azaz hogy
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kizarélag mono-komplexek képzSdnek, pH-fiiggé "H NMR spektrumokat vettiink fel 1:2 fém-
ligandum arany mellett, illetve pH 3,2-n kiilonb6z6 fém-ligandum aranynal (18. dbra). A mért
spektrumok azt mutatjak, hogy a nem kotott pikolinsavon kiviil csak olyan részecskék vannak
jelen, amit az 1:1 fém-ligandum aranynal is azonositottunk, tehat bisz-komplex képzddését
kizarhatjuk. Tanszéki eredmények azt mutattak, hogy pl. a tiomaltol esetén a ligandum képes
kenen keresztiili egyfogu koordinaciora is bisz-, és trisz-komplexekben [36].

a. b.

108 ) JJ_JLA__AMMAJﬁg _JL__M_W;
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18. abra: [Ru(l1)-n°-p-cimol]-pikolinsav valtozé fém-ligandum arany mellett felvett 'H NMR
spektrumainak részletei az aromas (a.) és alifas (b.) régiokban.

Lig CH(6): o [ML(H,O)]";m [MLCI]; = [HL];

Lig CH(5): o [ML(H,0)]"; @ [MLCI]; ® [HL];

Lig CH(3): A [ML(H,0)]"; A [MLCI]; A [HL];

Lig CH(4): iires csillag [ML(H,0)]"; fekete csillag [MLCI]; sziirke csillag [HL];

[Ru(11)-n®-p-cimol] Ar(CH): 0 [ML(H,0)]";¢ [MLCI]; ¢ [Ru(l1)-n®-p-cimol(X)s] (X = H,O vagy CI")
[Ru(11)-°-p-cimol] Me(CHs): ¥ [ML]; ¥ [Ru(11)-n’p-cimol(X)s] (X = H,0 vagy CI")
[Ru(11)-n°-p-cimol] iProp(CHs): #[ML]; # [Ru(11)-n®-p-cimol(X)s] (X = H,0 vagy CI")

(pH =3,2; c. =2x10° M; 1 =0,2 M KCI, t =25 °C, 10% D,0)
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Ahogy a 18. és 19. abrakon is lathatjuk, az [ML] komplex képzddési tartomanyaban, minden
jelcsoportnak a kisebb intenzitasu ,,parjat” is megtalaljuk. A kisebb intenzitasu jelek az akva-,
a nagyobbak a kloro-komplexhez tartoznak. A spektrumon a kloro- és akva-komplexek jelei
j61 elkiiloniilnek, mert a klorid/viz csere NMR id6skalan lassu folyamat. A kloro/akva cserét
részletesen is vizsgaltuk pH 3,2-n 1:1 fém-ligandum arany mellett. A mérés segitette a 18. és
19. abrakon bemutatott kloro- és akva- részecskék beazonositasat, masrészt az
[ML(H,0)]" + CI' = [MLCI] + H,0

folyamat egyensulyi allanddjat is meg tudtuk becsiilni. A cstcsok alatti teriiletek aranyaibol
tudtuk meghatarozni a kloro:akva részecskék aranyat. A 19. abran a becsiilt alland6 alapjan
szamolt [ML(H,0)*] — [MLCI] komplexek koncentricideloszlasi gorbéit mutatjuk be a
kloridion koncentraci6 fliggvényében (pH = 3,2) az integralok alapjan kapott értékekkel

egyutt.
a. b.
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19. abra: [Ru(ll)-n°-p-cimol]-pikolinsav rendszer 'H NMR spektruma a ligandum aromas
protonjaihoz tartozd jelek kémiai eltolodasanak tartomamyaban (a.) ¢és az ebbdl szamolt
[ML(H,0)"] — [MLCI] részecskeeloszlas (b.) valtozé a klorid-koncentracié fiiggvényében (pH 3,2;
Cmy = 1,0 10° M, t =25 °C, 10% D,0O; o: az integralaranyokbdl kapott értékek, folytonos vonal: a

H,O/CI cserére vonatkozo allandoval szamolt értékek)

A 6-metil-pikolinsavat tartalmazd rendszer esetén a [Ru(II)-n®-p-cimol]-pikolinsav
rendszerek vizsgalatdnal elvégzett mérési modszereket, és kiértékeléseket végeztiik el. A
spektrofotometriasan és pH-potenciometridsan meghatarozott allandok az 6. Tablazatban
lathatok. A stabilitasi szorzatok kozvetlen Osszevetése alapjan is latszik, de a ligandumok
bazicitasaval korrigalt allandok is mutatjak, hogy a 6-metil-pikolinsav kisebb stabilitasu
komplexet képez a [Ru(ll)-n’-p-cimol]-lal, mint a pikolinsav. Hasonlo tendenciat figyeltek

meg cink(Il) és vanadil(IV)ionok komplexei esetén is, ott a pikolinsav kompakt méretével
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magyaraztak a nagyobb stabilitast a 6-metil-pikolinsavhoz képest. [37]. A meghatarozott

stabilitasi szorzatok segitségével szamolt koncentracioeloszlasi gorbéket a két rendszerre a 20.

abran mutatjuk be.

1,0

A IML]

20. abra: [Ru(11)-n®-p-cimol]-pikolinsav (folyamatos vonalak) és [Ru(Il)-n’-p-cimol]-6-metil-

pikolinsav (szaggatott vonalak) rendszerek koncentracioeloszlasi gorbéi (c. = cy = 2,0 x 10° M, | =

0,2 M KCI, t =25 °C)

Feltehetben a kisebb

stabilitds miatt

lathatjuk a 6-metil-pikolinsav  komplexének

disszociaciojat pH 10 felett, azaz a szabad ligandum és a trihidroxo kétmagvi részecske

megjelenését (21. abra), ami a pikolinsavas rendszerben nem volt megfigyelhetd.
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pH 10,58

21. abra: [Ru(l1)-n°-p-cimol]-6-metil-pikolinsav rendszer *H NMR spektruma lugos kozegben
(pH 10,58), a ligandum aromas protonjaihoz tartozo jelek kémiai eltolodasanak tartomanyaban. A
szaggatott vonallal bekeretezett rész jelzi a szabad ligandum megjelenését.

(cL=cm=2,0x10%M, I=0,2MKCI, t=25°C, 10% D,0)

5.5. [Ru(11)-n°-p-cimol] és [Ru(I1)-n°-p-cimol-pikolinat] komplex kélcsonhatasa human

szérum albuminnal

A kolcsonhatast spektrofluorimetriasan vizsgaltuk kétféle gerjesztési hullamhosszt
hasznalva. A 280 nm-on elsésorban a fehérje Tyr aminosavjait, mig a 295 nm-n a HSA
egyediili triptofanjat tudjuk gerjeszteni. Ezen utobbi az I. kotdhelynél taldlhato. Az emittalt
fény intenzitasa altalaban lecsokken, ha az I. kot6helyen, vagy annak kozelében kotédik a
fehérjéhez a fémkomplex, illetve maga a [Ru(l1)-n®-p-cimol]. A kotédést kiilonbz6 HSA-
[Ru(11)-n°-p-cimol] illetve HSA-([Ru(l1)-n®-p-cimol]-pikolinat) aranyok mellett vizsgaltuk

spektrofluorimetrias mérésekkel kiilonboz6 inkubacios (2 ora, 24 6ra (22. abra)) idok mellett.
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22. abra: A [Ru(ll)-n ®-p-cimol]-pikolinsav spektrofluorimetrias spektruma 2 6ra (a) és egy nap utin
pH = 7.4; t = 25 °C; Aex = 280 nm (a) és 295nm (b); Cusa = 0,5 uM; HSA: [Ru(l1)-n®-p-cimol]-
pikolinsav = 1:0,5-1:10.

A mérésekbdl kideriil, hogy mind a Tyr és a Trp214 emisszios spektrumdban a novekvod
Ru(I1)-komplex arany intenzitascsokkenést okoz, ami arra utal, hogy a [Ru(I1)-n ®-p-cimol] és
a [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav képes kotddni a fehérjéhez. A bekotddés viszonylag lassa
folyamat. A két 6réas inkubacids id6 elteltével jelentds intenzitdscsokkenést lattunk, de az egy
napos mintak esetében tovabbi csokkenést tapasztaltunk, azaz nem elég a két 6ra inkubacios
1d6 az egyensuly bedllasahoz. Az egy napos és a két napos mintdk kézott viszont mar nem
lattunk kiilonbséget, amibdl arra kdvetkeztettiink, hogy az egyenstly egy nap alatt beallt. Ha
az intenzitascsdkkenéseket dsszehasonlitjuk a [Ru(11)-n®-p-cimol] és a [Ru(I1)-n°-p-cimol]-
pikolinsav komplexre latjuk, hogy a csokkenés a [Ru(I1)-n®-p-cimol] esetében jelentésen
nagyobb (23. 4bra). Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a [Ru(I1)-n°-p-cimol] pikolinsavval
képzett komplexének viszonylagos nagy stabilitasa miatt a ligandum koordinacidja gatolja a
[Ru(11)-n ®-p-cimol] bekotddését; azaz a HSA és a ligandum ebben az esetben sszemérhetéen

verseng a fémionért.
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23. abra: [Ru(11)-n®-p-cimol]-pikolinsav-HSA (a,c) és [Ru(l1)-n®-p-cimol]-HSA (b,d)
intenzitasvaltozasa az arany valtozasanak fiiggvényében 2 ora (a, ¢) és egy nap (b, d) inkubacios idé
elteltével

pH = 7.4; t = 25 °C; Aex = 295 nm; Cusa = 0,5 uM; HSA: [Ru(ll)-n®-p-cimol]-pikolinsav = HSA:
[Ru(11)-n°-p-cimol]= 1:0,5-1:10.

Tovabba vizsgaltuk a [Ru(I1)-n’-p-cimol] ill. pikolinsav komplexének a HSA egyes
kotohelyein a kotdhely markerek (WF, DG) megkotddésére kifejtett hatasat. A mérések soran
mind a két kotéhely marker esetén a hozzdadott [Ru(I1)-n°-p-cimol] ill. pikolinsav komplex
egyértelmli intenzitdscsdkkent okozott. (A vizsgalt Ru(Il)-vegyiiletek, ill. a pikolinsav nem
fluorescens.) Azonban a [Ru(ll)-n’-p-cimol]-pikolinsav komplex esetén ez az emisszids
spektrum valtozéasa sokkal kevésbé volt szamottevd, mert tizszeres komplexfelesleg esetén is
csak 20%-os intenzitiscsokkenést lattunk, mint a [Ru(l1)-n’-p-cimol] esetén. Ami ismét arra
utal, hogy a pikolinsav képes gatolni fémion fehérjéhez valo kotédését. A [Ru(l1)-n’-p-cimol]

feltehetéen nem hidrofob kolecsonhatasok révén kotédik a HSA-hoz, hanem annak His, Met,
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Cys aminosavjainak oldallanci donorcsoportjaihoz koordinalodik. Ez a kotddés azonban
képest befolyasolni a HSA 1. és II. kotShelyének kotési sajatsagait is.
A HSA-nal val6 kolesonhatast részletesebben szeretnénk még tanulmanyozni a

kozeljovoben, valamint bevonjuk majd a vizsgalatokba a human szérum transzferrint is.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran a [Ru(II)-n°-p-cimol(X)s] (X: H,O/ CI") (O,N) piridinkarbonsav tipusu
ligandumokkal (pikolinsav és 6-metil-pikolinsav) képzett komplexeit vizsgaltuk, melyek
koziil a [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav komplexnek van bizonyitottan citotoxikus hatasa. UV-
lathaté spektrofotometrias, pH-potenciometrids és "H NMR méréseket végeztiink kloridos és
kloridmentes (nitratos) kozegben. Meghataroztuk a ligandumok proton disszociacios- és a
[Ru(I1)-n®-p-cimol] hidrolizis 4llandéit is, melyek az irodalmi adatokkal jo egyezést
mutatnak.

Uj eredményként megallapitottuk, hogy kloridmentes kozegben a [Ru(l1)-1n°®-p-cimol]-
pikolinsav rendszer esetén csak mono-ligandum komplexek képzddnek ¢és ez a
komplexképzédés mér savas pH-n is nagyon jelentés. Az [ML]" komplex stabilitasi szorzatat
spektrofotometriasan hataroztuk meg pH 0,8-2 tartomanyban. A pH 2-11,5 kozott a [Ru(l1)-
n°-p-cimol]-pikolinsav komplex nem disszocial.

Kloridiont tartalmazé rendszerre is hasonld eredményeket kaptunk. A kapott allandok
alapjan megallapitottuk, hogy az oldatban jelenlévé klorid a [Ru(ll)-n®-p-cimol]-hoz valo
koordindlodasa  révén  visszaszoritja ~ valamelyest annak  pikolinsavval  vald
komplexképzddését, de a komplex ennek ellenre sem disszocial pH 2-11,5 kozott 24 h eltelte
utan sem. A 'H NMR spektrumok alapjan egyértelmiisiteni lehetett a kloro-komplexek
jelenlétét az akva-komplexek mellett.

A [Ru(11)-n°-p-cimol]-6-metil-pikolinsav rendszer esetén csak kloridos kdzegben
végeztliink méréseket. A speciacid hasonld, mint a pikolinsav esetén, de a keletkezd
komplexek kisebb stabilitdsuak, bazikus pH tartomanyban mar megfigyelheté a komplexek
disszociacioja.

Spektrofluorimetridsan vizsgaltuk a [Ru(ll)-n°-p-cimol] és a [Ru(ll)-n’-p-cimol]-
pikolinsav kolcsonhatdsat human szérum albuminnal. Megallapitottuk, hogy a pikolinsav
jelenléte jelentésen gatolia a [Ru(l1)-n®-p-cimol] transzportfehérién valo megkotédését. A
[Ru(11)-n®-p-cimol] fehérjéhez valo kotddése gatolja az I. és II. kotdhelyeken a warfarin és

danzil-glicin megkotodését.
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