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1. Bevezetés

Napjainkban intenziv kutatasok folynak antitumor aktivitassal, de kisebb toxicitassal
rendelkezé fémkomplexek eldallitasara. Az irodalomban jol ismert, nagyszamu rakellenes
szert allitottak eddig eld, ¢és vizsgaltak az eldallitott vegyiiletek oldatfazisban torténd
atalakulasi reakcioit. Megallapitottak azt is, hogy ezekben a komplexekben 1év6 viszonylag
inert Ru(l1l) fémion az €16 szervezetben konnyen atalakul a sokkal labilisabb és reaktivabb
Ru(IT) oxidacios allapotta, amely felelds lehet a megfigyelt citotoxicitasért, és amelyet példaul
egy félszendvics fémorganikus szerkezetben aromas ligandumokkal is stabilizalni lehet. ™

A szervezetben, a vérszérumban nagyszamu fémion megkotésére alkalmas molekula
van. Ezek koziil a legjelentdsebbek az olyan fehérjemolekulak, amelyek feliileti hisztidin
aminosav molekularészletiik imidazol csoportjaval képesek a ruténium(II) kation megkotésére
fiziologias koriilmények kozott. Szamos fémionnal vizsgaltak ezeket a kolcsonhatasokat. >

Az irodalomban taldlhatd kisérleti eredmények alapjan elmondhato, hogy a
szervezetben megtalalhat6 legtobb N-donor ligandum alkalmas a ruténium(Il) megkdtésére. A
bioldgiai rendszerekben igen gyakran el6forduld fémion megkotd hely, a hisztidin imidazol
oldallancanak nitrogénje. Ilyen lehet a human szérum albumin (HSA), a fehérje transzferrin
(TY), és az immunoglobulin (Ig) is.>®

Ennek megfeleléen a tudoméanyos diakkéri munkam soran, a félszendvics tipusa [Ru(n®-
p-cimol)(H,0)s]** kation és a hisztidintartalmi, modellezésre alkalmas ligandumok - 1-metil-
imidazol és N-acetil-hisztamin — kozotti kolesonhatast vizsgaltuk, amelyekkel modellezni
tudjuk a biologiai rendszerekben eléforduld, fentiekben emlitett kis és nagy biomolekulak
oldallancaban talalhaté imidazol-gytirii nitrogénjének a fémionhoz vald koordinalodasat.

Az oldategyensulyi vizsgalatokhoz pH-potenciometriat, *H-NMR spektroszkopiat és
ESI-TOF-MS spektrometria modszereket alkalmaztunk.



2. Irodalmi attekintés

A gyodgyaszatban hasznalatos tumorellenes hatasu cisz-diammin-dikloro-platina(ll)
(roviden: ciszplatin) névli fémkomplex a modern szervetlen kémia megjelenését jelentette a
gyogyszerkémiaban. Ez a vegylilet €s tobb masik platinakomplex eredményesen alkalmazhato

egyes rakos megbetegedések kezelésében (1. abra).”
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1. abra: Kemoterapiaban hasznalatos platina-alapt Vegyiiletek.7

A kezelések soran azonban szamos mellékhatas Iépett fel, pl. doézisfiiggd, kumulativ
veseelégtelenség, neuroldgiai tiinetek (mar az elsd adag beadéasa utdn is), a nagyfrekvencia
tartomanyt hallas elvesztése, néha teljes sliketség, homalyos latas €s szintévesztés, erds
hanyinger, hanyas (altaldban 1- 4 oréval a kezelés megkezdése utan Iépnek fel és 24 o6ran at

tarthatnak), anorexia.

Ezért napjainkban is intenziv kutatasok folynak hasonlé antitumor aktivitassal, de kisebb
toxicitassal rendelkezé fémkomplexek eldallitasara. A platina-csoportba tartozo fémes elem, a

ruténium és vegyliletei is igy kertiltek a kutatas eléterébe (2. abra).
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2. abra: Néhany igéretes rakellenes hatasu ruténium komplex: [1.] [RUCl3(NH3)3],
[11.] alfa[Ru(azpy).Cl;], azpy = 2-fenil-azopiridin,[ 111.] [Ru(H,cdta)Cl,]-2H,0, H,cdta = 1,2
ciklohexan-diamino-tetraacetat, [IV.] transz-[tetrakloro(dimetil-
szulfoxid)(imidazol)rutenat(IIT)], NAMI-A (New Anti-tumour Metastasis Inhibitor; -A),
[V.] az indazolium transz-[tetraklorobisz-indazol rutenat(IIT)], KP1019 és ennek natrium soja
[VI.] (KP1339), illetve a [VI1.] (Hzim)[transz-RuCls(Him),] azaz KP418.5*

Az elébb emlitett komplexekkel tovabbi vizsgalatokat végeztek és megfigyelték a biologiai
aktivitasukat. A [IV.-VIl.] komplexek a Klinikai tesztelés fazisaba 1éptek.*? Kiilonbség
azonban a gyogyaszati hatasukban mutatkozik meg. A NAMI-A alig mérgez6, gatolja a rakos

attétek kialakulasat, mig pl.: a KP1019 sejtméreg.

Ezekben a komplexekben 1évé viszonylag inert Ru(lll) az €16 szervezetben konnyen atalakul
a sokkal labilisabb és reaktivabb Ru(ll) oxidacios allapotta, mely felelés a megfigyelt

citotoxicitasért, és amelyet példaul egy félszendvics fémorganikus szerkezetben aromas



ligandumokkal is stabilizalni lehet (3. 4bra). Ilyenkor egy un. ,,zongoraszék™ geometridju

komplex alakul ki.*®

TN5-arén | _l "

X Y

3. 4abra: A [(n®-arén)Ru(XY)(Z)] komplexek szerkezete.™

Ezek olyan fémorganikus vegyiiletek, melyekben a Ru(ll) kationhoz egy aromas
rendszer kotédik hexahapto koordinacidval, hat egyenrangi fém-szén kotést kialakitva.
A nagyszamban eldallitott és vizsgalt félszendvics fémorganikus komplexekben a hexahapto
kotésmoda aromas ligandum mellett talalhaté harom koordinacios hely koziil kettot altalaban
egy (XY) kelatképzo, pl. kinetikailag inert komplexet 1étrehozé NN-donor ligandum vagy
kelatképzé OO-donor foglalhatja el. A harmadik koordinaciés helyen valamilyen egyfogu
ligandum talalhato, leggyakrabban halogenidion, mely vizes oldatban vizre cserélédhet, ami
egy reaktivabb akvakomplex kialakuldsat eredményezi.

Az n6-arén stabilizalja a +2-es oxidacios allapotu ruténiumot és hidrofobba is teszi,
mely fokozza a biomolekularis felismerési folyamatokat, a ruténium szallitasat a
sejtmembranokon at és noveli a komplexek vizben valé oldhatosagat, mely fontos a klinikai

vizsgalatokhoz (1. séma).

H,O

L,Ru-X L,Ru-OH, L,Ru-biomolekula Biologiai valasz

1. séma: A Ru(ll)-arén-komplexek altalanos reaktivitasi sémaja.

Sadler és munkatarsai megallapitottak,'* hogy egy adott [Ru(n6-arén)(XY)(Z)] komplex
esetén a vérplazmaban, ahol a kloridion koncentracioja koriilbeliil 104 mM, a komplex

dontéen a harmadik koordinaciés helyén kloridiont tartalmazé formaban, mig a sejt



citoplazmaban ([CI'] = 23 mM) és foleg a sejtmagban ([CI'] = 4 mM) dontéen mar akva-

vagy inaktiv hidroxokomplex formdjaban van jelen.

,,Kiilonboz6 aromas ligandumokat tartalmaz6 félszendvics Ru(Il) kationok hidrolitikus
tulajdonsagai” cimii szakdolgozatom sordn részletesen vizsgaltam a hidrolizis menetét, illetve

az oldatfazisban, kiilonboz6 pH-kon képz3d8 komplexek szerkezetét.™

Ismerniink kell az atalakulas sebességét, a koordinalodo viz-molekula pK, értékét. Ez az
érték a kapcsolodo ligandumtol fiiggden elég széles hatarok kozt valtozhat. Azaz, ha mérjiik
az akvakomplexben koordinalodd viz pK, értékét, kovetkeztetni tudunk, hogy a komplex

alkalmazhato6 lesz e majd a gyogyaszatban (2. séma).
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2. séma: Az akvakomplex kialakulasa és hidrolizise.
Z: halogenidion, X-Y: kétfogu ligandum.

A Debreceni Egyetemen a Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban részletesen megvizsgaltak
a [Ru(m®-p-cimol)(H,0)s]** kation (p-cimol = 1-metil-4-izopropil-benzol) viselkedését és
hidroxamsavakkal valé kolcsonhatasat vizes oldatban pH-potenciometrias, UV-lathato
spektrofotometris, "H-NMR és ESI-TOF-MS moédszerekkel. Ezen vizsgalatok soran kideriilt,
hogy kloridion jelenlétében a [Ru(m®-p-cimol)(H20)s]** komplex mellett [Ru(n’-p-
cimol)(H20)2(CN]* és [{Ru(n’-p-cimol)}2(u?-Cl)s]* van jelen. A fémion hidrolizisekor a
pH 4 - 6 tartomanyban egy kétmagvu vegyes kloro-hidroxo komplex a [ {Ru(n’-p-cimol)}a(u?
Cl)a(u2-OH)]" és [{Ru(n’-p-cimol) }»(u®-Cl)(u?-OH),]*, az afeletti pH tartomanyban pedig egy
kétmagv( trihidroxohidas komplex, [{Ru(n’-p-cimol)}2(u*-OH)s]* képz6dik reverzibilis
folyamatokban (4. abra)."**" Az 1 = 0,2 M KNO;3 ionerdsség esetében azonban csak a
[{Ru(nG-p-CimOI)}g(uz-OH)3]+ Osszetételll hidroxokomplex volt jelen (5. &bra). Ezért a

munkank soran az oldategyensulyi vizsgalatokat KNOj ionerdsség mellet végeztiik.
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Azt, hogy az antitumor tulajdonsagi Ru(Il)-komplexek szervezetbeli aktivitasat vagy
inaktivitasat mélyebben megértsiik, fontos megismerni ezeknek a komplexeknek az
atalakulasat és kolcsonhatasat. A szervezetbe juttatott ruténium tartalmia komplexek bekeriilve
a véraramba, az ott jelenlévd Kis- és nagy molekulatomegii fémmegkotésre alkalmas
vegyitiletekkel jutnak el a megfeleld helyre, ahol kifejthetik rakellenes hatasukat.

Ezért részletes vizsgalatok sziikségesek annak a megismeréséhez, hogy a
komplexképzddés miként megy végbe a vérszérumban talalhato kis és nagy biomolekulakkal.
Ugyanis fontos az, hogy az akvakomplex a sejtmagban érje el a maximumot, a vérszérumban
pedig minimalis legyen.

A szervezetben, a vérszérumban talalhat6 vérfehérjék, plazmafehérjék koziil kiemelném
az albumint, amely a legnagyobb mennyiségben fordul elé a vérplazmaban. Az albumin az
egyik legrégebb Ota ismert és talan az egyik leginkabb tanulmanyozott fehérje. A ~66 kDa
molekulatdomegli human szérum albumin (HSA) az emberi vérplazméban eléfordulod
leggyakoribb fehérje (koncentracidja 600 — 700 umol/L), melyet a méj szintetizal. Szamtalan
ligandum megkdotéséért felelds, mint példaul zsirsavak, fémionok, metabolitok. Jelentds
szerepet jatszik a gyodgyszerek transzportjdban, hatékonysdguk meghatarozasaban ¢és
detoxifikalasaban.

Fontos még megemliteni a globulinokat - a gamma a szervezet védekezd képességében
(immunfolyamatok) fontosak, termelddésiik fokozodasaval a szervezet védekezd képessége
megnd a fert6z6 betegségekkel szemben -az alfal a lipidek transzportjaban jatszanak fontos
szerepet, emellett megkotik a tripszint -az alfa2 a réz szallitasaban, illetve a szétesett
vorosvértestek szabad hemoglobinjat kotik meg -a béta-globulinok koziil a transzferrin a vas
szallitasaért felelOs.

A transzferrin f6 funkcidja az, hogy a vasat a felszivodas, a tarolas vagy a lebomlas
helyérdl a felhasznalasi helyekre szallitsa. A transzferrinek ~80 kDa molekulatomegi
glikoproteinek. Egyetlen polipeptidlancbol allnak, melynek harmadlagos szerkezete két
alegységet hataroz meg, ezek mindegyike tartalmaz egy-egy vaskotd helyet. Az emberi
vérben, € = 25 - 40 pmol/L koncentracidtartomanyban fordul eld.

Az irodalomban tobbféle ruténium tartalmi komplexet tanulméanyoztak. Ismeretesek
olyan platina(ll)-t és ruténium(II)-t tartalmaz6 vegyes komplexek is, amelyeknek az amiloid-
B-peptid agregatum gatlo hatasat vizsgaltdk Alzheimer korban szenvedd betegek esetében.
Ezek, a két fémiont tartalmazo vegyiiletek 0 utat nyithatnak az A inhibialasaban.®

Vannak azonban olyan félszendvics tipust ruténium(Il) vegyiiletek is, melyek Kkis

peptidekkel alkotott komplexképzddése soran jellegzetes szinvaltozast mutatnak, ez alapjan
10



jellemeztek dipeptideket. Mintegy szenzorai bizonyos aminosavaknak, peptideknek és amino
glicerideknek.™

Sok Ru(Il)- ¢és Ru(Ill)-ammin komplex szelektiven kotédik a biomolekulak
oldallancahoz. Szamos antitumor hatast ruténium tartalmu vegyiilet a transzferrinhez vald
kapcsolddasa soran jut el a rakos sejtekhez és ott aktivalodik, DNS-hez kotve pedig apoptozist
indukal. A vizsgalatok azt mutattak, hogy szamos fehérje oldallancaban talalhat6, konnyen
hozzaférhet6 hisztidin imidazol nitrogénjéhez képesek koordinalodni ezek a ruténium
komplexek (pl.: [(H.0)(NHs)sRu(ID]*, [CI(NH3)sRu]?*, transz-[(Im),ClsRu]  és transz-
[(Im)(DMSO)CI4Ru]).2°

Mindemellett vizsgalatokat végeztek az antitumor hatasu, aromas ligandumot
tartalmazéd ruténium komplexek hisztidin, citokrém-c és oligonukleotidokkal vald
komplexképzddésének vizsgalatara. A nagy teljesitményli folyadékkromatografias és NMR
mérések alapjan az talaltak, hogy a [(n°-bip)Ru(en)]?* kation egy szabad koordinacios helye, a
hisztidin imidazolgytirijén 1évé No-nitrogénhez is, és a Ne-hez is tud koordinalddni,
kialakitva a [(n®-bip)Ru(en)(NS—L-His)]** és [(n®-bip)Ru(en)(Ne—L-His)]** komplexeket. Ez a
fajta kotés az N-terminalisan védett N-Acetil-hisztamin tautomerizacidja soran is igy torténik.
A kapott eredmények bizonyitasara 2D (TOCSY) NMR spektroszkopias modszert is
alkalmaztak, illetve ESI-MS spektrometriaval is vizsgaltak a képz6dott komplexeket.

Vizsgaltak a [(n°-p-cimol)RuCl,(H,0)] komplex lizozim enzim 15-6s szammal jelolt
hisztidinjéhez vald koordinalodasat (6. abra), illetve tanulmanyoztak antitumor hatast
ruténium(IIT) komplexek (HIm[Ru(Im).Cl4], HInd[Ru(Ind),Cl4]) koordinalodasat a His253,
His597, His590 és His654 csoportokat tartalmazé human laktoferrinhez. Azt talaltak, hogy a
hisztidin tartalmt fehérjék N-donoratomja kedvelt kotéhely mind a Ru(II) és Ru(IIl) szdmara.
Tovabbi vizsgalatokat végeztek a [(n°-bip)Ru(en)CI][PFs] komplexszel. A vizsgalatok
eredményei azt mutattdk, hogy vizes oldatfazisban lassi komplexképzddés soran, az L-
hisztaminnal vald reakcioban, az No és a Ne-kotésti ruténium-komplexek képzodtek. Az
aminosavakhoz és a peptidekhez vald relative gyenge kotddése teszi lehetové azt, hogy a
komplexek a megfeleld helyen, a rdkos sejtekben aktivalodjanak.?*%

Az utobbi par évtizedben feltalalt platina és ruténium alapu komplexek koziil tobb is a
klinikai kiprobalas fazisdba lépett. Azonban a kiilonbség a toxicitasukban van. A ruténium
alaptl komplexek kevésbé toxikusak, mint a platina alapt antitumor komplexek. Kutatdsokat
végeztek annak felderitésére, hogy hogyan koordinaldodik a komplex a transzferrinhez, és

hogy hogyan széllitodik a rakos sejtekig, ahol aktivalodik és kifejti hatésat.”
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A CD-spektroszkopias és UV-lathato spektrofotometrias modszerekkel is vizsgaltak az
arén-Ru(ll)-klorokomplexek human szérum albuminnal (HSA), apotranszferrinnel és
holotranszferrinnel valé kétédésiik soran a malaria ellenes és antitumor hatasukat.?*%

Az irodalmi attekintésben feltiintetett KP418 ¢s KP1019 nevii vegyiiletek a klinikai
vizsgalatok 1. fazisaba léptek. Ezeket a komplexeket EPR, elektron paramagneses rezonancia
spektroszkopiaval tanulméanyoztak, megfigyelték a karakterisztikus kapcsoldodasokat mind a
HSA-hoz és a hsTf-hez, illetve az 0sszes human-szérumhoz. A koordinalddas minden esetben
kinetikailag lasst volt.?®*

A ruténium(Ill)-at tartalmazé NAMI-A komplex a szérum-albuminnal és szérum-
transzferrinnel alkotott adduktumait is vizsgaltak.?® Rontgentkrisztallografias vizsgalatokkal
betekintést nyertek, hogy hogyan szallitodik a transzferrinhez vald kotédéssel a sejtekig.??
Mindemellett kapillaris zonaelektroforézis és SEC-IC, ICP-MS vizsgélatokat is elvégeztek
annak érdekében, hogy a vérszérumban taldlhaté szérum fehérjékkel vald kolcsonhatdst
tanulmanyozhassak. Azt talaltak, hogy 24 oraval a kezelések utan, a megvizsgalt mintak
albumintartalma lecsokkent, azonban a ruténium-albumin aggregatumok szama
megnovekedett. Ezekkel a modszerekkel a detektalast rovid 1d6 alatt és  kis
mintamennyiséggel tudtak elvégezni.®
Példaként a 6. abran feltliintettem a félszendvics szerkezettel stabilizalt ruténium(II)

kation koordinalodasat a His15 imidazol nitrogénjéhez, mely a lizozim enzim oldallancaban

talalhato.

6. dabra: A [Ru(nG-p-CimOI)(CI)g(HiSlS-Lizozim)], félszendvics tipust Ru(Il)-enzim
komplex rontgen kristalyszerkezete lathato.
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7. abra: A hisztidin oldallancok elhelyezkedése (kékkel jelolt) a humén szérum apo-

Transzferrin A-lancéanak kristalyszerkezetében.*

Az irodalomban taldlhatdo eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szervezetben
megtalalhato legtobb N-donor ligandum alkalmas a ruténium(II) megkotésére.

A ruténium(Il)-komplex vegyiiletek szervezetbe keriilésekor nem csak a kloridion képes
lecserélddni, hanem teljes mértékben disszocialhat a molekula szabad ligandumra, illetve a
fémionra. Igy ezek a részecskék kolcsonhatisba is 1éphetnek a vérszérumban,
szovetnedvekben, sejtplazmaban talalhatd egyéb vegyliletekkel. Ezek a kolcsonhatasok
kiilonb6z6 mértékben befolyasolhatjak a ligandumcsere sebességét, ezaltal az adott komplex
biologiai aktivitasat is, igy feltarasuk elengedhetetlen a molekulatervezésben és ugyanezért
érdemes oldategyensulyi vizsgalatokat is végezni kiilonféle, vérben is megtalalhato
potencidlis ligandumokkal. A fémion kis és nagy molekuldhoz igen gyakran koordinativ
kotéssel kapcsolodik. A kotések erdsségének, illetve a kialakuld komplexek stabilitasat
befolyasold tényezdknek az ismeretében informacidk nyerhetdk a szervezetben lejatszodo
biokémiai folyamatok mechanizmusarol. Fehérjék esetén az oldallancok szerepe megnd, 6k
szolgéltatjadk az elsddleges fémion kotdhelyet. Metalloenzimek esetén a fémionok szamdara
gyakori kotddési hely a hisztidin aminosav imidazolgytir(ije. Itt a koordindcidé az imidazol
nitrogénatomjan keresztiil valosul meg. Kovetkezésképpen, a ruténium komplexek gyakran
szelekitven koordinalodnak a fehérjék oldallancaban taldlhatd hisztidin  imidazol
nitrogénjeihez, és a purin nukleotidok imidazol-gytiriijének N(7)-es nitrogénjéhez és ez az
elénye a proteinek, oligonukleotidok és nukleinsavaknak, hogy eljuttatjak a megfeleld helyre

a fémiont tartalmaz6 komplexeket.
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3.  Célkituzeés

Az irodalmi attekintésben ismertetett informdaciok alapjan vizsgélataink célja a
[Ru(n®-p-cimol)(H20)s]** kation olyan, imidazol gyiiriit tartalmazé ligandumokkal vald
kolcsénhatasanak vizsgalata, amelyek modellezni tudjak a fehérjék oldallincaban el6fordulo,
a ruténium(Il) megkotésére alkalmas N-donoratomokat. Az oldatfazisban kialakulod
komplexek 6sszetételének és tulajdonsagainak felderitéséhez pH-potenciometrids, *H-NMR
¢s ESI-TOF-MS modszereket hasznalunk. Mivel a szervezetbe bejutott ruténium komplexbdl
esetlegesen képz6dé ruténium akvakomplex az oldat pH-jatol fliggéen inaktiv
hidroxokomplexszé alakulhat, igy fontos megismerni, hogy fiziologias kortilmények kozott
milyen részecskék vannak jelen a rendszerben. A fémiont és ligandumot tartalmazé
rendszerekben képzddd komplexek stabilitdsanak felderitésével lehetévé valna ujabb,
nagyobb  hatékonysagu  fémkomplexek, mint kemoterdpikumok  tervezése. A
komplexképz6dés tanulmanyozasahoz felhasznalt egyik ilyen vegyiilet az 1-metil-imidazol,
melynek a 3-as helyzetben 1év6 nitrogén, N(3) donoratomjan keresztiil tud koordinalodni a
félszendvics tipust ruténium(Il) kationhoz. A masik ligandum pedig az N-acetil-hisztamin,
melynek sajatsaga az, hogy a tautomerizacios folyamatoknak koszonhetéen az N(1) és az

N(3) nitrogénjén bekdvetkezhet a protondlodés vagy a fémion koordindlodésa (8. dbra).
3
/ 0 N %\

3

1 NH
N \
| N

H

1-metil-imidazol (Melm) N-acetil-hisztamin (AcHm)

8. abra: A vizsgalni kivant két ligandum szerkezeti képlete.
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4. Kisérleti koriilmények és vizsgalati modszerek

4.1 Felhasznalt vegyszerek

A kisérletekhez hasznalt 1-metil-imidazol-t és az N-acetil-hisztamin-t a Sigma-Aldrich
gyartotta. A ligandumok tovabbi tisztitasa nélkiil, a megfeleld tomegli anyag bemérésével
torzsoldatot készitettiink.

A [Ru(n®-p-cimol)Cl,], dimert irodalmi modszerrel allitottuk el8.*® Az ehhez hasznalt

a-terpinén-t az Acros Organics cég szallitotta.

A pH-potenciometrids és az ESI-TOF-MS mérésekhez a ruténium toérzsoldatot a megfeleld
mennyiségii szilard [Ru(n®-p-cimol)Cl,], dimer haromszor ioncserélt vizben valo oldasaval,®

majd Reanal gyartmanyu eziist-nitrdt-tal (AgNO3) torténd kloridmentesitéssel készitettiik.

A titralasokat 0,2183 mol/dm® koncentracioju karbonatmentes KOH oldatottal végeztiik. A
puffernek hasznalt KH-ftalat torzsoldatot kozvetlen beméréssel készitettik Aldrich

cre

crer

A 'H-NMR vizsgilatokhoz a szilird Ru-dimert Merck gyartmanyu, 99,96%

izotOptisztasagu deuterdlt vizbe oldottuk és kloridmentesitettiik a térzsoldatot.
4.2  Alkalmazott eszkozok és modszerek

4.2.1 pH-potenciometria
A modszer elméleti hattere

Az oldatfazisban végbemend komplexképzddési folyamatok egyensulyi vizsgalatanak
kivald6 modszere a pH-potenciometria. Amennyiben a komplexképzddés pH effektussal jar,
tehat ha a fémion hatassal van a ligandum protonalddasi egyensulyéra, akkor alkalmazhato ez
a modszer. A vizsgalatokkal a képzddd asszociatumok Osszetételét €s stabilitasi allandoit
hatarozhatjuk meg, a kovetkezOkben leirtak alapjan. Az altalanos komplexképz6dés az itt

feltiintett egyenlettel irhat6 fel:
pM + gL + rH =— M,LqH;
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ahol M a fémion, L a ligandum, H a proton, p, q, r pedig sztochiometriai szamok. (Az
egyszerlibb kezelhetdség miatt a részecskék toltését nem tiintettiik fel.) EQy MpLqH, altalanos

Osszetételli komplex Bpqr Stabilitasi allandoja pedig az alabbi egyenlet szerint definidlhato:

5 - [M,L H,]
P [MP[L]*[H]

Amennyiben a rendszer csak fémiont, ligandumot ¢és protont tartalmaz, akkor az
haromkomponensiinek tekinthetd. Erre a harom komponensre felirt anyagmérlegek a

kovetkezOek:
Coy =M1+ 3 P M1 IL1THY,
Co=[L1+ Y0, f M1 LI TH)!

Cy =[HT+ X1 M1 L] THY,

Ha a ligandum protonalt formaja és a fémkomplexe kozo6tt mérheté kompeticio van, akkor
a komplexek stabilitasi allandoit meghatarozhatjuk a titrdlasi gorbe elemzésével. A
szamitasokat a Tanszéken kifejlesztett PSEQUAD programmal végeztiik, ez a program
iteraciés moédszerrel finomitja a kezdetileg beallitott allandokat.® A komponensekre felirt
anyagmérlegek megoldasaval, iteraciés modszer segitségével meghatarozza a feltételezett
komplexek stabilitasi allandoit. Az értékelések soran eldszor bemend adatként meg kell
adnunk a komponensek és asszociatumok szamat, és az utdbbiak pontos sztdchiometriai
kozelitd stabilitasi szorzatokat. A szamolt stabilitasi allandok mellett a zarojelben 1évo értek
minden esetben a standard deviacidt jeloli. A fémes rendszerek mérését megeldézden a

ligandum protonalddasi allandoit hataroztuk meg a SUPERQUAD programmal.36

Kisérleti koriilmények

A méréseket Mettler Toledo T50 titratorral és Metrohm 6.0255.100 tipust double
junction tivegelektroddal végeztiik. A mérémiszert minden méréssorozat elétt az ismert
modon hitelesitettiik kdlium-hidrogén-ftalatra, (t = 25 °C, pH = 4,005) és vizionszorzatra sav-

bazis titralasok segitségével (I = 0,20 mol/dm?®, t = 25 °C, pK, = 13,756). A hidrogénion-
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koncentraciot az Irving-féle korrekciot figyelembe véve a mért pH értékekbdl hataroztuk
meg.*” A pH-potenciometrids méréseknél a 25,0 °C-0s hémérsékletet ultratermosztattal
tartottuk fent. A mintak titralasa specialisan kialakitott csiszolatos titraloedényekben
torténtek, tisztitott argon atmoszféra alatt, kizarva az oxigén és szén-dioxid bejutasat a
rendszerekbe, illetve a gazaram biztositotta a kevertetést is. A mintak Ossztérfogata minden

esetben 15,00 cm® volt.

A komplexképzO6dés tanulmanyozasdhoz az 1:1, 1:2 és 1:3 fémion-ligandum aranya
mintakat allitottuk Ossze. A kiilonboz6 aranya fémes rendszerekben az 1-metil-imidazol
ligandum koncentracidja, Cvem = 2,9 MM volt, az N-acetil-hisztamin esetében ez a
valtoztattuk a megfeleld aranyhoz illéen. A ligandum pK mérésnél a titralasi paramétereket:
dt =90 mp, dV = 0,05 ml, mig a fémes rendszernél az egyensulyi titralasi értékeket: tmin = 150
mp, tmax = 900 mp és az adagolas térfogatat, dV = 0,012 ml-re allitottuk. A mérések soran az
ionerdsséget 1,0 mol/dm3-es koncentracioju KNO3 oldattal 0,20 mol/dm? értékre allitottuk be.
a ligandum protonalt formajat alakitottuk ki, ezutin KOH mérdoldattal titraltuk. A felvett
titralasi gorbéket pedig a SUPERQUAD nevii program segitségével értékeltiik ki. A KOH
féle linearizacioval hataroztuk meg.38 Tobb realis modell esetén (pl. ha két részecske
képzddése azonos pH-effektussal jar) a pH-potenciometria alapvetd, de nem elegendd az
oldatban keletkezd részecskéknek és azok eloszlasanak feltérképezéséhez. Az ilyen esetekben
segitségiil hivunk maés, elsésorban szerkezeti informacidkat hordozé modszereket, pl.. NMR

spektroszkopiat, amely kiegésziti a potenciometrids méréseket.
4.2.2 Maiagneses magrezonancia-spektroszkopia
A modszer elméleti hattere

Az NMR (Nuclear Magnetic Resonance), magyarul magneses magrezonancia
spektroszkopia az egyik legtobb informaciot szolgaltatd szerkezetvizsgald modszer, amely a
minta molekuldit alkotd atomok fizikai tulajdonsagait hasznélja ki a szerkezetre vonatkozo
informaciok kinyeréséhez. Az NMR-spektroszkopiaval azok az atommagok vizsgalhatok,
melyeknek protonszama, neutronszdma, vagy mindkettének a szama paratlan, zérustol eltérd

eredd magspinnel rendelkeznek. Ezeket nevezziik NMR-aktiv magoknak. A magneses
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magrezonancia jelenségének fizikai alapjat a Zeemann-felhasadas jelenti. Homogén magneses
térben az NMR-aktiv magok energiadllapota 2I+1 energianivéra hasad fel, ahol I a magspin
kvantumszam. A 1étrejott energiaszintek kozotti atmenetek megfeleld, adott frekvenciaju (a
radiotartomanyba esd) elektromagneses sugarzassal gerjeszthetok, tehat a jelenségnek
rezonancia jellege van. A létrejott nivok kozotti energiakiilonbség a kiilsd magneses tér
erdsségének novekedésével nd. A valds rendszerekben az atommagot elektronok veszik kortil,
melyek mozgasuk soran sajat magneses teret hoznak Iétre, ami moédositja — erdsiti, vagy
gyengiti a kiilsé teret a mag kornyezetében. Ezt nevezziik kémiai arnyékolasnak. A kémiai
arnyékolas kovetkeztében az atommag abszorpcids frekvencidja eltolédik az arnyékolatlan
maghoz képest. Ezt nevezziik kémiai eltolodasnak (3). A kémiai arnyékolas, €s igy a kémiai
eltolodas mértéke fligg az adott atommag koriili elektroneloszlastol, vagyis az adott mag
kémiai kornyezetétdl. Az egyes, eltéréen darnyékolt magok NMR-jelei kiilonbozo
energiaabszorpcidjuk miatt elkiiloniilten jelennek meg. A jelek spektrumbeli helyzetének
megadasara - egy alkalmasan megvalasztott referenciaanyag NMR-jelére vonatkoztatva - a
kémiai eltolodast hasznaljadk. A kapott jel multiplicitdsa a csatold partnerek szamanak és
mindségének fiiggvénye, és egyértelmii felvilagositdst ad az adott mag molekuldn beliil
elfoglalt helyérél. A kapott multiplett jelei kozti tavolsagot csatolasi allandonak (J) nevezziik

¢s Hz-ben adjuk meg.
Kisérleti koriilmények

A 'H-NMR méréseket Bruker WP 360 SY tipust késziilékkel végeztiik, a spektrumok
kiértékelése pedig az 1D-WINNMR program segitségével tortént. A kémiai eltolodasok
értékeit ppm-ben adtuk meg a bels6 standard (TSP) jeléhez viszonyitva.
A [Ru(n®-p-cimol)(H20)3]** - Melm és [Ru(n’-p-cimol)(H20)s]** - AcHm rendszereket 1:1

és 1:3 aranynal kiilonb6z6 pH értékeken vizsgaltuk.

A fémes torzsoldat elkészitésé¢hez kimértiik az eziist-nitratot és hozzamértiik a megfeleld
mennyiségli  [Ru(n®-p-cimol)Cly]; dimert. Oldoszerként deuteralt vizet hasznaltunk. A
kloridmentesitéssel nyert, lesziirt torzsoldatok térfogata 8,0 cm® volt. A fémiont és ligandumot
tartalmazé torzsoldat [Ru(n6-p-cim0|)C|2]2, KNOs;, ligandum, D,O, DNO; és TSP
felhasznalasaval késziilt, a mintdk minden esetben 600 pl térfogatiak voltak. A
ligandumtoérzsoldat hasonld modon, de dimer nélkiil késziilt, a mintatérfogat itt is 600 ul volt.
Az ioner6sséget ¢ = 1,0 M-0s KNOsz-mal 0,20 M-ra allitottuk. A pH beallitasat DNO3 és
NaOD oldattal végeztiik. A mintakban mért pD értékeket az alabbi 6sszefliggés alapjan pH-va
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szamoltuk at: pD + 0,40 = pH, az igy kiszamolt pH értékeket tiintettiik fel az NMR
spektrumokon.® Minden mérés elétt, miutan beallitottuk a megfeleld pH-kat, hagytuk a
mintakat minimum egy orat allni, hogy bealljon az egyensuly. Az N-acetil-hisztamin esetében
24 6raval késobb is megtortént a fémes rendszer 'H-NMR spektrumainak a felvétele, azonban

jelvaltozas nem volt tapasztalhato.
4.2.3 Tomegspektrometria
A modszer elméleti hattere

A tomegspektrometria (Mass Spectrometry, MS) a kiilonb6zo molekulak, atomok
ionizéaciojan, majd ezen ionok relativ tomegének meghatarozasan alapuld, nagy hatékonysagu
analitikai és szerkezetvizsgaldé moddszer. A tomegspektrometrids analizis elénye, hogy kis
anyagmennyiségek és komplex bioldgiai mintdk komponenseinek kvalitativ és kvantitativ
meghatarozasara alkalmas. Egyre nagyobb teret hodit elényeinek koszonhetdéen a komplex
bioldgiai mintdk analizisében. A biomolekuldk analizise szempontjabol fontos eldrelépést
jelentd ionizaciés mod az ESI (ElectroSpray lonization). Ez egyarant lehetové teszi kis és
nagy molekulatomegii biopolimerek (peptidek, proteinek, szénhidratok, DNS fragmensek) és
lipidek vizsgalatat is. Az egyes (m/z) értékekhez tartoz6 ionok relativ intenzitdsa mérhetd, igy
fel tudunk venni egy tomegspektrumot, ami a relativ intenzitast abrazolja az (m/z)
figgvényében. Ez a mérési modszer rendkiviil pontos, igy a természetes izotop eloszlas
ismeretében pontosan meg tudjuk hatarozni, hogy milyen 0sszegképlet rendelhetd az egyes

intenzitas csoportokhoz.
Kisérleti koriilmények

A méréseket Bruker micrOTOF-Q ESI-TOF tomegspektrométerrel végeztiik. Az 1:1 és
1:3 ardnyt fémes rendszereket kiilonbozd pH értékeken, pozitiv moédban vizsgaltuk. A
torzsoldatok a dimer kloridmentesitésével nyert [Ru(n’-p-cimol)(H20)s]*-t, ligandumot és
haromszor ioncserélt vizet tartalmaztak. A pH beallitasara vizes HNOg, illetve KOH oldatokat
hasznaltunk, a mintatérfogat 700 ul volt. A megfeleléen kloridmentesitett és 0,45 um-es
mikrosziirdn lesziirt ruténium-torzsoldat fémion és ligandum koncentréacioja az 1:1 aranynal

azonos volt, c = 3,0 mM. Az 1:3 arany mintaknal a cg, = 1,0 mM és cjig = 3,0 mM volt.
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5.  Eredmények és értelmezésiik

5.1 pH-potenciometrias eredmények

5.1.1 A ligandumok protondlédadsi folyamatai

A felhasznalt 1-metil-imidazol, illetve N-acetil-hisztamin ligandumok protonalodasi
alland6it mar korabban meghataroztak, azonban ezt mi is elvégeztiik azért, hogy a mi kisérleti

koriilményeink mellett is rendelkezésiinkre alljanak ezek az adatok. Az 1. tablazatban

rrrrr

az irodalmi értékekkel 204

1. tablazat: A ligandumok pH-potenciometriasan meghatarozott protonalodasi allando

értékei, t = 25,0 °C, I = 0,20 mol/dm® (KNO).

logp
Ligandum
Irodalmi“®* Mért
1-metil-imidazol 7,06 7,09(1)
N-acetil-hisztamin 7,02 7,06(1)

5.1.2 A [Ru(y’-p-cimol)(H,0)s]* - ligandum rendszerek jellemzése

Az oldategyensulyi vizsgalatok soran kiilonb6zé fémion - ligandum aranyoknal
végeztiik a pH-potenciometrias vizsgalatokat a [Ru(n®-p-cimol)(H.0)s]** - Melm és a [Ru(n°’-
p-cimol)(H,0)3]** - AcHm rendszereknél. Az igy kapott titralasi gorbék lugekvivalensre valo
atszamolasa utan kapott abrain egyiitt latszik a ligandum (pK), illetve az 1:1, 1:2 és az 1:3
aranyu rendszerek (9. — 10. abra). Megfigyelhetd, hogy mar pH ~3 felett elvalnak a fémiont is

tartalmazd mintak gorbéi a csak ligandumot tartalmazé minta titralasi gorbéjétol,

ami azzal magyarazhat6, hogy mar ilyen savas kozegben is van komplexképzddés.
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9. abra: AH"— Melm (pK), valamint a [Ru(n®-p-cimol)(H.0)s]** — Melm rendszerben
1:1 (kék), 1:2 (zold) és 1:3 (piros) aranynal felvett titralasi gorbéi.
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10. abra: A H* — AcHm (pK), valamint a [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]** — AcHm rendszerben
1:1 (kék), 1:2 (zold) és 1:3 (piros) aranynal felvett titralasi gorbéi.
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Osszehasonlitva a megfeleld ligandumokhoz tartozo titralasi gorbéket (9. — 10. abra) az
1:1 aranyt fémes rendszerekkel, azt tapasztalhatjuk, hogy a komplexképzddési folyamat pH ~
5 folott mar atfed valamilyen a komplexképz6dés szempontjabdl lassu folyamattal, illetve a
hidrolizissel, amely soran inert trihidroxihidas [{Ru(n’-p-cimol)}»(u*>-OH)s]* osszetételil
hidroxokomplex (5. abra/f.) keletkezik, igy a komplexképzodés rendkiviil lassuva, egyenstlyi
szempontbol nem kezelhetdvé valik. A pH-potenciometrids mddszer kisérleti koriilményeiben
leirt paraméterek mellett a fémes rendszerek egyensulyban valo titralasa soran tymax = 15 perc
varakozasi id6 alatt sem allt be az egyensuly, igy a PSEQUAD szamitogépes szoftverrel csak
a pH ~ 5-ig lejatsz6do komplexképzddést lehetett nyomon kovetni. Az igy kapott kevés
titralasi pont miatt csak nagy hibaval lehetett kiszamitani a feltételezett komplexek a
stabilitasi allando értékét, csak az ML Osszetételit komplex volt szamolhato.

Az acetil-hisztamin tartalmia fémes rendszerek pH-potenciometrias mérése esetében
figyelembe kell venni, hogy a tautomerizaciés folyamatoknak koszonhetden az
imidazolcsoport mindkét nitrogénje alkalmas proton, illetve fémion megkdtésére. Mivel a
ligandum monodentdit moddon kapcsolodik a fémionhoz, elvileg mindkét csoport
koordinacidjara lehetdség nyilik. Mivel a két izomer képzddés azonos pH-effektussal jar, igy
a pH-potenciometria nem alkalmas az egyes részecskék mennyiségének meghatarozasara.
Ezért és a fenti lassti folyamatok miatt, az oldatfazisban kialakulé komplexek szerkezetének

felderitésére 'H-NMR és ESI-TOF-MS moédszert alkalmaztunk.
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5.2 'H-NMR eredmények

5.2.1 A ligandumok *H-NMR spektrumainak pH-fiiggése

Az igen lassu folyamatok miatt a pH-potenciometrias titralas nem bizonyult a megfelel6
modszernek a képz0dd komplexek Osszetételének ¢és  stabilitasi  allanddinak a
meghatarozasara. Ezért NMR spektroszkopids méréseket is elvégeztiink. Nehézvizben
felvettilk a ligandumok 'H-NMR spektrumainak pD fiiggését. A pH-potenciometridsan
meghatarozott ligandum protonalddasi allandokkal (1. tablazat) jo egyezést kaptunk a H-
NMR modszerrel, itt is pH ~ 7 korilre esik mind a két ligandum pK, értéke. A 11. és 12.
abran a spektrum ablak bal felsd sarkdban a vegyiilet szerkezetében talalhatd protonokhoz
hozzarendeltem a mért jeleket. Természetesen savas pH-n a protonalt, mig lagos pH-
tartomanyban, a ligandum pK, értékének megfelelé pH f616tt a deprotonalt forma van jelen.

Az 1-metil-imidazol esetében a savas pH-n a gyors csere miatt jelosszeolvadas tortént,
ezért kezdetben egy szinglettet kapunk. A 7,4 ppm kémiai eltolodasnal 1évé szinglettet
integraltuk és két protonnak, a B- és a C-jelének felelt meg. Ahogy noveltiik a pH-t, a két jel
kiilon szinglettként jelent meg a pH 7 folott. Az is megfigyelhet6 még, hogy az 1-metil-
imidazol D-vel jel6lt metil csoporton 1évé harom hidrogén & = 3,90 ppm-rél a 6 = 3,72 ppm-
re, a nagyobb térerdsség iranyaba tolodott, a Ad = 0,18 ppm. Mig a két nitrogén kozotti A-val
jelolt hidrogénnél az eltolodas mértéke ennek tobb mint 6tszordse, Ad ~ 1,0 ppm.

Ugyanez figyelheté meg az acetil-hisztamin ligandumnal is (12. és 13. abra). Az AcHm
molekula viszonylag kisméretli, igy a protondlodds vagy deprotonalodds hatdssal lehet
valamennyi csoport kémiai eltolodasara. Ahogy azonban azt a 12. dbra mutatja, az E-vel jeldlt
acetil CHs-csoportjan 1évé harom hidrogénre hat legkevésbé a pH novelése, azaz a molekula
deprotonalddasa, illetve komplexbe valo kotodés. Mindemellett az imidazol gytirin 1évé két
nitrogén kozotti, A-val és B-vel jelolt hidrogének kémiai kornyezete jobban megvaltozik,
ezért nagyobb eltolodast szenved.

Ha nincs zavaré tényez0, példaul a jelek egymasba toldodasa, akkor a komplexképzddés
jol megfigyelhet6 lenne a 7,0 — 9,0 ppm-tartomanyban. Az 1-metil-imidazol esetében azonban
pont ez volt a probléma az aromas gytriin 1évé protonok jeleivel, igy a 15. abran az alifas
tartomanyt tiintettem fel, hogy jellemezzem a keletkezd komplexek mennyiségét, illetve

minds€gét.
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11. abra: Az 1-metil-imidazol ligandum D,O-ban felvett *H-NMR spektrumai
kiilonb6z6 pH-értékeken. (1 = 0,2M KNO3)
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12. abra: Az N-acetil-hisztamin ligandum D,0O-ban felvett *H-NMR spektrumai
kiilonboz6 pH-értékeken. (I = 0,2M KNO3)
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13. abra: Az N-AcHm ligandum egyes hidrogénjeihez tartozo kémiai eltolodas értékek

valtozasa a pH fliggvényében.

5.2.2 A [Ru(y®-p-cimol)(H,0)s]* - ligandum rendszerek ‘*H-NMR spektrumainak
pH-fiiggése

Elészor a [Ru(n®-p-cimol)(H20)s]** tartalmG mintak 'H-NMR spektrumainak a pD
fliggését vizsgaltuk, allando ioner6sség mellett (I = 0,2 M KNO3). A 14. abran feltiintetett
figgetlen mérések alapjan a spektrumban a pH 2,1 - 4,5 tartomanyban beazonosithat6 a
[Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]** &sszetételii akvakomplex, fémionhoz kapcsolodd p-cimol jelei
kozil az izopropil két CHs-csoportjainak dublettje 1,33 - 1,35 ppm, mig a gyiirii részhez
kapcsolodo 1-es szammal jelzett metil-csoport szinglett jele 2,24 ppm kémiai eltolodasnal
azonosithatd be. Az izopropil metin hidrogénjéhez rendelheté multiplett 2,8 ppm-nél jelenik
meg. A gylrihidrogének jelei az 5,7 és 6,0 ppm kozotti aromas tartomanyban lathatok, két
dublett formajaban (14. abra). A vilagoskékkel jelolt akvakomplex jelei pH ~ 5 koriil
lecsokkennek és helyette a lilaval jelslt, kisebb ppm tartoméanyban megjelend [{Ru(n®-p-
cimol)}o(u?-OH)s]" Ssszetételii hidroxokomplex van jelen pH ~ 4-t6l, azaz megtorténik az
akvakomplex hidrolizise. A tovabbiakban az Osszes abran ilyen szinnel jeloltik ezeket a

részecskéket, ugyanis ez megtalalhaté mind a két ligandum fémes rendszereiben.
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14. abra: A [Ru(n’-p-cimol)(H,0)s]* kation, hexahapto kétésmodu 1-metil-4-
izopropil-benzol liganduma kiilonbozé pH-kon, D,O-ban felvett *H-NMR spektrumai. A
spektrumon nem jeldltem az izopropil CH-csoportjahoz tartozoé heptettet. (1 = 0,2 M KNO3)

A [{Ru(m®-p-cimol)}o(u?-OH)s]" sszetételii hidroxokomplex p-cimol jelei koziil az
izopropil két CHs-csoportjak dublettje 1,20 - 1,22 ppm, mig a gytirii részhez kapcsolodo 1-es
szammal jelzett metil-csoportnak a jele 2,08 ppm kémiai eltoldasnal lathatd. A képz6do
[{Ru(n6-p-cimOI)}g(;,LZ-OH)g,]+ Osszetételli hidroxokomplex gytirithidrogénjeinek jelei az 5,17
- 5,37 ppm-nél talalhato.

A komplexképzddést altalaban a gylirtthidrogének aromas jelein és a gylriimetil
szinglettjén keresztlil a legegyszerlibb nyomon kovetni. Mint azt a késébbiekben is latni
fogjuk (15. &bra), esetiinkben célszeriibb volt az 1-metil-imidazolt tartalmazo fémes
rendszerben az alifas, azon beliil is a p-cimol izopropil, illetve a gylirimetil jeltartomanyat

felhasznalni a komplexképzddés tanulmanyozasara.
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A [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]** - Melm rendszer *H-NMR vizsgalata

A 11. abran ismertettiik a metil-imidazol ligandum pH fiiggd NMR spektrumait. Ezek
alapjan a 15. abran 1év0 spektrumban a protonalt és deprotonalt szabad ligandum jeleit
beazonosithatjuk, ezt citromsarga szinnel jeloltiik. Mind az 1:1 és 1:3 aranynél egy bizonyos
komplexhez tartoz6 jeleket azonos szinnel jeloltiik.

A 15. 4bran a [Ru(n®-p-cimol)(H20)5]** - Melm rendszer spektruméban a
komplexképz6dés tanulmanyozasara harom tartomanyt vehetiink igényben. A harom
tartomany koziil ketté a 14. abran lathatd p-cimol aromas gytirithz tartozik, itt nem jelenik
meg a ligandum jele. Az egyik az 1,0 - 1,4 ppm tartomany, mely az iPr-metilekhez
rendelhetd, a masik a gytriimetilekhez, mely az 1,8 - 2,3 ppm-ig tart. A harmadik tartomany
3,7 — 4,0 ppm-nél, az ahol a fémhez tartozd p-cimol jelek nem latszanak, azonban a
citromsarga szinnel jelolt metil-imidazol CHs-csoportjanak szinglettje feltiinik. Mivel a
komplexben kotott metil-imidazol gytirimetil csoportja egy szinglettet ad, igy az adott pH-n
jelenlévo részecskék szama megegyezik a jelek szdmaval. Ugyanez mondhato el az iPr
metilek dublettjeinek tartomanyaban és a p-cimol gylriimetil tartomanyaban is. Az eddigi
ismereteink alapjan az akvakomplex és a [{Ru(n®-p-cimol)}x(u?-OH)s]* Ssszetételis
hidroxokomplex jeleit beazonositva informaciot kapunk arrol, hogy az adott pH-n feltehetéen
milyen komplex van jelen. Mindezt Osszevetve a ligandum tartomannyal, azzal jo6 egyezést
mutat, azaz ott is tudjuk kovetni a komplexképzddést.

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a metil-imidazol fémes rendszerében az 1:1 aranynal,
a legsavasabb pH-n, az 1,0 — 1,4 ppm kozott harom jol elkiiloniilt dublett, azaz harom
komplex van jelen (15. abra). Vilagoskékkel jeloltiik az akvakomplexet, kdzvetlen mellette
kisebb ppm-nél a narancssargaval, és ennél is kisebb ~1,15 ppm-nél a zold szinnel jelolt
komplex jelei talalhatéak. Ilyen nagy hidrogénion koncentracional (pH ~1,5) még nem
kezdddik el a hidrolizis, ezért itt a komplexek akvakomplex formajaban vannak jelen, azaz
vagy viz molekula és/vagy a ligandum foglalja el a fémion harom szabad koordinacios
helyének valamelyikeét.

A savas pH-n keletkez0 komplexek 0Osszetételét szeretnék meghatarozni, akkor a
protonalt szabad Melm ligandum jelét kell figyelniink, ugyanis ennek a jelnek 6 = 3,9 ppm-
nél ha nagy az intenzitasa, akkor arra kdvetkeztethetlink, hogy a ligandumnak csak kis része
van komplexben kotve. Ezt tamasztja ala az is, hogy ha nagy mennyiségben van jelen az
akvakomplex p-cimol gylriijének az iPr metilek szinglettje (1,34 ppm) és gylrtimetil jele

(2,24 ppm).
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Ha a 15. abran Osszehasonlitjuk az 1:1 ardnyl rendszert az 1:3 aranyuval, akkor azt
tapasztaljuk, hogy pH ~ 2 koriil az 1,0 és 1,4 ppm tartomédnyban jelenlévd narancssarga és
z0ld szinnel jelolt komplex aranya megfordul az 1:3 aranyban, az 1:1 aranyhoz képest.
Ez figyelhet6 meg az 1,8 — 2,3 ppm kozott, illetve a 3,7 és 4,0 ppm kozotti szakasznal is.
Mindebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az 1:1 ardnyndl nagy mennyiségben jelenlevd
narancssargaval jelolt jel feltehetden egy ML 0Osszetételii komplexhez tartozik, hiszen a
szabad ligandum és az akvakomplex is nagy mennyiségben van jelen, tovabba nincs ligandum
felesleg a mintaban. 1:3 aranynal is nagy mennyiségben van jelen a szabad ligandum, azonban
az akvakomplex jelintenzitasa kicsi, igy a narancssargaval jelolt részecskéhez képest jelentds
mennyiségli zold szinnel jelolt komplex feltehetéen 1:2 dsszetételii. Igaz, hogy a ligandum a
fémhez képest haromszor akkora koncentracidban van jelen a mintdban, de mivel a szabad
ligandum jele nagy, illetve a narancssarga szinnel jelolt részecske mar tartalmaz 1:1 aranyban
ligandumot, ezért nem marad annyi ligandum a rendszerben, hogy a Ru(II) fémion mind a
harom koordinacios helyét betoltse, ezért nem lehet 1:3 Gsszetételii a zolddel jeldlt részecske.

A pH 12 folott felvett spektrumokban 1:1 arany esetében két komplex jeleit lathatjuk a
1,0 és 1,4 ppm tartoméanyban, ami a p-cimol iPr metiljeihez rendelhetdé dublettek. Ebbdl a két
jelbdl a lila szinnel jelolt részecskét mar korabban azonositottuk, ez a [{Ru(n®-p-cimol)}a(p?-
OH)s]" osszetételii hidroxokomplex. Azonban emellett lathatd a piros szinnel jeldlt masik
részecske 1s. Ugyanezeket a kovetkeztetéseket vonhatjuk le az 1:3 ardnynal felvett
spektrumban is. Azonban ott a hidrolizis visszaszorul és harmadik komplexként egy

sotétkékkel jelolt részecske jelei latszanak, de f6 részecske a piros szinnel jeldlt volt.

Az ESI-MS modszerrel az 1:1 és 1:3 aranynal felvett spektrumok alapjan megallapitottuk,
hogy egy ML(OH) 6sszetételli részecskéhez rendelhet6 (19. abra). Ezt tamasztja ala az is,
hogy a metil-imidazol gytrimetil tartomanyaban nagy intenzitassal megjelenik a szabad
ligandum jele, azaz nincs minden ligandum komplexben kotve. Illetve mivel nagyon nagy a
hidroxid-ion koncentracidja és 1:3 aranynal csak kis mennyiségben van jelen a [{Ru(n’-p-
cimol)}o(u2-OH)s]" dsszetételii hidroxokomplex, ezért a pirossal jeldlt részecske valamilyen
hidroxokomplex formajaban lehet jelen a mintaban. Az eddig felallitott rendszer alapjan a
narancssarga ¢és a piros részecskék egymashoz tartoznak. A narancssargéaval jelolt részecske
hidrolizisével keletkezik a piros szinnel jelolt részecske. Az eddig ismertetett jelek mellett

még megtalalhato a sotétkék szind, illetve a sziirke szinnel jeldlt komplexek jelei is. Eddigi

iIsmereteink alapjan, ezen komplexek Osszetételérél még nincs informacionk.
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15. abra: A 'H-NMR spektrumon kiilénbdzé szinnel jelslt részecskék a [Ru(ns-p-cimol)(H20)3]2+ - 1-Melm rendszer 1:1 és 1:3 aranyanal.




A [Ru(n®-p-cimol)(H,0)s]** - AcHm rendszer *H-NMR vizsgalata

A [Ru(n®-p-cimol)(H,0)3]** - N-acetil-hisztamin fémes rendszer jellemzésekor elszor
célszerti volt a ligandumnak a pH-fliggli NMR spektrumaibol kiindulnunk. Az 5.2.1 — A
ligandumok *H-NMR spektrumainak pH-fiiggése fejezetben a 12. és 13. abran feltiintetett
spektrumok alapjan mar besz¢ltiink arr6l, hogy milyen hatassal lehet a protonalddasi folyamat
a ligandum egyes csoportjaira. Az N-acetil-hisztamin esetében nem elegendd az alifas
tartomany elemzése, lasd 16. abra. Lugos kozegben az N-acetil-hisztamin oldallancban
talalhato pirrol tipustt NH-csoport deprotonalodasa és koordinacidja is lejatszodik. Mivel az
AcHm-nél az N(1), illetve az N(3) donoratomok koordinacidja eltérd elektroneloszlast
eredményez az aromas imidazolgytiriiben, igy az *H-NMR spektroszképia a C(2)H és C(5)H
protonok kémiai eltolodasan keresztiil alkalmas lehet az izomerek megkiilonboztetésére (17.
abra). A 15. abraval kapcsolatban elmondottak alapjan a 16. abran feltiintetett spektrumon
beazonosithato ~ az  akvakomplex, a  [{Ru(m’-p-cimol)},(u*-OH)s]*  Ssszetételii

hidroxokomplex, illetve a szabad ligandum jele.
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16. abra: A "H-NMR spektrumon kiilénbdzé szinnel jelslt részecskék a [Ru(n®-p-

cimol)(H,0)3]** - N-acetil-hisztamin rendszer 1:1 és 13: aranyanal.
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Ha a metil-imidazol ligandumot tartalmazé 1:1 és 1:3 aranyt fémes rendszereket
Osszehasonlitjuk az acetil-hisztamin fémes rendszerével, akkor azt tapasztaljuk, hogy az
akvakomplex szintén nagy mennyiségben vannak jelen az 1:1 aranyi mintaban a legsavasabb
pH-n, mely az 1:3 aranynal visszaszorul. Mindemellett az 1:1 aranyd minta pH ~ 12-nél
regisztralt spektrumaiban a [{Ru(n’-p-cimol)},(u*-OH)s]* sszetételii hidroxokomplex nagy
mennyiségben van jelen, és ez is visszaszorul az 1:3 aranynal. Az 1:1 aranyt Ru-AcHm fémes
rendszer *H-NMR spektrumat a 17. abran tiintettem fel. Az dbran jol latszik, hogy az aromas
tartomany elemzése bonyolult, a jelek egymasba tolddnak, ez nehézzé tette a jelcsoportok
azonositasat. A jelek beazonositasahoz tovabbi NMR vizsgalatokat terveziink a képz6dd

komplexek tulajdonsagainak €s dsszetételének meghatarozésara.
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17. abra: 1:1 aranyt [Ru(n®-p-cimol)(H,0)3]** - AcHm rendszer *H-NMR spektrumainak

aromas tartomanya.
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5.3 ESI-TOF-MS eredmények

A pH-potenciometrias és NMR spektroszkopias méréseket alatdmasztva egy harmadik

modszert, a tomegspektrometriat is alkalmaztuk a komplexek jellemzésére.

ML ML(OH) ML(OH) ML,
Q\ I ‘ Q\ I Q\ I : @\ I :
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18. abra: A 2. tablazatban szerepld, 1:3 aranynal detektalhaté legfontosabb csucsok és
javasolt részecskék oldatszerkezetei.

2. tablazat: 1:3 ardnyban detektalhato részecskék mért és szimulalt jelei.

Ligandum (L)
1:3 arany Melm AcHm

Mért Szimulalt Mért Szimulalt
[Ru(n®-Cimol)(L)(NO3)]* 380,0564 | 380,0547 | 451,0892 | 451,0919
[Ru(n®-Cimol)(L)(H20)(OH)]* 353,0426 | 353,0801 | 424,0741 | 424,1173
[Ru(n®-Cimol)(L)(OH)]" 335,0731 | 335,0696 | 406,1087 | 406,1073
[Ru(n®-Cimol)(L).(CN]* 4350878 | 4350885 | 577,1375 | 577,1629
[Ru(n®-Cimol)(L)2(NO3)]" - - 604,1576 | 604,1823
[Ru(n®-Cimol)(L)2(H.0)]* - - 280,1005 | 280,1022
[Ru(n®-Cimol)(L)2(OH)]" 417,1244 | 417,1228 | 559,1856 | 559,1972
[Ru(m®-Cimol)(L)s]* 241,0865 | 241,0863 | 347,6523 | 347,6421
[Ruz(n®-Cimol),(0)(OH)]* 505,0094 | 505,0262 | 505,0121 | 505,0262
[Ruz(n®-Cimol),(OH)s]* 523,0247 | 523,0368 | 523,0238 | 523,0368
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A 18. abran a két ligandum 1:1 és 1:3 aranyu fémes rendszereiben, kiilonb6z6 pH-kon
detektalhaté javasolt részecskék szerkezetét tiintettiik fel. Ezeknek a részecskéknek a mért és
szamitott jeleit a 2. tablazatban gytijtottiik Gssze.

A [Ru(n®-p-cimol)(H20)3]** — metil-imidazol rendszer 1:1 és 1:3 aranynal felvett *H-NMR
spektrumaban (15. 4bra) a pirossal jeldlt [ML(OH)]" 6sszetételii hidroxokomplex szerkezetét
ESI-MS modszerrel igazoltuk, ugyanis ez a részecske volt jelen a legnagyobb intenzitassal a

lagos pH-n (19. abra).

Intens.

x104 — — 1:1arany pH=11,6

335,074

2,54

2,0

[Ru(n’p-cimoh(Melm)(ORI” [(Ru(n’-p-cimol)}(s*- OB (- O)]* \
L5 \ . +
/\ ‘.II I

1,0

523,025

[(Ru(n®-p-cimol)}2(*-OH)s]*

v/

0,5

—
505,021

0,0+ L
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w|E
=
=Rl U

19. abra: 1:1 aranyt [Ru(n®-p-cimol)(H20)s]** - Melm rendszer ESI-MS spektruma lugos
pH-n.

A 3. tablazatban feltiintettem a kiilonboz6 pH-értékeken, 1:3 aranyndl regisztralt
részecskék altalanos jeloléseit. Félkovér betiivel kiemeltik azon komplexeket, amelyek
legnagyobb intenzitassal voltak detektalhatéak az adott pH-n, az adott ligandum esetében.
A 'H-NMR spektrumokbol levont kévetkeztetésekb3l kapott informaciok a komplexek
szerkezetérdl, j6 egyezést mutattak a 3. tablazatban feltlintetett részecskékkel. A tdblazatban
nem tiintettem fel a [{Ru(n6-p-Cim0|)}2(u2-OH)(u2-O)]+ hidroxokomplexet, azonban ez
minden esetben az 505,021 m/z-nél jelen volt akkor, amikor a [{Ru(n6-p-0imol)}z(uz-OH)g]+

Osszetételll hidroxokomplex is megjelent.
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3.

tablazat: A [Ru(n°-p-cimol)(H,0)s]* -ligandum 1:1 és 1:3 aranyu fémes

rendszerekben, kiilonbozé pH-kon detektalhato részecskéinek dsszetétele.

1:1 1:3 1:1 1:3
ariny | \jgim  |[ardNy| \jeym  [ArANY|  Acqm [ArANY | AcHm
pH pH pH pH
[ML]" [ML]" MLT
1,67 |[ML(OH)]"| 1,61 |[ML(OH)]"| 1,65 ML] 1,59 | [ML(OH)]
[ML,]" [ML2]" [ML(OH)]I"
[ML]" [ML(OH)I" [ML]" [ML]"
3,19 |[ML(OH)]*| 3,22 | [MLy]" | 3,27 |[ML(OH)]*| 3,13 | [ML(OH)]*
[ML,]* [ML3]* [ML,]* [ML3]*
[ML]" [ML]" [ML]"
[ML(OH)]" [ML(OH)]" [ML(OH)]"
[ML]* . [ML,]" [ML]*
5,49 4,67 | [MLOH)I"| 538 TML0HT | 560 [ [MLOH)T
+ 2+
[M2(OH);] [Mo(OH)]* [ML;] +
[M2(OH)s]
[ML]" i MLT" [ML]" [ML]" i
[ML(OH)] . [ML(CH)]
. [ML(OH)] )
[MLg] IML)OH)]" [ML,]
043 MLy (OH)"| &9 124 ML | 120 MLy (OH)
. [ML3]*
[MA(OH)4I" ML [(M:(OH):] IMAOH)T"
ML ML ML(OH)]" ML(OH)]"
MLOH)] MLOH)] [ML(CH)] [ML(OH)]
8,50 MLJ — 8,06 ML) 850 | [MLJ* | 9,07 ML) .
[ML2(OH)] [ML(OH)] [ML2(OH)]
2+ 2+ 2+
ML ML [M(OH)sT* W]
[M2(OH);] [M2(OH);] [M2(OH);]
[ML(OH)]* [ML]*
11,7 |[ML(OH)]*| 11,2 | [MLOH)"| 11,6 |IM2OH)SI™ | 11,5 | [Ma(OH)s]"
[M5(OH)s]" [ML,(OH)I"
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6. Osszefoglalas

A kutatomunkam soran a hexahapto kotésmoda 1-metil-4-izopropil-benzol (p-cimol)
aromas ligandumot tartalmazé félszendvics, fémorganikus ruténium(Il) kation 1-metil-
imidazol (Melm) ¢és N-acetil-hisztamin (AcHm) ligandumokkal, oldatfazisban torténd
komplexképzddését vizsgaltam. Harom modszert alkalmaztunk a képz6édd komplexek
Osszetételének ¢€s stabilitdsi allanddinak a meghatarozasahoz, a pH-potenciometriat, a H-
NMR spektroszkopiat és az ESI-TOF-MS spektrometriat.

A pH-potenciometrias modszerrel meghataroztuk a ligandumok protonalddasi allandoit.
Vizsgaltuk a fémes rendszerekben torténé komplexképzodést, ahol a lassu reakcid
folyamatok, illetve a mar savas pH-tartomanyban megjelené inaktiv hidroxokomplex
képzddése meghitsitotta a pH 5 f6lott lejatsz6dd komplexképzodési folyamatok jellemzését.
A szokasos varakozasi id6, 10 - 15 perc alatt sem allt be az egyensuly a fémes rendszereknél.

Emiatt "H-NMR spektroszkopias modszert hivtunk segitségiil. Felvettiik a ligandumok
spektrumait, illetve az 1:1 és 1:3 aranyu fémes rendszereket vizsgaltuk. Az 1:1, illetve 1:3
aranynal a szabad fémion aromas liganduma és az imidazol modell ligandumok jelei mellett
feltint egy valoszintileg 1:1 és 1:2 Osszetételi komplex, melynek mennyisége a pH
novelésével valtozott. Mind a két ligandum esetében az 1:3 aranyu fémes rendszerekben a
ligandum feleslege esetén a hidrolizis visszaszorult.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink ESI-TOF tomegspektrometrids modszerrel. Az 1:1 és
1:3 ardnya mintaknal kapott spektrumok kiértékelése sordn megallapitottuk, hogy a [Ru(ne-p-
cimol)(H,0)s]** - metil-imidazol rendszerben, a pH 12 f5l6tt egy ML(OH) &sszetételii
komplex van jelen. Emellett detektalhat6 volt a ML, ML, és annak hidroxokomplexe a
ML,(OH) osszetételti részecske, illetve kis intenzitassal megjelent az MLz Osszetételil
komplex is a fémes rendszerekben. A pH ~ 5 fol6tt mind a két ligandum esetében a fémes
mintakban megjelent a trihidroxihidas [ {Ru(m®-p-cimol)}»(1*>-OH)s]" hidroxokomplex is.

A tobbi rendszerbeli részecske Osszetételének tisztdzdsira tovabbi NMR
spektroszkopias és ESI-TOF-MS vizsgalatokat is terveziink.

Emellett, a kiilonb6z6 pozicidban hisztidin aminosavat tartalmazo kis oligopeptidek
szilardfazisu peptidszintézisét is szeretnénk elvégezni és [Ru(n6-p-cimOI)(HgO)g]2+ -megkotd
képességiiket is tanulmanyozni, hogy a képz0dd komplexek Osszetételét, stabilitasi allandoit

¢és oldatszerkezetét meghatarozzuk.
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/.  Summary

During my research work | studied the complex formation processes of half-sandwich,
organometallic ruthenium(ll) cation containing hexahapto bonded 1-methyl-4-isopropyl-
benzene (p-cym) with 1-methyl-imidazole (Melm) and N-Acetyl-histamine (AcHm). Three
methods were used for determining the composition of the complexes and their stability
constants: pH-potentiometry, 'H NMR spectroscopy and ESI-TOF-MS spectrometry.

The protonation constants of the ligands were determined by pH-potentiometry. The
complex formation processes in the metal ion — ligand systems were also investigated,
however, the slow reaction steps and the appearance of the inactive hydroxo complex in the
acidic pH range prevented the characterization of the complex formation processes above pH
5. The usual waiting time during these titrations was 10-15 minutes but it was not enough to
reach pH equilibrium.

Due to these problems we used *H NMR spectroscopy for further investigations. The
spectra of the ligands were registered and samples with 1:1 and 1:3 metal ion to ligand ratios
were studied. For the metal ion containing systems signals belonging to the complexed
species appeared (both of 1:1 and 1:2 ratios) beside the signals attributable to the aromatic
ligand of the free metal ion and that of the model imidazole ligands. The amount of the
complex changed with the increase of pH. For both peptides in the 1:3 metal ion to ligand
systems the hydrolysis is hindered because of the presence of ligand excess.

Further experiments were done by ESI-TOF mass spectrometric method. After the
evaluation of the spectra for the 1:1 and 1:3 samples we concluded that a complex with
ML(OH) composition is present above pH 12 in the [Ru(n’-p-cymene)(H20)s]* — Melm
system. Other complexes were also detected in the metal ion containing systems with ML,
ML,, ML,(OH) compositions and a MLj3 species with small intensity. Above pH ~ 5 the
formation of a trihydroxo bridged [{Ru(n’-p-cymene)}»(1*>-OH)s]* complex was also proved
for both of the ligands.

For clarifying the compositions of the other species in solution further NMR
spectroscopic and ESI-TOF-MS investigations are planned.

We are also planning the solid phase peptide synthesis of short oligopeptides containing
histidines at various positions in the chain and afterwards we would like to study their [Ru(n®-
p-cymene)(H,0)s]** binding capabilities in order to determine the compositions, stability

constants and solution structures of the complexes formed.
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