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Roviditések

bpy 2,2’-bipiridin, (CsH4N)-

Cp ciklopentadienil anion, CsHs

Cp* pentametil-ciklopentadienil anion, CsMes’
cys” N-acetil-L-cisztein-metilészter

DG danzil-glicin

dhp deferipron

DSS 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav

en etilén—diamin, H2N(CH2)2NH2

HSA human szérum albumin

mim 1-metilimidazol

pic pikolinsav

RhCp* (n°-pentametil-ciklopentadienil)rédium(IIT), [(’-Cp*)Rh]**
tiol etil-3-(metiltio)-propionat

tio2 N-acetil-L-metionin

WE warfarin



1. Bevezetés

A szerves szintetikus vegyiparnak az 1990-es években megfogalmazodott iranyelvnek
célszerli megfelelnie: ez a ,,z0ld kémia”. Ennek tizenkét pontjdban fontos szempont a
melléktermékek és hulladékok keletkezésének megeldzése, nagy hatasfoku, kis mennyiségben
sziikséges katalizatorok hasznalata, melyek reakcid - és sztereospecifikusak, emellett kevésbé
extrém koriilményeket igényelnek (1 atm, 0 — 100 °C). Ezeknek az elvarasoknak a bioldgiai
szervezetekben miikodo enzimek tokéletesen megfelelnek, igy mar egyre tobb szintézisnél a
reakciokat ezek kozremikodésével hajtjak végre [1].

Azonban hatékonysagukat erdsen befolyasolja a kozeg tobb tulajdonsaga: sziik hatarok
kozott valtozhat a pH és a homérséklet, foként vizes oldatot igényelnek, illetve a
mikodésiikhoz a  szervezetekben  taldlhatdé  koenzimekre, fdleg  ATP-re ¢&s
NAD(P)*/NAD(P)H-ra van sziikség. Ez utobbi kitétel rendkiviil koltségessé teszi a szintézist,
mivel a szlikséges tisztasagli €és mennyiségli koenzimek igen dragak, raaddsul oldatban
hosszabb tavon nem is tarthatok el.

Tobb kutatas iranyult erre a problémara, megoldéasként eldszor Gsszetettebb rendszereket
hoztak létre [2]:

e Lechet egy enzim ¢€s szubsztratja, mely szamunkra a {6 reakciot jelenti, és ez igényli
a NAD(P)H-t; kozben egy masik reakcidban egy masik enzim egy masik
szubsztratot alakit 4t, aminek soran redukalédik a NAD(P)".

e Lechet, hogy csak egy enzim van a rendszerben, melynek két szubsztratja van:
egyiket oxidalja, igy hozva 1étre NAD(P)H-t; ez sziikséges ahhoz, hogy a 6 reakcid
szubsztratjat redukalja.

e A kozvetlen elektrokémiai redukcioval is probalkoztak, azonban ez dimerek és
melléktermékek keletkezése miatt nem rendelkezett kelld hatasfokkal.

Mivel ezek tal érzékeny és Osszetett rendszerek, emellett nem értek el megfeleld
hatékonysagot, egy elektrokémiai medidtor utan kutatva felfedezték tobb molekula ilyen
aktivitasat: kiterjedt aromas rendszerrel rendelkez6é molekulak, Rh*-polipiridil komplexek (pl.
[Rh(bpy)s]”) és fémorganikus [RhCp*]**-komplexek (bpy = 2,2’-bipiridin; Cp* = pentametil-
ciklopentadienil-anion, CsMes) is alkalmasak erre a célra [3]. Ezek koziil a [RhCp*(bpy)]**
komplex igen sok kutatdsban szerepelt nagy hatdsfoka miatt, azonban a hatékonysaganak

maximalizalasahoz sziikséges oldategyenstlyi viselkedését még nem vizsgaltak eddig [4].



Dolgozatom masik kiindulopontja az 0j gyogyszerhatdanyagok létrehozasa. A betegségek
mindig nagy kihivast jelentettek az emberiség szamara a multban, és jelentenek még ma is. A
gyogyszerek fejlesztése ezért kulcsfontossagu feladat. Tobbek kozott az AIDS, az ebola, a
Parkinson-kor, az Alzheimer-kor, a sclerosis multiplex és a rakos megbetegedések a még nem
teljesen vagy az egyaltalan meg nem oldott problémékhoz tartoznak. Ezért intenziv vizsgalat
folyik a vilag szamos kutatdcsoportjaban, felhasznalva a tudomany legujabb eszkozeit.

Ezek kozil a rdk Osszetett, igy igen nehezen lekiizdhetd betegség; a nehézség
felismerésében rejlik, mivel ezen sejtek a test normalis sejtjeitdl lényegében alig kiilonboznek.
Morfologiajuk a kialakuldsuk helyétdl is fligg: ez alapjan kiilonboztetiink meg tobbek kozt
borrakot; legalabb huszféle kiilonbozd tiidérakot; emldrakot, leukémiat és agydaganatot. Mar
ezekben a példakban is latszik, a daganatok a test szinte barmely pontjan kialakulhatnak,
barmilyen szovetbél. Epp ez a valtozatossag akadalyozza meg, hogy egyetlen gyogyszer
alkalmas legyen mindegyik tipusra.

A rakkezelés soran a kemoterapia célja elsdsorban a daganatos sejtek pusztitdsa €s attétek
képz6désének megakadalyozasa. Ez megkoveteli, hogy a vegyiilet citotoxikus,
antimetasztatikus (attétképzodést gatld) és/vagy antiproliferativ (sejtosztodast gatlo) legyen.
Ezek a tulajdonsagok okozzdk a stlyos mellékhatasokat is, mivel hatasuk sokszor a rakos
sejtek azon tulajdonsagan alapszik, hogy gyorsan osztodnak, azonban normal sejtek kozt is
van ilyen, igy citotoxikus hatdsuk rajtuk is érvényesiil. A rakellenes szereket klasszikus
felosztas alapjan DNS-hez kotddo szerekre, antimetabolitokra, tubulin mérgekre, molekularis
tamadaspontu agensekre és hormonalis terapeutikumokra oszthatjuk fel [5].

A rakterapia teriiletén kutatdsok folynak a modern nanotechnologia €s a molekularis
bioloégia mellett a fémkomplexek teriiletén is, amir6l a 2. fejezetben lesz sz6. A
nanotechnologiaban olyan részecskékkel dolgoznak, melyek mérettartomanya 1-100 nm koz¢
esik. Az ilyen tipust kutatasokban is még sok kiaknazatlan lehetdség rejlik, mint a
hipertermids kezelés, liposzomaba csomagolt gydgyszerek vagy a nanoméretli fém részecskék

funkcionalizalasa.



2. Irodalmi hattér

2.1 A fémorganikus vegyiiletek

A fémek kiilonbozé szerves molekuldkkal létrehozott komplexei mar régota érdeklodés
targyai. A figyelem kdzpontjaba keriiltek azok a vegyiiletek, melyekben kdzvetlen fém — szén
kotés talalhatéd: ilyen komplexek az aromas ligandumokkal képzett szendvicsvegyiiletek is.
Ezek elsd képviselje a ferrocén, aminél egy Fe®'-kationhoz két ciklopentadienil-anion (Cp)
kapcsolodik, stabil €s semleges vegyliletet hozva létre: 1951-es véletlen felfedezésével
robbantak be a koztudatba ezek a vegyiiletek. 1973-ban kémiai Nobel-dijat kapott Fischer és
Wilkinson ezen a teriileten végzett munkassagukért: ,,for their pioneering work, performed
independently, on the chemistry of the organometallic, so called sandwich compounds".
Kiilonboz6 szubsztituensek kapcsolhatok a gytiriikre, illetve a késobbi vizsgalatoknal mas
kozponti fémionokkal és mas aromas gylirtikkel vegyliletek egész tarhazat hoztak Iétre:
szerepelnek koztik szendvics, félszendvics, dimer és polimer fémorganikus komplexek is.
Felhaszndlasuk széleskorti: 1j, stabilabb katalizatorok hozhatok létre altaluk, példaul

ujgeneracios Ziegler-Natta-katalizatorok, enantioszelektiv katalizatorok [6].

2.2 Rakellenes platinafém komplexek

A platina(ll)-tartalma ciszplatin sikerei forditottak a figyelmet a fémkomplexek
tumorellenes  felhasznalasara, igy a kutatdsok els6 hullama szerkezetileg ¢és
hatasmechanizmusban is hasonld platinafém vegyliletek létrehozasara torekedett [7].
Heterociklusus, aromas N-tartalmu ligandumokkal a ruténium két komplexe is jelentds DNS -
keresztkotésre vald hajlamot és rakellenes aktivitdst mutatott: ezek a cisz-[Ru(2-
fenilazopiridin),Cl,] és a mer-[Ru(2,2’:6°,2”-terpiridin)Cls]. Kiterjedt, aromas, planaris
ligandumaikkal beékelédhetnek a bazisok ko6zé, ezzel is stabilizaljak a kozponti fémion
kotését a DNS-hez. A NAMI-A {(ImH)*(transz-[RuCly(DMSO)(Im)])} (Im = imidazol) és
KP1339 {Na'(transz-[RuCls(Ind)2])} (Ind = indazol) is mar eljutott a klinikai vizsgalatokig.
A NAMI-A antimetasztatikus hatasa nem a DNS - kot6désen keresztiil valosul meg, mivel
gyengén kotédik hozza az in vitro vizsgalatok szerint; mechanizmusa ismeretlen — nagy
eséllyel a szerkezeti fehérjékhez kotddik, igy gatolva az attétek leszakadasat. A KP1339

szolid tumorokra hat, kimondottan végbélrak kezelésénél tesztelik [8].



Az iridium és rédium NAMI-A-val és KP1339-cel analég komplexei kinetikailag és
biologiailag inertek, mivel lassabb a ligandum-szubsztiticié ezekben a komplexekben, igy
nem jon létre aktiv akva-komplex. A fac-[M(DMSO)(pp)]-komplexek, ahol M = RH/Ir,
DMSO = dimetil-szulfoxid, pp = polipiridilek (2,2’-bipiridin, fenantrolin, és ennek
szarmazgkai), jelentds rakellenes aktivitast mutattak —megjegyzendd azonban, hogy a pp
ligandumok magukban is igen aktivak. Ha két kloridiont és a DMSO ligandumot lecseréljiik
haromfogu ligandumokra, akkor félszendvics-vegyiiletekhez hasonlod szerkezetet ériink el:
erre alkalmas ligandum a [9]aneSs, azaz az 1,4,7-tritiaciklononan, illetve a trisz-
pirazolilmetan. Ezek Rh(IIl)-komplexeinek tumorellenes hatasat vizsgaltak, és a legtobb
esetében tapasztaltak aktivitast [9].

Azonban a legtobb ilyen fémkomplex még csak in vitro vizsgalatokon bizonyitott, néhany
klinikai fazisban van, és csak toredéke valt mar klinikumban hasznalatos szerré: azok is mind

a ciszplatin szarmazékai (oxaliplatin, karboplatin) [7].

2.3 Fémorganikus komplexek, mint potencialis gyogyszerek

Az els6é fémorganikus vegyiilet, a ferrocén gyakori szubsztituens gydgyszeranalogoknal: az
aromas fenilcsoportot lehet vele helyettesiteni, rdadasul annal nagyobb lipofilitast biztosit a
molekuldnak, igy nagyobb eséllyel vehetik fel a sejtek. Tobb ilyen probalkozas is tortént,
azonban a hatas nem mindig egyezett meg a varttal: valahol csokkent, valahol névekedett,
valahol teljesen mas hatast valtott ki [8].

A ferrocifének a tamoxifén gydgyszer-hatdoanyag fémorganikus analodgjai: benniik egy
szubsztitualatlan fenilcsoport lett ferrocénre cserélve. A tamoxifén specifikusan kotddik az
Osztrogén-receptorokhoz, ¢és  hatasos ellenszere a  mellrdknak.  Azonban —
hatdsmechanizmusabol fakadéoan — nem hatdsos az Osztrogén-receptor negativ daganatos
sejtekkel szemben, mely az esetek kozel 40%-a. In vitro vizsgalatokbol kideriilt, hogy a
ferrocifének kevésbé kotddnek az Osztrogén-receptorhoz, viszont a megkotott kisebb
mennyiség is elegendd volt az MCF-7 (0sztrogén-receptor pozitiv mellrdk) sejtek
szaporodasanak gatlasahoz. Lehetséges hatdsmechanizmusuk a vas oxidacidsszdm-valtdsahoz
kothetdek: megnovekszik a reaktiv oxidativ részecskék (ROS) mennyisége jelenlétiikben
[8,10]. Ugyancsak sikeres elgondolas volt a klorokvin ferrocén-analogja, a ferroklorokvin
megalkotasa. Ez az analdg a kiinduldsi malariaellenes szernél sokkal kisebb koncentracioban

éri el hatasat, a klorokvin-rezisztens sejtek esetében is [11,12].



A titanocén-diklorid is két Cp-gylriit tartalmaz, azonban ezek centrumai 180°-nal kisebb
szoget zarnak be: igy kialakul két szabad kotOhely egyéb ligandumoknak. Mivel a titdn
oldataiban +4-es oxidacios allapotban van, ezért a hard jellegii oxigén-donoratomokkal képez
szivesen komplexeket. Ebbdl a feltevésbdl kiindulva —mivel a sejtben a célmolekula, a DNS
cukorfoszfat-lanca sok oxigént tartalmaz— rakellenes hatdsait vartdk. Mivel a kiindulasi
vegylilet semleges, viszonylag konnyen atjut a sejtmembranon. In vitro és in vivo
koriilmények kozt kivald ICso-értékeket produkalt még a ciszplatin-rezisztens sejtvonalaknal
is, azonban a klinikai vizsgalatok els6 fazisdban megakadt erds toxicitdsa miatt: koran
elhidrolizdl, igy az aktiv forma mar a DNS-hez érés eldtt elreagdl. Mas, kedvezdtlen
folyamatokat indukal a sejtben: kloridionjait méasodpercek alatt, aromas ligandumait par 6ra
mulva vesziti el, TiO, csapadékot Iétrehozva [13].

A masik, tobb fém irdnyaban is alkalmazott Gt az un. ,,félszendvics-elrendezés”, ahol csak
egy aromas gylrl talalhato a fémion koordinicios szférajaban, meghagyva igy harom masik
kotéhelyet a tobbi ligandumnak. Ezt ,piano-stool”-nak (1. abra), azaz zongoraszék-
elrendezésnek is nevezik. Sok atmenetifém felhasznilasanak gatat szabnak oldatbeli
tulajdonsagaik: semleges vagy mar kiss¢ savas pH-n is hidrolizdlnak, oldhatatlan vagy
bioldgiailag inaktiv komplexek képzédhetnek; komplexeikben is kis koncentracioban
oldhatok, igy nem tudjak elérni a hatdsukhoz sziikséges koncentraciot vagy éppenséggel tul
inertek. Ezekre egy lehetséges megoldast nyujt ez az elrendezés. Ezt jelzi a ligandumcsere-
sebesség valtozasa: pl. a [Rh(H20)e]*" komplexben a vizeserére jellemzd sebességi allando
2,2 x 10° s, mig ugyanez a [RhCp*(H,0)s]**-ben 1,6 x 10° s*, mely mintegy 14
nagysagrenddel nagyobb labilitast jelent. Azaz a Rh®" inertsége itt mar nem jelent akadalyt

[15].

H,0-"RN"**-OH,
OH,
1. abra: A félszendvics-elrendezésii [Rth*(HzO)3]2+—komplex szerkezeti képlete

Feltételezett hatdsmechanizmusuk alapjan az aktiv forma az akva komplex, azaz amikor
mar legalabb egy koordinalodé ligandum lecserélddott egy koordinalt vizre. Ezt elsdsorban

két altalanos tényezd befolyasolja: a komplex pKa-ja, illetve a CI/H;O-cserét jellemzd



egyensulyi dllando: el6bbi esetén a OH™ koordinalodésaval alakul ki az inert komplex; utébbi
azért fontos, mivel az €16 kozegek kloridion-koncentracidja megszabja az aktiv akva komplex
¢s az inaktiv kloridokomplex aranyat [14]. A kloridion koncentracija ~103 mM a sejtkozotti
térben, ~23 mM a sejtplazmaban ¢s 4 mM a sejtmagban. A kdzponti fémion, az aromas
»sapka”, a kétfogu ligandum és az egyfogu tavozo ligandum helyes megvalasztasaval finoman
lehet hangolni ezt a két értéket, és ezen keresztiil a citotoxicitast és a lipofilitast is [14,15].
Egy 2013-ban k6zolt cikkben az akva komplexek pKs-jat részletesen vizsgaltak kiilonbozo
platinafém ionok és aromés ligandumok hatdsanak fiiggvényében kloridos és kloridmentes
kozegben L. Biro és munkatarsai [16].

A vas rakellenes félszendvics komplexei nemrég jelentek meg az irodalomban. Ezekben
egy koordinalodo Cp van, illetve egy (P,P)-kétfogu ligandum és egy aromas nitrogénnel
koordinal6dé imidazol-szarmazék. In vitro rakellenes hatasuk a ciszplatinnal hasonlo
nagysagrendii vagy még jobb is [17].

A félszendvics rodium- és iridiumvegyiiletek aromas liganduma a legtobb esetben a Cp*:
ezek komplexeit kiilonb6zdé kétfoghh komplexekkel mar sok cikkben leirtdk. A rédium(IIT)
oxigén, nitrogén, foszfor és kén donoratomokkal is képez stabil komplexeket.
Kutatécsoportunkban mar korabban vizsgaltdk a RhCp* komplexképzését maltol, allomaltol,
pikolinatok és deferipron ligandumokkal vizes kdzegben, melyek koziil a pikolinsav-komplex
nem mutatott biologiai aktivitast. Részletesen jellemezték a képzddd komplexek Gsszetételét,
stabilitasat, illetve a RhCp* hidrolizisét kloridion tartalmazo, illetve kloridion-mentes
kozegben [18,19].

Egy 0Osszefoglalo cikkben Y. Geldmacher és munkatarsai kozolték, hogy az altalunk
vizsgalt két komplex, a [RhCp*Cl(bpy)]* és a [RhCp*Cl(en)]” (en = etilén-diamin) ICso-
értéke 100 uM fo16tt van, azaz nem tekinthetOk igazan rakellenes komplexeknek, azonban a
bpy-t61 kismértékben eltéré fenantrolinnal alkotott komplex mar igen [9]. Emellett ismert a
[RhCp*Cl(bpy)]CIO, [15], illetve a [RhCp*(bpy)(H20)](OTf), komplexek rontgen
diffrakcios szerkezete is az irodalomban [20].

A ruténiumnak biztatéak az ez irdnyu fejlesztései is: fontos megjegyezni, hogy az altalunk
vizsgalt [RhCp*Cl(en)]*-nal izoelektronos [(n°-p-cym)RuCl(en)]” és [(n°-biph)RuCl(en)]*
(biph = 1,1’-bifenil) in vitro rakellenes hatast mutatott (p-cym = para-cimol, 4-
izopropiltoluol). Tovabbi érdekes vegyiiletek a RAPTA-komplexek, melyben 1,3,5-triaza-7-
foszfaadamantan az egyfogt, allandé ligandum, és két kloridion vagy egy (0O,0) kétfogh
ligandum a tavozocsoport. Ezek rakellenes aktivitasa is jelentés [14]. Ha az ebben a
dolgozatban targyalt [RhCp*Cl(bpy)]” fémionjat ruténiumra, a sapkdjit Cp-re és a CI-t

9



trifenil-foszfinra cseréljiik, akkor egy in vitro vizsgalatoknal igen kis ICso-értékeket produkalo

komplexet kapunk ciszplatinra rezisztens sejtvonalak esetén is [22].

2.4 A [RhCp*(bpy)]*", mint katalizator és hidrid-transzfer

Kozolt cikkek szerint a [RhCp*(bpy)]** megoldast nyujthat a reakcié soran elhasznalodott
NAD(P)H és FADH, in situ regeneraldsira NAD(P)"-bol és FAD'-bol [4]. Ez a komplex
hidrid-transzferként képes regeneralni az oxidalt format: ezt kémiai és elektrokémiai

modszerrel is megtehetjiik.

2.4.1 Koenzim-redukcio kémiai médszerrel

Kémiai modszer esetén natrium-formiat a hidridion-forras, mivel a komplex az 1. egyenlet

szerint katalizalja a formiation bomlasat szén-dioxidra és hidridionra:

HCOO~™ = CO,+ H™ 1)

Ennek mechanizmusa szerint el6szor koordinalodik a formiation a kotott viz helyére, majd

CO; kilépése kozben kialakul a [RhCp*(bpy)H]" hidridkomplex. Majd az oxidalt koenzim

koordinalodik, felveszi a H-t, igy keletkezik a redukalt forma. Végiil ez disszocidl ¢s a

kozegtol fiiggben viz vagy Cl koordinalodik a helyére. Ezt a folyamatot a 2. abra mutatja be,
egy NAD(P)*-modellel (1-benzilnikotinamid) [20,22].

10



A///'A\ ﬁ?\\:] ‘_k,: KEjla

Hydride Formation

'[' ?X“ B M)}& . jm;—

Rh~—
N— Rb N~ O, _NH,
I\ N/ N H; \ A" /// k N/ "%
Fe M . :7’\\ ]

R

I
Catalyst Precursor Q/U\ NH, H,0 |

2 4
O .
1.4-Dihydro Product A N
da \@/ |
=i
Rh--0, NH,

C
2. dbra: Egy NAD(P)*-modell kémiai redukalasanak feltételezett reakcidémechanizmusa

[RhCp*(bpy)(H.0)]** segitségével [20]

2.4.2 Koenzim-redukcié elektrokémiai modszerrel

A kozvetlen elektrokémiai redukcié a legidealisabb mddszer lehetne, hiszen egy katodot
kellene csak az oldatba tenni, igy a rendszer nem tartalmazna a minimalisnal tobb vegyszert,
illetve az elektromos aram viszonylag olcso alapanyag; azonban a redukcié soran nem csak
1,4-NAD(P)H keletkezik: a kétlépéses redukcid sordn gyokok képzddnek, melyek
rekombinacios sebessége gyorsabb, mint a masodik elektron felvétele [22]. Ezért olyan
megoldast érdemes keresni, ahol a NAD" redukcidja egy lépésben torténik meg, pl. H'-
felvételével. Ha egy mediatort hasznalunk, mint a [RhCp*(bpy)(H20)]**-komplexet, akkor
elérhetjiik a kivant szelektivitast és a nagy hatasfokot az indirekt elektrokémiai modszerrel. A
rédium vegyértékvaltd fém, mivel +1-es és +3-as oxidacios allapota is viszonylag stabil. Ez a
tulajdonsaga teszi alkalmassa erre a feladatra: a katddon két elektron felvételével RhCp*(bpy)
képzédik, melyben Rh* talalhatd. Ez a pKa-janal kisebb pH-jii kdzegben protonalodik: ez

izoelektronos a hidridkomplexszel, amivé 4t is alakul: a Rh* redukalja a koordinalt protont
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hidridionnd, mikézben 6nmaga Rh*"-n4 oxidalodik. Ezutan a folyamat gy folytatodik, mint a

formiation altali kémiai modszernél [2].

2.4.3 Egyéb katalitikus felhasznalasok

A 3. ébran lathato, hogy a hidridkomplex az oldott/atbuborékoltatott Oz-nel hidrogén-
peroxidot képez. Ez a mellékreakcid fontossa valik, ha a komplex felhasznaldsa soran olyan
enzimet hasznalunk, melynek egyik reagense éppen az O,. Az dbran lathatd masik reakcio
savas kozegekben jatszodik le: lathatd fénnyel megvildgitva a TiO, szemcséket egy
elektronforrast nyeriink, aminek segitségével redukalodik a rodium-komplex, létrehozva a
hidridkomplexet. Ezutan egy H" és a koordinalt H" egymassal reagalva H,-t hoz létre. A TiO,-
ben keletkezd pozitiv ,lyukakat” egy elektrondonor oxidalasaval regenerdljuk, mely lehet

maga az olddszer, pl. a viz is [23].

mE
< 2;
= N Vi
N/
Rh
P

_ 1
N
%h”’olﬁ: \K}(\F{%\i&o ’ (d]

H,
3. 4bra: A [RhCp*(bpy)]** -mint hidrid-transzfer- sokoldalu felhasznalasa [4]

2.4.4 Felhasznalasi problémak

Két f6 problémat targyal egy 2010-es cikk: eddig egyetlen kutatés tortént annak érdekében,
hogy kideritsék, vajon csak a [Rth”‘(bpy)(HQO)]2+ az aktiv komplex ezekben a
folyamatokban, vagy a [RhCp*(bpy)CI]" is [24]. Kulcskérdés ez, mivel szivesen képez
kloridokomplexeket a rodium: a [RhCp*(bpy)(H20)]**-eldallitasahoz is [RhCp*(u—CI)Cl]z-ot
hasznalnak fel. Tovabba az ionerdsség beallitasahoz is gyakori a KCI/NaCl felhasznalasa,
illetve a gyogyszerjelolt fémkomplexeknél csak az akva komplex az aktiv, 1d. ciszplatin

hatasmechanizmusa [25]. A pufferek és egyéb halogenidek hasznalata is inhibidlhatja a

12



[RhCp*(bpy)(H20)]** komplexet a koenzim-regeneralasban, mivel a nagy koncentracioban
levé koordinalodo részecskék kompeticioban vannak a formiationnal és a koenzimmel [24].

A biolégiai molekuldk kotddése is hatdssal van a komplex hatékonysagara, azt csokkenti.
Itt megvizsgaltak a kiillonb6zd enzim- és aminosav-oldatokban a koenzim regeneralasanak
hatasfokat. Az enzimeknél azonban nem 1:1 aranyban adtak egymashoz a két reagenst, hanem
0,02 mM volt a fémkomplex és 375 mg/dm® volt a fehérje koncentracidja. Az aminosavak
koziil a nitrogén és kén donoratomokat tartalmazé oldallancuak csokkentették leginkabb a
hatast [24].

Erdekes, hogy a RhCp* fenantrolinnal alkotott komplexe tobb mint kétszer aktivabb az
analog 2,2’-bipiridilkomplexnél koenzim-regeneralasban [26]. Ha figyelembe vessziik, hogy a
rakellenes aktivitasa is a fenantrolin-komplexnek nagyobb [9], akkor egyfajta kapcsolat

elképzelhetd a két tulajdonsag kozt.
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3. Célkitiizés

A [RhCp*(bpy)]** képes az oxidalt koenzimek in situ regeneralisara, kémiai és
elektrokémiai uton. Azonban bizonyos koriilmények hatdsara leromlik a hatasfoka mind a
hasznalt enzimnek, mind a mediatornak. Ilyen iranyban mar volt kutatds, azonban ezekbdl
nem lehet eltér6 korilményekre megjosolni a valdsziniileg aktiv akva komplex
[RhCp*(bpy)(H20)]* koncentracibjat.

A [RhCp*(bpy)]** és a [RhCp*(en)]** rakellenes hatasa csekély, azonban a veliik analog
szerkezetli komplexek mar aktivak: egyrészt akkor, ha a fémiont cseréljiik le, masrészt akkor,
ha (N,N)-kétfogu polipiridil komplexeket hasznalunk ligandumként.

A kutatasokban azonban kifejezett hianyok talalhatok, melyeket e dolgozattal szeretnénk
kipotolni. Céljaink a kovetkezdk:

= Az oldategyenstlyokat megszabo allandok meghatdrozasa kloridos és kloridmentes
(nitratos) kozegben: a valasztott két fémkomplex ([RhCp*(bpy)]** és
[RhCp*(en)]?*) stabilitasi szorzata (B(ML)), a fémkomplexek savi disszocidcids
allandoja (K,), illetve a H,O/Cl" ligandumcserére jellemzo allando (K’[H2O/CI]).
Ezek segitségével adott fémkomplex és kloridion koncentraciok mellett le lehet irni
tetszOleges rendszerek pontos egyensulyi dsszetételét.

= Human szérum albuminnal (HSA) valé kdlcsonhatasuk jellegének és mértékének
vizsgalata kozvetett és kozvetlen modszerekkel. Kozvetetten a kotéhely-markerek
segitségével hatarozzuk meg az ismert kotohelyekre vald kotddés mértékét,
kozvetleniil pedig ultraszlirés segitségével az 0Osszes megkotdtt mennyiséget
mérjik.

= A komplexek kolcsonhatasanak vizsgalata védett aminosavakkal, melyek
modellezik a fehérje aminosav oldallancainak egyfogi kd&tdhelyeit (kotohely-
modellek).

= A kapott eredmények Osszehasonlitdsa a kutatécsoportunk altal mar vizsgalt mas

RhCp*-komplexekkel (pl. maltol, pikolinsav, deferipron).
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4. Kisérleti rész

4.1 A felhasznalt vegyszerek

A mérések soran felhasznalt [Rh(III)Cp*(u-CI)Cl],, etilén-diamin, 2,2’-bipiridin, 4,4-
dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav (DSS), 1-metilimidazol, N-acetil-L-cisztein-metilészter,
etil-3-metiltio-propionat, N-acetil-L-metionin, warfarin (WF), danzil-glicin (DG) és human
szérum albumin (HSA) a Sigma Aldrich terméke. A KNO3, KCI, AgNO3;, KOH, KH-ftalat,
HCI, HNO;, KH,PO4, NaH,PO; és Na,HPO, a Reanal Finomvegyszergyar ZRt.-t6l
szarmaznak. Ezeket tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk fel. Oldoszernek ioncserélt €s kétszer
desztillalt Milli-Q vizet hasznaltunk.

A RhCp*, a ligandumok ¢és a fehérjemodell-vegyiiletek torzsoldatai tomeg szerinti
potenciometrias titralasok ¢s a HYPERQUAD nevii programmal hataroztuk meg [27]. A
kloridmentes RhCp*-torzsoldatnal sztochiometrikus mennyiségii AgNOs-0ldat segitségével
valasztottuk le a RhCp*-torzsoldat kloridion-tartalmat AgCl csapadék formajaban, melyet
lesziirtiink, majd a fémion koncentraciot a fent leirt modon hatdroztuk meg. Ezek a
torzsoldatok hiitdszekrényben voltak tarolva.

A pufferelt mintakat PBS*-oldattal allitottuk pH=7,4-es értékre. Ez 1,5 mM KCl-ra, 100,5
mM NaCl-ra, 12 mM Na;HPOg-ra és 3 mM KH,POy-ra nézve. Ha sziikséges volt, a pH-t Kis
mennyiségli sav vagy lug hozzdadasaval allitottuk a pontos értékre. A puffer Osszetétele a
vérszérumban levé K*, Na' és CI” koncentracioival egyezik meg.

A HSA-bol minden mérési sorozat eldtt friss torzsoldatot készitettiink, tOmeg szerinti
beméréssel. A WF és DG torzsoldatanak készitésekor par csepp 0,1 M-es NaOH-oldattal

gyorsitottuk meg az oldodast.
4.2 A mérési modszerek
4.2.1 pH-potenciometria

A pH-potenciometria fontos része a komplexek stabilitasi allandoinak meghatarozasahoz.

A ligandum kotéhelyeiért kompetitiv reakci6 zajlik a fémion és a hidrogénionok kozt, ezt a

M™ + qHL = MLY% + qH* 2
2. egyenlet irja le.
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A reakci6 a kovetkez0 altalanos egyenlettel irhato fel (az egyszeriiség kedvéért a toltéseket

nem jeloljik):

pM +qL +rH = M,L,H, (3)
3. egyenlet, melyre a stabilitasi szorzat:
5 [MpLyH
P [MIP[L]9[H]
4. egyenlettel szamithato. Ezaltal, ha titralas soran mérjiikk az egyensulyi pH-t, akkor abbdl

(4)

nagy pontossdggal meghatdrozhatjuk a létrejové komplexek stabilitdsat. A pH mérés¢hez
fontos, hogy elektrodunk kovesse a Nernst-egyenletet. A pH-potenciometrids méréseknél a H”
az elektrédaktiv komponens.

Itt azonban csak elméleti potencialrol beszéltiink. A mért potencidlbol és az elméleti
potencialbol szamitott pH kozott allando kiilonbség van, ez az érték az Irving-faktor [28].

A pH méréséhez a kozegtdl fliggben kétféle iivegelektrodra volt sziikség: kloridos
kozegben Metrohm 6.0234.100 kombinalt elektrodot, kloridmentes kozegben Metrohm
6.0255.100 double-junction elektrodot hasznaltunk. Utobbi kiilsé toltete telitett KNO3-oldat
volt, a kloridionok oldatba szivargdsanak megeldzésére, ami mérési hibat okozna, mivel a
RhCp*-nak nem elhanyagolhat6 a kloridion-affinitasa. Ezeket az elektrodokat Omega 710A
pH-méréh6z csatlakoztattuk. Az ismert koncentraciéju (~0,20 M) KOH-mérdoldatot
Metrohm 665 Dosimat automata biirettaval adagoltuk, igen nagy pontossaggal (0,001 cmg),
szamitogépes program segitségével.

A titralasokat argon atmoszféra alatt végeztiik, termosztattal 25,0+0,1 °C-on tartva a
hémérsékletet. A rendszert minden nap kalibraltuk erds sav titralasaval, ekkor a sav
koncentracidjat, az Irving-faktort és a vizion-szorzatot a Gran-modszerrel szamoldo Abu9x
nevii programmal értékeltiik ki [29].

A mintdk 1-2 mM-ben tartalmaztdk az adott fémiont és ligandumot, ezek egymashoz
viszonyitott ardnya 1:2, 1:1,5 illetve 1:1 volt, ahol a ligandum koncentracidja mindenhol
azonos. Az ioner6sség 0,20 M (KCI/KNOg3) volt. A titralas kezdetekor a pH~2 volt és
pH=11,5-ig adagoltuk a Iig mérdoldatot, kivarva minden pontban az elektrokémiai
egyensulyt.

A stabilitasi szorzatokat a PSEQUAD nevii program segitségével szamoltuk [30]. Itt a
bemend fajl tartalmazza az adagolt mérdoldat térfogatit és mért pH-értékeket, a
komponenseket (M, L, H), és az ezekbdl felépithetd, az adott rendszerben vart
asszociatumokat (pl. ML, MyH_;, MLH_;), emellett a komponensek analitikai koncentracioit, a

crer
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stabilitasi szorzatai — megfeleld kozelitd értékeket megadva — a 5., 6. és 7. egyenletek altal

leirt anyagmérlegek alapjan a komponensekre felirhatok, €s iteralhatok a megfeleld értékre.

Cu = M1+ ) Py M L1 [T ©
L= L1+ ) Qi [MIIL1[H]" ©
= [+ ) 1ifpiqpr M LI [H]" ™

Mivel a pH-potenciometria viszonylag egyszer(i, de pontos mérési modszer, igy kivaloan

megfelelt a méréseim bazisaul.

4.2.2 Az ultraibolya-lathaté (UV-lathato) spektroszkopia

Ultraibolya-lathat6 spektrofotometriaval azok az anyagok vizsgalhatoak, melyek 200-800
nm-es hullamhosszak ko6zotti fotont elnyeld kromofor csoportot tartalmaznak. Gerjesztés
hatasara az elektronok alacsonyabb energidju molekulapalyakrol magasabb energidju
szintekre kertilnek, példaul kot palyarol lazitora vagy nemkotére. Fémkomplexek esetében
elnyelést okozhatnak a fémion d-d atmenetei, a fémion ¢€s a ligandum kozotti toltésatviteli sav
(CT-sav), illetve a ligandum molekulan beliili elektronatmenetei.

A mérések soran az abszorbanciat mértik, amit a

I
A= lgT0 (8)

8. egyenlettel definialunk, ahol Iy a belép6 fény intenzitasa, | a kilépéé. Az abszorbancia

koncentraciotol valo fliggését adott A hullamhosszon a Beer-Lambert-torvény fejezi ki:

Ay =g XXl 9)
Itt &, a molaris abszorbancia (Mxcm™), ¢ a mérendé anyag koncentracidja (M), | a fény
uthossza (cm).

A dolgozatban szerepld két fémkomplex vizsgélatakor CT-savok jelennek meg; a bpy-nél a
ligandumsavok valtozasa is megfigyelhetd. A CT-savok a lathatd hullimhossz-tartomanyban
okozzak az oldatok jellegzetes narancssarga és citromsarga szinét. A ligandumsavok az UV-
tartomanyban vannak, nagyobb molaris abszorbancia jellemzi 6ket. A komplexképzédésre

mindkét savtipus érzékeny.
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oldatokat vizsgaltunk. 5 és 10 milliméteres kvarckiivettdkat hasznaltam, illetve a kinetikai
méréseknél 10 mm-es uthossz tandemkiivettat. A spektrumokat egy Hewlett-Packard 8452A
diddasoros spektrofotométerrel vettiik fel, 0,20 M KCI/KNO3 mellett, 190 nm-t61 820 nm-ig.
A mérések soran a hdmérséklet itt is 25,0+0,1 °C volt.

A spektrumokat a PSEQUAD nevii programmal értékeltiik ki [30].

4.2.3 A'H NMR-spektroszkopia

Ennél a mérési modszernél azt a jelenséget hasznaljuk ki, hogy magneses térben a
magspinnel rendelkezé "H-atommagok energidja eltér egymastol: a "H magspinje I=1/2, igy
2I+1=2 energiaszint alakul ki, melyek energiakiilonbsége fligg a magneses indukcidvektorok
nagysagatol, azaz attol, mekkora magneses térben van a rendszeriink. A két szint kozti
atmenethez olyan foton sziikséges, melynek frekvenciaja 107 és 10® Hz kériil van. Az NMR-
késziilékeknél ez a frekvencia 4llando, ehhez allitjdk be a magneses tér erdsségét tigy, hogy
megtorténjen az dtmenet. Méréseink sordn 500 MHz-es késziilékkel dolgoztunk, egy Bruker
Ultrashield 500 Plus tipusu késziilékkel.

Ennyi azonban nem tenné alkalmassai a 'H NMR-spektroszkopiat —szerkezet-
meghatarozasra: a kiilonb6zé protonok — kémiai kdrnyezetiiktdl fiiggben — mas és mas
erosségli magneses teret érzékelnek, a koriilottiik keringd elektronok arnyékold hatasa
eredményeként. gy Hz-ben mérhetd eltérések jelentkeznek a spektrumban, létrehozva ennek
finomszerkezetét. A szomszédos szénatomokon levé protonok magspinjei egymassal
kolcsonhatnak, ennek eredményeként felhasadhatnak a jelek multiplettekké, informaciét adva
a szomszédos magok szamarol. Emellett a jelek intenzitdsa aranyos a jelt addo magok
szamaval, igy a jeleket integralva is tdjékoztatast kapunk a szerkezetrél. Ezek alapjan a
rendszerben levd részecskék szerkezetérdl fontos informaciokat nyerhetiink, illetve a
titralasok soran a kémiai eltoloddsok valtozésa titralasi gorbe szerint valtozik (gyors csere

esetén), igy pK és stabilitasi szorzat is szdmolhaté a PSEQUAD nevii programmal ez alapjan

[30].

crer

a kémiai eltolodast, melyet a 10. egyenlettel definialunk:

V_VO
o =

6
v x 10 (10)
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Itt 5 a kémiai eltolodas (ppm), v az adott atommag rezonancia-frekvenciaja (Hz), mig vpa
méromiszer frekvenciaja (Hz).
Méréseink soran 1 és 2 mM-os mintakat vizsgaltunk, ezek 10% (v/v) D,O-t tartalmaztak,

referencia-anyagként DSS-t hasznaltunk.

4.2.4 A spektrofluorimetria

A spektrofluorimetria napjaink kozkedvelt vizsgalati moddszere. Elonye, hogy kis
koncentracidéju oldatok mérhetdk vele, igy alkalmas a fehérjék, fehérjékkel kolcsonhatd
vegyliletek vizsgalatara, igy foleg a biokémikusok, molekularis fizikusok alkalmazzak. Nagy
hatranya azonban, hogy a mért intenzitasvaltozasokbol csak kozvetve kovetkeztethetiink a
kotddés helyére. Tovabba a kotdhely marker anyagokkal torténé kompeticios vizsgéalatok csak
az adott kotOhelyrdl valo leszoritast jelzik, ami nem feltétleniil egyezik a fehérjérdl valo teljes
leszoritassal.

A moédszer elméleti hattere a kovetkezd: bizonyos vegyiiletek az UV -sugarzas abszorpcidja
kovetkeztében fotolumineszcenciat mutatnak, azaz fényt bocsatanak ki. Amennyiben a fény
kisugarzasa a gerjesztett szingulett allapotok valamelyikérdl (Si, Sp) torténik, ugy
fluoreszcencidrol beszéliink, ahol a gerjesztett allapot élettartama 1-100 ns.

Fehérjék esetében harom olyan aminosav van, amely fluoreszcens: aromas jellegiiknél
fogva a fenilalanin, a tirozin és a triptofan (Trp). A HSA-ban egyetlen Trp talalhato a 214-es
helyzetben [31]. Amennyiben szelektiven ezt az aminosavat akarjuk gerjeszteni a fehérjében,
ugy a besugarzo fény hulldmhosszat Aex = 295 nm-nek valasztjuk, mivel igy a masik két
aminosav gyakorlatilag mar nem gerjesztédik. A Trp(214) a IIA domén hidrofob zsebének
(=l-es kotdhely) kozelében helyezkedik el. igy, ha az I-es kotéhelyhez bekotédik egy vagy
tobb vegyiilet (ligandum), akkor ott megvaltoznak a hidrofob-hidrofil viszonyok, ami hatéassal
van a Trp emissziojanak intenzitdsdra. Az ilyen tipusu vizsgdlatok az un. ,kioltas”
(kvencselés, angolul quenching) jelenségén alapulnak: a HSA kezdeti emisszios intenzitasa
valamely vegyiilet hozzdadasaval folyamatosan csokken, a csokkenés mértékébdl pedig a
fehérje-ligandum kdlcsonhatasrol, a kotés ersségérdl nyerhetiink informaciot [31].

Alkalmas gerjesztés mellett a HSA bizonyos vegyiiletekkel komplexet képezve intenziv
fluoreszcenciat mutat. Ilyen vegyiiletek az altalunk kotOhely markerként felhasznalt WF és
DG.

Kompeticiés mérések esetén az adott aranyl HSA-ko6tdhely markert tartalmazé mintat

titraljuk valamely ligandummal/fémkomplexszel. A kotott kotéhely marker koncentracidja
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folyamatosan csokken — helyét a bekotddd ligandum/fémkomplex veszi at — ezzel egyiitt a
kezdeti intenzitas is csokken. A kiértékelést neheziti, hogy nem csak a HSA-ko6téhely marker
komplex, hanem 6nmagaban a kotéhely marker molekula is emittal, rdadasul esetiinkben
ugyanez elmondhato a bpy-rél, mely HSA-hoz kdtve még nagyobb intenzitasu is lesz.

A fluorimetrids méréseket igen hig oldatban végeztiikk: HSA-ra és markerre nézve 1 uM,
mig a fémkomplexre nézve 10 uM. Ez fontos a jelentés Onabszorpciod elkeriilése miatt,
viszont az alacsony koncentracio a disszociacionak kedvez.

Az oldatok pH-ja 7,40-re volt beallitva PBS* puffer segitségével, a mérést Hitachi F-4500
tipusu spektrofluoriméterrel végeztik 1 cm uthossz mellett. A mintaktol fliggden eltért a
gerjesztés hullamhossza és a kibocsatott fény detektalasi tartomdnya, amit az 1. tablazat

mutat.

1. tablazat: A kiilonb6z6 fluorimetrias mérésekhez hasznalt gerjesztd és emisszids hullamhosszak

Mérés tipusa Gerjesztd hullamhossz Emisszios tartomany
HSA 295 nm 305 - 450 nm
WF 310 nm 320 - 500 nm
DG 335 nm 420 - 600 nm

425 Az ESI-MS

A tomegspektrometria (MS) az egyik leggyakrabban hasznalt modszer szerves és
szervetlen vegyiiletek mindségi és mennyiségi elemzésére, mivel alkalmas nagyon Kis
mennyiségi anyagok analitikai vizsgalatdra. A mintat a tomegspektrométerben ionizaljuk,
majd az ionokat tomeg/toltés alapjan valasztjuk szét. Az altalunk hasznalt elektrospray
ionizacios tomegspektrometria (ESI-MS) a lagy ionizacids technikdk kozé sorolhatd. A
modszer elonye, hogy a spektrumban tobbnyire az egyszeresen vagy tobbszordsen toltott
molekulaiont latjuk, a lagy ionizaci6 miatt a mérés soran az anyag altalaban nem
fragmentalddik.

A vizsgaland6 vegyiiletet oldat formajaban porlasztjuk be a késziilékbe, altaldban olyan
polaris oldoszerben oldjuk, melyben legaldbb kis mértékben oldodik. Az oldat a 1égtérbe egy
nagyfesziiltségli kapillarison keresztiil jut, itt toltott cseppeket tartalmazd, monodiszperz
permet képzodik. A cseppek erés parolgasanak eredményeképpen kisméretii, nagy
toltésszamu, szinte szétrobband cseppek, majd végiil pozitiv toltésii ionok képzédnek. A

szabadd4 valt ionok gyorsitds utdn az analizatorban elvalaszthatok tomeg/toltés hanyadosuk
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szerint. A mért jel intenzitasabol az adott ion relativ mennyiségére is tudunk kovetkeztetni. Az
elektrospray mérésekhez igen kis koncentracioju oldat is elég (107 és 10°° M).

Mérésiinket egy Waters Q-TOF Premier (Micromass MS Technologies, Manchester, UK)
ESl-ionforrassal ellatott spektrométeren végeztilk. A késziiléket pozitiv ion modban

hasznaltuk, a kapillarisfesziiltség 3,8 kV volt, kodképzé gazként Np-t hasznaltunk.

4.2.6 Az ultrasziirés

Az ultraszlirés segitségével a fehérjéhez kotott €s a nem-kotott frakciot véalasztjuk el az
egyensuly beallasat kovetéen. Az Osszeallitott mintat, mely HSA-t és fémkomplexet
tartalmazott, megfeleld idejii és koriilményli inkubalas utan egy specialis sziir6re vissziik fel,
mely a 10 kDa-nal kisebb molekuldkat engedi at. A megfelelé ideig tarté és alkalmas
fordulatszamon végzett centrifugalast kovetden két frakcidt nyernek: a szlirdn fennmaradt
rész a nagy molekulatomegli (HMM), mig a szlirOn atjutott rész a kis molekulatomegii
(LMM)  frakcio. A  szirbn marad tehat a fehérje ¢és a hozza  kotott
fémion/ligandum/fémkomplex, mig a nem-k6t6dé anyagok atjutnak. Mindkét frakcid
Osszetétele vizsgalhato arra alkalmas analitikai modszerrel, pl. UV-lathato spektrofotometria,
ICP-AES, AAS stb.

A méréseket 0,50 cm® térfogatban és 25,0+0,1 °C-on végeztilk. A mintdkban a HSA
koncentracidja allando, ~50 puM, a hozzaadott RhCp*-komplexek koncentracioja pedig
mintanként 50, 150 és 450 uM volt.

A mintak Osszeallitdsat kovetden két esetben 1 ora, a tobbinél 1 nap inkubacié utan
centrifugalast végeztiink. Erre a célra Eppendorf Minispin Plus centrifugat hasznaltunk, 5 - 10
percig, 10000 rpm fordulatszamon. A szlir6 Microcon YM-10, Amicon, Millipore
membransziiré volt. Az igy szétvalasztott mintdknak a fehérjementes LMM frakciojat Hewlett
Packard 8452A spektrofotométerrel vizsgaltuk. A detektaldo modszer esetén eldzetes

kalibraciot végeztiink a fémkomplexekkel.
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5. Eredmények

Az altalunk vizsgalt pH-tartomanyban pH = 0,7 - 11,5 a kordbbi mérések alapjan a RhCp*
fémorganikus egység nem bomlik el, igy a dolgozat targyalasa soran ezt tekinthetjiik
fémionnak, melyet M-mel jelolink [18]. Vizes kozegben H NMR spektroszkopia
segitségével a Cp* metil-hidrogénjeinek kémiai eltolodas-valtozasan keresztiil informaciot
kaphatunk a fémion kémiai kornyezetének valtozasarol. A fémion kloridmentes kozegben,
savas pH-n [RhCp*(H,0)3]** formaban van jelen, mig kloridos kézegben csak az 4ltalanosabb
[RhCp*(Z)s] képlet hasznalhato, ahol Z koordinalodo vizet és kloridiont is jelent. (A toltést
emiatt nem jeloljikk, ahol Z szerepel a képletben.) Ezek a részecskék a pH novekedtével
hidroxido-hidas dimereket képeznek, melyek a [RhCp*(u—OH)Z], ([M:Hz]) és a
[(RhCp*)2(u—OH)3]" ([M2H.3]) képletekkel irhatok le; az [M,H 3] kloridmentes kézegben pH
> 6 felett, kloridos kdzegben pH > 8 felett az uralkodd részecske. A méréseim soran szamolt

stabilitasi szorzatok az irodalomban ismertekkel megegyeztek (2. tablazat) [18,32].

2. tablazat: A (RhCp*(Z)s) hidroxido-hidas dimereinak stabilitasi szorzatai a két, altalam vizsgalt

kozegben [18]
| 0,20 M KCI 0,20 M KNO3
1gB[M2H_;] -11,12 £ 0,01 -8,53 £ 0,07
1gB[M2H_3] -19,01 £0,01 -14,26 £ 0,04

5.1 A RhCp*-bpy rendszer

Az (N,N)-kétfogu ligandum, a bpy proton-akceptorként viselkedik savas oldatokban:
bazicitasa kicsi, egy savi disszociacids értéke van az altalunk vizsgalt pH-tartomanyban (3.
tablazat): még egy masik deprotonalddasi folyamat is lejatszodik erésen savas kozegben is
(pKa < 1), igy ezt nem vettiik figyelembe a szamitasok soran. A ligandum disszociacidjara
kapott allandok jol egyeznek az irodalomban k6zolt értékekkel [33].

A RhCp* ¢és a bpy komplexképzddési egyensulyait elsdsorban pH-potenciometrias és H
NMR spektroszkopias mérésekkel vizsgaltuk 0,20 M KCI és 0,20 M KNOj3 ionerdsség
mellett. Mivel ezen semleges ligandum esetén varhato volt, hogy a komplexképzddés lassabb,
mint a negativ t6ltésti ligandumokkal [15], ezért elozetes mérésként UV-lathatd fotometridsan
kovettiik a komplexek kialakulasat az id6 fuggvényében. Savas kozegben (pH = 1,9) 200 s
utdn mar nem volt lathatd spektralis valtozas egyik vizsgalt kozegben sem. (4. abra) A

komplexképzddés soran a bpy ligandumsavjdnak megvaltozdsa kiséri, egyik csucsa
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jellegzetesen megkett6zodik, illetve a CT-sav is eltolodik. pH = 7,4-en és 11-en az egyensuly
bealltahoz sziikséges id6 10 s ala csokken, azaz igen gyorsan kialakul a komplex. A 4. abran
lathatd még, hogy kloridionokat tartalmazoé kozegben valamivel gyorsabban all be az
egyensuly. Ezek alapjan alkalmasnak taldltuk a pH-potenciometrids modszert a
komplexképzddési folyamatok kovetésére. A RhCp* harom koordinacios helye miatt azt
varjuk, hogy 1:1 aranyu [ML] komplexek képzddjenek a kétfogii bpy ligandummal, a
harmadik helyre a kozegtél és a pH-tol fiiggben viz, kloridion, illetve hidroxidion is

koordinalodik.
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4. abra: A [RhCp*(Z)s]-bpy/en rendszerben savas pH-n az idé fiiggvényében felvett UV-lathatd

spektrumok alapjan szamolt A/A eganapor 0rbék. {bpy: pH = 1,90; ¢ = ¢y = 100 uM (fekete jel6l6k);
en: pH = 3,80; ¢.= cy = 200 uM (lila jels18k); 0,20 M (KCI): x; 0,20 M (KNOy): o; Z = CITH,0; T =
25°C}

A pH-potenciometrias titralasok soran azt tapasztaltuk, hogy teljes a protonok leszoritasa a
ligandumrol a fémionok altal pH = 2-n, igy a képzddo, feltehetden [ML] komplex stabilitasi
allandojat nem tudtuk meghatarozni egyik kozegben sem. Ezért pH = 2 alatti tartomanyban
kellett méréseket végezniink, ahol a pH-mérés mar nagyobb hibaval terhelt. Ezért UV-lathato
spektrumokat rogzitettiink pH = 0,7 - 2 koz6tt: az ionerdsséget allitd6 KNO3z/KCl mennyiségét
az egyedi mintdkban fokozatosan erds savra cseréltilk, az ionerdsséget alland6 értéken
hagyva. pH = 0,7 alatt mar az ionerdsség nagyobb 0,20 M-nél, igy ez volt a legkisebb
valasztott érték. A mintak pH-jat itt mar csak szamolas alapjan lehetett meghatarozni, a minta
erds sav tartalma alapjan. Azonban a spektrum a pH csokkentése soran nem valtozik egyik
kézegben sem a pH = 2-n rogzitetthez képest, azonban eltért az alkotd fémion és ligandum
spektrumatol, igy csak becsiilt allandot lehet megadni az [ML] komplexre. Ennél a becslésnél

abbol a feltevésbdl indulunk ki, hogy ~5%-o0s disszocidcidt még nem tudnank spektralisan
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kovetni. Az alkalmazott analitikai koncentraciot (100 uM) és a ligandum protonalddasi
allandojat figyelembe véve, a feltételezett [ML] komplex stabilitasi alland6janak logaritmusa
legalabb 10,5. Ezt az értéket rogzitettiik a pH-potenciometrias gorbék (reprezentativ példaként
a kloridos kozegre az 5. abra) kiértékelésekor, és igy hataroztuk meg az [MLH.;] komplex
stabilitasi szorzatat (3. tablazat). Ez a komplex vegyes hidroxido komplex, a harmadik

koordinacios helyen OH™ van.
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5. abra: A [RhCp*(Z)s]-bpy rendszer pH-potenciometrias titralasi gorbéi kloridionokat tartalmazo

kozegben kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal: x: ligandum; e: 1:2; A: 1:1,5; m: 1:1. {c,=1 mM;
t=25°C;1=0,20 M (KCl); Z = CI/H,0}

Az eredmények alatamasztasa érdekében pH = 2 - 11,5 tartomanyban "H NMR és UV-
lathat6 spektrumokat is vettiink fel.
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6. abra: A [RhCp*(Z)s]-bpy rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumai kloridionokat tartalmazé

kozegben az aromas (a) és alifas (b) régiokban. {cy=c =1 mM; T =25 °C; 1 =0,20 M (KCI); 10%
(v/v) D,O; Z = CITH,0}

A 'H NMR-spektrumok azt mutattak, hogy mindkét kdzegben csak a kezdeti savas
oldatokban (pH ~2) volt elhanyagolhatd mennyiségii szabad ligandum és fémion, mely a
kapott viszonylag nagy stabilitasi szorzatokkal dsszhangban van. A ligandum és a fémion
szabad ¢s kotott allapotainak jelei jol elkiiloniilnek egymastol, koszonhetéen az NMR-
idoéskalan lassi  cserefolyamatoknak. Kloridmentes koézegben az [ML] komplex
deprotondlodasa jol kdvethetd mind az aromas, mind az alifas jelek pH-fliggd eltolodasait
figyelve, melybdl savi disszociacids allandot is tudunk szamolni (3. tablazat, pKa[ML]). A 6.
abran lathaté a kloridos kdzegben rogzitett [RhCp*(Z)s]-bpy rendszer *H NMR-spektrumai
mutatjak, hogy pH = 9,32 felett 1j jelcsoportok jelennek meg, ami az NMR iddskalan lassu
cserének felel meg: e jelek biztosan nem a szabad ligandumhoz és fémionhoz tartoznak. Ezen
jelcsoportok kémiai eltoloddsa megegyezik a kloridmentes kozeg deprotondlodas utani
jeleinek eltolodésaival, ami jelzi, hogy valdsziniileg ugyanaz a részecske jelenik meg mindkét
esetben: ez pedig nagy eséllyel az [ML(OH)] vegyes hidroxido komplex. A jelek alatti
teriiletek aranyanak segitségével szintén meghatarozhaté a deprotonalodasi alland6 (3.
tablazat, pKa[ML]).

A kloridmentes kozegbeli gyors cserefolyamat a koordindlddott viz deprotonalodasat jelzi,
mig a kloridos kdzegben a lasst csere a koordinalodott Cl'-ok OH'-ra valo kdzvetlen cseréjére
utal. (A 0,20 M KCIl kozegben a meghatarozott 1gK’[H2O/CI7 allandé (Id. késébb) alapjan
gyakorlatilag az [MLZ] komplexben csak kloridionok koordinalodnak (Z= CI').) A két
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méréssel szamolt allandok azonban eltértek kis mértékben, igy UV-lathato fotometriaval is
kovettiik e valtozasokat.

A pH-fiiggd UV-lathatd spektrumokon jol kovethetdé ez a deprotonalodéasai folyamat; a
kloridos kdzegben nagyobb abszorbancia-valtozast okozott, mint a kloridmentes kdzegben. A

kloridos kdzegli spektrumokat a 7. abran lathatjuk.
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7. abra: A [RhCp*(Z)s]-bpy rendszer UV-lathato spektrumai kiilonboz6 pH értékeken. A beszurt abra

a 366 nm-n mért abszorbancia pH-fiiggését mutatja. {c = ¢y = 100 uM; T =25 °C; 1 = 0,20 M (KCI);
Z = CI/H,0}

A spektrumokon lathatdo a CT-sav (Amax = 366 nm), mely kb. pH = 9,3 felett kezd el a
kisebb hulldmhosszak fel¢ tolodni. A pH = 2,0 - 8,5 oldatok spektrumainak maximuman mért
abszorbancia-valtozas lathato a pH fliggvényében a beszhrt abran, mely egy szigmoidalis
gorbét ir le. Igy fotometrias titraldssal, mely pH = 2—11,5 kozotti tartomanyban tortént,
sikeriilt meghatarozni az [MLH.;] komplexek stabilitasi szorzatat mindkét kozegben, a
rogzitett [ML] komplex stabilitasi allanddjanak felhasznalasaval (3. tablazat). Ez igen jo
egyezésben van a "H NMR-mérésekkel kapott értékekkel. A [RhCp*(bpy)(H20)]* pKa-ja
8,5-ként ismert az irodalomban, azonban itt nem tiintették fel a mérési koriilményeket [24].
Egy masik kozleményben 8,2 értéket taldlunk 25 °C-on és 0,5 M (NaClO4) ionerdsség mellett
[15].

Az eddigi mérések soran megfigyelhetd a kozeg kloridion koncentracidjanak
oldategyensulyt befolyasolo szerepe, igy a [RhCp*(bpy)(H20)]** komplexekben a viz

kloridionra torténd cseréjét is jellemeztiik. Mivel a kloridokomplex képzédése az akva
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komplexbdl jellegzetes spektralis valtozassal jar egylitt, ezért kiillonb6z6 kloridion
koncentraciok mellett UV-lathato spektrofotometrias spektrumokat vettiink fel (8. abra) olyan

pH-n, ahol még az [MLZ] forma a dominans.
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Al nm

8. abra: A [RhCp*(bpy)(H,0)]* és [RhCp*(bpy)Cl]* komplexek egyedi szamolt molaris spektrumai.
(A spektrumokat a [RhCp*(bpy)(H20)]** komplex kloridionokkal valo titralasakor kapott UV-lathato
spektrumok felbontasaval szadmoltuk.) A beszurt abra a 382 nm-n mért abszorbancia (%) kloridion
koncentraci6 fliggését mutatja az ezekre illesztett gérbével (folyamatos vonal) egyiitt. {pH = 7,40,
CL=Cm = 200 puM; ¢c¢- =0-0,20 M; T=25°C; 1 =0,5cm}

Lathato, hogy a kloridokomplex kialakuldsa soran a ligandumsavok molaris abszorbanciaja
megnd, a CT-sav a nagyobb hullamhosszak felé tolodik el. A mért spektrumok felbontasaval
meghatéroztuk a [ML(H20)]** + CI” = [MLCI]" + H,O egyensulyra vonatkozé K’[H,0/CI']
allandot (3. tablazat). A meghatarozott allando alapjan a kloridokomplex képzddése igen
kedvezményezett. Ez tobb mint egy nagysagrenddel nagyobb a RhCp* (O,0) donor hidroxi-
piron és hidroxi-piridinon ligandumok alland6inal [18,19].

Mivel a meghatarozott dllandok a harom moddszer esetében nem teljesen egyeztek, kiilon-
kiilon is feltlintettiik ket a 3. tdblazatban, alattuk pedig atlagaikat. (Megjegyzendd azonban,
hogy a kloridos kdzegben kapott allanddkat latszolagos allandoknak kell tekintetiink: a
kloridion koordinacidja miatt ezen stabilitdsi allandok értékei a kloridion analitikai

koncentraciojatol fliggenek.)
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3. tablazat: A RhCp*-bpy rendszerben képz6dé komplexek stabilitasi allandoi kloridmentes és kloridos
koézegben (T =25 °C)

0,20 M 0,20 M KClI Modszer Megjegyzés
KNO;
pKa[HL] 441+0,02  4,52+0,01° pH-metria
1gB[ML] >10,5 >10,5 UV-lathato egyedi mintak, pH = 0,7-2
IgB[MLH.] 2,07 £0,01 0,25 + 0,05 pH-metria 1gB[ML] = 10,5 (r6gzitve)
1,89 0,11 '"H NMR = 1gB[ML] — pKa[ML]
1,84 £0,03 0,11 +0,02 UV-lathato titralas pH=2-11,5
1,93 0,16 atlag
pPKa[ML] 8,43 10,25 pH-metria = 1gf[ML] — IgB[MLH]
8,61 £0,02 10,39+0,05 '"H NMR titralas pH=2-11,5
8,66 10,39 UV-lathato = 1gB[ML] — IgB[MLH ]
8,57 10,34 atlag
1gK’[H,O/CI 2,58 £0,01 UV-lathato pH =7,40; c. = cu= 200

2 pKa[HL] = 4,53 £ 0,01 "H NMR alapjan

uM

A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a kloridion jelenléte visszaszoritja a

komplex hidrolizisét (az [ML(OH)] komplex képzddését); a pK, értéke majdnem 2

nagysagrenddel kisebb a nitratos kdzegben, ahogyan a stabilitasi szorzatok alapjan szamolt

koncentracideloszlasi-gorbék is igen szemléletesen mutatjadk a 9. 4dbran. A Tanszéken

korabban vizsgalt ligandumoknal is hasonld trend figyelheté meg [18,19]. A szabad fémion és

ligandum jelenléte a teljes vizsgalt pH-tartomanyban (pH = 0,7-11,5) elhanyagolhaté mind a

kétféle kozegben. A felhasznalas szempontjabol (katalizis és gydgyszer) fontos kémhatason,

fiziologids pH-n az [ML] komplex a dominans részecske mindkét kozegben. 1 puM-0s

analitikai koncentracioja esetén a kapott stabilitasi allandok alapjan elmondhato, hogy 0,20 M
KCI koézegben 99% [ML] és 1% [ML(OH)]; 0,20 M KNO; kozegben: 93% [ML] és 7%

[ML(OH)] van jelen. Azaz a komplex bomlasa még ilyen kis koncentracioknal is

elhanyagolhato.
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9. abra: A [RhCp*(Z)s]-bpy rendszer koncentracioeloszlasi-gorbéi kloridionokat tartalmazoé (kék
vonalak) és kloridion-mentes (fekete vonalak) kozegben. A szamolas a haromféle kisérleti modszerrel

kapott stabilitasi allandok atlagaival tortént. {c,=cy=1 uM; T =25 °C;1=10,20 M (KCI/KNO3)}

Kiegészitésként ESI-MS spektrumot vettiink fel fiziologias pH-n (10. abra): itt lathato,
hogy az [ML] (393 Da) ¢és az [MLCI] (429 Da) megfeleld jelek vannak a spektrumban, a

varakozasunknak megfeleléen.

*
RhCp*-bpy
1 (%)
393.128
100 - 100.00%
* -
RhCp*-bpy-Cl
429.111
77.20%
394.137
69.85%
50
4B1.112
30.40%
430.116 439.144
2341% 57 300,
305.142 el
18.10%
fB2.113
67% 440.147
6.144. 6i55% 507.145
317.153 326.864 336.883 353.259 369.234  381.204 93% 409.297 445.199  455.232 474.988 483,275 494.964 3.52%
100%  113%  0.99% 0.99% L12% L10% l “ 0.93% | | 0:88%  0.74% 1‘-4‘5 % 0.54%  0.61% ‘
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10. abra: A RhCp*-bpy tomegspektruma {pH =~7,4; Cm = Cppy = 100 uM; pozitiv mod}
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Megjegyzendd azonban, hogy az ESI-MS mérések soran a spektrumban koordinalt viz és
egyéb vegyiiletek konnyen eltdvozhatnak a fémionok egy részétdl, emellett Na*, K™ és CI

hozzakapcsolddhatnak egy masikhoz.

5.2 A RhCp*-en rendszerben képzodé komplexek jellemzése

Az en szintén (N,N) donor ligandum, gyenge bazis, két protonaldodasi allanddja van az
altalunk vizsgalt pH-tartomanyban [36]; az altalunk mért proton dissziciacios allandok (4.
tablazat) jol egyeznek az irodalomban ismertekkel.

A RhCp* és az en a bpy-hez hasonléan 1:1 aranya komplexet képez, a harmadik
kotéhelyen viz, CI” vagy OH™ lehet. Igy a [RhCp*(Z)s]-en rendszerek is leirhatok [ML] és
[MLH.1J/[ML(OH)] tipusu részecskék képzodésével. A pH-metrias mérések elott itt is
végeztiink tandem kiivettas, id6fliggd spektrofotometrias méréseket, melyek azt mutattak,
hogy semleges és lugos kozegben kevesebb, mint 10 s alatt 4llandosultak a spektrumok.
Viszont pH = 3,8 esetén (4. abra) ehhez mar kloridos kozegben ~40 percre, kloridmentesben
~100 percre volt sziikség. Az en-nak nincs kromofor csoportja, igy ligandumsavok nem
figyelhetok meg, azonban a komplexképzddés soran a RhCp* CT-savjanak maximuma a
kisebb hulldmhosszak fel¢ vandorol.

A pH-potenciometrids méréseket az eldzetes mérések alapjan kézzel kellett végezni, hogy
kivarjuk az egyensuly beallasat a titradlds savas tartomanyaban. Reprezentativ titralasi
gorbéket mutat a 11. dbra, 0,20 M KCI ionerdsség mellett. A titralasi adatokbdl az [ML]
komplex stabilitasi allandojat sikeriilt meghataroznunk (4. tablazat), viszont a 1gB[MLH]

értékét csak nagy hibaval tudtunk szdmolni mind a kétféle kozegben.
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11. abra: A [RhCp*(Z)3]-en rendszer pH-potenciometrias titralasi goérbéi kloridionokat tartalmazo
kdzegben kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal: x: ligandum; ¢: 1:2; o: 1:1,5; e: 1:1. {c,.= 1 mM;
T=25°C; 1=0,20 M (KCl): Z = CI7H,0}

Az [ML] komplex deprotonalodasi allandoinak meghatarozasahoz *H NMR spektrumokat
vettiink fel, pH = 2-11,5 kozott. Az NMR spektrumokon jol kdvethetd a komplexképzdodés: ez
mindkét kozegben az NMR iddskala szerinti lassu cserének szamit, mivel a szabad fémion
jele jol elkiilonithetd a megjelend komplexben kotott fémion jelétdl (12.a és 13.a abra). A
jelek alatti integralok aranyai megadjak a részecskék molaranyat, ezek jo egyezést mutatnak a
pH-potenciometria alapjan kapott allandok segitségével szamoltakkal (13.b abra). Ekdzben a
ligandum jele is valtozast szenved: egy ¢€les csucsbol egy szélesebb multiplett jelenik meg
kloridos kozegben, mig kloridmentes kozegben nem latszik e jel finomszerkezete. A
kloridmentes kdzegben a jelek elvandorolnak pH = 8,68 - 11,45 kdzott, mely folyamat a 12.a
abran j61 nyomon kovethet6. Kloridos kozegben — a [RhCp*(Z)3] - bpy rendszerhez hasonléan
— itt is lasst csere torténik bazikus pH-n, 0j jelek jelennek meg a komplex deprotonalddasa
soran (13.a abra). Valoszinilileg ez mindkét esetben a deprotonalodasi folyamat: a két kozeg
végiil azonos részecske jeleit mutatja lagos pH-n, mely metilcsoportjainak jele 1,68-1,69
ppm-nél van (12.b abra): ez eltér mind a szabad, mind a komplexekben kotott fémion jeleit6l.
Kloridmentes kozegben a jeltolodasbol szamithattunk allandot, mely a 4. tablazatban lathato.
Azonban a kloridos kézegben levé [ML(OH)] jele jelentdsen atfed a komplexben kotottével,

illetve a deprotonalodas sem jatszodott le teljes mértékben, igy erre pKa-t nem hatarozhattunk
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meg: ezért kloridos kozegben UV-lathatd fotometrids titralast végeztiink ezen 4allandd

meghatarozasa céljabol.

[ML] — [ML(OH)]
M1,45 SN a) b)
' 1,0 J
10,46 A XXX LR X X D
9,96 — 0.8 11,71
9,25 j ~— —~ %7 o1
8,68 o [ML] ()
8,22 N Q06 - *
: n £ 0, 11,70 2
L | 746 N e 9
—X 5 04- <
e N ) 1,69 ©
: £ S
3,17 N 0.2 1 3
2 7 N M [ML(OH)]
y X
yer IMLT N 0 ~ v 1,68
M 2 4 6 8 10

1,92

1,78 1,74 1,70 1,66 1,62 pH

8/ ppm
12. abra: A [RhCp*(H,0)s]-en rendszer pH-fiiggd "H NMR spektrumai a RhCp* metilcsoportjainak

eloszlasi gorbék és a komplexben kotott RhCp* (ML és [ML(OH)]) metilcsoportjainak kémiai
eltolédasa (x) (b). {cm=c =1 mM; T =25 °C; | =0,20 M (KNQ3); 10% (v/v) D,O}

M43
10,92
10,42

a)
[ML] — [ML(QH)]

=
o
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8,08 A 08 ] X b)
8,30 P M/
7,29 o
T | 663 k g 0,6
Q|58 J¥ o
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4,14 ]\ <
Sa3 I\ N € 0.2 [mL] [ML(OH)]
2,42 —J\[ ] 0 : T T —./
1 T 1,5 3,5 5,5 75 95 115
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13. abra: A [RhCp*(Z)s]-en rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumai a RhCp* metilcsoportjainak
tartomanyaban, kloridionokat tartalmazo6 kézegben (a). {cm=c .= 1 mM; T =25 °C; 1 = 0,20 M (KCI);
10% (v/v) D,O; Z = CI'/H,0} A komplexben kotott RhCp* ([ML és [ML(OH)]) metilcsoportjainak
NMR csucsintegraljai alapjan (x) és a stabilitasi szorzatok segitségével (folytonos vonalak) szamolt

koncentracio-eloszlasi gorbék (b).
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A pH-figgd UV-lathatd spektrumokban a CT-sav valtozasat kovethetjik nyomon a
komplexképzddés és a deprotondlodas sordn. Az 14. abran lathatd, hogy az elsé folyamat
(komplexképzddés) joval nagyobb valtozast okoz a spektrumban. Azonban igy is elegendd a
spektralis valtozas a pKa[ML] alland6 meghatarozasahoz. Ehhez pH = ~12-ig vettiink fel pH-
fliggd spektrumokat. Az alland6 pK, = 11,05-nek adddott, szemben a kloridmentes kdzegben
kapott 9,58-as értékkel, azaz a kloridionok a RhCp*-en rendszerben is jelentésen

visszaszoritjak az [ML] komplex deprotonaldodasat.

Abszorbancia

260 310 360 410 460 510
Alnm
14. abra: A [RhCp*(Z)s]-en rendszer(Z = CI/H,0) UV-lathato spektrumai kiilonb6z6 pH értékeken.

{ci=cu =200 uM; T =25°C; 1=0,20 M (KCI); I =1 cm}

A komplexek két kozegben kapott allandoit befolyasolja a kloridionok analitikai
koncentracidja, igy fontos volt itt is megallapitani a [RhCp*(bpy)(H.0)]** komplexekben a
viz Cl'-ra torténd cseréjét jellemzé allandot. Ez spektralis valtozassal jar egyiitt, igy UV-
lathato spektrofotometrids titralast végeztiink, a Ccy = 0-0,5 M kozotti tartomanyban. A
[RhCp*(en)(H.0)]** és [RhCp*(en)CI]" komplexek szamolt molaris abszorbancia gorbéit a
15. 4bran mutatjuk. A kloridokomplex képzddése kismértékben a nagyobb hulldmhossz-
tartomany felé tolja a CT-sd&v maximumat (352 nm — 362 nm), emellett maximumanak
molaris abszorbanciaja is megné. Kiilon jellegzetessége a kloridos spektrumnak 256 nm-nél

egy savmaximum, mely a kloridmentes kdzegbeli spektrumtol eltérés.
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15. abra: A [RhCp*(en)(H,0)]** és [RhCp*(en)CI]" komplexek egyedi szamolt molaris spektrumai (a).
(A spektrumokat a [RhCp*(en)(H,0)]** komplex kloridionokkal valé titralasakor kapott UV-lathato
spektrumok felbontasaval szadmoltuk.). A 380 nm-n mért abszorbancia (x) kloridion koncentracioé
fliggése az illesztett gorbével (folyamatos vonal) egyiitt (b). {pH = 7,40; c,= ¢y = 200 uM; c¢- = 0-

0,50 M; T=25°C;1=1cm}

A 4. tablazatban lathatok a RhCp*-en rendszerben képz6dé komplexekre meghatarozott
allandok.

4. tablazat: A RhCp*-en rendszerben képz6dé komplexek stabilitasi allandéi kloridmentes és kloridos
kozegben (T =25 °C)

0,20 M 0,20 M KClI Modszer Megjegyzés
KNO3
lgB[HL] 10,01 £0,01 9,98 +0,01° pH-metria
lgB[HL] 17,26 £0,01 17,17 +£0,01° pH-metria
pK: 7,25 7,192
PK; 10,01 9,98°
1gB[ML] 15,04 £ 0,05 14,48 £0,01 pH-metria
1gB[MLH.q] 5,46 - 'H NMR = 1gB[ML] - pKs[ML]
- 3,43 UV-l4thaté = 1gB[ML] — pKs[ML]
9,58 + 0,02 - 'H NMR titralas pH= 2-11,5
pKa[ML] e o P
- 11,05 +0,01 UV-lathat6 titralas pH=2-11,5
IgKHZO/CI_ 2,14 £ 0,01 UV-lathat6 pH=7,40;c.=cu=200

% H NMR alapjan: IgB[HL] = 10,04 +0,01; IgB[H.L] =

pK, = 10,04

uM

17,25 +0,01, pKy = 7,21;
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A mért spektrumok kiértékelésével meghatarozott 1gK’[H,O/CI] (4. tablazat) alapjan a
kloridokomplex képzddése ennél a komplexnél is kedvezményezett. A vérszérumban, ahol
Ca. = ~103 mM, a [RhCp*(en)]** komplex 94%-a kloridokomplex, és csak 7% az akva
komplex, mig ugyanez a [RhCp*(bpy)]** esetében 97% és 3%. Ha feltételezziik, hogy az akva
komplex az aktiv részecske a hidrid-transzfer és citotoxikus folyamatokban, akkor
kijelenthetd, hogy a kozeg kloridion-koncentracidja tényleg Iényeges e komplexek
hatékonysagaban.

A Tanszéken kordbban vizsgalt [RhCp*(maltol)]” és [RhCp*(dhp)]* (dhp = deferipron)
komplexek esetében 1gK’[H,O/CI] allando kisebbnek adddott, és rakellenes aktivitasuk is
nagyobb volt [18]. A [RhCp*(pic)]” (pic = pikolinsav) kloridion-affinitasa szintén nagy, és ez
is csak kismértékili biologiai aktivitdst mutat az en €s bpy komplexekhez hasonldan.

A meghatarozott stabilitasi allandokkal szamolt koncentracioeloszlasi-gorbek (16. abra) jol
mutatjak a kloridionok hatasat, illetve Gsszehasonlitva a 9. abraval azt is, hogy az en [ML]
komplexének hidrolizise nagyobb pH-n kovetkezik az azonos kozegli bpy-komplexhez

képest.

moltort (RhCp*)

16. abra: A [RhCp*(Z)3]-en rendszer koncentracioeloszlasi-gorbéi kloridionokat tartalmazo (kék
vonalak) ¢és kloridion-mentes (fekete vonalak) kozegben. A szamolas a haromféle kisérleti modszerrel

kapott stabilitasi allandok atlagaival tortént. {c,= cy=1 uM; T =25 °C; 1= 0,20 M (KCI/KNO3)}

Fiziologids pH-n itt is az [ML] komplex az uralkod6 részecske, 1 uM koncentracidja
esetén a kapott stabilitasi allandok alapjan elmondhat6, hogy 0,20 M KCI kozegben 100%
[ML], mig 0,20 M KNOj3 kézegben 99% [ML] és 1% [ML(OH)] van az oldatban. Azaz a

.....
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5.3 A RhCp* bpy és en ligandumokkal képzett komplexeinek Gsszehasonlitiasa

a stabilitas szempontjabal és osszevetése mas tipusu ligandumokkal

Az eltérd bazicitast ligandumok fémkoto sajatsagat jol szemléltethetjik pM értékek
szamolasaval. Minél nagyobb az adott korilmények kozott szamolt pM érték, annal
stabilisabb komplexek képzddnek. A RhCp* esetén a ligandumhoz nem kotott frakciohoz
nemcsak a szabad M fémion tartozik, hanem a [M2H.;] és [M2H.3] hidrolizis részecskék is, igy
ezek Osszegzett egyensulyi koncentraciojat szamoltuk (=pM*). A 17. dbran a két (N,N) donor
ligandummal képzett komplex mellett a Tanszéken két korabban vizsgalt ligandumot is
feltlintetlink, ahol a dhp egy (O,0) donor hidroxipiridinon-szarmazgk, illetve a pic egy (N,O)
donor ligandum [18,19]. Az abra mutatja, mennyi a szabad (nem kelatkomplexben kotott)
fémion mennyisége a pH fiiggvényében. Lathatdé, hogy a dolgozatomban vizsgalt két
ligandum koti a legnagyobb fémion-mennyiséget. Az en a bpy-nél és a pic-nél magasabb pH-
kon kezdi meg a komplexképzést, azonban a semleges-ligos tartomanyban, azaz sziirkével
jelolt fiziologias pH-n (~7,4) is, az en mar meghaladja a tobbi ligandum altal megkotott
mennyiséget; azonban figyelembe kell venni, hogy a RhCp*-bpy komplex esetén a stabilitasi

allandonk minimum hatarértékét hasznaltuk.

) /\
7 _
« 67 \
% 5 i en bpy\
7 pic
-
4 dhp
3 l/ T T T
2 4 6 8 10

pH
17. abra: A [RhCp*(Z)3]-ligandum (1:1) rendszerekre szamolt pM* értékek pH-fiiggése kloridionokat
tartalmazo kozegben. pM* = [M] + [MH;] + [M;H 3] {c.=cu=1mM; T =25 °C; 1= 0,20 M (KCl);
1gB[ML] becsiilt minimumérték a RhCp*-bpy komplexnél}
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5.4 A két altalunk vizsgalt komplex kotédése human szérum albuminhoz

Modellfehérjénk a human szérum albumin (HSA), melynek fémkotd képessége jelentds,
hiszen ez a vérben a legnagyobb koncentracioban talalhato szallitofehérje. Ez a fehérje felelos
a tapanyagok ¢és gyogyszerek szallitdsdért a vérben. Szerepe két okbol is fontos: a
gyogyszermolekulak és fémkomplexek a HSA-n valé kotddésiikkel tovabb keringenek a
vérben, lassabban tdvoznak a vérbdl. Masodrészt a rakos sejtek kornyezetében — részben
fokozott anyagcseréjiik kovetkeztében — tobb albumin halmozédik fel, igy a rakellenes szerek
fontos transzportfehérjéje. Harom hidrofob kotéhelye és szamos fémkotd része is van [31].

Az albuminhoz vald kotddést vizsgaltuk globalisan ¢és kotéhely-specifikusan. A
fehérjékhez valo kotddés jellege gyakran masodlagos kolcsonhatds, de fémionok,
fémkomplexek esetén koordinativ kotésen is alapulhat.

Bar az altalunk vizsgalt fémkomplexek réakellenes hatdsa csekély, ugy gondoljuk, a
szerkezetileg hasonlo, biologiailag aktiv fémkomplexeknek megfeleldé modelljei lehetnek a
HSA-nal valé kdlcsonhatasuk szempontjabol; masrészt ennek a kdlesdonhatasnak a vizsgalata

hozzajarulhat inaktivitasuk megértéséhez.
5.4.1 A HSA-hoz val6 kotodés globalis vizsgalata

Mindkét komplexiink tajékozodd méréséhez felvettiink egy-egy "H NMR spektrumot HSA

jelenlétében, hogy lassuk, van-e egyaltalan kolcsonhatas kozottiik (18. abra).

*

[ML] & HSA, 1%

[0

HSA
.
1,76 1,64 152 1,76 1,64 1,52
8/ppm 8/ ppm

18. abra: A RhCp* bpy () és en (b) ligandumokkal képzett [ML] komplexeinek *H NMR spektrumai
a HSA jelen-, ill. tavollétében és a HSA spektruma énmagaban fiziologias koriilmények kozott. {c =
cm=1 mM; cpsa= 0,5 mM; T =25 °C; pH = 7,40 (PBS* puffer)}
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A 18. abran lathaté spektrumok alapjan, ahol 0Osszehasonlitjuk a fémkomplexek
spektrumait az albumin jelen- és tavollétében, feltételezheté a kolcsonhatas: a Cp*
metilcsoportjainak jelei megsokszorozodtak (*-gal jelolve), azaz kiilonboz6 kémiai
kornyezetbe kertiilt a f€émionok egy része. Az egyodras spektrumok kis mértékben térnek el a 24
orasoktol: aranyaiban csokkennek a csak fémkomplexben kotott fémionok mennyiségei,
azonban nem kotddtek a fehérjéhez 100%-ban. A kozeg a vérszérum pH-javal és kloridion-
koncentracidjaval megegyezik. A koncentracio-eloszlasi gorbék (9. és 16. abra) alapjan
elmondhatd, hogy a fémkomplex gyakorlatilag [MLCI]® forméban van jelen ilyen
koriilmények kozott, a szabad fémion €s ligandum mennyisége elhanyagolhato. A RhCp*-en
HSA jelenlétében felvett 'H NMR-spektruman lathato a szabad ligandum jele, mely jelzi a
nemcsak a RhCp*, hanem a ligandum jelein is latszodik kotdédés, azonban ebbdl nem
allapithatd meg, hogy ez fehérjéhez kotott szabad vagy fehérjéhez kotott fémkomplexben levo
ligandum. Ugy gondoljuk, hogy a RhCp*-bpy/en komplexek maguk is kotédnek a fehérjéhez,
mivel a fémion protonjai tobb jelet is adnak, melyek a két fémkomplex esetén eltérnek
egymastol, illetve a RhCp*-HSA rendszerben mért jelektdl is (ezt nem mutatjuk).

Mivel tapasztaltunk kotodést, ultrasziiréssel megvizsgaltuk ennek mértékét kiilonbozo
HSA:fémkomplex aranyok mellett. Méréseink soran UV-lathatd spektrofotometria
segitségével mértiik a kis molekulatomegii (LMM)-frakcié fémkomplex-tartalmat. Ennek

eredményét a 19. abra mutatja.

100
- m RhCp*-en
E 80 m RhCp*-bpy
x
@
£ 60
o
£
40
2
2 20
:0
4
0

1:1 1:3 1:9 1:9 (1h)

Chsa - Cfémkomplex
19. abra: A [RhCp*(bpy)]** (sziirke) és a [RhCp*(en)]** (fekete) komplexek kétddésének aranya

szazalékban, ultrasziirés utan. {Cysa= 50 uM; cpm= 50 uM, 150 uM és 450 uM; T = 25 °C; t =24 h;
pH = 7,40 (PBS™* puffer); | = 1 cm; ty,u¢ = 6 Min}
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Elézetesen megvizsgaltuk, hogy a fémkomplexek milyen mértékben jutnak at a sziirén: ez
mindkét esetben 95%-ndl tobb volt. A mintdkat 24 o6ran at inkubaltuk, illetve 1:9 aranynal
egyoras mintakat is vizsgaltunk. Lehet, hogy nem 4allt be a termodinamikai egyensuly a
mintdkban még 24 d6ra utan sem, azonban egy napnal hosszabb inkubalasi id6t nem érdemes
vizsgalni, mivel a fehérjeoldat nem stabil és a tovabbi varakozas biologiailag sem relevans.

Egy oOra utan, 1:9 arany esetén még kozel azonos (~1/3) aranyu kotddés tapasztalhatod a két
komplexnél, azonban 24 6ra utdn ez 54% ¢€s 47%-ra n6 a bpy- és az en-komplexnél. Ez azt
jelenti, hogy legaldbb négy-ot kotdhely talalhatd a HSA-n e komplexek szdmadra. Lathato,
hogy tobb fémkomplex kotddik meg a fehérje aranyanak novelésével, 1:1 ardnynal mar a
RhCp*-en komplex 66%-a, mig a RhCp*-bpy komplex 87%-a van kotve.

A RhCp*-en komplexéb6l mindegyik aranynal kevesebb kotddott meg, mint a RhCp*-bpy
komplexbdl: ez koszonhetd az elébbi nagyobb foku inertségének is. Az UV-lathato
spektrumoknal mért szabad ligandum mennyiséget sajnos nem lehet kovetni ezzel a
modszerrel, mivel az en nem tartalmaz kromofor részt. A bpy LMM-frakcidjaban felvett
spektrumok sem utalnak szabad ligandum jelenlétére, mely azt jelentheti, hogy [ML]
komplexként kotddott a HSA-hoz; de emellett elképzelhetd az is, hogy mégis disszocidl, €s a
ligandum ¢és a fémion kiilon-kiilon megkdtddott a fehérje mas-mas kétéhelyein.

A kutatocsoportunkban masok mar megmérték a szabad fémion (RhCp*) HSA-hoz vald
kotddeését: itt még az 1:9 ardnyndl is kdzel 100%-o0s kotddés volt jellemzd, azaz e két (N,N)
ligandum nagymértékben visszaszoritja kotddési képességét. Ezen feliil az (O,0) tipusu dhp
¢s (N,0) tipusu pic komplexei is nagyobb aranya kotodést mutattak, bar ezeknél jellemzo volt

a disszociaciabilis kotédés, akarcsak kismértékben az en-nal [18].

5.4.2 A HSA-hoz valo6 kotodés kotohely-specifikus vizsgalata

Mivel négy-6t kotdhellyel biztos alakit ki kdlcsonhatast a dolgozatomban vizsgalt két
fémkomplex, bizonyos részben [ML] formaban, ezért érdemes megvizsgalni, hogy a HSA két
hidrofob kotdhelyre (1. és II.) kotddnek-e: mivel ezekben talalhato aromas (Cp*, illetve bpy)
rész, melyekkel mésodlagos (stacking és diszperzids) kdlcsonhatés alakithato ki, ennek nagy a
lehetdsége. Kotddésiik aranyat spektrofluorimetrias mérésekkel kozvetetten megmérhetjiik,
kotéhely-markerek segitségével.

Az 1. kotoéhely kioltasos (,.kvencselés”) mérésével és a WF kotdhely-marker kompeticios
vizsgalataval tortént. A kioltdsos méréseknél, ahol az alkalmazott 295 nm-es gerjesztéssel az

I. kotdhelyen 1évd Trp-214 aminosavat gerjesztjiik szelektiven, kidertiilt, a bpy 6nmagaban is
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kotédik a HSA-hoz, ¢és a kotéhely-markerekhez hasonléan a HSA-bpy komplex
fluoreszcenciaja is nagyobb intenzitasu (170%-a) a fehérje-oldatéhoz képest. Ha a RhCp*-bpy
komplex disszocialtan kotodik a fehérjéhez, a bpy intenzitds-ndveld hatdsa a RhCp* hatasat
ellensulyozhatja, igy e mérési modszer nem képes megbizhaté eredményt adni e komplex
kotodésével kapcsolatban. A két fémkomplex egynapos inkubacids id6 utan, tizszeres felesleg
esetén sem mutatott szamottevd kolcsonhatast az 1. kotdhellyel a kioltasos kisérlet szerint,

mivel az intenzitascsokkenés 2% a bpy és 8% az en esetében (5. tablazat).

5. tablazat: A spektrofluorimetrias modszerekkel mért intenzitasok aranyai szazalékban [Fo= Fpsa
(kvencselésnél), Fo = Frsa-marker (markereknél)] {cusa = Cmarker = 1 UM, Ciemkomplex = 10 uM; T =25 °C; t =
10 min; pH = 7,4 (PBS*); | =1 cm}

Frea/Fo(%)  hem(nm) | [RhCp*(em)]*  [RRCp*(bpy)]”"  RhCp* Bpy

kvencselés 340 92 (24h) 98 (24 h) 4 170
WF kiszoritas® 380 79 67 16 -
DG kiszoritas® 470 111 95 14 -

% A szabad WF és DG is emittal 6nmagaban, ez 16% és 4% a HSA-kot6hely-marker 1:1 aranyu
oldatahoz képest

A kinetikai mérések nem mutattak a kioltasos modszernél nagymértékli emisszios
intenzitasarany-valtozast, igy feltételeztiik, hogy a kotéhely-markerek kiszoritasahoz elegendé
a tizperces inkubalasi id6, mivel a masodlagos diszperzios kdlesonhatasok kialakulasa gyors
folyamat. A kotOhely-markerek kiszoritdsos mérések azon alapulnak, hogy a marker
emisszios intenzitasa sokszorosara nd a fehérjéhez valo kétddés soran és ennek megfelelden a
marker emisszids intenzitasa sokszorosara nd a fehérjéhez vald kot6dés soran és ennek
megfelelden a marker kiszoritasa intenzitds csokkenéssel jar. A WF- és DG kiszoritasos
méréseknél latszodik, hogy az intenzitascsokkenés joval kisebb mértékii a szabad fémionéhoz
képest. A DG esetében, mely a II. hidroféob kotéhelyrdl ad informaciot, csekély mértéki
kolcsonhatas mutatkozik (5. tablazat).

Osszességében megallapithatd, hogy elsdsorban nem ezen hidrofob kotdhelyeken kdtédnek
meg a dolgozatban vizsgalt fémkomplexek, szemben a szabad fémionnal, mely gyakorlatilag
teljesen kiszoritotta a WF-t az I. kotShelyrol. Igy a fehérjét alkoté aminosavak oldalldncaibol
kialakuld fémkotd-helyek a lehetséges kotOhelyek e két fémkomplex esetén.

Ehhez kapcsoloddan mar az irodalomban talaltunk mérési eredményeket: a bpy-komplex

hidridtranszfer-aktivitasanak csokkenését vizsgaltak aminosavakkal, azonban ott nem csak az
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oldallancok, hanem a karboxil- és aminocsoportok is koordinalodhattak. A hisztidin, a
triptofan, a metionin és a cisztein is viszonylag jelentds aktivitas-csokkenést okozott [24].

Vizsgalatunk soran a kovetkez6 kotéhely-modelleket hasznaltuk: 1-metilimidazolt (mim) a
hisztidin, N-acetil-L-cisztein-metilésztert (cys’) a cisztein, etil-3-(metiltio)-propionatot (tiol)
¢és N-acetil-L-metionint (tio2) a metionin oldallincanak modellezésére. 'H NMR-
spektroszkopidsan vizsgaltuk a RhCp*, RhCp*-en és a RhCp*bpy komplexek kdlesonhatasat
ezekkel a kotohely-modellekkel. Ha a kotéhely-modellek jelenlétében megkapjuk a szabad
ligandum jelét és emellett olyan komplexek jeleit, melyek RhCp* kotéhely-modell
torzskomplexekre utalnak, akkor egyértelmii, hogy disszocialt az eredeti fémkomplex. Az
Osszehasonlitdshoz ezért a RhCp* ¢€és a kotOhely-modellek spektrumainak felvétele is
lényeges, bar ezen torzsrendszerek teljes megismerése nem célja a dolgozatunknak.

A fémion és a modell-ligandumok minden esetben komplexeket képeztek az alkalmazott
1:1 aranynal, de igen Osszetett rendszereket mutattak: pl. a mim esetében a fémion legalabb
harom kiilonbdzé kémiai kornyezetben van az "H NMR spektrum alapjan. A 20. abra a
RhCp*-mim rendszer ESI-tomegspektrumat mutatja, melyen tobb intenziv csucs is van,
koztiik tobbek kozt a RhCp*-mim 1:1 (395 Da), 2:1 (427 Da) ¢és 2:3 (781 Da) aranyu

komplexeire is utalnak a jelek.

l (O/O) 781.14%

100 4 2RhCp*-3mim- ey
NacCl

RhCp*-mim+KCl

\/ 659.107

59.97%

395,048 R
57.15% ZRth*'ZOH -
* .
50 —Rhcp - 42307 mim-Cl- 643.096
. 45.87% 5 58%

mim

l RhCp*-mim-Cl1

321044 23233 o o

0.52% \L 051% Lo 20 31fo%

S 77.15% 7.28%
357.088 397,055 101
24.02% B ey e

336,740

19.54%

4598.930

424573
28,557 316,855 ﬁz}fﬁ i 31?4& e 59 081 628.122 i?io: ﬁg’é z
5 Lgo | 110-200%) s16.813 53572 6% 10.69% 751,105 M
Jl ‘ ‘ ‘ H‘ ‘ il 61 b 556 659 ﬂosm 099 512:3: b EH:
II Jil HIH IHM\“.I il HMIM n\.‘ || |‘ M l‘ M“ H il HMLIM\ |\||\|.H||H|ull\| il I Ly |h|1|| \H|hm|||h|.m.|\nl\lmlm x \I.mﬁff*
320 34U 36U EBU 4UU 420 44U 46U 480 SUU 520 54U 5éU EéU EUU 620 64U ﬁéU ﬁéU 7UU TZU 74U TéU FBU
m/z (Da)

20. abra: A RhCp*-mim rendszer ESI-MS spektruma {Cgm = Cmim = 100 uM; pH = 7,4; pozitiv mod}
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Az '"H NMR spektrumok részletes tanulmanyozasaval megallapitottuk, hogy a tiol-nél jol
kovethetd az észtercsoport bekotddése is; a tio2 komplexnél sajnos a nem védett karboxil-
csoport is koordinalodik, azaz nem idealis modelljei a metioninnak. A cys® a varttal
ellentétben igen kis mértékben koordinalodott, melynek Ilehetséges oka a ligandum
tiolcsoportjanak oxidalédasa, melyet intenziv argonozassal és a torzsoldatdnak savas pH-n
tartasaval probaltunk megakadalyozni.

A vartnak megfeleléen detektaltuk vegyes komplexek képzddését mindegyik kotdhely-
modellel, azonban a RhCp*-en komplex a két tioéterrel nem reagalt egynapos inkubaciot
kovetden sem. Ez a mar tapasztalt inertséget tamasztja ala. A 6. tdblazatban van feltiintetve a
RhCp* szazalékos megoszlasa a RhCp* / (N,N)-ligandum / kotéhely-modell terner
rendszerekben. Lathat6, hogy a mim-lal a legkedvezményezettebb a vegyes komplex
képzddése mindkét komplex esetén (86% és 73%), illetve a cys' itt is csekély reaktivitast
mutat (<10%): a RhCp*-en-cys® rendszerben Rhcp*-cys® és szabad en jelenik meg egynapi
inkubacido soran, azonban vegyes komplex nem. Ez utalhat cisztin képzddésére, mely

sztérikus okoknal fogva a tapasztalatokat részben magyarazhatna.

6. tablazat: A RhCp*-bpy/en komplexek kélcsonhatasa a fehérjemodellekkel *H NMR alapjan (a jelek
alatti integralok aranyai) {A = (N,N) ligandum (en / bpy); B = fehérjemodell ligandum (mim / cys® /
tiol / ti02); Cromplex = Crehériemodenn = 0,75 MM; t=24 h; pH = 7,40; 10% (v/v) D,O}

RhCp*-A RhCp*-B RhCp*-A-B
RhCp*-bpy-mim 14% 0% 86%
RhCp*-en-mim 21% 6% 73%
RhCp*-bpy-cys* 92% 0% 8%
RhCp*-en-cys” 95% 5% 0%
RhCp*-bpy-tiol 77% 10% 13%
RhCp*-en-tiol 100% 0% 0%
RhCp*-bpy-tio2 67% 0% 33%
RhCp*-en-tio2 100% 0% 0%

A 21. abran egyik reprezentativ példaként a RhCp*-bpy-mim rendszer lathato,

Osszehasonlitasképpen az alkotoelemek spektrumai is fel vannak tiintetve. Lathato, hogy a
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vegyes komplex jelei nem talalhatok meg az alkotorészek spektrumain; ezek aranya a
tizperces, az egyoras és az egynapos spektrumok soran folyamatosan ndvekszik, mig a

RhCp*-bpy jeleinek aranya csokken. Disszociacié nem figyelhetd meg.

RhCp*-bpy L U Jr 2 b)

RhCp*-bpy-mim LA——M L_Mu J

mim }L u
RhCp* i

92 88 84 80 76 72 68 1,74 166 158 1,50
8/ppm

21. abra: A RhCp*-bpy, a mim és terner rendszeriik *H NMR spektruma; az aromés (@) és a Cp*

metil-hidrogénjeinek (b) tartomanyaban, fiziologias kortilmények kozott. A vegyes komplex jelei
bekeretezve.{t = 24 h; ¢,.=cy= 0,75 mM; T =25 °C; pH = 7,40 (PBS* puffer)}

A 22. abran az egyik metionin-modell, a tio2-vel alkotott vegyes rendszer spektruma
lathat6. A b) spektrumrészleten a karboxilcsoport melletti proton jele lathatd, mely vegyes
komplexet jelenlétét jelzi. Azonban a c) részleten a metilcsoportok egy j jele lathatd, mely
nagy valdsziniiséggel a koordinalodo tioéter melletti metilcsoport jele lehet. gy mar érthetd,
miért is van kétféle 0j jel a Cp* metilprotonjainak tartomanyaban: kétféle vegyes komplex
keletkezett, melyekben a tio2 egy csoportja karboxilcsoporttal, masik része tioéterrel
koordinalodhatott. Ennek részletes vizsgalata meghaladja e dolgozat kereteit, azonban érdekes

lehet a tovabbi vizsgélatok eredménye.
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d)
c)
Rhcp*-tioz a) Laith b)" “‘“A/UJ\/\\—\ _ﬁ\/\‘
RhCp*-en-tio2 ‘ L ‘Hj\ A ‘ ,, “| JA_\
tio2 \
Rth*—bpyﬂ J }
RhCp* ’/\\
9,00 8,60 8,20 4,30 4,00 2,30 2,15 2,00 1,74 1,60

8/ ppm
22. abra: A RhCp*-bpy, a tio2 és kozds oldatuk "H NMR spektruma egyiitt; az aromas (a), a

metionin-modell jeleinek (b,c) és a Cp* metil-hidrogénjeinek (d) tartomanyaban, fiziologias
koriilmények kozott. A vegyes komplex jelei bekeretezve. {t =24 h; ¢,.= ¢y = 0,75 mM; T = 25 °C;
pH = 7,40 (PBS* puffer)}
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6. Osszefoglalas

Munkank soran a [RhCp*(Z)s] rendszer kolcsonhatasat vizsgaltuk két (N,N) donor
ligandummal (2,2’-bipiridin és etilén-diamin) kloridionokat (Z = CI/H,0) tartalmazd és
kloridion mentes (Z = H,0) kozegekben (I = 0,20 M KCI/KNO3) pH-potenciometrias
titralasok, *H NMR és UV-lathaté spektroszkopia felhasznalasaval. A feltételezett mono-
ligandum [ML] komplexek képzddésével jol leirhatok ezek a rendszerek.

A mérésekbdl kapott ligandum-protonalodasi allandok és a fémion hidrolizis allandoi jol
egyeztek az irodalomban ismert értékekkel. Meghataroztuk mind a négy rendszerben a
stabilitasi allandokat az [ML] és [MLH.1] részecskékre, melyet eddig még nem vizsgaltak a
Rhcp*-bpy komplex elterjedt hasznalatanak ellenére.

A kapott stabilitdsi allandok igen nagyok az [ML] komplexekre nézve mind a
kloridmentes, mind a kloridos kdzegben: fiziologids pH-n ezek a legtobb fémiont kotd
ligandumok a kutatocsoportban kordbban vizsgaltakkal ((O,0) és (O,N) kétfogt ligandumok)
Osszevetve. A vizsgalt pH-tartomanyban (pH = 0,7 - 11,5) elenyész6 a szabad fémion
mennyisége a 2,2’-bipiridint tartalmazd rendszerekben még 1 pM-os fémkomplex
koncentracional is; az etilén-diamin esetében az [ML] komplexképzédés magasabb pH-n
kezdddik, azonban ezekben a rendszerekben is nagystabilitasti [ML] komplex jon 1étre.

A kloridionok jelenléte jelentdsen befolydsolja ezen allandok értékét: a komplexek
deprotondlodasat jelentdsen visszaszoritjak. Ez hatdssal lehet a biologiai ¢és ipari
felhasznalasban, ezért volt fontos a HpO/CI ligandumcserét jellemz6 allandot is
meghataroznunk mindkét komplex esetén: ez nagy allandonak adodott a RhCp*-bpy és
RhCp*-en komplexeknél, mely magyarazhatja az in vitro vizsgalatokban vald rakellenes
aktivitas hianyat. Ezen értékek kozel egy nagysagrenddel nagyobbak a rékellenes hatast
mutatd (O,0) donor ligandumokat (maltol, deferipron) tartalmazé komplexek alland6inal, de
a szintén inaktiv RhCp*-pikolinsav komplex alland6ja hasonld nagysagu.

A human szérum albuminnal valé kolcsonhatas jellegét és mennyiségét is vizsgaltuk
ultrasziiréssel, spektrofluorimetrias és *H NMR spektroszkopidkkal: ez a fehérje felelds
fOrészt a fémkomplexek vérben valod széllitasaért, illetve ezen modellfehérjéhez valo kotddés
jellegébdl kovetkeztethetiink, hogy a szintézisekhez hasznalt enzimekhez milyen mértékben
fog kotddni. A mérésekbdl kideriilt, hogy e két komplex f6ként koordinativ médon kotddik a
fehérjéhez, legalabb 4-5 kotOhelyen a HSA-ban. A RhCp*-en komplex egy része disszocialt
allapotban, a RnCp*-bpy komplex inkabb csak disszocialatlanul kotodik a fehérjéhez.
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A kotéhely-modellekkel folytatott vizsgdlatok alapjan kideriilt, a hisztidin oldallancok
vesznek részt foként a komplexek megkotésében. Az irodalom alapjan a cisztein is potencialis
kotéhelynek szamit, azonban méréseink soran valdszinlileg védett aminosav oxidalédasa
miatt csak kismértékii volt a koordinacioja.

Céljaim kozt van a RhCp*-en komplex rontgen diffrakcidés vizsgalatra alkalmas
kikristalyositasa, illetve tovabbi érdekes teriilet lehet a RhCp* és a kotéhely-modellek igen
Osszetett rendszerének részletes tanulmanyozasa, illetve biologiai aktivitdst megszabo
tényezOk vizsgalata a RhCp*-bpy/en komplexekkel analog vegyiiletek korében, példaul

lipofilitas vizsgalata a vérszérummal megegyez6 kozegben.
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Ezuton szeretném megkoszonni Sziicsné Toth Katalin technikusnak gyakorlati tanéacsait,
melyek mindegyike igen hasznosnak bizonyult munkdm soran.

Koszonettel tartozok a Bioszervetlen Kutatocsoport tagjainak segitokész megjegyzéseikeért.

Ko6szonom Dr. Kele Zoltannak az ESI-MS spektrumok felvételének lehetdségét.

A kutatds a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 azonositd szamu

Nemzeti Kivalosag Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatoi személyi Wiy
tamogatast biztositd rendszer kidolgozasa és mitkddtetése konvergencia (
Nemzeti
program cimii kiemelt projekt altal nyujtott személyi tamogatassal Kivalésag
Program

valosult meg. A projekt az Europai Unid tamogatdsaval, az Eurdpai

Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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