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1. Bevezetés és Célkitiizés

A piridin-2,6-dikarbonsavat (1. &bra), trivialis nevén dipikolinsavat, elészor a
bakterialis endosporédkban mutattdk ki, melyeknek, hovel és egyéb sugarzasokkal szembeni
ellenallo-kepességehez és altalanos stabilitdsdhoz ez az anyag is hozzajarul. E molekula
fémkomplexek, jellemz6en kelatkomplexek, Kialakitasara is alkalmas. Atmenetifém-ionokhoz
a karboxilat-oxigeneken, illetve a nitrogén-donoratomjan keresztil kapcsolddhat, gyakran
dimereket, vagy polimereket alkotva.

A 2,6-bisz(hidroximetil)-piridin (1. &bra), tovabbiakban pydime, hasonléan jé
kelatképz6, melynek réz(Il)komplexeit széleskoriien tanulmanyoztik. A ligandum jellemzden
harap6fogoszeriien kapcsolodik a fémionokhoz, stabilis biszkomplexeket képezve. A

dipikolinsavhoz hasonl6an, oktaéderes koordinacios geometriat alakit ki a fémion kordl.
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1. abra: A vizsgélt ligandumok: 2,6-bisz-hidroximetil piridin (balra) és piridin-2,6-dikarbonsav (jobbra)

Mindkét ligandum szamos kétértékii fémionnal kialakitott torzskomplexének
szerkezete ismert. Réz(Il)ionokkal vegyes ligandumt komplexiiket is eldallitottak. Ennek
szerkezetét tisztaztak, azonban hasonlé komplexek méas fémekkel nem ismertek. A vegyes
ligandumd komplexekben a komponensek egymas biologiai hatasat erdsithetik. Az ilyen

irdnyu kutatasok a gydgyszerfejlesztés egyik meghatarozé iranyat jelentik.

A fentiek alapjan munkam céljaul tiztem ki

az emlitett ligandumok vegyes komplexeinek szintézisét kétértékii atmenetifém-ionokkal;

ezek szerkezetvizsgalatat csillapitott teljes reflexios infravords spektroszkopiaval és

rontgenkrisztallografiaval;

ezen vegylletek oldategyensulyi vizsgalatat;

a komplexek hatasanak vizsgalatat rakos sejtvonalakon.



2. Irodalmi hattérismeretek

2.1. Kristalyszerkezeti eléismeretek

A dipikolinsavat, el6szor 1936-ban mutattak ki bioldgiai mintakban [1]. A Bacillus
valamint Clostridium baktérium genusokra jellemz6 endosporakban talalhatdé nagy
mennyiségben [2, 3], ugyanis hozzajarul azok hovel és egyéb sugarzasokkal szembeni
ellenalloképességéhez [4]. E molekula koordinacids kémiaja is érdekes. Atmenetifém-ionokat
karboxilat-oxigénjeivel 0Osszekapcsolva, dimereket vagy polimereket alkot, [5-7], de
kelatkomplexeket is képez [8-10].

A 2,6-bisz(hidroximetil)piridin ~ [11-13], mellyel az irodalomban 2,6-
dimetanolpiridinként [9] is talalkozhatunk, réz(Il)komplexeit mar széleskoriien vizsgaltak. E
tridentat ligandum [9, 14] harap6fogoszeriien kapcsolodik a fémionokhoz, igen stabil 1:2
molaranyd komplexeket képezve [12]. Az is ismert, hogy a réz(ll) hatos koordinacioju
komplexei altalaban oktaéderes szerkezetiick, tovabba a CCD adatbazisaban tal&lhatd réz(1l)
iont és pydimet tartalmazé komplexek minden esetben a koordinacios szféra dsszenyomott
oktaéder alaku [11, 15, 16], amennyiben mindkét axialis pozicidban nitrogénatom talalhato.
Mind a pydime [17,18] mind a dipikolinsav [19-23] szdmos torzskomplexét vizsgaltak mar

kiilonb6z6 fémionokkal. Ezekbdl lathatd néhany komplex sematikus szerkezete a 2. abran.

H;C | = CHj HsC

H,0

2. abra: Példak a dipikolinsav kétértékii fémionokkal alkotott torzskomplexére [20-23]

Megallapithatd, hogy nem csupan a réz(ll), de egyéb kétértéki atmenetifém-ionokhoz is
harapofogoszertien kapcsolodnak, torzult oktaéderes koordinacds szférat alakitva ki. Az is
szembet(ind, hogy a dipikolinsav térzskomplexei minden esetben tartalmaznak koordinalédott

olddszermolekulat is.



A pydime és dipikolinsav réz(ll)ionokkal alkotott vegyes ligandumd komplexét mar
kordbban is tanulmanyozték, szerkezete ismert [9]. Azonban hasonl6 komplexeket mas

fémekkel még nem allitottak eld.

3. dbra: A pydime és dipikolinsav réz(Il)ionokkal alkotott vegyes ligandumi komplexe [9]

Az emlitett komplex a 3. &bran lathatd. A kozponti fémionhoz a pydime és a pydic is
kdzvetlenll kapcsolddik. A koordinacios szféra megnyult oktaéderes szerkezetii, ahol az
axidlis pozicidt a pydime oxigenjei foglaljak el. A pydime oldalan, a ligandum szerkezete
miatt, a fémion-nitrogén kotés hossza kisebb, mint a fémion-oxigén kotés hossza. [9] ( 1-2.
Tablazat).

1. Tablazat: A fenti vegyes ligandumi rézkomplex koordindsids szférajdnak kotéshosszai

Atoml |Atom2 |Kotéshossz (A)
Cul 01 2,032(2)
Cul 03 2,061(2)
Cul 05 2,343(2)
Cul 06 2,432(2)
Cul N1 1,889(3)
Cul N2 1,943(3)

2. Tablazat: A fenti vegyes ligandumu rézkomplex koordinasios szférajanak kotésszogei

Atom1 Atom2 Atom3 Kotésszog
01 Cul 03 160,5(1)
o1 Cul 05 99,56(9)
01 Cul 06 84,21(9)
01 Cul N1 80,2(1)
01 Cul N2 104,6(1)
03 Cul 05 84,59(9)
03 Cul 06 101,28(9)
03 Cul N1 80,4(1)
03 Cul N2 94,9(1)
05 Cul 06 151,51(8)




05 Cul N1 107,3(1)
05 Cul N2 75,92(9)
06 Cul N1 101,23(9)
06 Cul N2 75,81(9)
N1 Cul N2 173,9(1)

A kristaly ortorombos, a szimmetriat a Pbcn tércsoport jellemzi, ami azt jelenti, hogy egy 180
fokos f6 forgatva tiikrozési tengellyel, két erre mer6leges 180 fokos forgastengellyel, egy
horizontalis tukorsikkal, és két vertikalis tikorsikkal rendelkezik. Az elemi cellaban 8
molekula foglal helyet, egymassal igen er6s hidrogén-hidakat, melyeknek kotéshossza 1,
885A, kialakitva.

2.2. Oldategyensulyi eléismeretek
A pydime cink(ll)komplexeinek oldategyensulyi vizsgélatat egy korabbi TDK munka
keretei kozott mar elvégeztem. A 4. &brén a cink(Il)-pydime rendszer norméalt pH metrias

titralasi gorbéi lathatok kiilonbozé fém-ligandum aranyoknal.
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4. &bra: A Zn*-pydime rendszer normalt pH-metrias titralasi gorbéi

Az &bra alapjan megéllapithatd, hogy a ligandumfelesleg ndvelése a Zn hidrolizisét a

nagyobb pH irdnyaba tolja el, ami a ligandumok koordinalddasat bizonyitja. A pH ~ 8,0 kordl



képz6d6 csapadék is egyre konnyebben oldodik fel a ligandumfelesleg novelésével. Ez a
deprotondlédott ligandum és a fémion kozotti erés kolesonhatast mutatja. Meghataroztuk a

képz6dé komplexek egyensulyi allandéit is, melyek a 3. tAblazatban talalhatok.

3. Tablazat: A Zn**-pydime komplexek képzédési allandoi:

logp L= pydime
[LH] 4,32
ML )" [4,23
[ML,H.1]" |-3,91
ML,H., -11,35

A téblazat alapjan a HySS [24] program segitségével 1:2 fém ligandum arényu

rendszerekre az 5. dbran bemutatott eloszlasi diagramot szamoltuk ki (5. abra).
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5. abra: A Zn*":pydime = 1:2 rendszer eloszlasi gorbéi; a kiemelt tartomanyban csapadékképz6dés volt
tapasztalhato

Az 5. abran jol latszik, hogy a fémion hozzéaadasa a piridin-nitrogén deprotonalddasat alig
befolyasolja, azaz a komplexképzédés csak ennek deprotondlodasa utan kezdédik meg. Ennek
kovetkeztében a komplexképzOdés tanulmanyozasa pH-metrias modszerrel bizonytalanna

valik. Az eloszlasi diagram alapjan semleges formaban a ligandum igen gyenge



komplexképzének tinik. Az alkoholos hidroxilcsoport(ok) deprotonalddésa viszont stabilis
komplexek képzddését vonja maga utan, igy lugos kdzegben az ML;H., Gsszetételii részecske
valik dominanssa. Fizioldgias pH-n az ML, komplex mellett a cink(Il)ion nagy része
ligandumhoz nem koétott formaban van jelen az oldatban.

Tanszéklinkdn, a Szlovak Miiszaki Egyetem Szervetlen Kémiai Tanszékével
egyltittmiikodve, mar korabban is vizsgaltak piridinszarmazékok vegyes réz(ll)komplexeit [25,
26]. Megallapitottak, hogy ezekben a komplexekben a ligandumok mind egymas fémion-
affinitasat, mind bioldgiai hatasat erdsithetik [26]. A potencidlis biologiai hatassal bird
vegyuletek szinergisztikus hatasanak tanulményozésa a gyogyszerfejlesztés egyik
meghatéarozd iranya.

A bioldgiailag aktiv komplexek kdzll az elmalt évtizedben fokozott figyelem iranyult
a réz- és cink komplexekre, ugyanis mind a kiilonb6zé metalloproteinekben, mint az é16
szervezetben ezek a leggyakrabban el6forduld nyomelemek [27]. Ezenfelll, szamos
cink(ll)komplexrél megallapitottak, hogy valtozatos modon képesek a DNS-hez kotédni
[28],[29].



3. Kisérleti modszerek és eszkozok

3.1. Kristalyositas

Rontgenkrisztallografias mérések elvegzéséhez a komplexeket egykristalyok
formajaban probaltuk eldallitani. A Kkristalyositasi Kkisérletekhez felhasznalt 2,6-bisz-
hidroximetil piridint és a nikkel(ll)-acetatot az Aldrichtdl, a cink(ll)-acetat dihidratot a La
Chemétol, a piridin-2,6-dikarbonsavat pedig a Merckt6l szereztiik be. Oldoszerként desztillalt
vizet, valamint acetonitrilt (Aldrich), alkalmaztam. Minden Kkisérletnél 20 ml oldoszert
hasznaltam, és a kisérleteket szobahémérsékleten kiviteleztem. A fémion : pydime :
dipikolinsav mdlarany minden esetben 1 : 1 : 1 volt. Amennyiben az oldatokbdl csapadék
Kivalasat tapasztaltam, ezeket leszlirtem, majd leveg6n szaritottam. Az anyaoldatok cink(Il) és
mangan(ll) jelenlétében szintelenek voltak. A nikkel(Il) tlrkizkék, kobalt(Il) r6zsaszin, mig

réz(I1) kék szinti oldatokat eredményezett.

3.2. Csillapitott teljes reflexids infravoros spektroszkopia (ATR)

Infravoros (IR) fénysugarakkal torténd besugarzas hatdsara a molekuldk rezgési és
forgasi atmenetei gerjeszthetok. Ezeknek az energiaja azonban nagysagrendekkel Kisebb, mint
az UV-VIS tartomanyban gerjeszthetd elektronszinteké. Az infravords spektroszkopidban a
hullamszadm (¥) fliggvényében abrazoljuk az elnyelést.

E=hv=hcv

Az adatokbol kovetkeztetni tudunk az egyes funkcids csoportok meglétére, vagy
hianyara, ugyanis az (n. karakterisztikus tartomanyokban csak az egyes rezgéstipusok
figyelhetk meg. A 3700-2600 cm™ tartomanyban az XH csoportok vegyértékrezgései
talalhatok, a 2300-2000 tartomany a harmas és kumulalt kettds kotést tartalmazo csoportok
rezgéseire jellemzé. A C = X (X: O, N, C) kett6és kotések és aromas gyirik jellemzo
tartoménya az 1800-1500 cm™. Az 1500-650 cm™ kozott megjelend részt nevezik
»ujjlenyomat tartomany”-nak, melyben az egyes sdvok kuilon-kulon csak igen nehezen
azonosithatok, azonban ez a tartomany nagy biztonsaggal teszi lehet6vé a molekulak
azonositasat.

A csillapitott teljes reflexids spektroszkdpia modszere alkalmas mind szilard, mind
folyadékmintak vizsgalatara. Legelterjedtebben a kozeli infravords tartomanyban, filmrétegek

és atlatszatlan szilard anyagok abszorpcios spektrumainak felvételére alkalmazzak. A



vizsgélat sordn egy n; refrakcios indexii mintat egy, a mérési tartomanyban az
elektromagneses hullamot atereszté anyagra helyeznek. Erre alkalmasak pl. a tallium-bromid
és —jodid (KRS-5 ként ismert), ezist-klorid, vagy a germanium. Fontos, hogy az erre a célra
felhasznalt anyag refrakcios indexe nagyobb legyen, mint a mérend6 mintaé. A beesod
sugarzas teljesen visszaverddik, feltéve, hogy a beesési szog meghalad, egy meghatarozott
kritikus értéket. A sugarzas a mintdba ~ 20 um mélységig hatol be. Ha a beesé sugarzas
hullamhossza megkozeliti a minta refrakcios indexét, ami fligg a sugarzas hullamhosszatol, a
visszaver6dé sugarzas hullamszama hirtelen exponencialis csokkenést mutat. Ennek
kovetkeztében a visszavert fény intenzitdsa a hulldmhossz valtozasaval véltozik. Az igy
kapott gorbe egy abszorpcids spektrumhoz hasonlit. A gyakorlatban t6bbszords belsd
reflexiokat alkalmaznak a lecsengés felerdsitésére.

ATR vizsgalatainkat NICOLET 5700 FT-IR (Thermo electron corporation)
spektrométeren, Smart Orbit 30 000-200 cm™ sugarforrassal, gyémantkristalyt alkalmazva

végeztiik. Az alapvonalat levegdre vettiik fel, majd kivontuk a spektrumbol.

3.3. Rontgendiffrakcios vizsgalatok (XRD)

A rontgendiffrakci6 modszere azon alapul, hogy egy gondosan kivalasztott
egykristalyt egy rontgensugar-nyalabban folyamatosan forgatunk. Az egyes elforditdsok
szOge ismert. Szerves nehézatomot tartalmazd, vagy biokémiai mintak esetén leggyakrabban
CuKa, komplex kémidban MoKa, esetleg ritkdbban, asvanyok, nagy elnyelésii anyagok
esetén AgKa sugarforrast alkalmaznak, ezek rontgensugar hullamhossza ugyanis 1A kérili. A
detektor a mintarol rugalmasan visszaver6dd sugarakat érzékeli. 1ly mddon kétdimenzids
diffrakcios  térképet kapunk, melyet Fourier-transzformacié  segitségével lehet
haromdimenzios elektronsiriiségi térképpé alakitani.

A vizsgalt anyag kristalyszerkezetét a Bragg-torveny segitsegével tudjuk
meghatarozni:

A=2dsin0

Ahol A a rontgensugar hullamhossza, d a racssiktavolsag 20 pedig megmutatja, hogy a szort
sugar intenzitdsmaximuma milyen szégben helyezkedik el a besugarzasi iranyhoz

viszonyitva. A fenti egyenlet 3 dimenzios formaja a kovetkezo:

4sin2[%J =h%a™...+2klb’¢c" cos”.
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7=z

pontok (Fna) ¢és az egykristaly adott pontbeli elektronstiriisége kozott Fourier-

transzformacioval tudunk kapcsolatot teremteni, amit az alabbi egyenletek irnak le:

Fhkl _ ”‘J‘pxyz . e27zi(hx+ky+lz)8x 5’y .6z

1 =27 (hx+ky+lz—ar,
prZ:\7222|F|hkle et

A diffraktométerben felvett visszaver6dések adjak az Fo diffrakcids térképet, mely alapjan

elkészithetjik a po elektronsiiriiségi térképet, az alabbiak szerint:

Po(Xyz) = \%ZZZFO(th)COS[Zﬁ(hX+ Ky +1z) — e, (k)]

sz

modell finomitasat a legkisebb négyzetek modszere segitségével tessziik meg, vagyis a po-pc

érték minimumat keressuk [30].
Po— P = \%ZZZ"FO(th —|F, (hkD) cos[27 (hx + ky + 1z) — e, (hkI)
h k |

Rontgenkrisztallografias méréseinket Siemens P4 diffraktométerrel végeztik. Az
intenzitasokat a Lorentz- és polarizacids faktorokkal korrigaltuk. A szerkezet megfejtése
kdzvetlen modszerrel tortént, SHELXS-2013 szoftver segitségével, és a teljes maétrix
legkisebb négyzetek maodszerrel finomitottuk, SHELXL-2013 [31] felhasznalasaval.
Szemiempirikus abszorpcidkorrekciokat is végeztiink, a SADABS [32] program segitségével.
A geometriai elemzést szintén SHELXL-2013-mal végeztik. A szerkezetek megrajzolasahoz
a Mercury 3.1 [33] programot hivtuk segitsegdil.

3.4. Potenciometria

Az oldatbeli egyensalyi vizsgalatok soran a protonalddasi és komplexképzOdési
allandok meghatarozasa celjabél potenciometrids titralasokat végeztink 298+0,11 K-en,
argon atmoszféra alatt Metrohm Dosimat 665 automata biirettaval. Az ionerésséget 0,1
mol/dm® NaClO, oldattal tartottuk &llandd értéken. A mérések kezdetén az oldatok
kémhatasat ismert koncentracioju HCIO, mérdoldattal allitottam be pH ~ 2 korili értékre,

crcr

ligandumkoncentracié a Zn®*-pydime és Zn®*-4FSA biner rendszerek esetén rendre 4 mM és
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2 mM volt, mig a cink-pydime-4FSA terner rendszer vizsgalatakor 1-1 mM volt, a cink
koncentracio pedig a fém-ligandum arany fliggvényében véltozott. A potenciél értékeket egy
Orion 710A pH-mér6 és egy Orion gyartmanya kombinalt Uvegelektrdd segitsegével
regisztraltuk. Az elektrod kalibralasara 0,10 mol/dm® perkldrsavoldatot titraltunk 0,101
mol/dm® NaOH torzsoldattal. Az fgy nyert adatsorokat a KALGRAN szamitogépes
programmal értékeltem ki, a modositott négyparaméteres Nernst-egyenlet [34] segitségével:
Ky

+

E=E,+K-log[H*]+3, [H*]+ o

ahol az ismert paraméterek mellett a Jy és Jon az Uvegelektrod savas illetve lUgos hibajanak,
valamint a folyadék—folyadék hatarfellileti potencidlbol adédd hibaknak a korrekcidjara
szolgald illesztési paraméterek, és Ky = 10> mol/dm?® [35]. Az elektréd kalibracioja soran
0,10 mol/dm? perklérsavoldatot titraltunk 0,101 mol/dm® NaOH torzsoldattal 1 = 0,1 mol/dm?®
ioner6sségnél. A protondlodasi és stabilitasi allandok szamitasa a PSEQUAD [36]
programmal tortént. Az igy szamitott bruttdo egyensulyi allandok a kovetkezd altalanositott
egyensulyi reakciora vonatkoznak (a toltéseket az egyszeriiség kedvéért elhagytam):

B,
pM  +gL+rH =— M L H,

3.5. A sejtek életképességének vizsgalata a komplexek jelenlétében

Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid)  tetrazolium
redukcios vizsgalat egy olyan széles korben elfogadott, és alkalmazott mddszer, amely
lehetévé teszi nagyszamu anyag hatasanak vizsgalatat a sejtek életképességére. A modszer
azon alapul, hogy az €16 sejtek a szintelen MTT-t lila szinii formazankrisralyokka alakitjak,
melynek elnyelési maximuma 570 nm-nél talalhatd. A formazankristalyok sejten beliili
lokalizacidéja és az MTT redukcié pontos sejthioldgiai mechanizmusa is vitatott.
Val6szinlisithetd azonban, hogy a NADH vagy mas redukdld molekulaval torténd

kolcsOnhatas jatszodik le (6. abra).
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6. abra: Az MTT redukci6ja formazanna

Kisérleteink soran az MTT-t 0,5 mg/ml koncentraciéban adtuk a vizsgalandd
komplexekkel kezelt, majd 24 o6ran at inkubdlt sejtkultirahoz (tapoldatban higitva). 3 6rés
inkubacio utdn a formazan mennyiségét, amely egyenesen aranyos az €16 sejtek szamaval,
570 nm-en, spektrofotométerrel mértiik. (Esetenként 630 nm-es referencia hulldmhosszat
alkalmaznak.) A formazant DMSO-ban oldottuk az abszorbancia mérése el6tt. Az
eredmények értékelésenél figyelembe vettiik az MTT koncentrécidjat és az inkubacios idét is,
ugyanis az MTT konverzidja id6fiiggé folyamat. Sejtmentes kdzeget alkalmaztunk negativ
0sszehasonlitokent, és mint hatteret figyelembe vettilk a szamitasoknal. Az inkubacios id6
korlatja a kivalo tiis formazankristalyok citotoxikus jellege. Fontos az is, hogy a vizsgalt
sejtkultura a ndvekedés log fazisaban legyen, amikoris a sejtszam exponencialisan novekvo,
mert a mért abszorbancia csak ekkor tekinthetd egyenesen ardnyosnak a kultura viabilitasaval.
A pH megvéltozasa és a tapanyagok hianya szintén befolyasoljak (csokkentik) az MTT-
konverzidt. A kapott jel erGssége Sz&mos paramétertdl fiigg: az MTT koncentracidja, az
inkubacid iddtartama, valamint az €16 sejtek szama és metabolikus aktivitasa.

A felhasznalt 0,5 mg/ml-es reagenst az Aldrich altal forgalmazott 5 mg/ml-es oldatbdl
higitassal keészitettlink.Vizsgalatainkat 24 o6ras kezelési idovel végeztiik el Colo205, Colo320
és U20S sejtvonalakon. Melyek rendre egy drog-szenzitiv és rezisztens végbélrakbol,
valamint csontrakb6l szarmaznak. A Colo320 drogrezisztencidgja az MDR1 fehérje
taltermelésének kdszonhetd, mely kipumpalja a sejtekbdl az elleniik alkalmazott tumorellenes
szereket, igy azok hatasa nem érvényestulhet. A lemezek olvasasat Asys Jupiter plate readerrel

végeztik.
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4. Kisérleti redmenyek és értékelésik

4.1. Kristalyositas

A kristalyositasi kisérletek soran minden esetben a 3.1. fejezetben ismertetett modon
jartam el. Vizbol a réz(11) és mangan(ll)komplexek, mig acetonitrilb6l a nikkel(l11)komplexek
valtak ki. Nikkel(1l) és cink(Il)komplexek kdzott voltak rontgenkrisztallogréfias elemzésre is

alkalmas egykristalyok (4. Tablazat).

4. Tablazat: A kristalyositasi kisérletek listaja. Az Uresen maradt celldk esetén nem volt

kristalykivalas/csapadékképzodés tapasztalhato.

Minta Osszetevok Molarany | Oldoszer | Oldat szine Csap,adek Kns}aly
szine szine

HK26 Zn(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 | acetonitril |szintelen
HK27 Ni(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 | acetonitril |szintelen vilagoskék
HK?28 Zn(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 | deszt. viz |szintelen fehér
HK29 Ni(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 | deszt. viz | kékeszold tirkiz
HK42 Co(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 | deszt. viz |rdzsaszin barna
HK43 Fe(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 |deszt. viz |voros
HK44 Mn(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 |deszt. viz |szintelen fehér
HK45 Cu(Ac)2, dipikolinsav, pydime 1:1:1 | deszt. viz | vildgoskék | vildgoskék

4.2. Csillapitott teljes reflexios infravoros spektroszkopia (ATR)

A kristalyositasi kisérletekhez felhasznalt ligandumok csillapitott teljes reflexios
infravoros spektrumat referenciaként felvettiink, ezek lathatdak a 7-8. abran. A pydime
spektruman jol latszik a szabad O-H rezgés, melynek csticsa ~3400 cm™-nél talalhaté, és

~1600 cm™-nél a piridingytirii rezgése is jol megfigyelhetd.
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7. dbra: A pydime ATR-IR spektruma

A dipikolinsav spektruman megfigyelhetd, hogy a piridingytirti ~1600 cm™-nél

talalhato cslcsa az aszimmetrikus karboxilrezgés jelének kdzelsége miatt kiszélesedik.
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8. dbra: A dipikolinsav ATR-IR spektruma

A 9. 4bran a cink®*pydime-dipikolinsav vegyes komplex csillapitott teljes reflexios
infravoros spektrumét mutatjuk be. A ~3500 cm™-nél megjelend, O-H rezgésre jellemzé csucs
arra utal, hogy a komplex vizmolekulét tartalmaz. 3000 cm™ koérnyékén egy, a szabad
ligandumok spektrumétdl jelentdsen eltérd mintdzat figyelheté meg, mely hidrogénhidas

kolcsonhatasok meglétére utal. 1600 cm™ koril a piridingytirli és az aszimmetrikus
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karboxilrezgesek jele talalhatd, egyméashoz igencsak kozel. A piridingytriire jellemz6 cstcs
[37] eltolddik a kialakitott kdlcsdnhatas kovetkeztében.
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9. &bra: A cink®*-pydime-dipikolinsav vegyes ligandumi komplex IR spektruma

A 10. abran a nikkel(Il)-pydime-dipikolinsav vegyes komplex infravords spektruma
lathat6, melyen 3489 cm™-nél megfigyelheté az O-H rezgésre jellemzd cstics, mely arra utal,
hogy a komplex vizmolekulat tartalmaz, csakigy mint az eléz8 esetben. 3000 cm™ Kkoriil
jelentés eltérés lathato a szabad ligandum, €s a komplex spektruma kozott, mely a
hidrogénhidas kélcsonhatasoknak tudhaté be. 1600 cm™ kériil a piridingyiiri és a karboxil

rezgései egymashoz igen kozel talalhatok.
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10. &bra: A nikkel* -pydime-dipikolinsav vegyes ligandumt komplex IR spektruma
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Mindezek jo  egyezést mutatnak a  kovetkezd  fejezetben  ismertetett

rontgenkrisztallografias vizsgalatok eredményeivel.

4.3. Rontgendiffrakcios vizsgalatok (XRD)

Az ecléallitott nikkel(IT) dipikolinsavval, és pydimevel alkotott vegyes ligandumd
komplexe igen nagy hasonlésagot mutat a mar korabban ismertetett réz(1l)komplexszel[9]. Itt
is megfigyelhetdé a ligandumok harapéfogdszeri kapcsoloddsa a kozponti atomhoz.
Kuldnbséget képez azonban a koordindlddott vizmolekula, mely hidrogén-hidakat alakit ki a
dipikolinsav karbonil-oxigénjeivel, illetve a pydime alkoholos hidroxilcsoportjaival. A

komplex szerkezete a 11. abran lathato.

?1»W’

-

11. dbra: A nikkel**-pydime-dipikolinsav vegyes ligandumt komplex kristalyszerkezete

A 5. és 6. tablazatban Osszefoglalt kotésszogek és kotéshosszak alapjan
megallapithatd, hogy a koordinacos szféra a pydime és dipikolinsav komplexeire jellemz6
torzult oktaéderes szerkezetii. A kotéshosszak erételjes hasonlosagot mutatnak a réz(Il) esetén
megfigyeltekkel (1. Tablazat), azonban a kotésszogekben eltérés mutatkozik, a pydime

oldalan nagyobb, mig a dipikolinsav oldalan kisebb szogek figyelhetéek meg.

5. Tablazat: A nikkel(11)ion koordinacids szférdjaban mérhets kotéshosszak a Ni**-pydime-dipikolinsav vegyes
ligandumu komplexben

Atom1l |Atom2 |Kétéshossz (A)
Nil N1 1,962(5)
Nil N2 1,992(5)
Nil 05 2,110(4)
Nil o1 2,119(4)
Nil 06 2,138(4)
Nil 03 2,151(4)
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6. Téablazat: A nikkel(ll)ion koézvetlen koordinaciés szférajaban mérhetd fontosabb kotésszogek a A Ni*'-
pydime-dipikolinsav vegyes ligandumd komplexben

Atom1 Atom2 Atom3 Kotésszog
N1 Ni1 N2 173,5(2)
o1 Nil 03 155,9(2)
N1 Nil 01 78,3(2)
N1 Ni1 03 77,8(2)
05 Nil 06 157,4(2)
N2 Nil 06 78,2(2)
N2 Nil 05 79,3(2)

Amint a 12. abran lathatd, négy komplex molekula foglal helyet az elemi cellaban. A pydime
ligandumok piridingyiirtii egymadssal parhuzamosak. Kozottiik a laptavolsag 6,585 A, mig a
kozépponti-tavolsag 6,287 A, ami tul nagy tavolsag ahhoz, hogy m-m stacking legyen
feltételezhetd kozottiik, olyan modon, ahogy az a fluoroszalicilsavakkal alkotott vegyes
komplexeknél néhany esetben megfigyelhetd volt. A monomerek a vizmolekuldkkal

kialakitott hidrogénkotéseken keresztil k6tédnek egymashoz.
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12. abra: A nikkel**-pydime-dipikolinsav vegyes liganduma komplex molekuléinak elrendezddése az elemi
celldban

A kristaly monoklin szerkezetii, és p2i/c tércsoportba tartozik, mely jellemzé a pydime
komplexeire[17,18].

A Zn**-pydime-dipikolinsav vegyes ligandum( komplex szerkezete is nagyon hasonlé
az elézéekhez. Egy-egy ligandum kapcsolodik fémionhoz, harapofogdszerii elrendezésben. A
koordinacios szféra ©sszenyomott oktaéder alaku. Ebben a szerkezetben két komplex
molekula kapcsolddik egymashoz, hidrogénkdtésekkel, és egy-egy ilyen dimerhez tartozik
egy-egy koordinalodott vizmolekula (13. abra).
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13. dbra: A cink**-pydime-dipikolinsav vegyes ligandumu komplex kristalyszerkezete

A 7. tablazatban 6ssszefoglalt kotéshosszak nagy hasonlésagot mutatnak a mar
kordbban ismertetett vegyes ligandumud komplexekével, azonban megéllapithatd, hogy a
nitrogének és a dipikolinsav oxigénjei esetén Cu**<Ni**«zn**, mig a pydime oxigénjei esetén

Ni%*Zn?*«Cu®* modon valtoznak.

7. Tablazat: A cink(I)-ion koordinacids szférajanak kotéshosszai

Atoml |Atom2 |Ké&téshossz (A)
Znl o1 2,125(3)
Zni 03 2,200(3)
Zni 05 2,217(3)
Znl 06 2,177(3)
Zni N1 2,006(3)
Zni N2 2,017(3)

A kotészogekrdl Osszességében elmondhatd, hogy mig az el6zé két komplexben
megegyezett a nitrogének altal bezért szog, a Zn®*-komplexe esetén ez kisebb. A pydyme
oxigénjei altal bezart szog, ebben az esetben megegyezik a Cu?-komplex esetén
megfigyelttel, a Ni’* esetén ez az érték kisebb. A nitrogén és a pydime oxigénje kozott a
bezart szég Ni*"Zn?*>Cu®" irdnyba csékken, mig a tobbi esetben a Zn?*(N**«Cu?* tendencia

figyelhetd meg.
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8. Tablazat: A cink(ll)-ion koordinacids szférajanak kétésszogei

Atom1 Atom?2 Atom3 Kotésszog
01 Znl 03 152,2(1)
01 Znl 05 89,2(1)
01 Znl 06 92,9(1)
o1 Znl N1 77,4(1)
o1 Zn1 N2 115,3(1)
03 Znl 05 94,4(1)
03 Znl 06 96,9(1)
03 Znl N1 76,0(1)
03 Znl N2 92,4(1)
05 Znl 06 151,2(1)
05 Znl N1 114,0(2)
05 Znl N2 76,8(1)
06 Znl N1 94,4(1)
06 Znl N2 76,3(1)
N1 Znl N2 164,3(1)

Amint az a 14. abran is lathatd, az elemi celldban négy dimer foglal helyet. A
dipikolinsav és pydime molekuldk egyméashoz kézel parhuzamosak, kézéppontjaik kézott a
tavolsag 3,638A, mig a sikjaik kozott 3,518A a tavolsdg. Ezek alapjan m-m stacking is
feltételezhet6 kozottlik, mely magyaréazatot adhat az el6z6ekt6l eltérd szerkezetre.
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14. dbra: A cink®*-pydime-dipikolinsav vegyes ligandumt komplex molekulék elhelyezkedése az elemi cellaban

A kristaly ebben az esetben is monoklin szerkezetli, a P21/n tércsoportba tartozik.

4.4. Potenciometria
A pydime-Zn®** biner rendszer oldatbéli viselkedését méar korabban, szakdolgozatom
keretén beliil vizsgaltam, a Ni** ionokra vonatkozéan azonban nem é&lltak ilyen adatok

rendelkezéstinkre. A nikkel(I1)-pydime biner rendszer eloszlasi diagramja a 15. abran lathato.
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15. bra: A Ni**-pydime rendszer eloszlasi gérbéi (c(Ni) = 1 mM; c(L) = 2 mM)
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A biszkomplex csak pH ~ 3,0 felett , mig e komplex kétszeresen deprotonalt forméja pH ~ 8,0
felett alakul ki, és valik lagos kdzegben dominanssa. A cink(ll), illetve nikkel(ll) -
dipikolinsav 1:1 mdlaranyu rendszereinek titralasanal csapadékképz6dés volt tapasztalhato,
vagyis az ML 6sszetételii stabilis komplex nem képzédott. 1:2 fém : ligandum ardny mellett a
komplexképz6dés mind a két fémion jelenlétében méar pH ,~ 2,0 koriil elérehaladott. pH ~ 4,0
felett a fémionok gyakorlatilag 100%-ban komplex forméajaban vannak jelen (16-17. abra).
Emiatt a stabilitasi allandok értékeinek a szokasosnal nagyobb bizonytalansaga figyelhetd

meg.
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16. dbra: Zn**-dipikolinsav rendszer eloszlasi diagramja(c(Zn) = 1 mM; c(L) = 2 mM)
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17. &bra: Ni**-dipikolinsav rendszer eloszlési diagramja(c(Ni) = 1 mM; ¢(L) = 2 mM)
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A cink(ll) vegyes ligandumi komplexeket tartalmazo rendszer eloszlasi diagramja,
melyet a 9. tablazatban 6sszefoglalt stabilitasi &llandok alapjan sz&mitottunk, a 18. abran
lathatd. Csakugy, mint a biner rendszereknél, itt is megfigyelhet6, hogy a dipikolinsavval
alkotott térzskomplex mar kis pH-n kialakul, és egészen pH ~ 8,0-ig dominans marad. A
vegyes ligandumd komplexek kialakuldsa azonban mar pH ~ 4 koriil elkezdédik, majd a
képzOodoott részecske két egymas utani deprotonalddasi 1épcsén megy at. Az egyszeresen
deprotonalt terner komplex méar dominans részecske pH ~ 8,0 utan, majd pH ~ 10,0 felett a
kétszeresen deprotonalt komplex veszi at a helyét. Ezeket az extra deprotonalodasokat, mivel
a vizmolekuldk tévol helyezkednek el a koordinacids szfératdl, a pydime alkoholos

hidroxilcsoportjaihoz rendelhetjuk.

9. Tablazat: A vizes oldatban el6fordul6 részecskék stabilitasi szorzatai; A = dipikolinsav, B = pydime

részecske logP

AH 4,74(1)
AH, 7,00(5)
BH 4,35(1)
A,Zn 13,1(2)
AN 13,10(5)
B,Ni 5,7(1)
B,H_,Ni -11,59(7)
ABZn 9,71(7)
ABZnH_; 2,00(3)
ABZnH_, -8,29(4)
ABNi 9,64(4)
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18. abra: A cink(ll)-ionokat tartalmazo terner rendszer eloszlasi diagramja; A= dipikolinsav, B=pydime

A nikkel(Il)ionokkal alkotott komplex eloszlasi diagramjan (19.4bra) szintén
megfigyelhetd a dipikolinsavval alkotott torzskomplex extrém stabilitdsa. A terner komplex
ebben az esetben a 4,0-9,5 pH-intervallumban jelent6s, mig bazikus kdzegben a pydimével

alkotott komplex kétszeresen deprotonalt formaja talalhatd meg.
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19. abra: A nikkel (I1)-ionokat tartalmazoé terner rendszer eloszlasi diagramja; A=dipikolinsav, B= pydime

25



4.5. MTT redukcios vizsgéalat

A vizes oldatbéli viselkedés leirasa utan, fontosnak tartottuk, hogy szintetizat
komplexeink bioldgiai aktivitasat is bizonyitsuk. Ennek érdekében MTT redukcids
vizsgalatokat végeztiink rakos sejtvonalakon, a 3.5. fejezetben ismertetett modon.

A 24 6rés kezelési id6 letelte utan mindkét, korabban mar ismertetett szerkezetd,
komplex esetén jelentds mértékil sejtpusztulast tapasztaltunk, mely nem volt megfigyelhetd a
szabad ligandumok, sem pedig a fémion hatdsara (20-21. abra). Ugyanez megfigyelhet6 a

tobbi sejtvonalon is.

2 -
1,8 A _ pydime 3 T
167 dipikolinsav -
o L4 % -
S124
=1 nikkel(l)-ion
] !
S 0,8
0,6 -
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0,2 A 3
0 T T T T 1
0 0,2 0,25 0,33 0,5 1
Koncentracié (mM)

20. &bra: A nikkel(I)komplex, és alkotoi hatasa a Colo205 sejtek viabilitasara
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21. dbra: A cink(Il)komplex, és alkotoi hatésa a Colo205 sejtek viabilitasara

A drogokra érzékeny, valamint arra rezisztens sejtek érzékenysége kozott a
cink(I)komplexre nézve nem volt jelentds kiilonbség, a nikkel(ll)komplexre azonban a
rezisztens sejtek Kkisebb érzékenységet mutattak (22-23. abra). Mindez magaban rejti e

komplex potencialis alkalmazasi lehetéségét pl. a ciszplatin-rezisztens daganatok
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22. 4bra: Kiilosnbdzd sejtvonalak viabilitasanak osszehasonlitasa a Ni%*-pydime-dipikolinsav vegyes ligandumdi
komplex hataséra

Viabilitas

Koncentracié (mM)

23. 4bra: Kiilonboz6 sejtvonalak viabilitisanak sszehasonlitisa a Zn®*-pydime-dipikolinsav vegyes ligandumu
komplex hatasara
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5. Osszefoglalas

Tudoményos didkkdri munkdm soran sikeresen eléallitottam a cink(Il) és nikkel(ll)
pydimevel és dipikolinsavval alkotott vegyes ligandumd komplexét. Ezek pontos szerkezetét
csillapitott teljes reflexios infravorés spektroszkdpiaval, és rontgenkrisztallografia
segitségével hataroztam meg, mely mérések egymassal jO egyezést mutattak. Az eldallitott
komplexek oldatbéli viselkedését pH-potenciometrids mddszerrel vizsgaltam. Ennek
eredményeképp sikeriilt meghatarozni a kialakul6 terner komplexek stabilitasi allandoit, és
ezek alapjan eloszlasi diagramokat késziteni.
Annak érdekében, hogy Kkideritsem, hogy ezen rendszerek val6ban birnak-e bioldgiai
aktivitassal, és esetleges terapias felhasznalassal, sejtélettartam-vizsgalatokat végeztem mind
drogrezisztens, mind drogszenzitiv rakos sejtvonalakon. Ezen mérések soran fény derllt arra,
hogy a cink(ll) komplexe alkalmas lehet drogrezisztens tumorok elpusztitasara, valamint a

csontrakra mutatott fokozott hatasa miatt, akar a szelektiv rakterapidban is hatékony lehet.
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