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1. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Az elmult években a rakos megbetegedések elleni kiizdelemben egyre nagyobb
hangsulyt kapnak az atmenctifémek komplexei, koszonhetéen a ciszplatin sikeres
alkalmazasanak. Ez iranyban elindulva napjainkban szamos kutatas iranyul olyan
fémkomplexek kifejlesztésére, melyek citotoxikus hatdsa a rakos sejtekre specifikus.
fgéretes kutatasok folynak tobbek kozott Rh'"-vegyiiletekkel is.

Munkénk sordn a [Rh"'Cp*(H,0)s]** (Cp*=pentametil-ciklopentadienil anion)
fémorganikus vegyiilet hidroxipiron (mal), illetve hidroxipiridinon (dhp) tipusa
ligandumokkal vald6  komplexképzddését  oldategyensulyi  modszerekkel — (pH-
potenciometria, UV-lathaté spektrofotometria, "H NMR spektroszkopia) vizsgaljuk, vizes,
Kloridmentes kozegben. A fémion és az adott ligandum egyensulyaban 1:1 aranya
komplexek képzédnek. Ez a folyamat kloridionok hianyaban kisebb pH-n kezdédik meg,
igy véleménylink szerint a kloridion kompetitorként képes viselkedni a rendszerben.

Mivel egy potencialisan bioaktiv vegyiilet farmakokinetikai jellemzéséhez a vérben
talalhatd transzportfehérjékkel valdo kolcsonhatds leirdsa is hozzatartozik, igy a
[Rh"'Cp*Z3] (Z = H,0 / CI") vegyiiletnek, valamint dhp-val és a piridinkarbonsav tipusu
pikolinsavval (pic) képzett komplexeinek human szérum albuminnal valo kolcsonhatasat
vizsgaljuk, mely folyamatokat elsésorban spektrofluorimetriasan kovetiink.

A fehérjével kapcsolatos vizsgalatokba kotShely markereket és védett funkcios
csoportokat tartalmazé modellvegyiileteket vonunk be annak érdekében, hogy a fehérjén
vald kotddés helyét minél jobban behatarolhassuk, ezeket a rendszereket

spektrofluorimetria és "H NMR spektroszkopia segitségével kovetjiik.



2. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Fémkomplexek (koztiik a rodiumvegyiiletek) szerepe a gyogyaszatban és a

rakellenes terapiaban

Napjainkban a gyogyaszatban hasznalt szerek tilnyomo része szerves vegyiilet. A
fémtartalmi gyogyszerek igen alulértékeltek, pedig szamosat koziilik terapias célokra
alkalmaznak. Ezek kozil talan a legfontosabbak a platinatartalmia rakellenes
fémkomplexek, de szamos egyéb betegség, példaul a gyomorfekély és egyéb gyulladasos
megbetegedések, valamint bizonyos fert6zések kezelésére is fémtartalmi szereket
hasznalnak.

A kezdetben alkalmazott készitmények a fémiont s6 formajaban tartalmaztak. Ilyen
vegyiiletek példaul a Li;COs, amit a manias depresszio kezelésére alkalmaznak, illetve az
AgNO; és sok egyéb fémtartalmu (pl. higany-, arzén-) készitmény, amit fertStlenitésre,
gyogyszerek tartOsitasara, illetve bakterialis fertézések (pl. szifilisz) kezelésére is
hasznaltak, hasznalnak [1].

A rakellenes terapiaban is alkalmazott szerek a fémionokat komplexek formajaban
tartalmazzak (1. abra), melyek koziil az elsd, nagy jelentdséggel biro vegyiilet a ciszplatin
volt (,Food and Drug Administration” (FDA) torzskonyvezés: 1978). Ezen kivil a
rakellenes, platina tartalmu gyogyszerek csaladjaba tartozik még a karboplatin (1993) és az

oxaliplatin (2002) is, melyek hasonloan széles korben alkalmazott terapias szerek.

0
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1. dbra: Néhdany rakellenes gydgydszatban alkalmazott platinatartalmi vegyiilet Szerkezete

Hasznalatuk soran azonban fény deriilt arra, hogy ezek a platinaalapu készitmények
nem rendelkeznek kellé szelektivitassal a rakos sejtekre, valamint igen Kis szazalékuk
halmozodik fel a tumorsejtekben (a beadott mennyiség kb. 1%-a van a DNS-hez kotve

[2]), igy szamos sulyos mellékhatas (pl. hanyas, hasmenés, hallas-, vese- és idegrendszeri
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problémak, az immunrendszer legyengiilése stb.) megjelenését okozzak. Emellett a terapia
eredményességét gatolhatja a rakos sejtek meglévé vagy szerzett rezisztencidja a
platinavegyiiletekre, igy indokoltta valt tovabbi fémkomplexek fejlesztése terapias
célzattal.

Napjainkban a kutatasok 0j iranyt vettek. A nemkivanatos mellékhatasok
kikiiszobolése érdekében mas, az eddigitdl eltéré hatdsmechanizmusu fémek, tobbek
kozott ruténium-, gallium-, titan- és rodiumkomplexek felé is szamos vizsgalat iranyul,
melyek kisebb toxicitast és nagyobb szelektivitast mutat(hat)nak [3].

A Pt'-tartalmu rékellenes szerek lehetséges alternativaiként jelentds figyelmet kaptak
a Ru'™ és Ru'-komplexek [3-7], mivel ligandumcsere sajatsagaik vizes oldatban
hasonléak a platinaszarmazékokéhoz [8], viszont kinetikailag sokszor labilisabbak, és a
szervezet egészséges sejtjeire kevésbé toxikusak. Két, szerkezetiikkben rokon rakellenes
Ru"-vegyiilet, a KP1019 (indazélium transz[tetraklorido(bisz(1H-indazol))rutenat"]),
illetve a NAMI-A (imidazolium transz[tetraklorido(dimetil-szulfoxid)(1H-

imidazol)rutenat"']) mar sikeresen téljutott a klinikai fazis I vizsgalatokon [9-12] (2. 4bra).
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2. dbra: A P"-tartalmii szerek alternativdiként kifejlesztett Ru"'-vegyiiletek szerkezete

Ezen igéretes eredmények ellenére is joval kevesebb vizsgalat folyt eddig a
szomszédos 9. csoportba tartoz6 — fOként +3-as oxidacids allapotban 1évé fémiont
tartalmazé — iridium- és rodiumvegyiiletek biologiai hatasat illetéen [13, 14]. Bar a
RhCI3¢3H,0 rakellenes hatasat elséként — Rosenberg felfedezése elétt tobb mint egy
évtizeddel — 1953-ban irtak le [15], tovabbi kutatasok nem folytak a kovetkezé 50 évben



ebben az iranyban. Ezzel szemben a Rh'- és Rh'-tartalma komplexek (pl. dirodium'™"-

tetrakarboxilatok, [Rh,L2(RCOO)4], L = H,O vagy mas olddszer) rakellenes hatasanak
vizsgalataval Bear és munkatarsai foglalkoztak mar 40 évvel ezel6tt is [16].

Ez a kutatdsi téma az elmult néhany évben keriilt Gjra a figyelem kdzéppontjaba. A
kordbbi mérsékelt érdeklédés oka lehetett az, hogy a Rh"-vegyiiletek kinetikailag
viszonylag inertek, oldhatosaguk rossz [14]. Az oktaéderes [Rh(H;O)s]*" akvakation
vizcsere sebességére vonatkozo allando koriilbeliil négy nagysagrenddel kisebb, mint a
siknégyzetes szerkezetli [Pt(H,0)4]*" esetén [17]. Emellett a [ImH][transz-RhCl4(Im);] (Im
= imidazol) komplexben a ligandumcsere pl. sokkal lassabb, mint a szerkezetileg hasonl6
Ru"-vegyiilet, a KP1019 esetében; valamint a Rh"'-komplex biologiailag inaktiv [18].

A fentiek alapjan elérendd célla valt megnédvelt aktivitassal bird Rh'"'-komplexek
fejlesztése. Ennek soran alkalmazott modszer lehet a) egy (vagy tobb) erdsebb transz-
hatassal birdo ligandum beépitése, mely szignifikdnsan megndveli az ellenoldali
halogenidionok tavozo képességének mértékét, valamint b) mar 6nmagukban citotoxikus
ligandumok koordinacidja, melyek kolcsonhatasba Iéphetnek az egyes biologiai
tamadaspontokkal [19]. Ez utdobbi modszer alkalmazasaval a koordinalt ligandum
farmakokinetikai tulajdonsagai (példaul oldhatdsag, sejtbe vald bejutas) is javul(hat)nak.

Az un. félszendvics tipusu, facialisan koordinalt ligandummal rendelkezé Rh''-
komplexek kutatasanak a daganat- és attétellenes hatasu, vizoldékony Ru'-arén-komplexek
sikeres alkalmazasa adta a lendiiletet [5, 20]. A 9. csoport fémei hasonld, fémorganikus,
semleges vagy anionos, aromas kelatképz6 ligandummal (LL’) Iétrejovo [(n5-
Cp*)MCI(LL)]™ (Cp*=CsMes , n = 0, 1) komplexeinek elényei kozé tartozik tobbek
kozott a jo vizoldékonysag [21-25]. Szamos vizsgalt vegyiilet tartalmazott polipiridil
tipusu ligandumot, melyek 6nmagukban citotoxikusak, valamint képesek interkalalodni a
DNS-be [26]. A Cp*-anion semleges arénekhez viszonyitott joval jelent6sebb transz-hatasa
miatt a koordinalt vizmolekulak cseresebességi allandoja tobb nagysagrenddel nagyobb,
mint a szerkezetileg hasonlé rékellenes Ru'-vegyiiletek esetében [8].

A szerkezet és a daganatsejtekre gyakorolt biologiai hatas Osszefliggéseinek
vizsgalata soran kideriilt, hogy mig a [Rh"'Cl4Lz]" (ahol L = Im, DMSO) komplexek
lényegében hatastalanok (vagy csak szerény sejtnovekedés gatlast képesek kifejteni) a
tumorsejtekkel szemben [18], addig a meridionalis trikloro-rodium''-aminkomplexek
jelentés in vivo aktivitast mutattak, egerekben képesek voltak a daganat méretét
csokkenteni [18, 27, 28]. Az ammoniat imidazolra cserélve a komplex kevésbé aktiv, két

imidazol beépitése esetén inaktivva valik. Mas vizsgélatok igazoltdk, hogy a kloridion
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meridionalis elrendezddése nem sziikséges, bizonyos facialis helyzetli kloridot tartalmazo
komplexek is képesek a ciszplatinhoz hasonlo rakellenes hatast kifejteni [29].

A [Rh(H,0)¢]*" akvakation elektronszerkezete hasonlé a Ru'- és a Pt'V-ion
elektronszerkezetéhez, Kis spinszamt komplexeket képez. Tovabba lassu ligandumcsere
jellemzi, ez eredményezhette a korabbi csekély érdeklédést rakellenes hatasa irant. Am
harom vizmolekulajanak Cp*-ra cserélése a koordinalt vizmolekulak labilitasat tekintve
jelentds novekedést hoz [30]. A harom szabad koordinacids helyre kétfogi ligandum
koordinalodhat, ez lehet példaul (O,0) vagy (O,N) donoratomokat tartalmazd vegyiilet
[31-33]. A koordinalt ligandumok sajatsagai erételjesen befolyasoljak a képzodott komplex
stabilitdsat és biologiai tulajdonsagait egyarant. A harmadik koordinacids helyet gyakran
halogenidion (altalaban klorid) foglalja el, mely vizes oldatban részben vagy teljesen vizre
cserélédhet. A jelen dolgozat soran a Rh"'Cp* vegyiilet és a 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-
on (maltol, mal), valamint a 3-hidroxi-1,2-dimetil-piridinon (Deferiprone®, dhp)
ligandumokkal képzett komplexeinek vizes oldatbeli viselkedésér6l pH-potenciometrias
titralasok, 'H NMR vizsgalatok, valamint UV-lathatd spektrofotometria alkalmazéasaval

nyertiink informacidkat.

2.2. [Rh"(Cp*)Z5] mint ,fémion” bemutatisa, hidrolizise kloridionokat

tartalmazo kozegben

A félszendvics tipusi Rh"'Cp* hidrolizise az irodalombol ismert,
kutatocsoportunkban tanulméanyoztdk kordbban 0,2 M, illetve 0,1 M KCl ionerdsség
mellett egyarant [34]. Kloridionok jelenlétében a harom koordinaloédott vizmolekula
részben vagy teljesen kloridionokra cserélddhet, emiatt a savas pH-n jelenlévd részecskét
[Rh"'Cp*Z;]-ként jeldlték, ahol Z = H,0 vagy CI™. A teljes vizsgalt pH-tartomanyban (pH
2 — 11,5) az egyensuly gyorsan beallt (altalaban kevesebb, mint 6 perc alatt). A pH
névelésével a Cp*-gylirli metil-protonjaihoz rendelt jel intenzitasa az *H NMR spektrumon
csokken, és ezen folyamattal parhuzamosan nagyobb pH-n (pH ~7), kisebb kémiai
eltolodasnal egy 10j cstcs jelenik meg, melynek intenzitasa novekszik, és az egyre
bazikusabb kozegben még kisebb kémiai eltolodasok felé mozdul el, egészen pH ~9-ig,
majd pozicidja és intenzitasa valtozatlan marad (3. abra). Ez utobbi az NMR iddskalan
gyors cserefolyamat. Az *H NMR spektrumok, valamint a pH-potenciometrias titralasok

eredményei alapjan kétféle hidroxido komplex képzddése a valdszinti. A kozbiilsé6 pH-



tartomanyban megjelend részecske valosziniileg a [(Rh"(Cp*))a(n-OH)2Z5], ([M2H-2])
bisz(u-hidroxido)-dimer (3. abra) [34].
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3. abra: RhCp* pH-fiiggé NMR spektrumai kloridos rendszerben és a stabilitdsi szorzatok
alapjan szamolt koncentrdcioeloszlasi gorbék (Cy = 1 mM; t =25 °C; 1 = 0,20 M (KCl))
[34].

Nagyobb pH-n kloridionok jelenlétében valdszintileg a kétmagva, trisz(u-hidroxido)
([(Rh"(Cp*))2(n-OH)3]*; ([M2H.5]")) részecske képzédik, az ehhez tartozé jelet latjuk az
NMR spektrumon pH 9 felett (3. abra).

A 0,2, valamint 0,1 M KCI ionerdsség mellett kapott pH-potenciometrids titralasi
gorbéken inflexios pontok pH 7,3 és 7,0 értékeknél figyelheték meg. A [Rh"(Cp*)Zs]
titralasakor 1,5 lagekvivalensnyi KOH fogy, ez szintén azt igazolja, hogy az [M2H.3]"
Osszetételli részecske az uralkoddé pH 9 (0,2 M KCl) felett. Tovabba a mért adatokbol
kapott titralasi gorbékhez jobban illeszthetdk azok a szamolt gorbék, melyeknél a [MoH.5]
részecske megjelenését is figyelembe vették. Ennek a részecskének a képzddését mar
korabban feltételezték [35], de stabilitdsra vonatkoz6 adat megadasara, ill. allando

szdmolasara nem kertilt sor.
2.3. A ligandumok (mal, dhp, pic) és komplexeik rovid bemutatasa
Az altalunk felhasznalt ligandumok (4. abra) proton disszociacios folyamatait az

irodalomban mar részletesen tanulmanyoztak [34, 36]. A mal (pK, = 8,44; 0,2 M KCl) és a
dhp (pK, = 9,77; 0,2 M KCI) proton disszociacios allandéi az OH-csoport



deprotonalodasahoz kothetok, illetve a dhp esetén pK; = 3,67, (0,2 M KCI) a piridinon-N
RhCp*-vel, igy a pic oldategyensulyi viszonyainak targyalasa jelen dolgozatnak nem

része.)

OH

=
| ‘ N @
H COOH

a) 0 b) ‘ C)
4. abra: Az altalunk vizsgalt ligandumok: @) mal, b) dhp, és c) pic

A mal egy — a természetben is el6forduld — szerves vegyiilet, melynek felhasznalasa
legfoképp az élelmiszeriparban, izfokozoként jelentds, bar korabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy tébbek kozott AI%¥*- és VO*-jonokkal komplexképzésre hajlamos. A mal-lal képzett
komplex — melyet bécsi partnereink (Wolfgang Kandioller, Bécsi Egyetem, Szervetlen
Kémiai Intézet) szilardan is eldallitottak — kloridos kozegben lejatszodd egyensulyi
folyamatait mar korabban tanulmanyoztdk kutatocsoportunkban [34]. A vizsgalati
moédszerek pH-potenciometria, ‘H NMR (5. 4bra) és UV-lathato spektrofotometria voltak.
A komplexképzodés gyors folyamat, a RhCp*-mal esetében csak monokomplexek
képzddnek, a komplexképzddés pH 4 felett kezdddik el. A folyamat az 'H NMR
spektrumon a ligandum (a), valamint a fémion (b) kémiai eltolodasanak valtozasait

figyelve egyarant kovethetd.
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5. dbra: A [Rh"(Cp*)Zs]-mal rendszer *H NMR spektrumainak nagy (a) és kis (b) kémiai
eltolodasu régioi kiilonbozé pH-értékeknél [34]. Kiemelt csucsok: (a) CH(5) (mal), (b)
CHs (Cp*) protonok. (cy =cL =1 mM; t =25 °C; 1 = 0,20 M (KCI); 10% D,0; i =2, 3;
Z =H,0, CI")

Savas pH-n a protonalt szabad ligandumot, valamint a komplexben nem kotott
RhCp* metilcsoportjainak jelét latjuk. Ezen jelek intenzitasanak csokkenésével mas kémiai
eltolédasnal 1) csucsok jeleinek novekedése lathatd, ezek a jelek a fémion, valamint a
ligandum oldalérol egyarant a képz6dd komplex megjelenésére utalnak.

Egyre bazikusabb pH értékeken azonban megfigyelhetd, hogy a komplexben kotott
fémion/ligandum csucsa elmozdul, intenzitasa csokkenni kezd. Ezzel parhuzamosan ismét
egy Uj cstucs novekedése latszik a spektrumon, melynek kémiai eltolddasa kiilonbozik az
eddigiekétdl. A folyamatot a ligandum oldalarol szemlélve megallapithatjuk, hogy ez a
szabad, deprotonalt ligandum jele. A RhCp* oldalarol vizsgalva a folyamatot szintén a
komplexben mar nem kotott fémion megjelenésének tudhatjuk be a ligos pH tartomanyban
novekvo csucsot, mely ebben a pH-tartomanyban mar a trihidroxido dimer részecske.

A komplexben a fémion harmadik koordinacios helyére — attol fiiggden, hogy az
oldat tartalmaz-e kloridionokat — kertilhet Cl'-ion is. Ez a H,O/CI csere az UV-lathato
spektrumban véltozast okoz, igy ezen spektrumok alapjan a [Rh"'(Cp*)L(H,0)]" + CI' =
[Rh"(Cp*)(L)CI] + H,0 folyamat IgK’> = 1,17 értékii latszolagos allandoval jellemezhetd



fiziologias pH-n, ahol a [Rh"'(Cp*)LZ] forma a dominans. Eszerint a RhCp*-mal komplex
76, illetve 61 szazalékahoz koordinalodik kloridion fiziologias pH-n, 0,2 valamint 0,1 M
kloridkoncentracio mellett [34].

A RhCp*-mal komplex a bioldgiai mérések alapjan mérsékelt citotoxicitasu
(I. 1. tablazat), mely a fiziologias koriilmények kozott jelenlévd bioldgiailag aktiv
komponensek hatasanak tudhatoé be [34]. A RhCp*-mal komplex tesztelése a kovetkezo
harom sejtvonalon tortént: CH1 (petefészekrak), SW480 (vastagbélrak) és A549 (tiidorak).
Altalanossagban elmondhatd, hogy a CHI sejtek voltak a leginkabb érzékenyek a
fémkomplex toxikus hatasara a vizsgalt sejtvonalak koziil, itt a meghatarozott ICso érték
(azaz az a koncentracio, melynél 50 szédzalékos sejthalal kovetkezik be) 120 uM. Az
SW480, illetve az A549 sejtvonalak kevésbé voltak érzékenyek, koszonhetden az
altalanosan is kisebb érzékenységiiknek a kemoterapias szerek irant [33]. Tovabba a
vizsgalt komplex citotoxicitisa az analdg Ru'-vegyiiletnél ([Ru'(n’-p-cimol)])
meghatarozott értékektdl nem mutat nagy eltérést [37].

A dhp-t a Thalassemia major (mediterran vérszegénység) kezelésekor sziikséges
vératomlesztések folytdn a szervezetben kialakuld vastobblet eltdvolitasara hasznaljak a
terapiaban. Hajlamos (O,0)-tipust kelatképzésre elsésorban +3-as oxidacios allapoth
fémekkel. A bioldgiai mérések alapjan a RhCp* dhp-val képzett komplexének aktivitasa
kozepesnek mondhato (1. tablazat).

A pic biologiai hatasarol és komplexképz6 tulajdonsagarol tobb tanulmany is irodott,
tobb fémkomplexét is kiprobaltdk gyodgyaszati céllal. Vanadium- és cinkkomplexét mint
potencialis antidiabetikus hatasu szereket tesztelték [38], mig Ru"-komplexe rékellenes
aktivitast mutat, tobb rakos sejtvonalon is vizsgaltdk a komplex bioldgiai aktivitasat (Hela,
human cervix carcinoma = méhnyakrdk; FemX, melanoma), a meghatarozott ICsg értékek
alapjan (36 — 82 puM) a komplex aktivitasa kozepesnek mondhatd [39]. Az altalunk
vizsgalt RhCp*-komplexek citotoxicitasi adatait az 1. tablazatban foglaltuk Gssze. A
tablazatban lathatd ICsp-értékek alapjan a RhCp*-mal és az RhCp*-dhp aktivitasa
kozepesnek mondhato, a dhp-val képzett komplex tekinthet a rakos sejtekkel szemben

leginkabb toxikusnak.
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1. tablazat: A RhnCp* mal-lal, dhp-val és pic-val alkotott komplexeinek
citotoxicitasi adatai [uM] [34, 40]

Sejtvonal RhCp*-dhp RhCp*-pic RhCp*-mal
CH1 50+£2 2586 120+ 16
SW480 112+ 15 283 £ 65 178 £26
A549 165+ 14 343 +£ 24 306 + 34

2.4. A human szérum albumin rovid bemutatasa

A human szérum albumin (HSA) az eml6sok vérében a legnagyobb koncentracioban
(c ~ 630 uM) fellelhetd szérumfehérje. Szamos funkcioval rendelkezik a szervezetben,
feladata példaul a vér pH-janak pufferelése, az érpdlyaban a megfeleldé ozmozisnyomas
biztositasa, emellett kiillonb6z6 szervetlen ionok és szerves vegyiiletek szallitasaért is
felelés. A HSA egyetlen lancbol all6 fehérje, mely szerkezetileg harom egységre
(doménre) oszthatd (l-es, ll-es és Ill-as egység, ezek tovabbi alegységekre bontasa a
kovetkezoképpen jelolendd: 1A, 1IB stb.) (6. abra). A molekulaban egyetlen triptofan van
(Trp214) az un. 1. kotéhelyen [41].

6. dbra: A human szérum albumin térszerkezete
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A HSA-n valé kotédés helyének feltarasa végett a vizsgéalatokba altaldban Un.
kotéhely marker anyagokat vonnak be. Ezek lehetnek olyan vegyiiletek, melyek
fluoreszcens emisszids intenzitisa Onalldan kicsi, azonban fehérjéhez kotve jelentOsen
megnovekszik. Ha azonban egy masik vegylilet a marker kotohelyére kotodik be —
leszoritva ezzel a marker anyagot arrol a helyr6l — akkor a képz6dd vegyiilet
fluoreszcencids intenzitasa csokken. Ilyen molekulak példaul a warfarin (WF), valamint a
danzilglicin (DG) (7. abra).

A WF véralvadasgatloként alkalmazott szer, tobbek kozott trombozisok
kialakulasdnak megelézésére hasznaljak. Kolcsonhatdsa HSA-nal az irodalomban jol leirt,
a fehérje ITA alegységében, az I-es kotOhelyen kot, erre a folyamatra szamos allandét is
talalunk az irodalomban [42].

A DG a WF-hoz képest joval kevésbé tanulmanyozott vegyiilet, a ll-es kdtOhely
(IITA alegység) markere. A DG N-védett aminosav szarmazék, amfipatikus tulajdonsaga

molekula. A danzilcsoport biztositja a molekula fluoreszcens tulajdonsagat.

WF DG

1. abra: A warfarin és a danzilglicin szerkezeti képlete
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3. CELKITUZES

A vizsgalt RhCp* fémorganikus vegylilet oldategyensulyi sajatsagainak feltarasara
eddig csak kloridionokat tartalmazo kozegben keriilt sor. Ezaltal felmeriilhet a kérdés,
hogy a kloridionok hianya a rendszerben hogyan valtoztatja meg a fémion hidrolizisének
folyamatat, pl. képes-e annak hidrolizisét valamilyen mértékben visszaszoritani (részt
vesz-e kompeticidban a kloridion a fémion koétéhelyeiért). Emiatt vizsgaljuk a RhCp*
hidrolizisét kloridionokt6l mentes kozegben.

Mivel az altalunk vizsgalt RhCp* vegyiilet adott ligandummal alkotott komplexe a
gyogyaszatban keriilhet felhasznélasra, kiilonosen fontos a komplex vizes oldatbeli
stabilitdsanak és a szervezetben vald szallitdsanak, kotddésének ismerete fiziologids pH-n,
hogy ez altal az aktivitds, illetve hatdsmechanizmus megértéséhez informacidkat
szerezzlink. Ezért vizsgaljuk egyrészt a RhCp* (0,0) donoratomokat tartalmaz6 dhp és
mal ligandumokkal valé komplexképzését, valamint a dhp-val és az (O,N) tipusu pic-val
alkotott komplexeinek human szérum albuminnal val6 kdlcsonhatasat.

A fehérje — komplex kolcsonhatast elsésorban fluorimetrias kozvetlen, illetve
kompeticiés mérésekkel is tanulmanyozzuk kotéhely marker anyagok (warfarin,
danzilglicin) bevonasaval. A fehérje aminosav oldallancaihoz torténd koordinaciot

modellvegyiiletek felhasznalasaval vizsgaljuk.
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4. KISERLETI RESZ

4.1. Felhasznalt vegyszerek

A mal, dhp, pic, WF, DG, HSA (A1653, zsirsavat tartalmazo), N-metil-imidazol (N-
Melm) N-acetil-cisztein-metilészter (Cys*), etil(3-metil-tio)propionat (MS), N-acetil-L-
metionin (AM), KCI, KNO3, AgNO3, HNO3, KOH, NaH;PO,4, Na;HPO,, és NaCl a Sigma-
Aldrich termékei, az anyagokat tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. A ligandumoldatok
eredményeket HYPERQUAD nevii programmal [43] értékeltiik ki. A [Rh"(Cp*)-(u-
CI)CI], komplexet Prof. Bernhard K. Keppler (Bécsi Egyetem, Szervetlen Kémiai Intézet)
kutatdcsoportjatol kaptuk.

A torzsoldatokat ismert mennyiségli [(Rh"(Cp*)-(u-CI)Cl], dimer vizben vald
feloldasaval készitettiik. A kloridmentesités soran ekvivalens mennyiségli AgNOs-ot
adtunk az oldathoz, majd a kivalt AgCl csapadékot (sziikség esetén tObbszori) szliréssel
tavolitottuk el az oldatbol. A [Rh"(Cp*)]-oldatok pontos koncentraciojat pH-
potenciometria segitségével hataroztuk meg.

A HSA oldatokat minden mérés el6tt frissen készitettiink. Mivel a kot6hely markerek
vizben rosszul oldddnak, igy a WF és a DG oldasahoz kevés NaOH-ot (kb. 5 — 8
csepp/50,00 cm® oldat, kb. 3 csepp/10,00 cm® oldat, Cnaon = 0,1 M) hasznaltunk, a
kotohely markerek torzsoldatait az elkészitésiiktol szamitva 8 6rén beliil felhasznaltuk. A
HSA, WF ¢és DG oldatokat egyarant hiitdszekrényben taroltuk. A védett funkcids
csoporttal rendelkez6 modellvegyiiletekbdl késziilt oldatokat szintén kozvetleniil a
felhasznalas el6tt készitettiik tomeg szerinti beméréssel, sziikség esetén hiitdszekrényben

taroltuk.
4.2. Az alkalmazott miiszeres modszerek alapjai
4.2.1. pH-potenciometria: elvi alapok, kisérleti koriilmények
A pH-potenciometria alkalmazasara az ad lehetGséget, hogy a fémion — ligandum
kolcsonhatds befolyasolja a H® — ligandum kolcsonhatast, azaz kompetitiv reakcio

jatszodik le a proton és a kozponti fémion kozott. Ebbol kovetkezéen a H'
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folyamat az alabbi egyenlettel irhato le:
q I N q q

A tovabbiakban — a konnyebb attekinthetdség végett — a toltéseket elhanyagoljuk.
Fémiont (M), teljesen deprotondlt ligandumot (L) és protont (H) tartalmazo

rendszerek esetén az egyensulyi egyenletek a kovetkezoképpen irhatok fel:
pM+qL+rH= MpLiH;
Ezen egyenletek alapjan a stabilitasi szorzat szamitdsi modja a kovetkezo:

_ [MpLgH,]
PAr " [M]P[L]9[H]"

A pH-potenciometrids mérések soran az elektrolitoldatba meriild elektrod feliiletén
kialalakul6 elektrodpotencialt mérjiikk. A potencidl (Ecimerei), valamint az azt 1étrehozé
elektrédaktiv komponens koncentracioja — amely a pH-potenciometrias mérések soran nem

mas, mint a H' -ionok aktivitasa — kozott a Nernst-egyenlet teremt kapcsolatot:
0 RT +
Eelméleti =E" + E X In a(H )

ahol:

E° — a rendszer standardpotencialja;

R — egyetemes gazallando (8,314 J/mol K);
T — homeérseklet (K)

Z — az elektronszam valtozasa a folyamatban;

F — Faraday-allando (96487 C/mol).

Potenciometrias titrdldsok soran az elektrédpotencidl valtozdsat mérjilk a

mérdoldatfogyas fliggvényében, mely az alabbi egyenlettel irhato le:
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Eszamolt = E' - mg X pH

melyben:

E’ — formalis standard elektrodpotencial, mely figyelembe veszi a referenciaelektrod
potencidljat, a diffuzios potencialt, és az oldat aktualis kdzepes aktivitasi egyiitthatdjat;

Mg — aktualis meredekség (2,303 xRT/zF).

Annak érdekében, hogy a mért elektrédpotencialbol pH-t szamolhassunk, az adott
mérérendszerben sziikséges meghatarozni a Nernst-egyenlet egyéb paramétereit, azaz
kalibralni kell azt. A mérdérendszer kalibralasa er6s sav — er0s bazis titralassal tortént, a
kapott titralasi gorbéket Gran-modszerrel [44] értékeltiik ki, mely alkalmas a titralt és a
a Nernst-egyenlet érvényes. A modszer szerint az egyes titraldsi pontokban érvényes
egyensulyi koncentraciok kiszdmitasahoz hasznalt Osszefliggéseket ugy transzformaljuk,
hogy minden sziikséges adat szdmolhat6 legyen lineédris regresszioval. A mért pH-
értekeket ugy alakitjuk 4&t, hogy a transzformalt adatokat a hozzdadott titrdldo oldat
térfogatanak fliggvényében abrazolva az x tengelyt az ekvivalenciapontban metszo
egyenest kapjunk. Az oldatkoncentraciok és a mérdoldatfogyas ismeretében a pH az erds
sav — erds bazis titralds minden olyan pontjaban szamithatd, ahol a vizmolekuldk
autoprotolizise elhanyagolhat6 és az erds sav még feleslegben van. Az igy szamitott pH
érték azonban nem egyezik meg a mért értékkel, kettejiik egymastdl vald eltérése egy

allando, melyet Irving-faktornak neveziink [45].

IRV = pHp¢rt — PHszamitott

Az ekvivalenciapont utan a titralt és titralo oldatok pontos koncentracidibol az
oldatok pOH értéke, valamint az Irving-faktorral korrigalt pH-értékek kiszamithatok. gy a
lugos tartoményban mért adatparok a kovetkezd képlet alapjan alkalmasak a vizionszorzat

tizes alapt negativ logaritmusanak, a pK értéknek a szamolaséra:

pKy = —Ig([H*] x [OHT]) = p[H*] + p[OH"] = (pHmere — IRV) — Ig[OH™]
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A ligandumok protonéalodasi allandoit és a fémkomplexek stabilitasi allandoit pH-

potenciometrias titralasokkal hataroztuk meg 25 °C+0,1-on vizes oldatban, 0,2 M KNO3

crer

crer

potenciometrias titraldsokkal hataroztuk meg. A mérésekhez Metrohm 6.0234.100 tipust
kombinalt elektroddal felszerelt Orion 710A pH-mérdt és Metrohm 665 Dosimat automata
vizsgalatakor ~ 1 mM értékre allitottuk be. A mal-lal, illetve a dhp-val képz6d6 komplexek
vizsgalatakor a fémion : ligandum arany 1:1 és 1:3 kozé esett, a ligandum-koncentracio
1 -2 mM volt. A méréseket pH 2,0 — 11,5 tartomanyban végeztiik, 10,00 cm*-es kiindulasi
térfogatban, allando kevertetés és argon gaz buborékoltatasa mellett.

A képz6do komplexek Osszetételének €s stabilitasi szorzatainak meghatarozésdhoz a
PSEQUAD nevii programot [46] hasznaltuk. Az értékelések soran komponensként
szerepeltek: a fémion (M) (azaz [Rh(Cp*)(H20)3]*"); a proton (H) és a teljesen deprotonalt
ligandum (L). A programban bemend adatként szerepelnek természetesen a mintdhoz
adagolt mérdoldat-térfogat — pH kisérleti adatparok, az asszocidtumok (protondlt ligandum,
fémion—ligandum komplexek, ¢és hidroxido-komplexek) szama, az asszociatumok
Osszetétele, a komponensek kiindulési teljes koncentracidja, az ismert és az ismeretlen
(kozelitd) stabilitdsi szorzatok és kiilonbozd allandok, pl. titrald oldat koncentrécioja,
vizionszorzat, Irving-féle korrekcios tényezd. A program a keresett stabilitasi szorzatokat
az M, L és H komponensekre felirt anyagmérleg-egyenletek megoldasaval adja meg, ahol

n a rendszerben képz6dé asszociatumok szamat, p, q, r pedig az egyiitthatokat jeloli.

= [MI+ ) iy, [MIPI LI [H]"
i=1

L= (L] + ) aifpqur MIP LI [H]"
i=1

i = [H] + ) 1ifip g, [MIP[LI[H]"

A program az altalunk feltételezett asszocidtumok és kozelité stabilitdsi szorzatok
figyelembe vételével, Gauss-Newton-Raphson iteracioval végzi a kozelitést egészen addig,

amig a titrald oldatra nézve a (Ve — Vszémolt)z értékek atlaga minimumot ad, ahol V a
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titralé oldat térfogata. A program minden megadott pH-értéknél kiszamolja a képz6do
értékét. Az iteraciosorozat végén megkapjuk a finomitott stabilitasi szorzatokat, a kisérleti
¢és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozo6 illesztési paramétert.

A koncentracioeloszlasi gorbék szamoldsa a komplexek Osszetételének, stabilitasi

c sy

program [47] segitségével tortént.

4.2.2. UV-lathaté spektrofotometria

Spektrofotometridsan azon anyagok mérhetdk, amelyek az adott hulldmhossz-
tartomanyban fényelnyelésre képesek, azaz kromoforok. Az UV (200 — 400 nm) és a
lathaté fény (400 — 800 nm) tartomanyaban a fényabszorpcié a molekula vagy az atom
elektroneloszlasat valtoztatja meg, az elektronok a gerjesztés hatdsara a kisebb energidju
elektronpalyakrol a nagyobb energiajuakra keriilnek at. Az UV-lathaté szinképtartomany
abszorpcids savjai igen szélesek, ezért mindségi analitikai alkalmazhatosaguk kore erdsen
korlatozott, viszont a modszer a kvantitativ analitika egyik legszélesebb korben
alkalmazott metddusanak tekinthetd. A koncentraciomérés a — csak hig oldatokra érvényes

— Lambert-Beer térvényen alapszik, mely szerint:

A;\ZS)LXIXC

ahol:

A, — mért abszorbancia (adott A hullamhosszon)
€, — molaris abszorbancia [M'l cm'l]
| —Gthossz [em]

¢ — koncentracio [M].

A spektrofotometrids méréseket egy Hewlett-Packard 8452A  diddasoros
spektrofotométeren, 25,0 £ 0,2 °C-on, alland6 ionerdsség (0,2 M KNOs3) és 1 cm-es
uthossz mellett, 200 — 820 nm hullamhossztartomanyban végeztiik. A karbonatmentesség
érdekében nagytisztasagli argon gazt buborékoltattunk at az oldatokon e mérések soran is,

valamint a spektrofotometrias titralasokhoz is ismert koncentracioju (0,2 M)

karbonatmentes KOH oldatot hasznaltunk.
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A spektrofotometrias titralasokat kiillonboz6 0Osszetételli, csak ligandumot, csak
RhCp*-t, illetve fémiont és ligandumot egyarant tartalmazo mintdk esetén végeztik. A
ligandumok spektrofotometrids vizsgalata soran a koncentracidjukat 0,11 mM (mal),
illetve 0,10 mM (dhp) értékekre allitottuk be. A RhCp* veliik képzett komplexeinek

titralasakor a fémion:ligandum arany 1:1 volt.
423.'H Maigneses magrezonancia spektroszkopia (*H NMR)

Az NMR spektroszképia az egyik leghatékonyabb, magneses atommagok
azonositasara alkalmazott szerkezetvizsgadld modszer, mely a zérustdl eltéré magspinnel
rendelkezd elemek, illetve vegyiiletek azonositasara alkalmazhato.

Az eljaras a magneses mag ¢€s a kiils6 magneses tér kozotti kdlcsonhatason alapul. A
magok magneses momentuma a kiilsé magneses tér irdnyaba all be, és mint tengely kortil
kering. A kiils6 magneses tér hatasara a mag energiaja 21+1 (I = impulzusmomentum)
energianivora hasad fel, amelyek kozotti energiakiilonbség aranyosan n6 a kiils6 méagneses
térrel. Az energianivok kozott megfeleld magneses sugdrzassal dtmenetek hozhatok 1étre.
Az atmenet létrejottéhez adott frekvencidju sugarzas sziikséges. Ennek kovetkeztében az
eljarasnak rezonancia jellege van. Az atommagot koriilvevd elektronfelhdében a kiilsd
magneses tér diamagnességet indukal, amely megvaltoztatja a kiilsé méagneses tér értékét a
mag helyén, ezéltal arnyékold hatast fejt ki. Ez minden atomndl mas és mas
rezonanciafrekvencianal jelenik meg. A kémiai kornyezet ilyen jellegli befolyasold hatasat
kémiai eltolodasnak (8) nevezziik. A kémiai eltolodas informaciot ad a kémiai
szerkezetr6l. A kémiai eltolodason a mag sajat rezonanciafrekvencidja és egy
referenciaként valasztott anyag (pl. tetrametil-szilan (TMS), 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-
szulfonsav (DSS)) rezonanciafrekvencidjanak a kiillonbségét értjiikk. A jelek intenzitdsa
aranyos az értiik felelds magok szamaval, tehdt meghatarozhatdo a kiilonbozd kémiai
kornyezetben eléforduld azonos magok relativ szdma is. A szomszédos magok spinjei
kolcsonhatnak 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 adllandonak
nevezzik.

A méréseinket Bruker Ultrashield 500 Plus késziiléken  végeztiik.

Referenciaanyagként DSS-t alkalmaztunk. A mintak elkészitéséhez oldoszerként 10%
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(v/v) D,O/H,0 elegyet hasznaltunk. A vizjel elnyomasat a WATERGATE programmal
végeztik.
A RhCp* pH-fiiggé 'H NMR spektrumainak felvétele ~ 2 mM-0s RhCp*-

koncentracio mellett tortént. A mal-lal képzett 1:1 komplex vizsgalata soran a fémion ¢és a

crer

crer

A védett funkcios csoportokat tartalmazé modellvegyiiletekkel vald kolcsonhatés
vizsgélata soran a fémion (illetve valamely komplexe) és a valasztott modellvegyiilet
koncentraciojat egyarant 0,75 mM értékre Aallitottuk be. Sziikség esetén — az
oxigénmentességet biztositanddo — argont buborékoltattunk 4t a mintdkon és a

torzsoldatokon egyarant.

4.2.4. Spektrofluorimetrias mérések

A spektrofluorimetria napjaink kozkedvelt vizsgalati mdodszere, mely népszeriiségét
elsdsorban kis anyagigényének (kis térfogat, pM-os koncentracid) ¢€s egyszerl
hasznalatanak koszonheti. Foleg biokémikusok alkalmazzék fehérjék, illetve azokkal
kolesonhatd  anyagok  vizsgalatara. Nagy hatranya azonban, hogy a mért
intenzitasvaltozasokbol csak kozvetve kovetkeztethetiink a kotddés helyére, tovabba a
kotéhely marker anyagokkal torténd kompeticios vizsgalatok csak az adott kotdhelyrdl
valo leszoritast jelzik, ami nem feltétleniil egyezik a fehérjérdl valo teljes leszoritassal.

A moédszer azon alapszik, hogy bizonyos vegyiiletek az UV-lathatd sugarzas
abszorpcidja kovetkeztében fotolumineszcenciat mutatnak, azaz fényt emittalnak.
Amennyiben a fény kisugarzasa a gerjesztés utan 10 ~ * masodpercnél révidebb idé alatt
kovetkezik be, fluoreszcencia jelenségérdl beszéliink.

A fehérjékben harom aromas szerkezetli, ezéltal fluoreszcens aminosav talalhato:
ezek a fenil-alanin (Phe), tirozin (Tyr) és a triptofan (Trp). Amennyiben a HSA-ban a 214-
es helyzetben egyediiliként eléforduld Trp gerjesztése a célunk, ugy a besugarz6 fény
hullamhosszat Aex = 295 nm hulldmhosszusadgunak kell valasztanunk. A Trp(214) a 11A
domén ,hidrofob zsebe” kozelében helyezkedik el, ahol egy ligandumnak az egyes
kotohelyre (11A) vald bekotdédésével megvaltoznak a hidrofob-hidrofil viszonyok, ami a
Trp emissziojanak intenzitasara hatassal van. Az ilyen tipust vizsgélatok az Un. ,kioltas”

(kvencselés, angolul quenching) jelenségén alapulnak: a HSA kezdeti emisszids intenzitdsa
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valamely vegylilet hozzaadasaval folyamatosan csokken, a csokkenés mértékébdl pedig a
fehérje és a ligandum kozti kolcsonhatasrol, a koztik kialakuld kotés erdsségérol
kaphatunk informaciot.

Alkalmas gerjesztés mellett a HSA bizonyos vegyiiletekkel komplexet képezve
intenziv fluoreszcencidt mutat, ilyen vegyiiletek az altalunk kotdhely markerként
felhasznalt WF és DG (ld. korabban).

A kioltasos vizsgalatok soran a Trp gerjesztése 295 nm-en tortént, 305 — 450 nm-es
hullamhossz-tartoményban vettiik fel a spektrumokat. A RhCp* vagy valamely
komplexének koncentracioja 0-16 uM kozott valtozott.
egyedi mintakban egyarant 1 — 1 uM-nak valasztottuk, a mintasorozatban a RhCp*, vagy
valamely komplexének mennyiségét valtoztattuk 0—20 uM koncentracidtartomanyban.

A mérések kvantitativ kiértékelésére hasznalt PSEQUAD programot [46] hasznaltuk,
mely tobb szempontbdl is elényds szamunkra: teljes spektrumok analizisére alkalmas,
illetve tobb komponens emisszidjat képes egyszerre kezelni.

A program a kovetkezd adatok alapjan szamol: az egyedi mintdkndl nyert intenzités
értékek; a mintadban taldlhatdé komponensek koncentracidja; a rendszerben megtalalhato
komponensek és asszociatumok megadasa (pl. HSA, komplex, HSA-+komplex); az
emittalo vegyiiletek megjeldlése; a képzddd asszociatumok kozelitd stabilitasi allanddi. A
program az adatsorokbol az alabbi anyagmérlegek alkalmas matematikai modszerrel vald
megoldasaval szadmitja a keresett kotési allandokat, azok szorasat és az emittald
komponensek ,egyedi spektrumat”. Ez utdébbi Iényegében az abszorpcios

spektroszkopiabdl ismert molaris abszorbancia megfeleldje a fluorimetriaban.

p (komplex) + q (HSA) = (komplex),(HSA)q

[(komplex),(HSA)4]

P4 [komplex]P[HSA]4

n
Ckomplex = [Komplex] + Z PiBpq[komplex]Pi[HSA]4i

i=1
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n
cusa = [HSA] + Z Qi Boq [komplex]Pi [HSA]9!

1=1

ahol:

B*pq — latszolagos kotési allando HSA-komplex adduktumra

Cx — X komponens analitikai (teljes) koncentracidja

[X] — x komponens egyensulyi koncentracidja

g, p — 1 (Fluorimetrids koriilmények kozott a nagy higitdsok miatt csak 1:1 aranyu
komplexek 1étrejottével szamolhatunk.)

komplex — RhCp* vagy RhCp*-ligandum

Spektrofluorimetridban a mért intenzitds a kovetkezd Osszefliggésben all a

crer

I, = (Dli(omplex X [komplex] + i, x [HSA] + dDiHSA_komplex X [HSA — komplex]

ahol:

[13%4)
1

l; — fluoreszcencias emisszio intenzitasa az “1”’-edik hullamhosszon

¢ 'x — ,,molaris intenzitas”.

A méréseket és a torzsoldatokbol készitett higitasokat is PBS* pufferben végeztiik,
melynek kloridion koncentracidja és Na'/K" aranya megegyezik a vérszéruméval (¢ (KCI)
=1,5mM, ¢ (NaCl) = 100, mM, ¢ (NazHPO,) = 12 mM, ¢ (KH,PO,) = 3 mM).
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5. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

5.1. A RhCp* hidrolizisének vizsgalata kloridmentes kozegben

A [Rh"(Cp*)(u-CDCI], dimer vegyiilet vizben vald felolddsaval nyert
[Rh"(Cp*)(H20)s]** fémorganikus vegyiilet hidrolizisét 0,2 M KNO; ionerdsség mellett
vizsgaltuk.

A pH-potenciometrids titralasok soran az egyenstly bedllta a kloridionokat
tartalmazd rendszerhez hasonléan gyors. A képz6dd komplexek sztdchiometridjanak és
stabilitasi allandojanak szdmolasa a pH-potenciometrias mérésekkel tortént, de a speciaciod
igazolasanak érdekében 'H NMR spektrumokat is vettiink fel kiilonb6z8 pH értékeken.

Kloridionmentes kozegben, savas pH-n a [Rh"(Cp*)(u-CI)Cl], dimer vegyiilet
oldasa ¢és kloridmentesitése utdn az un. zongoraszék geometridjii akvakomplex részecske
(IRh"'(Cp*)-(H,0)3]**) van jelen, melynek szerkezetét a 8. abra mutatja. A koordinalodo
vizmolekuldk kloridionok jelenlétében részben vagy teljesen lecserélddhetnek

kloridionokra (ld. irodalmi attekintés).

8. dbra: [Rh"(Cp*)(H,0)s]*" szerkezeti képlete [34]

A [Rh"(Cp*)-(H,0)3]** pH-fiiggd *H NMR spektrumainak (9. abra) elemzésébél az
alabbi megallapitasokat tettiik: 1) mikozben a Cp*-gyliri metilcsoportjaiban talalhatéd
protonokhoz rendelt cstcsok intenzitdsa a pH novekedésével csokken; pH 5,5 koriili
értéken egy 10j csucs jelenik meg az NMR spektrumokon, mely az egyre bazikusabb
kozegben a kisebb kémiai eltolédasok felé mozdul el, egészen a pH ~ 8 értékig, majd
valtozatlan marad. Ez az NMR idéskalan gyors cserefolyamat. Osszehasonlitva
kloridionokat tartalmaz6 rendszerrel, azt latjuk, hogy a kétféle kozegben igen hasonldak a

valtozasok. Igy ebben a kloridmentes kozegben is kétféle hidroxido komplex képzédését
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tartjuk valdszinlinek. A kdzbiilsé pH-tartoményban, hasonldéan a kloridionokat tartalmazo
rendszerhez, képzddik a biszhidroxido-dimer részecske, [(Rh"(Cp*))a(n-OH)»Z],
([M2H]).

9. dbra: [RhCp*(H20)3]** pH-fiiggd *H NMR spektrumai kloridmentes kdzegben az alifis
tartomanyban (cy = 2,38 mM, t= 25 °C, I = 0,2 M (KNO3))

Nagyobb pH-n kloridionok jelenlétében és hianyaban is egyarant egyféle, azonos
kémiai eltolodasnal megjelend csucsot latunk a spektrumokon. Ez a részecske valdsziniileg
kétmagvu, trisz(p-hidroxido) komplex, [(Rh"'(Cp*))2(u-OH)s]* ([M2H5]"), mely a
kloridos és nitratos kozegben is egyarant megjelenik, kémiai eltolodasa fiiggetlen az oldat
ionerdsségét beallitd ionok (Cl', NO3) anyagi mindségétdl. Rontgenszerkezete is ismert az
irodalomban [48].

A 0,2 M KNOj ionerdsség mellett kapott, illetve az irodalomban szereplé 0,2,
valamint 0,1 M KCI ionerdsség melletti titralasi gérbék [34] alapjan elmondhatd, hogy
kloridionok jelenlétében a hidrolizis nagyobb pH-n indul. A titralasi gorbék adataibol az is
szamithaté volt, hogy a [Rh"(Cp*)(H20)3]** komplexekre szintén 1,5 ligekvivalensnyi
KOH fogy. Ez igazolja, hogy az [M,H.s]" részecske az uralkodo pH 8 felett a kloridmentes

kozegben.
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Tovabbé kloridmentes kozegben is a mért adatokbol kapott titralasi gorbékhez
jobban illeszthetdk azok a szamolt gorbék (10. abra), melyeknél a [(Rh"(Cp*))a(u-
OH)2(H20)2], ([M2H_2]) részecske megjelenését is figyelembe vessziik.

12

e e WX

10 -

pH

-2 -1 0 1 2 3 4
lugekvivalens (Anyqy/ Ngncps)

10. dbra: A [RhCp*(H.0)31%" titraldsi gorbéje (x) és az [MaH.5] részecskét figyelembe
Vevo (folyamatos sziirke vonal), illetve az azt nem tartalmazo modell (sziirke pontozott

vonal) alapjan szamolt gorbék (cy = 1,2 mM; t=25 °C; I = 0,20 M (KNO3))

A koncentracioeloszlasi diagramok (11. abra) szamolasa a pH-potenciometridsan
meghatarozott hidrolizis allandok (2. tablazat) segitségével tortént. Emellett az 'H NMR
spektrumok alapjan is szamoltunk eloszlast. A nitratos kozegben felvett NMR-
spektrumokon az egy- és kétmagva komplexek jele jol elkiiloniilt, igy integralasukkal a
fémiont tartalmazo kiillonb6zd részecskék moltortjeit szdmolni lehetett, mely a pH-
potenciometrias mérések adataival jO egyezést mutat. A stabilitdsi allandok, illetve a
koncentracioeloszlasi gorbék alapjan elmondhatjuk, hogy a kloridionokat tartalmazo
rendszerrel az Aaltalunk mért kloridmentes rendszert Osszehasonlitva a kloridion
jelenlétében a RhCp* hidrolizise nagyobb pH-kon jatszédik le. Megjegyezziik, hogy a
hasonl6 elektronszerkezettel rendelkezé [Ru"(n®-p-cimol)Zs] részecske hidrolizise

esetében is hasonlo folyamat figyelheté meg [37].
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11. dbra: [RhCp*(H,0)3]** koncentracideloszldsi diagramja (jelmagyardzat: folytonos
vonalak: stabilitdsi szorzatok alapjan szémolt méltortek; jelolék: *H NMR spektrumok
csucsainak integraldsaval szamolt részecskeeloszlas, *x: [M(H0)3/, ®: [M,H.],1=2, 3,)

kloridmentes kézegben (Cy = 0,794 mM, t =25 °C, [ = 0,2 M (KNO3))

2. tabldzat: [RhCp*(H20)3]%" hidrolizis dllandéi 0,2 M KCI [34], valamint 0,2 M KNO;
ionerdsség mellett (t = 25 °C)

0,2 M KCI [34] 0,2 M KNO;
1gB(MH_,) 11,12 -8,53+0,07
1gB(M,H.3) -19,01 -14,26+0,04

5.2. A ligandumok sav-bazis tulajdonsagai és spektralis valtozasai

Mindkét vizsgalt ligandum, a mal és a dhp egyarant a (O0,0) donor ligandum. A
ligandumok proton disszociacios folyamatainak megismerésére pH-potenciometrias és
UV-lathatd spektrofotometrids méréseket (12. dabra) végeztink pH 2,0 — 11,5
tartomanyban. A ligandumok proton disszociacios allandoi ugyan ismertek az irodalomban
[33, 36], mégis sziikséges volt a mi laboratoriumi koriillményeink kozott is elvégezni (0,2
M KNO3) ezen méréseket, mivel a RhCp* vegylilettel torténd komplexképzddés

vizsgalatahoz mindenképpen sziikségesek a koriilményeinknek megfeleld pKa-K.

26



1,2

0,8
<
0,4
0,0
250 290 330 370
A/ nm

12. abra: A mal pH-fiiggé UV spektrumai (c. = 0,053 mM, t =25 °C, I = 0,2 M (KNO3))

A mal kloridos kézegben mért proton disszociacios allandojaval (pK, = 8,44) [38] jo
egyezést mutat az altalunk kloridmentes kézegben meghatarozott allando: 8,45+0,01.

A dhp proton disszociaciés folyamatait is hasonloan probaltuk értelmezni. A
méréseink alapjan az irodalmi adatokkal [36] jo egyezést add pKa = 3,67+0,01 és pKap =
9,66:+0,02 értékeket kaptuk. A dhp proton disszociacios allandoi koziil pK; a piridinon-N

------

5.3. A komplexképzodési folyamatok vizsgalata

Az Altalunk vizsgalt [Rh"'(Cp*)(H20)s] komplexképz6dését (0,0) tipusa donor
ligandumokkal, a mal-lal és a dhp-val vizsgaltuk, kloridionoktél mentes kézegben. A
komplexképzddés folyamatait pH-potenciometridsan, UV-lathatd spektrofotometridsan,
illetve 'H NMR modszerekkel kovettiik. A speciacio kétféle részecskével ([ML], [MLH.1])
jol leirhatd; mivel a ligandumok tovéabbi disszocidbilis protont nem tartalmaznak, igy az
[MLH_] vegyiilet tulajdonképpen vegyes hidroxido komplexnek ([ML(OH)]) tekinthets. A
specidcio igazolasara 'H NMR spektrumok felvételére keriilt sor mindkét ligandummal

vald komplex képzése esetén.
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5.3.1. [RhCp*(H;0)3]**-mal rendszer vizsgalata

Kutatocsoportunkban részletesen vizsgaltak a mal komplexképzését RhCp*-vel
kloridos kozegben [34]. Ezt 6sszehasonlitva a kloridmentes kozegben vizsgalt rendszerrel
alapvetd kiilonbséget tapasztaltunk mar a komplexképzddés pH-tartomanyat illetéen is. A
kloridionok hidnyaban a komplexképzddés joval kisebb pH-n indul a mal-lal, feltehetéen
azért, mert a kloridionok kompeticiora kész részecskék. A komplexképzddés az NMR
idéskalan lasst folyamat, az 'H NMR spektrumban a ligandum, illetve a RhCp*
metilcsoportjai jeleinek valtozasabol is kovethetd. Az aromas régidoban (ligandumhoz
tartozo jelek) megfigyelhetok az induld, savas pH-kon a szabad ligandum jelei, melyeknek
intenzitasa a pH novelésével csokken, majd pH ~ 3-nal elindul a komplexképzddés, amit
jelez egyrészt a HL forma jelének csokkenése, masrészt Uj csucs megjelenését és annak
kisebb kémiai eltolodasok felé valdo elmozduldsat latjuk, mely az [ML] komplex
képzddéséhez, majd annak deprotonaldédasiahoz kothetd. A jel intenzitasa pH 9 koriil
csokkenni kezd, majd a szabad, deprotonalt ligandum (L") jele figyelheté meg a komplex
disszociacidjanak kovetkeztében (13. abra). A pH-potenciometrias mérésekkel
meghatarozott allandokat a 3. tablazatban tiintettiik fel, és az ezek alapjan szamolt

koncentracioeloszlasi gorbéket a 14. abran mutatjuk be.

3. tabldzat: A [RhCp*(H20)3]% -mal és -dhp rendszerekben képzédd komplexek stabilitdsi
szorzatai (1 =0,2 M KNOs3, t =25 °C)

[RhCp*(H,0)s;]*-mal  [RhCp*(H,0)s]**-dhp
IgB(ML)" 8,45+0,01 10,90+0,01
1gB(MLH.,) -1,06+0,04 0,23+0,03
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13. dbra: A [RhCp*(H,0)3]**-mal (1:1) rendszer pH-fiiggd *H NMR spektrumai
aromads (jelmagyardzat: e:[HL], ¢: [ML], [MLH.1], A: [L']) és alifds régioban
(jelmagyardzat: o: [M(H,0)3],¢: [ML], [MLH_1],*: [M2H3]) (cm = 1,012 mM; ¢ = 1,10
mM, t =25 °C, I = 0,2 M (KNOs), 10% D,0)
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14. abra: [RhCp*(H,0)s]%"-mal (1:1) rendszer koncentrdcideloszldsi diagramja (cy =
1,071 mM, ¢, = 1,098 mM; t = 25 °C, I = 0,2 M (KNO5))
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5.3.2. [RhCp*(H,0)s]**-dhp rendszer vizsgalata

A mal esetén latottakhoz hasonld folyamatokkal talalkozunk a dhp-val alkotott
komplexek esetén is. A pH-fliggd NMR spektrumok (15. abra) azt mutattak, hogy a szabad
ligandum jelintenzitasanak csokkenésével parhuzamosan pH 3,5-nél megjelenik a képz6do
1:1 Osszetételli komplexhez tartozo jelcsoport. A képz6dd [ML] komplexhez tartozo jel
intenzitdsa pH 9,5 utan kezd el csokkenni, majd a jel helye megvaltozik feltehetéen a
komplex hidrolizise miatt. Masrészt pH 11,5 koriil mar a deprotonalt szabad ligandum jelét
is latjuk. A folyamatot a fémion jele valtozasainak oldalar6l nézve azt latjuk, hogy a dhp-
val képzett komplex stabilisabb, mint a mal-lal képzett, mert pH 3 koriil a fémion jelent6s
része komplexben kotott, és kotve is marad pH 9-ig. A mal esetében az [ML] komplex
csak pH 5-8 tartomanyban dominans. A pH-potenciometrias mérésekkel meghatarozott
allandokat az 3. tablazatban tiintettiik fel és az ezek alapjan szamolt koncentracideloszlasi

gorbéket a 16. abran mutatjuk be.

15. abra: [Rth*(HgO)3]2+-dhp komplex pH-fiiggd NMR spektrumai aromds
Gelmagyarazat: ¢: [HoL]", *: [ML], o:[MLH.], # [L]) és alifis (jelmagyardzat: +:
[M(H20)3]?", *: [ML]™, o: [MLH.1/, m: [MoH_5]") kémiai eltolédasii teriiletei (cy = 0,950
mM; ¢, = 0,954 mM, t =25 °C, I = 0,2 M (KNO3), 10% D,0)
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16. dbra: [RhCp*(H,0)3]*"-dhp (1:1) rendszer koncentrdciéeloszldsi diagramja (cy = cL
=1,00mM; t=25°C, I=0,2M (KNO3))

Annak érdekében, hogy a piron tipust mal-lal, illetve a piridinon tipust dhp-val
képzett komplexek stabilitasat egymassal Osszevethessiik, pM értékeket (pM = —log
[Misszesl, [Misszes] = [IM(H20)3]7'T + [[M2H-2]*7 + [[M2H-3] ]) szémoltunk ey = ¢ = 1 mM
tobb fémion van [ML] vagy [ML(OH)] formaban komplexben kétve, annal nagyobb a
pM.) A szamolt pM értékeket a pH fiiggvényében a 17. abran mutatjuk be. Amint az abran
is latszik, a dhp jelenlétében a komplexképzddés savasabb pH-értéken indul el, illetve a
komplex tovabb marad stabilis a pH novelésével. Emellett latjuk, hogy a mal kevésbé, am
a dhp sokkal inkabb képes a fémet a hidrolizistd]l megovni. Ezen eredmények alapjan
megallapithatjuk, hogy a két (O,0) donor ligandum koziil a dhp-val képzett komplex a
stabilisabb. A dhp-val nagyobb stabilitasi komplexek képzddését mar sok mas fémion
esetén is leirtak az irodalomban, mint pl. Zn?*, VO**, AI**, Fe** sth. [38, 49].
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17. abra: pM-értékek a pH fiiggvényében a RhCp*-mal (pontozott vonal) és a RhCp*-dhp
(szaggatott vonal) komplexek esetén (cy =cL.=1mM; t =25 °C, I = 0,2 M (KNO3))

A [RhCp*(H,0)3]**-dhp [ML] komplexében a fémion szabad koordinacids helyén
1évé vizmolekula kloridionra cserélodhet, ha a rendszer tartalmaz kloridionokat. Ez a
H,O/CI" cserefolyamat az UV-lathaté spektrumban karakterisztikus valtozasokat okoz (18.
abra), igy ezzel a vizsgalati moddszerrel hataroztuk meg a IgK’ =0,77+0,01 értéki
latszolagos allandot a [Rh"'(Cp*)L(H.0)]* + CI" = [Rh"(Cp*)(L)CI] + H,O folyamatra,
fiziologias pH-n. Osszehasonlitva a mal esetén kapott 1gK’ = 1,17 allandoval [34],
elmondhatjuk, hogy mig a RhCp*-mal komplex esetében 61% a klorokomplex aranya,
addig a dhp esetében ez csupan 38%, 0,1 M kloridkoncentracié mellett. (A vérszérumban a
kloridion koncentracioja ~0,1 M.)

A tovabbi vizsgalatokat, melyek a HSA-hoz mint transzportmolekulahoz vald
kotédés felderitését céloztak meg, mar csak a dhp-val képzett, mal-hoz képest stabilisabb

komplexszel végeztiikk. Emellett a vizsgalatokba bevontuk a pic komplexet (4. abra) is.
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18. dbra: [RhCp*(H,0)3]**-dhp komplex HoO/CI cserefolyamatinak UV-ldthaté
spektrumai (cy = 0,266 mM, ¢ = 0,250 mM, pH =7,40,t =25 °C)

54. A RhCp* valamint dhp-val, illetve pic-val alkotott komplexeinek

kolcsonhatasa human szérum albuminnal

Tanszékiink korabbi, nem publikalt eredményei [50] alapjan a vizsgalatokba
bevontuk a pic-t, mely mint (O,N) donor ligandum erdsebben képes a fémion
kotohelyeihez koordindlodni fizioldgids pH-n, ezéltal képes lehet annak HSA-hoz valo
kot6dését valamilyen mértékben gatolni. Igy a tovabbi vizsgalatokat (0,0) és (O,N) tipust
ligandumok komplexeivel folytattuk.

A RhCp* fémorganikus vegyiilet, valamint a dhp-val és pic-val alkotott
komplexeinek HSA-nal valé kélcsonhatasarol 'H NMR spektrumok felvételével, illetve
spektrofluorimetrids modszerekkel gyljtottiink informaciokat. A méréseket PBS*
pufferben végeztiik. Kiinduldpontként *H NMR spektrumokat vettiink fel RhCp*-t vagy
RhCp*-dhp komplexet, illetve HSA-t tartalmazé mintaknal annak érdekében, hogy a
spektrumok esetleges valtozasai alapjan eldonthessiik, kialakul-e egyaltalan kdlcsonhatés a

fenti vegytiletek és a fehérje kozott (19. abra).
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19. dbra: A RhCp*-dhp komplex és a HSA kolcsonhatasanak vizsgadlatara felvett 'H NMR
spektrumok aromads régioi (Ckomplex = 1 MM, Csa = 0,5 mM, pH = 7,40 (PBS*), 10% D,0)

Mivel a mérés soran 6nalléan a fémion (= RhCp*), valamint a komplex jele egyarant
megvaltozott a HSA jelenlétében, igy megallapitottuk, hogy valdban torténik kolcsonhatas
a fémion, illetve a komplex, valamint a fehérje kozott. A fémion oldalara koncentralva a
jelek kiszélesedését, 0j jelcsoportok megjelenését figyelhettiik meg. Emellett a RhCp*-dhp
komplex esetében a spektrumon nem kotott dhp jelét (8 = 7,6 ppm) is latjuk, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a fémion fehérjéhez valdo koordinacidja sordn a ligandum

disszocial, a fémion az igy felszabadulo vegyértékeivel képes az albuminhoz k6tddni.

5.4.1. Spektrofluorimetrias kioltasos és Kiszoritasos vizsgalatok

A fehérjéhez torténd kotddés tobb modon valosulhat meg. Gyakorlati tapasztalatok
alapjan elmondhatjuk, hogy amennyiben a molekula a fehérje valamelyik hidrofob zsebébe
(pl. 1. vagy II. kotdhely) ,,iil be” valamilyen masodlagos kolcsonhatassal kapcsolodva a
HSA-hoz, akkor a kotdédés gyors egyensulyi folyamat. Ha viszont a fehérjéhez vald
kotédés annak pl. His-N-jén vagy Cys-SH-csoportjan keresztiil valosul meg, ugy a
koordinacidhoz feltehetden tobb id6 kell.

Spektrofluorimetriasan vizsgaltuk a fehérjén valo lehetséges kotddést oly moddon,
hogy a HSA egyetlen Trp aminosavat (mely az I-es kotéhely kozelében talalhatd) A = 295

nm hullamhosszon gerjesztettiik. Ha egy molekula az I-es kotéhelyre bekotddik, akkor az
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emittalt fény intenzitasa lecsokken, kioltas (angolul quenching) figyelhetd meg. A

c ey

aranyat altalaban 0 — 15 kozott valtoztattuk.
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20. abra: A RhCp*és a HSA kolesénhatasanak vizsgalata spektrofluorimetria segitségével
(Crucpx =0 —5 uM, Aex =295 nm, pH =7,40,t = 25 °C)

A 20. abran lathato, hogy a HSA kezdeti viszonylag magas fluoreszcens intenzitasa a
hozzaadott RhCp* mennyiségének novekedésével csokkenést mutat, a kotddd fémion
kioltja a fehérje intenzitasat. Ez alapjan tehat megallapitottuk, hogy valdban torténik
kolcsonhatas kozottiik. (Bar meg kell jegyezniink, hogy ezzel a mérési technikaval nem
tudjuk a dinamikus és a statikus kioltast megkiilonboztetni. Mivel feltehetden itt valoban
létrejon egy adduktum (1d. *H NMR vizsgalatok), igy valésziniileg statikus kioltast
mériink.)

Emellett ahhoz, hogy megvizsgalhassuk, a RhCp*, valamint a RhCp*-dhp/RhCp*-
pic komplexek és a HSA kozotti egyensuly kialakulasdhoz mennyi 1d6 sziikséges, ezaltal
pedig pontosabb képet kapjunk a fémion/komplex—-HSA kolcsonhatas jellegérol,
részletesen vizsgaltuk a rendszerek iddbeli valtozéasait: a mintasorozatbol egy minta
esetében 1dofiiggd fluoreszcencia spektrumokat is felvettiink. Megallapitottuk, hogy az
egyensuly gyorsan bedll, ehhez kb. 10-15 perc elegend6. A tobbi mintat illetden a
spektrumokat 4 ora inkubacios id6 utan vettiik fel, mivel — ahogyan a 21. abran is latszik —
nem tapasztaltunk jelentds kiillonbséget a 4, illetve 24 o6ra inkubalas utdn felvett

spektrumok kozott, a folyamat gyorsnak mondhato.
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21. dbra: RhCp*-HSA, [RhCp*-dhp]-HSA és [RhCp*-pic]-HSA fluoreszcens intenzitasai
az emisszios hullamhossz maximumon 4 ora és 24 ora inkubdacios idé utan ((Aex = 295 nm,

Aem =340 nm, pH =7,40,t =25 °C)

A 21. 4bra alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mind 6nélléan a RhCp*, és
mind a dhp-vel alkotott komplexe esetén van mérhetd kolcsonhatas a fehérjével. A
spektrumok emissziés maximumain mért intenzitasok az abran egyiitt futnak, ami arra
utalhat — a 'H NMR spektrumok eredményét megerésitve ezzel —, hogy a RhCp*-dhp
komplex a HSA-hoz val6 kotddése soran szinte teljes mértékben megvalik a hozza k6t6do
ligandumtol, és onalloan 1€p kapcsolatba a fehérjével. A ligandumot tehat a fehérje képes
lehet leszoritani a fémrél. A Trp jelének intenzitascsokkenése a kolcsonhatas
kovetkeztében mindenképp arra utal, hogy a fémion a Trp kozelében kotddik a fehérjéhez
ez pl. a fehérje His-N-jein keresztiili koordinacid utjan elképzelhetd. Ezzel szemben a
RhCp*-pic komplex HSA-on valé kotédésének megismerésére iranyuld vizsgalataink
soran azt tapasztaltuk, hogy az intenzitascsokkenés a kioltasos vizsgalatok soran kisebb
mértékit (22. abra), mint 6nalléan a RhCp*, vagy a RhCp*-dhp komplex esetében. Ez
alapjan azt valoszintsithetjiik, hogy a pic képes gatolni a RhCp* fehérjén valod
megkotodését. (Emellett maga a ligandum 6nalldan is képes megkotédni a HSA-on [51],
ami szintén a jelintenzitds csokkenésével jar.) A kozvetlen kolcsonhatas vizsgélatok
spektralis valtozasai alapjan szamolt kotési allandokat a 4. tablazatban tiintettiik fel.

Annak érdekében, hogy kideritsiik, torténik-e kolcsonhatas a fémion/komplex,

valamint a fehérje kozott a két £f6 hidrofob kotdhelyen, az I-es kotdhely markereként a WF-
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t, a ll-es kotohely markereként pedig a DG-t vontunk be a vizsgalatokba. Tanulméanyoztuk
Oonmagéaban a HSA ¢és a kotOhely markerek kolcsonhatasat, a meghatarozott kotési allandok
az irodalmi adatokkal jo egyezést mutattak [42].

A marker Onmagaban kis intenzitasat a fehérjéhez valdé kotddés jelentosen
megndveli, azonban amint a fémion, vagy valamelyik komplexe az adott helyre bekstddik,
ez az intenzitas lecsokken. A RhCp*, illetve a komplexei vizsgalata soran is

intenzitascsokkenést tapasztaltunk.

100 ~3
A 4 + RhCp*-WF ®RhCp*-dhp-WF & RhCp*-pic-WF
¢ o A A +RhCp* . y
p*-DG @ RhCp*-dhp-DG 4 RhCp*-pic-DG
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cfémiun vaqy kornplex’ cHSA arény

22. abra: A RhCp*, illetve dhp-val és pic-val alkotott komplexeinek WF kiszoritdsa az I-€s,
illetve DG kiszoritasa a II-es kétéhelyrél (pH = 7,40, t = 25 °C, inkubdlas:4 h)

Az l-es kotohelyrol torténd WF kiszoritas vizsgalata soran (22. abra) a varakozasnak
megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a fémion és komplexei egyarant képesek kiszoritani a
markermolekulat a hidrofob zsebb6l. A RhCp*-dhp komplex esetén rogzitett
intenzitasmaximumok értéke egyiitt fut az 6nalloan is vizsgalt RhCp* megfeleld értékeivel.
Ez alapjan ugy gondoljuk, hogy a ligandum disszocial a fémrdl, igy az felszabadulod
vegyértékeivel képes a fehérjéhez vald kotddésre. Tehat a dhp az I-es kotdhelyre vald
bekotddést nem képes visszaszoritani, ezért ugy véljiik, hogy a dhp lényegében nem
befolyasolja azon a kotOhelyen a kolcsonhatas kialakulasat. A RhCp*-pic komplex
azonban valamivel kisebb mértékll kiszoritast latunk ezen a kotOhelyen, Ggy gondoljuk,
hogy a fémhez valamivel erésebben kotddo (O,N) donor pic nem tavozik olyan kdnnyedén,

kevésbé adva ezzel lehetdséget a fémnek a fehérjéhez valo koordinéciora.
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A ll-es kotéhelyen is hasonld eredményeket vartunk (22. abra). A RhCp* 6nalldan
hasonld6 mértékben koordinalodik a fehérjéhez, mint dhp-komplexe. A pic-komplex
esetében itt is joval kisebb mértékii az intenzitds csokkenése, mint 6nalléan a fémion,
illetve a dhp-komplex esetében. A DG esetében egy RhCp*-dhp:HSA:DG = 5:1:1 aranyu
minta idébeli valtozasait is kovettiik spektrofluorimetridsan. Azt tapasztaltuk, hogy a mért
intenzitas nagyon rovid id6 alatt (kb. 20 — 30 perc) lecsokken, majd valtozatlan marad.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a RhCp*-dhp komplex a DG-t gyorsan leszoritja a
fehérjérol.

A kioltasos és a kotohely markeres vizsgalatok eredményeképpen a PSEQUAD
programmal szamolt kotési, illetve kiszoritasi allandokat a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.
A szamolt allandok értéke a RhCp* és a RhCp*-dhp esetében hasonld, a RhCp*-pic
komplex esetében alatta marad az eldzdeknek. Ez azt bizonyithatja, hogy a fémion a
fehérjével vald kolcsonhatds kozben megvalik az addig hozzd koordinalodott dhp
molekulatol, és onmagaban 1ép kdlcsonhatasba az albuminnal. A RhCp*-pic komplex
esetében szamolt kisebb értéki latszolagos  kotési/kiszoritasi  allandok — azzal
magyarazhatoéak, hogy a pic-val mint (O,N) donor molekulaval erésebb a fém
kolcsonhatésa, igy a fémkomplex kisebb mértékben disszocial az albuminnal vald
kolcsonhatas soran. A kozvetlen kolcsonhatas latszolagos allanddinak értéke kozel
megegyezik az I-es kot6helyre vald koordinacio folyamatara vonatkozo allandoéval, ezek

valamivel nagyobbak, mint a ll-es kotohely esetében szamolt értékek.

4. tablazat: A kioltdasos (Q), illetve a kiszoritasos vizsgalatok alapjan szamolt kotési

allandok
gk’ RhCp* RhCp*-dhp RhCp*-pic
Q 5,9+0,1 5,94+0,1 5,1+0,1
WF 6,1+0,1 6,2+0,1 5,6+0,1
DG 5,840,1 5,840,1 4,7+0,1
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5.4.2. Kolcsonhatas aminosav oldallanc modell vegyiiletekkel

Az elézoekben vizsgalt I-es ¢és Il-es kotohelyeken a kolcsonhatds masodlagos
kotéseken keresztiil torténhet meg. Am a HSA szamos olyan aminosavval rendelkezik,
melyek oldalldncai potencidlis kotdhelyek lehetnek a RhCp*, illetve komplexei szamara,
ahol 1is felmeriil a koordinativ kotés lehetdsége valamely oldallanc kén- vagy
nitrogénatomjan keresztiil. E lehetséges kotodés felderitésére un. kotdhely modelleket
hasznaltunk fel a k6lcsonhatas felderitése soran. A vegyiiletek (N-Melm, Cys*, MS, AM)
szerkezetét a 23. abran szemléltetjiik. Ezen oldatokhoz a fémiont (RhCp*), illetve mindkét
vizsgalt komplexét adagolva "H NMR spektrumokat vettiink fel. Azt tapasztaltuk, hogy a
10 perc, valamint a 24 6ra inkubacids id6 utan felvett spektrumok kozott nincs mérhetd

kiilonbség, tehat a komplexek kialakulasa (amennyiben van kdlcsonhatas) igen gyors.

-
jﬂ&

\\A\

a.)

23. abra: Az daltalunk hasznalt modellvegyiiletek szerkezeti képlete: a.) N-Melm, b.) Cys*,
¢) MS, d.) AM

Az N-Melm esetében a RhCp* metil-protonok jeleinek valtozasabol arra
kovetkeztetiink, hogy ezek a metilcsoportok legalabb haromféle kiilonb6zd kémiai
kornyezetben lehetnek a rendszerben (24. abra). Ez a folyamat a modellvegyiilet
metilcsoportjanak jelvaltozasara koncentralva is lathatd, ennek a spektrumrészletnek az
alapjan legalabb kétféle kémiai kornyezetben lehetnek a ligandum metil-protonok, de a

rendszer teljesebb megismeréséhez még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

39



RhCp*-pic-N-Melm )

—

RhCp*-pic [ ]
pic
RhCp*-dhp-N-Melm [ A
RhCp*-dhp
dhp
RhCp*-N-Melm A A

RhCp* . JL

N-Melm Jl

3,85 3,65 345/ 1,65 155
o/ ppm

24. dbra: Az N-Melm-RhCp* / N-Melm-RhCp*-dhp / N-Melm—RhCp*-pic 1:1 rendszerek
kélesonhatasanak *H NMR spektroszkdpias vizsgadlata (crncpx = Cromplex = CN-Meim = 0,75

MM, t = 25 °C, pH = 7,40, 10% D,0)

Az N-Melm és a RhCp*-dhp komplex kolesonhatdsanak vizsgalata soran a 'H NMR
spektrumok alapjan lathato, hogy kialakul RhCp*-N-Melm komplex a rendszerben. Erre
utal, hogy i) a RhCp*-N-Melm rendszerben latott kémiai eltolodasok itt is megjelennek,
illetve 11) szabad dhp jelét latjuk a spektrumban. Mindenképpen meg kell emliteniink, hogy
a legnagyobb intenzitasu jel sem a RhCp*-dhp komplexhez, sem a RhCp*-N-Melm
komplexhez nem rendelhetd cstics a spektrumon, mely alapjan gy gondoljuk, hogy
vegyes ligandumu komplex alakul ki a rendszerben. A modellvegyiilet nem fordul el
szabadon a rendszerben, csak RhCp*-N-Melm torzskomplexként, vagy vegyes
komplexként, tehat mindenképpen komplexben kétve van jelen. A RhCp*-dhp komplex
jelét nem detektaltuk a rendszerben, a fémiont vagy az N-Melm koti komplexben, vagy
pedig az altalunk feltételezett vegyes komplexben fordul el6. Ez a komplex elképzelhetd
ugy, hogy a RhCp* vegyiilethez két O-atomon keresztil a dhp, mig egy N-atomon
keresztiil az N-Melm koordinalodik. Az egyensuly beéllta ebben a rendszerben is gyors.

A RhCp*-pic és az N-Melm egyensulya ettdl eltéré képet mutat. A spektrumok
alapjan elmondhatjuk, hogy a rendszerben kialakul a vegyes ligandumti RhCp*-pic-N-

Melm komplex, am emellett marad valamennyi RhCp*-pic torzskomplex is. RhCp*-N-
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Melm komplex ebben a rendszerben nem alakul Ki, vélhetéen azért, mert az N-Melm nem
képes disszociaciora kényszeriteni a pic-at (szabad pic-hoz vagy RhCp*-modell
vegylilethez tartozd jelet nem lattunk a spektrumban). A spektrumokban a megfeleld
komplexek jelének integraldsaval igyekeztiink megadni, hogy milyen aranyban van jelen a
rendszerben a torzskomplex (M-A), a modellel képzett komplex (M-B), illetve a vegyes
komplex (M-A-B), a szazalékos aranyokat az 5. tablazatban foglaltuk Gssze.

A kolcsonhatés tovabbi vizsgalata UV- lathatéd spektrofotometria segitségével tortént.
A mérés soran a komplex — modell rendszer mellett a komplex, valamint a modell
spektrumait is felvettiik 6nalldan. Az egylittes spektrumbol a kiilon-kiilon megmért, majd
Osszegzett spektrumokat kivonva kiilonbségspektrumokat szamoltunk, melyek megerdésitik,
hogy torténik kolcsonhatds a modell és a komplexek kozott, ez mar a minta sszedllitasat
kovetden néhany perc alatt detektalhatd, 24 6ra multan pedig még hatdrozottabban lathato.

Példaként a RhCp*-pic-N-Melm rendszer kiilonbségspektrumait a 25. abran mutatjuk be.

0,10

g 0,00
290 340

-0,05

-0,10

Al nm

25. dbra: RhCp*-pic és N-Melm kolcsonhatdsdanak vizsgalata UV-ldthato
kiilonbségspektrumok segitségével (kék: 5 perc utdn, piros: 24 éra utan felvett
spektrumokbol szamolt kiilonbségek) (Crncp* = Ckomplex = CN-Meim = 0,10 mM, t = 25 °C, pH
=7,40)

A Cys* és a RhCp* kolcsonhatasanak vizsgalatara felvett 'H NMR spektrumaink
alapjan azt mondhatjuk, hogy az N-Melm modellel ellentétben az egyenstly bedllta

lassabb folyamat, mely a fémion és a ligandum oldalarol egyarant kovethetd. A
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kolcsonhatas kismértékli, a Cys* jelének intenzitdsa az id0 elérehaladtaval csokken.
Azonban nem zarhatjuk ki a Cys* oxidacidjanak lehetéségét. Az RhCp*-dhp komplexszel
kapcsolatban szintén azt a megallapitast tehetjiik, hogy a kolcsonhatds igen kismérték,
nagyon lasst (> 1 nap) folyamat. A dhp jelenlétében vegyes komplex nem detektalhato, a
6 jel a RhCp*-dhp komplex jele marad. A RhCp*-pic komplex esetében a korabbiakhoz
hasonlé megallapitasokat tehetiink: a komplex és a modellvegyiilet kozott kdlcsonhatés
valoszinlileg nem alakul ki, a komplex nem disszocidl, szabad ligandum vagy terner
komplex megjelenését nem lattuk a spektrumokon. Mivel a Cys* oxidacidja nem volt
kizarhato, igy a tovabbi UV-lathatdo spektrofotometrids méréseket oxigénmentes
koriilmények kozott végeztiik, a mintdkon argon gzt buborékoltattunk at. Itt szintén csak
Kismértékii, inkabb a ligandumsavokat érint6 valtozast tapasztaltunk a Cys* jelenlétében,
aminek oka (a gondos argonozas ellenére) lehet, hogy a Cys* egy része oxidalodott a
kisérletek soran. Ezen mérések alapjan azt mondhatjuk, hogy az N-Melm altal modellezett

His-N erésebb kotéhelynek tlinik.

5. tabldzat: A RhCp*-A-B rendszerekben képzddd részecskék szazalékos aranya (jelolések:
M-A: torzskomplex, M-B: modellel képzett komplex, M-A-B: vegyes komplex)

M-A M-B M-A-B
RhCp*-dhp-N-Melm 0 9 91
RhCp*-pic-N-Melm 8 6 85
RhCp*-dhp-AM 9 9 82
RhCp*-pic-AM 18 18 64
RhCp*-dhp-MS 0 0 100
RhCp*-pic-MS 75 0 25

A fehérjén vald egyfogl koordinicid lehetdségét tovabbi két tioéter modellvegyiilettel
(MS, AM, 23. 4bra) is vizsgaltuk "H NMR spektroszkopia segitségével. Megallapitottuk,
hogy a komplexek és a modellek kozotti kolcsonhatas gyorsan lejatszodik, a minta
Osszeallitasa utdn 15 perccel és 24 oraval felvett spektrumok kozott nem lattunk
kiilonbséget, a komplexképzés minden esetben gyors. A jelek valtozasa alapjan ugy véljik,
hogy mindkét modellel képzédnek vegyes komplexek a folyamat soran. A *H NMR

spektrumok megfeleld jeleinek integralasaval probaltuk meghatarozni a térzskomplexek,
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valamint a vegyes komplex aranyat a rendszerben, a kapott szazalékos aranyokat az 5.
tablazatban foglaltuk dssze.

Osszefoglalva a modellvegyiiletekkel valo kolcsonhatast felderitd méréseinket,
RhCp*-dhp, illetve —pic komplexek esetén elmondhatjuk, hogy a His-N-t modellez6 N-
Melm mellett a kéntartalmti oldallincok modelljeiként alkalmazott tioéterekkel is
kolesonhatnak a torzskomplexek, mindegyik rendszerben legnagyobb ardnyban vegyes

komplexet képezve a jelen 1évé modellvegytilettel.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran a [Rh"'Cp*(H,0)s]** fémorganikus vegyiilet piron (mal), valamint
piridinon (dhp) tipust ligandumokkal valé komplexképzddését vizsgaltuk oldategyensulyi
modszerekkel (pH-potenciometriasan, UV-lathato spektrofotometria segitségével, 'H NMR
spektroszkopiaval) kloridmentes kozegben. A célkitlizésiinket teljesitve meghataroztuk a
ligandumok proton disszocidcios- és a RhCp* hidrolizisallandoit (melyre kloridmentes
kozegben eddig nem volt irodalmi adat). Emellett Gj eredményként megallapitottuk, hogy
kloridmentes kozegben a RhCp*-mal és a RhCp*-dhp rendszerben egyarant mono-
ligandum komplexek képzddnek, melyek stabilitdsi szorzatat meghataroztuk. Kloridiont
tartalmazo rendszerek irodalmaval Osszehasonlitva méréseinket, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a kloridion mint kompetitiv részecske, képes a komplexképzddést nagyobb
pH-tartomanyba eltolni.

A [Rh"Cp*Zs] (Z = H,O / CI) vegyiletnek, valamint piridinon (dhp) és
piridinkarbonsav (pic) tipust molekulakkal képzett komplexeinek human szérum
albuminnal vald kolcsonhatasat vizsgaltuk, mely folyamatokat spektrofluorimetriasan és
"H NMR mérésekkel kovettiink.

A human szérum albuminnal vald kolcsonhatas felderitését célzd méréseink alapjan
megallapitottuk, hogy a fémion Onmagaban is képes kotédni a fehérjéhez, valamint
komplexeire is hasonl6 folyamatok jellemzdk, bar a RhCp*-pic komplex esetében meg kell
jegyezniink, hogy az (O,N) donor ligandum képes valamilyen mértékben gatolni ennek a
kotédesnek a kialakulasat. Kotohely markerek bevonasaval zajlo kiszoritasos vizsgalataink
alapjan elmondhatjuk, hogy a fehérje két hidrofob zsebe potencialis kotdhely lehet a
fémion szamara. Emellett modellvegyiiletek felhasznalasaval tortént méréseink alapjan
valoszinlsithetjiik, hogy a fehérje aminosav oldallancainak His-N-jethez is képes
koordinalédni a RhCp*, vagy valamelyik komplexe. A tovabbi, tioéter modellekkel
folytatott vizsgalataink alapjan tigy gondoljuk, hogy az itt is gyors kolcsonhatds soran
mindkét modellel vegyes komplexek képzddnek, igy céljainknak megfelelden a fémion,
valamint a komplexek fehérjén valo kotddésének egyik legvaldsziniibb helyére is sikeriilt

javaslatot tenntink.
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