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1. Bevezetés, irodalmi hattér

1.1 Fémorganikus gyogyszerek

A szervetlen kémia a gyodgyaszatban is jelentds, hiszen a klinikai gyakorlat része a szervetlen,
kiilondsen fémionokat tartalmazé anyagokkal torténd kezelés. Fémionokat mar régodta
alkalmaznak, talnyomoé tobbségben komplex vegyiileteik formajaban, kiilonb6z6 betegségek
kezelésére. Ilyen példaul a fekélyek gyogyitasara hasznalt Bi(IIl) tartalmu vegytiletek, vagy az
Au(I) tartalmu reumaellenes szerek (pl. Auranofin, 1. abra), de kifejlesztettek mar inzulinutanzo
vanaddiumkomplexeket is. Emellett tobb maésik fémet (pl. Ti, Sn, Mn, Gd) is felhasznalnak
sz¢éles alkalmazési spektrummal. A legfontosabb hatéoanyagok mégis a sziv- és érrendszeri

megbetegedések (pl. nitroprusszid, 1. abra) és tumor kezelésére szolgalok [1].
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1. abra: Az auranofin és nitroprussziat anion szerkezete

A rékos betegségek kezelésére széles korében alkalmazott tumorellenes hatdéanyag a Pt-
tartalmu ciszplatin (cisz-diamino-dikloro-platina(ll), 2. abra). A Food and Drug Administration
(FDA) 1978-ban engedélyezte a molekula rakellenes szerként torténd alkalmazasat.
Hatdsmechanizmusa a rakos sejtek nuklearis DNS-¢ében létrehozott keresztkotések altal gatolt
replikacion és transzkripcion alapszik. Ugyan a ciszplatin a rakos sejtekben dusul, de az
egészséges sejtekbe is eljut, igy a klinikai gyakorlatban torténd felhasznalasa, nephro- és
neurotoxicitasa miatt, komoly mellékhatasokkal jar, ezért alkalmazasa dontéen mas citotoxikus
szerekkel kombinalva valosul meg. A mellékhatdsokat kevésbé mutatd, nagyobb

szelektivitassal rendelkez6 szarmazékait jelenleg is széles korben kutatjak [2,3].

(@]
H2
Cl”m,h ‘\“‘\\NHS H3N\p /O N\ /O O
:Pt‘ > 4 t\ O, /Pt\ I
CI/ \NH HisN O “N @) O
3 1) Hz

2. abra: A ciszplatin, a karboplatin és az oxaliplatin szerkezete



1.2 Fémorganikus platinafém vegyiiletek, mint potencialis gyogyszerek

A ciszplatin sikerei rairanyitottak a figyelmet a fémkomplexek rakellenes hatasara, igy
a kutatasok els6 hullama a szerkezetileg €s hatdasmechanizmusukban is hasonld vegyiiletek
létrehozasara iranyult (pl. karboplatin, oxaliplatin, 2. abra). Kés6bb mas platinafémek (példaul
Rh(I11), Ru(ll), Os(11) vagy Ir(111)) komplexeinek potencialis rakellenes hatasat is elkezdték
vizsgalni. Ezek a vegyiiletek igéretesnek bizonyultak, mivel tobb olyan raktipussal szemben is
aktivitast mutatnak, melyekkel szemben a Pt-tartalmu hatdéanyagok nem. Feltételezések szerint
a DNS-t és bizonyos enzimeket egyszerre céloznak meg a karcinomakban, d&m pontos
hatasmechanizmusuk még nem tisztazott [4,5]. Pl. a Ru(lll) két komplexe is jelentés DNS-
keresztkotésre vald hajlamot és rakellenes aktivitdst mutatott: ezek a cisz-[Ru(2-
fenilazopiridin).Cl2] és a mer-[Ru(2,2’:6°,2”-terpiridin)Clz. Mivel egyes komplex vegyiiletek
hatékonysdga a ciszplatin szarmazékokéval 6sszemérhetének bizonyult, tobb esetben klinikai
vizsgalatok is megindultak mar. Tobbek kozott a  NAMI-A  {(ImH)(transz-
[RuCl4(DMSO)(Im)])} (Im = imidazol) és KP1339 {Na(transz-[RuCls(Ind)2])} (Ind = indazol)
(3. abra) is eljutott a klinikai vizsgalatokig [4,6].
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3. abra: A NAMI-A (X*= ImH") és a KP1339 (X*= Na") szerkezete
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Kedvezd tulajdonsagaik miatt mar régota a figyelem kozéppontjaba keriiltek a
platinafémek kiilonb6z6é aromas rendszerekkel kialakitott Uin. szendvics vegyiiletei. Ezek a
molekulak ferrocén analdgok, de el6fordulnak un. félszendvics valtozatok is, ahol csak egy
aromas gylr( koordinalodik a fémionhoz. Az utdbbi évtizedben szamos félszendvics Rh(111)
szarmazék esetén igéretes rakellenes hatast mutattak ki [4]. A fémtartalmi gyogyszerek
fejlesztésével parhuzamosan, egy kiegészitd kutatasi irany is 1étrejott, melynek elsddleges célja,
a potencialis hatdanyagok ¢€s a szervezet molekulai kozott fellépd kolcsonhatasok leirasa. Ez
nagy jelentdséggel bir, hiszen az emberi szervezetben rengeteg olyan vegyiilet talalhaté meg

allando vagy idészakos jelleggel, melyek befolyasolhatjak a hatdanyagmolekula célba jutasat



vagy az ott kifejtett hatékonysagat. Igaz ez még a DNS-t célzd hatéanyagokra is, melyek
kiilonosen a vérplazmaban megtalalhat6 peptidekkel és fehérjékkel keriilhetnek kdlcsonhatasba
ligandumcsere révén [5,6]. Ezeknek a vizsgalatoknak egy része, kozvetleniil a szervezet
makromolekuldival, fehérjéivel foglalkozik és vizsgalja azok kdlcsonhatasra vald hajlamat.
Nehézséget jelent azonban, hogy fehérjék esetében csak ritkan van lehetéség pontos
termodinamikai adatok kinyerésére, igy egy-egy kolcsonhatds mélyebb megértéséhez mas
vizsgalatokra is sziikség van. E célbol alkalmazhatunk modellvegyiileteket. J6 kozelitést jelent
példaul egy fehérje fémkaotd helyét modellezd néhany aminosavbol felépitett peptid, mely mar
kelléen konnyen kezelheté ahhoz, hogy pontos termodinamikai informacidkat nyerjiink. Ismert
példaul, hogy a félszendvics Ru(Il) és Rh(IIl) vegyiiletek egyik legfontosabb kotéhelye a
fehérjék felszinén elhelyezkedd hisztidinek imidazol oldallancai [5,6]. Ebben az esetben,
kiilonboz6 hisztidint tartalmazé modellpeptideken keresztiil ismerhetjiik meg a kolcsonhatas
varhato er6sségét. Azonban a fehérjék mellett endogén, sok esetben hisztidint tartalmazo

peptidek is kolcsonhatasba keriilhetnek a fémtartalma gyogyszerekkel.

Az utobb emlitett két okbodl, dolgozatomban az emberi szervezetben ténylegesen is
eléfordul6 két hisztidintartalmu peptid, a karnozin (B-alanil-L-hisztidin) és a glicil-L-hisztidil-
L-lizin (GHK) kolcsonhatasat vizsgaltam egy Rh(lll) tartalmu vegyiilettel (rodium(l11)-
pentametil-ciklopentadienil kation). Tovabba, e két peptid és a potencialis gyogyhatasti Rh(III)
tartalmu vegyiiletek kolcsonhatasanak modellezése céljabol tanulmanyoztam a Rh(l11)-peptid-

L terner rendszereket is (ahol L = etilén-diamin vagy bipiridil).
1.3 A rédium(111)-pentametil-ciklopentadienil kation ((n°-Cp*)Rh(111))

A [Rh(H20)6]*" akvakomplex kinetikailag rendkiviil inert, am felismerték, hogy ha
harom facialis elhelyezkedésii ligandumat pentametil-ciklopentadienil anionra (Cp*) cserélik,
akkor a komplex vizcseréjének sebessége jelentésen megnd. Az igy szarmaztatott félszendvics
komplexben ([(n°-Cp*)Rh(H20)3]**), melyben csak egy Cp* kapcsolodik a fémionhoz, a harom
szabad kotohely kinetikai sajatsaga a ciszplatinéhoz valik hasonlatossa az aromas gytirii transz-

hatasa
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4. abra: A [(n>-Cp*)Rh(I11)CI2]2 dimer és az akvakomplex szerkezete



miatt [6]. Ez a szerkezet, melyet ,,piano-stool” -nak is neveznek, megfelel6 megoldast kinalhat
a Rh gyogyaszatban torténd alkalmazasara [6]. Kereskedelmi forgalomban a vegyiilet dimer
kloro-komplexe kaphatdo, mely vizben disszocial ¢és a kloridionokat vizmolekulak
szubsztitualjak, ligandumcsere torténik. Az akvakomplex azonban mar savas pH tartomanyon
elhidrolizal, hidroxido-komplexeket hozva létre, melyek alacsony lipofilitdsuk révén nem
képesek dnmagukban bejutni a sejtbe.

A megfelel6 farmakokinetikai sajatsag elérése céljabol sziikséges a lipofilitas novelése
pl. a ligandum gondos megvalasztasa révén [6]. Az SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai
tanszékén korabban mar vizsgaltak a (n°>-Cp*)Rh(I11) kation komplexképzését etiléndiamin,
bipiridil, maltol, allomaltol, pikolinat ¢és deferipron ligandumokkal vizes kdzegben.
Mindemelett szamos ligandummal alkot olyan komplexeket, melyeket in vitro, még a fent
emlitett, mar klinikai fazisban 1évé Ru komplexeknél is aktivabbnak taldltak bizonyos

daganattipusokkal szemben [6].

1.4 A vizsgalt hisztidintartalmu peptidek sajatsagai és szervezetben betoltott szerepiik
1.4.1 Az imidazolgyiiri tulajdonsagai

A fehérjéket felépité a-aminosavak koziil kiemelkedéen sokrétii szerepe van a hisztidinnek (H,
His), mely elsé sorban az oldallanc imidazolgytrijének reaktivitasan alapszik. Az
imidazolgytri egyik emlitésre mélto sajatsaga a benne jelenlévo két N eltérd természete (pirrol-
N és piridin-N), és a semleges imidazolgytir(i ebbdl kovetkezé amfotériaja (5. abra). Ezaltal a
gytrli pufferként is viselkedhet, melyet szamos tanulmany megmutatott, hiszen az emberi
A semleges gyiirii tovabbi érdekes sajatsaga a tautoméria, mivel a proton mindkét nitrogénhez
kotédhet (5. abra). A fémkoté (koordinacids) sajatsagat tekintve, a piridin-N nemko6to
elektronparja miatt a gylri erds o-donornak és gyenge m-akceptornak tekinthet6. Ennek
kovetkeztében nagy stabilitasu komplexeket képez, jellemzéen a késdi atmenetifém-ionokkal
(Ni(11), Cu(ll), Zn(I1)). A fentiek miatt a hisztidin szamos enzimatikus folyamatban sav-bazis
katalizist valosit meg, és nagyszamu metalloproteidben, ligandumként a fémion megkotésében

van Szerepe.
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5. abra: Az imidazol amfotéridja és tautomériaja



Ezen kiviil, a fehérjék poszttranszlacios atalakulasaiban is jelentGs szerepet kap, mivel a
hisztidin imidazolgytrije foszforilalodni képes.

A hisztidin nem csak fehérjékben, de emellett kisebb peptidek formajaban is
nélkiilozhetetlen szerepet tolt be. Példaként alljanak a nyalban megtalalhat6, hisztidinben
gazdag hisztatinok, melyek antibakteridlis, antifungalis és sebgyodgyulast eldsegitd
tulajdonsaggal birnak. Mindez kozvetett, de meggy6z6 modon hangstlyozza a kisebb,

hisztidin-tartalmua peptidek szervezetben betoltott jelentdségét is [7].

1.4.2 A karnozin

A karnozin (B-alanil-L-hisztidin) egy vizoldhato, az emldsok szervezetében is eléforduld
(endogén) dipeptid. A szervezetben tovabbi két jelentds szarmazéka is megtalalhato (6. abra),

a homokarnozin (y-aminobutiril-L-hisztidin) és az anszerin (B-alanil-3-metil-L-hisztidin) [8].
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6. abra: A karnozin, homokarnozin és anszerin szerkezete

A karnozint elséként 1900-ban izolaltak huasbol [8], melyet aztan szamos in vitro és in vivo
vizsgalat kovetett, a karnozin fizioldgiai és biokémiai tulajdonsadgainak megértése céljabol.
Egyik legfontosabb biokémiai funkcidja, hisztidin tartalmti peptid [|évén, az
atmenetifémionokkal torténd kelatképzés. A szervezetben els@sorban Zn(II) és Cu(II) ionokkal
képz6d6 komplexében van jelen. Fiziologiai szerepet tolt be emellett pH pufferként és
antioxidansként. Igy farmakolégiai szempontbol gyulladascsokkentd, oregedést lassitd és
idegvédo molekulanak tekintik [7,8,9,10]. Az Gjabb vizsgalatok ramutattak a karnozin inhibitor
szerepére IS a nem enzimatikus oxidativ folyamatokban [9], ideértve a tobbségében
membranlipidek peroxidaciojabol képzodd a,B-telitetlen aldehidek altal okozott oxidativ
stressz csOkkentését, a fehérje-fehérje és DNS-fehérje keresztkotések kialakuldsanak gétlasat.
Ezek az eredmények hozzdjarultak a molekula klinikai gyakorlatban térténd alkalmazasdhoz,
kronikus betegségek (Diabetes mellitus, Nephropathia diabetica, egyéb sziv és érrendszeri és
kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségek) megeldzése céljabol [7,9,11]. Egy 2018-as tanulmany
azonban mar arrél szamol be, hogy a karnozin, eddig ismeretlen mechanizmus révén, de

feltehetdleg tobb enzim hatdsat egyszerre gatolva, képes visszaszoritani bizonyos tipusu



daganatos gyomor sejtek (SGC-7901) aerob glikolizisét, illetve mitokondrialis

energiatermelését [12].

A taplalékkal elfogyasztott (vagy étrendkiegészitd formajaban bevitt) karnozin a
bélrendszerb6l, a mikroboholy rendszeren keresztiil szivodik fel [9]. A sejtplazmaba jutva, egy
részét a szoveti karnozinaz enzim (CN2) aminosav alegységekre hidrolizalja (7. abra), masik
része a blasztolaterdlis membranon keresztiil az érrendszerbe keriil. Itt a szérum karnozinadz

enzim (CN1) szintén alegységekre bontja a dipeptid nagy részét [9].
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7. abra: A karnozin felvételének javasolt mechanizmusa [9]

Tobb szovettipusban, a vazizmokban, a szivizomban és bizonyos agyi régiokban, és példaul a
szaglokozpontban karnozinaz nincs jelen, viszont kifejezédik egy karnozin szintaz nevii enzim,
mely a két alkotd aminosav alegység jelenlétében képes szintetizalni a dipeptidet [9,11]. Ez azt
jelenti, hogy az emlitett szOvettipusok jelentds, milimolos (mM) nagysagrendben
tartalmazhatjak a peptidet, szemben a karnozin szintazzal nem rendelkez6 szdvetekkel, ahol
joval kisebb koncentracioban van jelen. Az emberi szervezet karnozin készletének 99%-a

vazizmokban talalhatd, ahol a molekula koncentréci(')ja akar a 20 mM-os értéket is elérheti,

crer

A két aminosavalegység koziil a hisztidin felelds a dipeptid biokémiai aktivitasaért. A B-alanin
alegység a karnozin szintézist befolydsolja, hiszen a karnozin szintaz miikodése elsdsorban a
rendelkezésre allo B-alanin mennyiségétdl fiigg. Utdbbi az uracil és timin majban torténd

lebontasanak, és a husfogyasztasbol szarmazo egyéb dipeptidek lebontasanak eredménye [9].



1.4.3 A glicil-L-hisztidil-L-lizin

A glicil-L-hisztidil-L-lizin  (GHK) tripeptid szintén megtalalhatdo az emberi
szervezetben, elsédlegesen a vérplazmaban, a nyalban és a vizeletben. A vérszérum atlagos
GHK koncentracidja egy 20 éves ember esetében 200 ng/mL, mely az ember 60 éves koraig 80
ng/mL értékre csokkenhet [13,15]. A tripeptidet elészor 1973-ban majsejtek novekedését
serkentd faktorként azonositottak, majd tovabbi vizsgalatok megmutattdk, hogy tobb tovabbi
sejtvonal novekedésére is kedvezo hatast gyakorol [13]. Kés6bb arra is ramutattak, hogy a GHK
szamos egyeb bioldgiai aktivitassal bir, melyek legjobb tudasunk szerint egészségre gyakorolt
hatasuk szerint pozitivnak mutatkoznak. llyen a képz6d6 szovet angiogenezisének serkentése,
a szOveti regeneracid, a sebgyogyulds elésegitése, a csontszoveti sériilés gyodgyulasanak
gyorsitasa, gyulladdscsokkentd hatdsasa, kollagén- és elasztinfehérjék képzodésének
stimulalasa, igy boérvédd hatasa, illetve antioxidansként betoltott funkcidja [13,14]. Friss
kutatasok arra is ravilagitanak, hogy a GHK a genetikai szabalyozésban is részt vehet, ezaltal
az epigenetikai modositd anyagok csoportjaba tartozhat, hiszen a vizsgalatok igazoltak a GHK
modosité hatasat hiszton-deacetildz-2 enzim mitkddésére nézve [15]. Igy egyfeldl potencialis
oregedés gatlo hatast is tulajdonitanak a tripeptidnek, masrészt kezdenek feltarulni a tripeptid
jotékony biologiai funkcidr mogott rejléd mechanizmusok.

A GHK masik fontos tulajdonsaga, hogy igen nagy affinitassal koti a réz(Il) iont. A
szervezetben magtalalhato GHK emlitett jotékony hatdsainak egy része, tobb szerzd szerint, a
tripeptid 1:1 fém-ligandum aranya rézkomplexének tulajdonithatd, mig mas része a szabad
peptidnek. Bizonyos példaul, hogy az emlitett struktarfehérjék képzdodésének serkentése
kozvetleniil a Cu(ll) jelenlétéhez kotott, mig egyéb génmodulacios folyamatokban foként a

szabad peptidnek van szerepe [13,14].
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8. abra: A GHK tripeptid szerkezete és a GHK-Cu(Il) 1:1 aranyu komplex
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A szervezetben a GHK az extracellularis matrix lebomlésakor keletkezik kollagénbdl
¢s a SPARC nevii fehérjébol lehasadva [14,15]. A lehasadt tripeptid, illetve annak Cu(ll)
komplexe hozzajarul az extracelluldris matrix ujraképzddéséhez. A kis koncentracidban
jelenlévé Cu(l)-GHK komplex serkenti az angiogenezis folyamatat azaltal, hogy er6s hatast
gyakorol a véredény rendszer kiépitéséért felelds kapillaris sejtekre. Tovabba stimulalja az

elhalt matrixtormelék eltiintetését végzé makrofagokat is [15].
1.5 Célkitiizés

A fenti irodalmi adatok megmutatjak, hogy a karnozin és a GHK peptidek milyen
sokrétii szerepet toltenek be az emberi szervezet normal miikodésében. Mivel viszonylag nagy
mennyiségben vannak jelen, feltételezhetd e peptidek és a Rh tartalmu hatéanyagok szervezeten
beliili kolcsonhatasa. Emiatt sziikséges e peptideknek a [(Cp*)Rh(H20)s]?* kationnal, valamint

utobbi komplexeivel valo kdlcsonhatasanak vizsgalata.

1.6 A (q°-Cp*)Rh(I1l) kation hisztidintartalmi peptidekkel képzédé komplexeinek

elézetes irodalmi eredményei [5]

Az SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai tanszékén korabban mar vizsgaltdk a (n°-
Cp*)Rh(111) kation kélcsdnhatasat hisztidin-tartalmu peptidekkel és alkotdikkal ((imidazol[LY],
(N-Me) imidazol[L'™], GGA-OH[L?], GGH-OHI[L®], H-amid[L*], HGG-OH[L®], GHG-
NH2[L®])), mivel a fehérj¢k imidazolgytriii kitiintetett kotShelyek az (arén)Ru(II)/Rh(11I)
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9. abra: Az [5] irodalomban vizsgalt ligandumok



A vizsgalatok els6é korében szisztematikus termodinamikai, oldatszerkezeti méréseket
¢s kvantumkémiai szamitdsokat végeztek a peptidszekvencia kiilonbozé pozicidiban
elhelyezkedd hisztidin koordinacids sajatsdgainak tanulméanyozéasa érdekében. Mésodsorban,
vizsgaltak a kiilonbozé fém-peptid(A)-ligandum(B) terner rendszereket, mellyel a (n°-
Cp*)Rh(III) alapt potencialis rakellenes hatéanyagok szervezetbeli, fehérjékkel torténd
kolcsonhatasat modellezték. Az ,,A” ligandum a vizsgalt peptideket, még ,,.B” ligandum a 2,2’-
bipiridil (bpy) vagy etilén-diamin (en) modellvegyiileteket jelentette. Utobbiak erds
kolcsOnhatast alakitanak ki a vizsgalt Rh(Ill) tartalma kationnal, és rakellenes hatassal is

rendelkeznek [6].

Az oldatkémiai vizsgalatok (pH-potenciometria, UV-Vis, 'H NMR, ESI-MS)
eredményeinek Osszehasonlitd kiértékelése azt jelezte, hogy az 0Osszes tanulmanyozott
ligandum stabil komplexet képez a (n>-Cp*)Rh(I11) kationnal. Az is bebizonyosodott, hogy ha
termodinamikailag stabil 5 vagy 6 tagu kelatgyiirii képzddhet amino- vagy imidazol-nitrogén
részvételével, a fémion-indukalt amid-deprotonalédas mar joval pH 7 alatt lejatszodhat, igy a
vizsgalt peptidek tobbsége fizioldgias pH-n haromfogt ligandumként kotddik a fémionhoz, az
amid-nitrogén részvételével. Az egyes ligandumok esetén kiszamitott pM* értékek, melyek
kozvetleniil utalnak azok fémion affinitasara, a kovetkezoéek: L1(6,82) ~ L1™(6,89) < < L?%(8,57)
< < L310,47) < < L%13,07) < L5(13,94) < L®(14,48). Latszik tehat, hogy a tapasztalt
kotéserdsség alapvetden fligg a hisztidin peptiden beliili pozicidjatol. A hisztidin-tartalma
peptidek koziil a leggyengébb kolcsonhatast a GGH-OH alakitja ki, mivel az csak 4N-es
komplexeiben rendelkezik kiemelkedé fémion-affinitassal. A hisztidin-amid és HGG-OH
esetében megvalosuld 3N-es {N3%m,NH2,N-} koordinacié mar joval erdsebb kdlcsonhatast
eredményez. Ugyanakkor meglepd, hogy a fémion a GHG-NH: ligandumhoz kd&tédik
legerésebben, annak ellenére, hogy ebben az esetben a fémion kornyezete feltehetden erdsen
torzult, hiszen ez a peptid alapvetden a meridionalis koordinacios geometriat preferalja, a (n°-

Cp*)Rh(I1) kation pedig a facialisat [5].

A terner rendszerek vizsgalatakor azt talaltak, hogy pH 7,4-nél (fiziologias pH-n) az
igen erdsen ko6tddo, kétfogu (N,N)-ligandumkeént viselkedd bipiridil vagy etilén-diamin altal
iresen hagyott pozicioban az 0Gsszes hisztidin-tartalmi ligandum képes volt az
imidazolgytirtijének N nitrogénjén keresztil egyfogn ligandumként koordindlédni.
Ugyanakkor az L*, L5 és L® ligandumok esetében az NMR spektrumon a fémion-peptid biner
komplexek jelei is megjelentek, ami arra utal, hogy ezek a ligandumok képesek kiszoritani a

fémion koordinacios szférajabol a két erdteljesen kotddé modellvegyiiletet. Ennek a
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viselkedésnek fontos kovetkezményei lehetnek a (°-Cp*)Rh(Il)-tartalmi potencialisan

------

2. Kisérleti modszerek

2.1 pH-potenciometria

Az oldategyensulyi vizsgalatokhoz, a ligandum protonaldodasi és a komplexek
képzddési allanddinak meghatarozasahoz, a pH-potenciometria modszerét alkalmaztuk. Ez az
eljaras egy kvantitativ analitikai modszeren, a sav-bazis titralason alapszik. A protonalddasi
oldatot luggal (KOH) titraltunk, és minden lugadagolas utan megmértiik az oldat pH-jat. Az
adagolt lag mennyiségének, a pH-nak, valamint a koncentraciok ismeretében szamithato a
savként viselkedd ligandum titraltsagi foka, és igy protonalddasi allanddja. Ha az oldat fémiont
is tartalmazott, a fémion és proton kompeticidja miatt, a ligandum donorcsoportjai alacsonyabb
pH-n deprotonalodtak mint fémion tavollétében. A koncentraciok, a pH és a ligandum
protonalddasi allandéi ismeretében ilyenkor szamithatd a komplexképzdodés foka, és igy a

komplexek képzddési allandoi.

A méréseket vizes kdzegben, folyamatosan temperalt standard hémérsékleten (25 °C),
argongaz (Ar) védOatmoszféraban, az argon kozvetlen oldatba buborékoltatdsa mellett
végeztikk el. Utdbbira a CO; gaz beoldéddsa nyoman keletkezd pozitiv hiba kikiiszobolése
miatt volt sziikség. Méréseink soran az ionerésséget allando értéken (200 mM) tartottuk. Az
ionerdsség beallitdsdra minden esetben analitikai tisztasagii KCl-ot (VWR) hasznéltunk.

Meérdoldatként KOH (100 mM ¢és 100 mM KCl) vizes oldatat hasznéltuk, mely védve
volt az elkarbonatosodastol. A titralo oldatunk KOH-ra vonatkoztatott pontos koncentraciojat
analitikai tisztasdgi kalium-hidrogén-ftalat (Fluka) segitségével hataroztuk meg. A
titralasokhoz egy szamitogép vezérelt Dosimat 665 automatabiirettat (Metrohm), egy Orion
710A pH mérét és egy pH szelektiv kombindlt iivegelektrodot (Metrohm Micro pH
iivegelektrod [tipus: 6.0234100]) hasznaltunk. Minden mérés elott kalibraltuk az elektrodunkat,

cre

kalibracio kiértékelését a modositott Nerst egyenlet (1) segitségével végeztiik el [16],

E =E°+ K xlg[H* *[H* *ﬁ
+ gH™] + Jy = [H] + Jou [H] (1)
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ahol Ky a viz autoprotolizisének egyensulyi allandoja (idedlis értéke 101376 [17]). K, Ju és Jon

R+TxIn 10
ZxF

a nemlinearis illesztés 3 paramétere. K idealis értéke 59,1 mV (= ), JH és Jon az

iivegelektrod savas és lugos hibdjanak, valamint a folyadék—folyadék hatarfeliileti potencialbol
adodo hibaknak a korrekciojara szolgdld illesztési paraméterek. A kalibraciot csak akkor

fogadtuk el, ha az illesztési paraméterek értékei egy meghatarozott tartoméanyba estek.

crcr

hataroztuk meg, mivel a (n°-Cp*)Rh(III) kation vizoldhaté hidroxokomplexeket képez, igy
luggal megtitralhato.

A rendszerekben képzddo részecskék az alabbi altalanos egyensulyi folyamattal (2) ill.

képzbdési allandoval (3) jellemezhetdek:

pM + qH +rL = MyH,L, By gL, (2)
o [MHL
MpHalr = [M1P[H]4[L]" G

ahol M a fémiont, L a protondlatlan ligandumot jel6li. A dolgozatban az egyszeriiség kedvéért
eltekintiink a komplexek toltésének jelolésétol, am ezek konnyen szamithatoak, ha figyelembe
vessziik, hogy a teljesen protonalt formak dsszetétele és toltése a kovetkezd: karnozin (LHZ™)

és GHK (LH3Y).

rrrrr

szamitogépes programmal tortént [18]. A protonalodasi és komplexképzOdési allandok
meghatarozasahoz négy-négy fiiggetlen titralast végeztiink mindkét peptid esetén. Az egyes
adatsorok egyenként 47-85 adatpontot tartalmaztak. Méréseink soran, a fém-ligandum arany a
karnozin esetében 1:1, 1:2 és 1:3, még a GHK esetében 1:1 és 1:2 volt, a fémion koncentraciot

1.5x10* — 2x10°* M tartomanyban véltoztattuk.

2.2 UV-Vis spektrofotometria

Méréseink soran az UV-Vis vagy elektrongerjesztési spektroszkopiat is alkalmaztuk. A
mérési technika alapja a ~200-1000 nm-es hullimhossz-tartomanyba esd elektromagneses
hullamok (melyek energiaja mar elég nagy ahhoz, hogy az elektronokat magasabb energiaju
palyara gerjesszék) elnyelédésének mérése. Az altalunk vizsgalt oldatokra tipikusan harom

fajta elektronatmenet jellemz6. Az UV-tartomanyban a ligandumok sajat kromofor csoportjai
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(p¢ldaul az amid-csoportok vagy a hisztidin aminosavak imidazol oldallancai) mutatnak
elnyelést. Az UV és lathato tartomany hataran jelentkeznek az eldbbinél kisebb intenzitasu un.
toltésatviteli (vagy CT - charge transfer) savok. Ezek a koordinacios vegyiiletekre alkalmazott
molekulapalya-modszer alapjan értelmezhetéek, az elektron egy dontden fémion-karakteri
molekulapalyajarol gerjesztodik egy dontéen ligandum-karakterti palyara, vagy forditva [19].
A lathat6 fény tartomanyaban pedig a fémion Gn. d-d atmeneteit detektalhatjuk, ami a fémion
¢s ligandumok (mint példaul a viz, vagy akéar nagyobb molekuldk is, mint a peptidek)
kolcsonhatasanak kovetkeztében felhasadt d-palydk kozotti atmenetekhez rendelhetdek.
Utobbiak intenzitasa jellemzden kicsi, hiszen ezen atmenetek gyakran tiltottak. A
komplexképzddés elérehaladtardl a CT és d-d savok adnak a legtobb informaciot. Ugyanis a
koordinal6dé ligandumok/donorcsoportok cseréjekor (kiindulasi oldatainkban minden esetben

a fémion akvakomplexe volt jelen) az elnyelési savok eltolodnak.

Ha besugarzunk egy oldatot egy Io intenzitast, adott hulldmhosszisagii (monokromatikus)
fénysugarral, annak intenzitasa a fényelnyelés miatt lecsokken I-re. A fényelnyelést egy
mértékegység nélkiili mennyiség, az abszorbancia jellemzi, ami a Beer-Lambert torvény (4)

szerint

1
A= = cle (4.

0

ahol ¢ a fényelnyeld részecske koncentracidja, 1 az oldat rétegvastagsaga (melyet cm-ben
fejeziink ki), € pedig az adott részecskére jellemzd, az alkalmazott hullamhossztol fliggd
mennyiség, az un. molaris abszorbancia. Ha az oldatban tobb fényelnyel6 részecske van jelen,
azok fényelnyelése (abszorbancidja) 6sszeadodik. Ha a mintank fényelnyelését a besugarzott
(monokromatikus) fény hullamhosszanak fliggvényében abrazoljuk, akkor a minta abszorpcios
spektrumahoz jutunk. Az abszorpcids spektrum pH-fiiggésének €s a pH-potenciometrids
titralasok egyiittes kiértékelése az oldatban jelenlévd komplex részecskék €s azok képzddési

allandoinak pontosabb meghatarozasat teszi lehetdvé.

Meéréseinket egy Thermo Scientific Evolution 200 spektrofotométeren végeztiik, 2 cm optikai
uthosszal rendelkezd kvarckiivettak hasznéalataval. Az abszorpcids spektrumok pH-fiiggésének
vizsgalatanal az egyes spektrumokat ~0,3 - 1,0 pH-egységenként vettiik fel. Méréseinket 1:1
fém-ligandum arany mellett végeztiik el. Az ionerdsség a potenciometridhoz hasonléan 200

mM volt (KCI). A kiértékelés soran 200-500 nm-es hullimhossz-tartomanyt hasznaltuk fel. A
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komplexek egyéni UV-Vis spektrumai a PSEQUAD [20] nevii szamitogépes program

segitségével szamoltuk ki, a spektrumok megjelenitésére az Origin nevii szoftvert hasznaltuk.

2.3 NMR spektroszkopia

Az NMR vagy magneses magrezonancia spektroszkopia az egyik leghatékonyabb
molekulaszerkezet vizsgalati modszer, amit a bioszervetlen kémiai kutatasok is széles kdrben
¢s valtozatos célokra hasznalnak. A modszer Iényege [19] az, hogy kiils6 magneses tér hatasara
az I > 0 magspinii magok magneses momentumanak vektora a kiilsé magneses tér iranyahoz
viszonyitva 2I+1 db kiilonb6z6 poziciot vehet fel, melyek kiilonb6zé energiaszinteket
képviselnek és energiakiilonbségiik fiigg a kiils6 magneses tér nagysagatol. Megfelel6 gerjesztd
elektromagneses (radiofrekvencias) sugarzas hatasara e szintek kdzott &tmenet érheto el (a mag
gerjesztédik, annak spinallapota megvaltozik). I = % spinli mag esetén (pl. *H) a gerjesztd

sugarzas energiaja a kovetkezo egyenlettel adhaté meg (5)

(5)

ahol Bk a kiilsé magneses tér erGssége és y a vizsgalt atommag Un. giromagneses tényezdje (a
mag palya- és magneses momentumanak a hanyadosa). A giromégneses tényez0 magrol-magra
(izotoprol-izotopra) eltérd értéket vesz fel, igy a kiilonbozd elemek magjai egymastol
elkiilontilten vizsgéalhatoak.

Minthogy a molekuldk atommagjai elektronokkal vannak koriilvéve, a vizsgalatok
soran alkalmazott kiilsé magneses tér a magot koriilvevd elektronfelhdben diaméagnesességet
indukal, amely a kiils6 magneses tér értékét a mag helyén megvaltoztatja az elektronfelhd
szerkezetétdl (elektronsiiriségétdl) fliggd meértékben. Ez utdobbi a molekula kémiai kotéseinek
a fliggvénye, igy egy adott atommag kiilonbozé vegylletekben, tehat kiilonbozo
elektronfelhdvel koriilvéve, az NMR spektrumban mas-mas rezonanciafrekvenciaval bir. A
rezonanciafrekvencidnak az elektronhéj szerkezetétdl, illetve az ezt meghatdroz6 kémiai
szerkezettdl fliggd valtozasat nevezziik kémiai eltolodasnak. A kémiai eltolodast ppm-ben
(milliomod részben) fejezziik ki, mivel ez praktikusabb, mint Hz-ben megadni. A ppm skalazas
egyben azt is jeleni, hogy igy egy relativ skala jon 1étre, azaz sziikségiink van egy viszonyitasi
pontra, melyhez a tobbi anyag relativ eltolédasat tudjuk viszonyitani. Altalaban a tetrametil-
szilant (S1(Me)s) alkalmazzak referens anyagként, aminek kémiai eltolodasat zérusnak tekintik

(6=0). A sajat méréseinknél belsé referensként metanolt (MeOH) hasznaltunk, majd ennek
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kémiai eltolodas értékét (dmeon = 3,35) felhasznalva konvertaltuk at a kapott adatokat a TMS-
hoz viszonyitva.

Amennyiben a szomszédos magok I > 0 magspinnel rendelkeznek, természetesen ezek
magneses momentuma is egyenként 21+1 kiilonb6z6 orientaciot vehet fel a kiilsd magneses tér
iranyahoz képest, ami igen kis mértékben ugyan, de jol mérhet6 modon megvaltoztatja a
vizsgalt mag kornyezetében a magneses tér nagysagat. Ez az in. spin-spin kdlcsonhatas a jelek
tovabbi felhasadasat eredményezi, a kdlcsonhatas mértékét az Gin. spin-spin csatolasi allandoval
jellemezziik.

A jelet nem abszorpcios spektrumként detektaljuk, hanem a gerjesztett allapotnak a
kovetjiik nyomon. Ez a folyamat viszonylag lassa (pl. *H esetén 0.1-10 s). A makroszkopikus
magnesezettségnek a kiilsd magneses térrel azonos irdnyl komponensének elvesztését
longitudinalis (spin-racs), az arra merdleges iranyll magnesezettség elvesztését transzverzalis
(spin-spin) relaxacionak nevezziik, az e folyamatokra jellemz6 id6éallandot Ti-el illetve To-vel
jeloljiik. Elobbi az NMR jel intenzitasaval, utobbi a jelszélességgel van szoros kapcsolatban.
Mindkét relaxaci6 tobb mechanizmus szerint jatszodhat le, melyekben alapvetd szerepe van a
(kiilonboz6 frekvenciaval) fluktualdé magneses tereknek. Ezek koziil altalaban kiemelkedd
jelentdségii a téren keresztiil hatd (egy adott részecske kotésrendszerében egymastol tavoli, de
a 3D szerkezet miatt mégis térkdzeli protonok hatisa miatti) in. dipol-dipol kdlcsonhatés, mely
az adott atomok (magneses dipolusok) kozotti tavolsag (r) hatodik hatvanyéaval forditottan (r )
aranyos.

Az NMR spektroszkopia tehat minden detektalt jel esetén négy alapvetd informécidval
szolgal: (i) a jelintenzitas, ami a koncentracioval hozhat6 kozvetlen kapcsolatba, (ii) a kémiai
eltolodas, amely az atommag kornyezetének elektronstirliségérdl, s igy a jelet létrehozo atom
kémiai mindségérdl ad informacidt, (iii) a spin-spin csatoldsi dllando, amely a vizsgalt maghoz
kémiai kotéseken keresztiil kapcsolddd szomszédos csoportokrdl ad felvilagositast, ill. (iv) a
relaxacios 1dok, melyek tobbek kozott a molekula 3 dimenziés szerkezetének
meghatarozasaban jatszanak kulcsfontossagu szerepet (Nuclear OverhausEr SpectroscopY,
NOESY).

A munkdm soran elvégzett 'H NMR méréseink egy Bruker Ultrashield 500 Plus
késziiléken torténtek. A mintainkat NMR csovekben (Smm atmérdjii) és egy maximum 10%
D20-t tartalmazo D20/H20 olddszerelegyben végeztiikk. Ez a D2O koncentracié mar lehetévé
teszi a vizsgalatokat, de még nem gyakorol jelentds hatast a rendszerek egyensulyi allandoira.

Mint mindig, az ionerdsség a mérés megkezdése eldtt beallitasra keriilt (I = 200 mM KCl).

15



Tovabba az 6sszes mérés esetében a kivant pH-t HCI és/vagy KOH oldat segitségével allitottuk
be.

2.4 Tomegspektrometria (MS)

A ligandumok azonositasanak és a kialakuld komplexek Osszetételének meghatarozasa
céljabol tomegspektrometrias méréseket is végeztiink. A tomegspektrometria (MS) az egyik
elemzésére, mivel alkalmas nagyon kis mennyiségli anyagok analitikai vizsgalatara is. A mintat
a tomegspektrométerben ionizaljuk, majd az ionokat tomeg/toltés aranyuk alapjan
szétvalasztjuk. Az altalunk hasznalt elektrospray ionizacios tomegspektrometria (ESI-MS) a
lagy ionizaciés technikdk kozé sorolhatd. Eldnye, hogy a spektrumban tobbnyire az
egyszeresen vagy tobbszordsen toltott molekulaionok jelennek meg, a lagy ionizacié miatt a

mérendd anyag altaldban nem fragmentalodik.

A vizsgalando vegyiiletet vizes oldat formajaban porlasztjuk be a késziilékbe. Az oldat
a légtérbe egy nagyfesziiltségli kapillarison keresztiil jut, itt toltdtt cseppeket tartalmazo,
monodiszperz permet képzddik. A cseppek erds parolgasanak eredményeképpen eldszor
kisméretii, nagy toltésszamu cseppek, majd végiil pozitiv toltésii ionok képzddnek. A szabadda
valo ionok, gyorsitas utan, az analizatorban elvalaszthatok tomeg/toltés hanyadosuk szerint. A

meért jel intenzitdsdbodl az adott ion relativ mennyiségére is tudunk kovetkeztetni. Az ESI-MS

crer

Meéréseinket az SZTE Orvosi Vegytan Intézetében egy Waters Q-TOF Premier
(Micromass MS Technologies, Manchester, UK) ESI-ionforrassal ellatott spektrométeren

végeztiik pozitiv ion modban.
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3. Kisérleti eredmények és értékelésiik

3.1 A vizsgalt ligandumok (de)protonalodasi folyamatai

Vizsgélatainkat a karnozin és GHK peptidek oldatkémiai vizsgélataival kezdtiik,
tablazat). Megallapithattuk, hogy a mért értékek jol egyeznek az irodalmi adatokkal, hiszen
ezek mindkét peptid esetében mar tobb szerzo altal is meghatarozasra kertiltek [21]. Adatainkat

az 1. tablazatban foglaltam Gssze:

1. tablazat A vizsgalt ligandumok protonéaldodasi allandoi (I= 0,2 M (KCl), T =298 K),

valamint pK értékei.

log Bpar pKs
Speciesz (par) Karnozin GHK Karnozin GHK
HaL (041) - 27,88 (4) - 2,84
HsL (031) 18,82 (1) 25,04 (2) 2,68 6,54
HL (021) 16,14 (1) 18,50 (2) 6,77 7,94
HL (011) 9,37 (1) 10,56 (1) 9,37 10,56

A karnozin esetében harom (de)protonalddas figyelhetdé meg, melyek a karboxilat-,
imidazol- és aminocsoporthoz rendelhetéek. A tripeptid esetében négy (de)protonalddasi 1épés
tapasztalhato, melyek rendre a karboxilat-, imidazol-, terminalis amino- és a lizin e-

aminocsoportjahoz rendelhetd.

3.2 A vizsgalt ligandumok (n°-Cp*)Rh(I11) komplexei

A peptidek (n°>-Cp*)Rh(I1l) kationnal alkotott komplexeinek vizsgilatdhoz pH-
potenciometrids, UV-lathato spektrofotometrias, illetve NMR spektroszkopids méréseket
végeztiink. Csapadékképzédést a vizsgalataink sordn nem észleltink. A Rh(III) ion
akvakomplexe nagyon lasst, de még a (1°-Cp*)Rh(Ill) kation is viszonylag lassa
ligandumcserével bir. Igy a pH-potenciometrids méréseknél azt tapasztaltuk, hogy pH 8-at
kovetden az egyensuly bedllasdhoz sziikséges 1d6 jelentdsen megnd, ezért a titralasokat csak
pH ~ 8-ig értékeltiik ki. Ennek megfelelden az eloszlasgdrbéket is csak pH 8-ig dbrazoltam.

Kisérleti adataink (pH-metria, UV-Vis és NMR spektroszkopia) egyiittes kiértékelése

szerint, mind a karnozin, mind a GHK esetében 3-3 részecske képzddésével kell szamolnunk
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az emlitett pH tartomanyon. Ezek eltéré tulajdonsagai miatt a két peptid (n°-Cp*)Rh(IlI)
komplexeit kiilon-kiilon mutatom be. Az NMR vizsgalatokat illetden fontos kiemelni, hogy az
egyes komplexek ligandumcsere folyamatai lassuak az NMR iddskalajan, igy azok jelei nem

atlagolddnak, minden komplexhez egyedi jelsorozat tartozik.

3.2.1 A (m°-Cp*)Rh(I11)-karnozin rendszer leirasa

A (m°-Cp*)Rh(ll1)-karnozin

felhasznalom a kutatocsoport altal mar eldzetesen vizsgalt karCinin (3-alanil-hisztamin, 12.

rendszer mérési eredményeinek értelmezéséhez
abra) mérési eredményeit is, hiszen a két peptid kozotti eltérést egyetlen karboxilat csoport
jelenti, igy hasonld szerkezetli komplexek megjelenése varhatdé a két rendszerben. A
meghatarozott kompexképzddési allandokat a 2. tabldzat, még a képz6dd komplexek

eloszlasgorbéit a 13. abra mutatja be.

HZN/\)(I\N/\/[:/;I

12. abra: A karcinin (B-alanil-hisztamin) molekula szerkezete

2. tablazat A (n°-Cp*)Rh(111)-karnozin/karcinin rendszerben kialakulé komplexek képzddési
allandoi (1 =0,2 M (KCI), T =298 K), valamint pK értékei.

Iog ﬂpqr sz
részecske (pqgr)
karnozin karcinin karnozin karcinin
MHL (111) 15,07 (1) | 14,64 (1) 5,51 5,71
ML (101) 9,56 (1) 8,93 (1) 6,32 5,51
MH-1L (1-11) 3,24 (2) 3,42 (2) - -
pPM*7.4 9.58 0,87 - -

PM*74 = —log([M] + 2[M2(OH),] + 2[M2(OH)s], pH = 7,4 és om = ¢./10 = 1 uM mellett (T = 25 °C; I

= 0.20 M (KCI))
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13. abra: A (>-Cp*)Rh(I11) —karnozin (kék) és —karcinin (piros) rendszerekben képz6do

komplexek eloszlasgorbéi

Ezt a specidciot megerdsitik spektrofotometrids méréseink (14. ébra), melyek a két
végallapot (M és MH-1L) kozott legalabb egy tovabbi részecske képzddésére utalnak. A
képz6dési allandokbol és az eloszlasgorbékrodl is latszik, hogy az ML részecske nagyobb
stabilitassal rendelkezik a karnozin esetén, ugyanakkor a kovetkezd deprotonédlodas pK-ja kozel
egy egységgel kisebb a karcinin komplexében. Minthogy a két peptid mindossze egy karboxilat
csoportban kiilonbozik egymadstol, ez az eltérés is ennek a kiilonbségnek tulajdonithatd. A
karcinin ML komplexében kialakuld {NH2,Nim} koordinaci6 egy karboxilat csoporttal egésziil

ki a karnozin esetén ({NH2,Nim,COO~}), ami extra stabilitast eredményez. Viszont ez az extra

Abszorbancia

-0,1

T T T T T
250 300 350 400 450 500
Hulldmhossz (nm)

14. abra: A (n°>-Cp*)Rh(I11)-karnozin rendszer pH-fiiggd UV-Vis spektrumai
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stabilitas a kovetkezd deprotonalodast (ML = MH.1L + H*) a magasabb pH-k iranyaba tolja el
(minthogy a fémionnak csak harom szabad koordinacios helye van, az Gijabb donorcsoport ki
kell, hogy szoritsa a karboxilatot a fémion koordinacios szférdjabol). Ez a deprotonalddas,
tekintettel a dipeptidek szerkezetére, feltehetéen az amid-csoport fémion-indukalt
protonvesztéséhez rendelhet6. Ennek alatamasztisara és a komplexek szerkezetének
meghatarozasa céljabol pH-fiiggd NMR spektroszkopias vizsgalatokat végeztiink (15. abra). A
fémionhoz kotott ligandum spektrumaban pH 4-6 kozott még megjelend amid-proton jele pH 6
felett eltinik a spektrumbo6l, a szabad ligandumhoz képest jelentosen eltolodnak az
imidazolgytliri és a B-alanin alegység metil-protonjainak a jelei, ami megerdsiti az MH.1L

komplex {NH2,N~amid,Nim} tipusu koordinaciojat.

Imidazol CH + amid-H Cp*-CH;
A

/_H
H\ M pH=1127 || |
[[t 10.27 U
g
Ul

-

~
I
U o33 |
. L 7es )®N
L) 649 LA
N ) 612 )
L A L 534 N
L || 4= AN

O O O
x A 2.15 il
BI.S BI.D ?r.S ?I.I] ISO I 1.I70 ‘ 1.60 I 1.I5
f1 (ppm) f1 (ppm)

15. 4bra: pH-fiiggé 'H NMR spektrumok a (nS-Cp*%Rh(III)-karnozin rendszerben
(O és ®: Cp* metil-protonok jelei, L1 és M az imidazol-protonok jelei a szabad

ligandumban/fémionban és az MH-1L komplexben; A és A az amid-proton jelei a szabad
ligandumban és az ML komplexben)

Ugyanakkor a fiziolégids pH-n dominans MH.1L részecske megjelenése a kotott
ligandum jelének megduplazodasat eredményezi, ami izomerek megjelenésére utal. Az egyik
lehetdség ennek magyardzatara a kb. azonos mennyiségben jelenlévé monomer (MH-1L) és

dimer (M2H-2L2) komplexek kialakulasa. Ezt azonban cafoljak ESI-MS méréseink, melyek

20



kizarolag monomer komplex(ek) jelenlétére utalnak. igy a jelek megduplazodasat csak két, kb.
azonos koncentracioban kialakulo diasztereoizomer megjelenésével magyarazhatjuk. Mivel a
peptidnek csak egyetlen kirdlis szénatomja van, a diasztereoizomerek képzddése ugy
lehetséges, hogy a fémion kornyezete is kiralissa valik, és a két Iehetséges enantiomer (RrhSoc*
€s SrnSacw, 16. abra) kozel azonos energiatartalommal bir. Ez a jelenség viszonylag gyakori a

(n°-Cp*)Rh(III) ion komplexei esetén [4-6].

O o O o
Lo Lo
N— N—
NH, NH, /
Rh- X R
{ |\ VN

16. abra: A (n>-Cp*)Rh(I11)-karnozin rendszerben képz8dé MH.iL részecske két
diasztereoizomerjének (RrnSac* és SrnSac+) javasolt szerkezete
A teljesség kedvéért megemlitem, hogy a karcinin esetén nem tapasztalhato
jelduplazodas, hiszen benne nincs kirdlis szénatom, igy csak a roédium koriil alakulhat ki kiralis
kornyezet, ami viszont NMR-rel megkiilonboztethetetlen enantiomereket eredményez. Amint
azt a bevezetdben emlitettem, a tautomer formak miatt, az imidazolgytiri mindkét nitrogénje

képes fémionhoz koordinalddni. Azonban a 16. abran lathaté (N-amid,Nim) kelat kialakulasa

C-H C3-H

.......................

1.50

Cp*-CH, .
% 1.60

1.65

1(ppm)

7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8
2 (ppm)

17. abra: A (n°>-Cp*)Rh(I11)-karnozin rendszer (pH = 8) NOESY spektrumanak részlete
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miatt a kisebb gytiriitagszamot eredményezd (ezért stabilabb) N3-nitrogén koordinacidja a
valosziniibb. Ezt a pH 8-ndl felvett 2D NMR NOESY spektrum is megerdsiti, hiszen a Cp*-
gylirli metil-protonjai az imidazolgytirti C?-H protonjaval mutat térkdzeli allapotot (1d. a Cp*-

metilek és a C>-H kozotti dipol-dipol kdlcsonhatas miatt megjelend keresztcsticsok a 17. abran).

3.2.2 A m°-Cp*)Rh(I11)-GHK rendszer leirasa

A (m>-Cp*)Rh(111)-GHK rendszerrel kapcsolatos eredményeket szintén a pH-potenciometris,
UV-Vis és NMR eredmények Gsszevetésével értékeltiik ki. A komplexek képzddési allandoit a

3. tablazat foglalja 6ssze, a szamolt eloszlasgorbéket a 18. dbra mutatja be.

3. tablazat: A (n°>-Cp*)Rh(111)-GHK rendszerben kialakuld komplexek képzddési allandoi
(1=0,2 M (KCI), T = 298 K), valamint pK értékei.
GHK
log Sogr PKs
MH:L (121) 24.35(7) 3,91
MHL (111) 20.44 (8) 3,24
ML (101) 17.20 (2) -
pPM*7.4 14.30

részecske (pqr)

100

ML
80

M %

0

18. abra: A (n°>-Cp*)Rh(I11)-GHK rendszerben képz6d6é komplexek eloszlasgdrbéi

Az eloszlasgorbék arra utalnak, hogy a szabad fémion két, csak kis mennyiségben képz6do
protonalt részecske kialakulasa utan, meglehetdsen sziik pH-tartomanyban, a fiziologids pH-n

dominans ML komplexszé alakul. Ezt megerdsitik UV-Vis spektrofotometrias méréseink is,
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hiszen a pH-fliggdé spektrumok (19. abra) egy viszonylag jol definialt izobesztikus pontot

eredményeznek.

1,0 -
0,9 - \
0,8
0,7 -
0,6 -

0,54

0,4

Abszorbancia

0,34
0,2 +
0,1+

0,0 +

-0,1 T T T T T
250 300 350 400 450 500

Hulldamhossz (nm)

19. abra: A (n°>-Cp*)Rh(I11)-GHK rendszer pH-fiiggd UV-Vis spektrumai

Imidazol CH + amid-H Cp*-CH,

A
4 N

N Y

=
I

[y
-
(3]

e l 9.7
_—
R I B

|
e

L . & 3.6
el
A;LA /J 2.83

90 86 82 78 74 7.0 178 1.72 1.66 1.
f1 (ppm) f1 (ppm)

-

20. abra: pH-fiiggd *H NMR spektrumok a (1>-Cp*)Rh(I11)-GHK rendszerben (O és ®: Cp*

metil-protonok jelei, L1 és M az imidazol-protonok jelei a szabad ligandumban/fémionban és az
ML komplexben, A és A az amid-protonok jelei a szabad ligandumban/fémionban és az ML
komplexben)
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Az ML komplex szerkezetének meghatarozasa céljabol itt is pH-fiiggd *H NMR spektrumokat
vettiink fel. A két dominans részecske jelenlétét ezek a spektrumok is jol mutatjak. pH 3 felett,
a kotott ligandumhoz tartozo jelcsoportbdl a hisztidin alegységhez tartozé amid NH jele
fokozatosan eltiinik, ugyanakkor a lizin alegység amid NH-ja pH 11-ig detektalhato. Mindez
arra utal, hogy az ML komplex val6jaban MH-1(LH) formaban is felirhatd, azaz a lizin e-
aminocsoportja pH 5-8 kozott protonalt, viszont a hisztidin alegység amid-nitrogénje mar igen
alacsony pH-n fémion-indukalt deprotonalddast szenved. Ez a {NH2,N~amid,Nim} koordinacioja
ML komplex (21. abra) kiemelked6 termodinamikai stabilitasara utal, amit jol példaz a pM*7.4
értekek kozel 6t nagysagrend kiilonbsége a GHK és karnozin esetén. Ez a figyelemre méltd
kiilonbség mar csak azért is meglepd, mert a két pH 7,4-en domindns komplex koordinacios
modja azonos. Az egyetlen eltérés a terminalis aminocsoportot magaban foglald kelatgytr
tagszdmaban mutatkozik, azaz a két rendszer 0sszehasonlitasa jol mutatja az 5-0s tagszdmu
kelatgytirti kiemelked6 stabilitasat. Emlitésre mélto, hogy az MH2L = MHL + H* és az MHL =
ML + H* folyamatok pK értékei koziil az utobbi a kisebb (Id. 3. tablazat), azaz az MHL
{NH2,Nim} koordinacios modjanak kialakulasa, kooperativ modon segiti el6 a koztes amid-

nitrogén deprotonalodasat, és igy a csatolt kelatgytirtik kialakulasat.

~ NH
HN N

\
S
\\ LNH

21. abra: A (n>-Cp*)Rh(111)-GHK rendszer ML komplexének javasolt szerkezete

Az NMR spektrum nem utal a karnozinnal tapasztalt jelkett6z0désre, noha elvileg itt is
lehetséges lenne. Erre két magyarazat is lehetséges. Egyrészt elképzelhetd, hogy a két kozel
azonos energiatartalmt diasztereoizomer az NMR iddskalajahoz viszonyitva gyorsan
egymasba alakul, igy a spektrumon csak az atlaguk latszik. Ez a kevésbé valdszinii magyarazat,
ugyanis a félszendvics Rh(III) komplexekre jellemzé az NMR iddéskalajan lassu ligandumecsere,
raadasul a GHK esetében kialakulo (5,6)-tagti csatolt kelat kevésbé flexibilis, mint a
karnozinnal megjelend (6,6) csatolt kelat. Ennek megfeleléen az a valdszinlibb, hogy a két
diasztereoizomer eltéré energiatartalommal bir, igy azok koziil csak az egyik van jelen

detektalhatd koncentracioban.
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Az (Namid,Nim) kelatgytri azonos a karnozin és GHK fiziologias pH-n dominans
komplexeiben, igy a 2D NOESY spektrum (22. 4bra) ebben az esetben is az imidazolgytirii N°-
nitrogénjének koordinacidjat mutatja (a Cp*-gytiri metilprotonjaihoz az imidazolgytirii C2-H

hidrogénje van térkozeli helyzetben).

K-NH

N it

1 (ppe)

-

86 85 84 83 82 81 BO A9 A8 A7 R6 A5 P4 A3 w2 71 R0
12 {ppm)

CH3(Cp*) ’

22. abra: A (n°-Cp*)Rh(111)-GHK rendszer NOESY spektrumanak részlete

3.3 A vizsgalt ligandumok Cu(Il) és (q°-Cp*)Rh(II1) komplexeinek termodinamikai

o0sszehasonlitasa

Amint az a Bevezetdben emlitésre keriilt, mindkét peptid jorészt réz(Il)-komplexe
formajaban fordul el6 az €16 szervezetben, melyeknek, foként a GHK komplexnek, igen nagy
a termodinamikai stabilitasa. Ezért felmeriil a kérdés, hogy vajon a (n>-Cp*)Rh(111) ion képes-

e kiszoritani a réz(II)-t peptid komplexeibdl, azaz van-e tényleges lehetdség arra, hogy karnozin

------

szabad B ) ) bad
100 ligandum (Cp*)Rh"-karnozin 100 Isizgzna:jum
. %0 (Cp*)Rh!M-GHK
g (=]
£ 60 1 £ 60 -
o N4
£ ] 5 40 1 Cu(l)-GHK
X~
20 - cu(l)- 20 -
karnozin
0 | . | | |
2 4 6 8 2 4 i :
pH oH

23. abra: A (>-Cp*)Rh(11)-Cu(11)-karnozin (1:1:1) terner rendszer predominancia diagramja
([Cu?*Ttot = [(M>-Cp*)Rh(11D]ot = [peptidfiot = 1 uM, 1 =0,2 M (KCI), T = 298 K)
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Ennek eldontésére szimuldciot végeztiink annak feltételezésével, hogy kétmagvi heterofémes
komplexek nem képzddnek. Az igy nyert 1:1:1 ardny mellett szamolt, a bioldgiai rendszerekben
relevans koncentracidkat (1uM) figyelembe vevo Gn. predominancia diagrammokat a 23. dbra
mutatja be. Mint az lathato, a (1°-Cp*)Rh(I11) kation mindkét peptidrél képes leszoritani a rezet,
a karnozin esetén kozel 100 %-ban, a GHK esetén az egyensulyi rendszerben a peptid 2/3-a
rédiumhoz koordinalodik pH 7,4-nél. Mindezek alapjan megéllapithatjuk, hogy a vizsgalt két
peptid erds, a réz(11)-nél is erésebb, kdlcsonhatast alakit ki a (n°>-Cp*)Rh(111) kationnal.

3.4 Az etilén-diamin/bipiridil ligandumok és a vizsgalt peptidek (n°-Cp*)Rh(III)
komplexeinek termodinamikai 6sszehasonlitasa
A teljes kép kialakitasahoz, fentiek mellett, annak a vizsgalata is sziikséges, hogy vajon a két

peptid képes-e érdemben megvaltoztatni a (n°-Cp*)Rh(I11) tartalmu potencidlisan gyogyhatast

vegyiiletek (amiket jelen dolgozatban a félszendvics rodium kation etilén-diamin (en) és

------

------

komplexeket, majd ehhez az oldathoz ekvivalens mennyiségben hozzaadtuk a peptideket és

vizsgaltuk az egyensulyi rendszerben (kb. 48 6ra utan) el6allo speciaciot (24. 4bra).

.IZI O
ok en + GHK \ bpy + GHK

H O
l en + karnozin - bpy + karnozin
r

en bpy
180 170 160 150 14 1.78 1.74 170 1.66 1.62 1.58

f1 (ppm) f1 (ppm)

24. abra A Cp*-CHs *H NMR jelek a kiilonboz6 1:1:1 terner rendszerekben
([en/bpyliot = [(M>-Cp*)Rh(11D]iot = [peptid]ot = 1 MM, 1 =0,2 M (KCI), T = 298 K)
o : [(Cp*)Rh(N,N)(peptid)] terner komplex,
| [(Cp*)Rh(peptid)] biner komplex

A 24. 4bra alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalt peptidek mind a négy rendszerben jelentds
mennyiségii terner komplexet képeznek, sét a (n°-Cp*)Rh(l11)-en-GHK terner rendszerben a

biner (1°>-Cp*)Rh(111)-GHK komplex jele is megjelenik. Ez utobbi arra utal, hogy a GHK
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peptid képes kiszoritani az erdsen kotddo kétfogu etilén-diamint a rodium koordinacios
szférajabol. Fenti egyensulyi oldatok 2D NOESY spektruma alapjan az is megéllapithatd, hogy
a terner komplexekben a peptid egyfoga ligandumként koordinalodik a fémionhoz, mégpedig
N!-nitrogénjén keresztiil, hiszen a NOESY spektrum (25. abra) tantisiga szerint mind a C2-H,
mind a C°>-H hidrogének térkozeli helyzetben vannak a Cp*-gytirti metilprotonjaihoz képest,
ami csak az N1-nitrogén koordinacidja esetén képzelhetd el. Osszefoglaléan elmondhaté, hogy
a vizsgilt két peptid és a (n>-Cp*)Rh(lII) tartalmi potencialisan gyogyhatasi vegyiilet
képes kiszoritani a fémion koordinacios szférajabol, igy a fenti és analog peptidekkel valo
kolcsonhatast minden esetben figyelembe kell venni egy (n>-Cp*)Rh(111) tartalmu potencidlisan

gyogyhatésu vegyiilet farmakologiai vizsgalatanal.

- bipiridil
C>-H
C2-H* C5-H* 1 f§ \ C2-H® C-HS
5_H§
Rh-GHK-en_7.406_0211.13.1.2rr 1.50 Rh-GHK-Bpy_7.448_0211.13.1.2rr 1.40
1.52
1.44
1.54
Cp*-CH,® 1.56 1.48
1582 152
Cp*-CH,* 1608 Cp*-CHy® l ‘ | 1-55§
1.62% 1.60%
Cp*-CH;zen * l
164 Cp*-CH;bpy 164
1.66
1.68 .68
1.70 1.72

80 79 7.8 7.7 7.6 7.5 f;.ll 73 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 9.1 8.9 8.7 85 8.3 8.1 7.9 7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 6.7 6.5
(ppm) 2 (ppm)

25. abra: A (n°-Cp*)Rh(111)-GHK-en (bal) és (n°-Cp*)Rh(111)-GHK-en (jobb) rendszerek
NOESY spektrumdénak részletei (#: biner peptid komplex, §:terner komplex, *: szabad peptid,
en/bpy: biner en/bpy komplex)
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4, Osszefoglalas

TDK dolgozatomban a (n°-Cp*)Rh(III) félszendvics kationt tartalmazo potencidlisan
megértése céljabol vizsgaltuk a karnozin (B-alanil-L-hisztidin) és GHK (glicil-L-hisztidil-L-
lizin) endogén peptidek (1°>-Cp*)Rh(III) félszendvics kationnal képzett komplexeit. A biner
rendszerek mellett tanulmanyoztuk a (n>-Cp*)Rh(I11)-peptid-L terner rendszereket is (ahol L=
etilén-diamin (en) vagy bipiridil (bpy) kétfogu ligandumok). Utobbi (n°-Cp*)Rh(l11)-en és -
bpy komplexek a potencidlisan rakellenes vegyiiletet modellezték, igy kovetkeztetéseket
vonhattunk le arra nézve, hogy a vizsgalt endogén peptidek ténylegesen képesek-e befolyasolni
hogy mindkét peptid viszonylag nagy koncentracioban van jelen az emberi szervezetben, igy
feltételezhetd a Rh(III) tartalm® hatdéanyag €s az emlitett peptidek kolcsénhatasa. Vizsgalataim
soran pH-potenciometrids, UV-Vis spektrofotometrids ¢s NMR spektroszkopiai vizsgalatokat
végeztiink, a termodinamikai sajatsagokra ezek eredményeinek egyiittes kiértékelésével
kovetkeztettiink.

Eredményeink azt mutattdk, hogy mindkét peptid erds kolcsonhatast alakit ki a
félszendvics kationnal, de a GHK komplexek stabilitasa kiemelkedden nagy. Fizioldgias pH-n
a csatolt kelatgytriik {NH2,N-amid,Nim} tipusu koordinaciot eredményeznek, a két peptid csak
a gylrlik tagszdmaban mutat eltérést. Mivel mindkét peptid dontéen Cu(Il) komplexe
formajaban talalhat6 meg az €16 szervezetben, irodalmi adatok felhasznalasaval vizsgaltuk a
réz(11)-peptid-(m>-Cp*)Rh(III) terner rendszereket is. Megallapitottuk, hogy a (n>-Cp*)Rh(lII)
kation jelentds mértékben képes kiszoritani a réz(I)-t karnozin/GHK komplexébdl. A (n°-
Cp*)Rh(I1)-peptid-L terner rendszerek vizsgalata arra utalt, hogy minden vizsgalt rendszerben
jelentés mennyiségli terner komplex képzddik a peptidek imidazolgytiriijének egyfogn (N*-
nitrogénen keresztiili) koordinacidja révén. S6t a (n°>-Cp*)Rh(I11)-en-GHK terner rendszerben
abiner (n°>-Cp*)Rh(I11)-GHK komplex is megjelenik, azaz a GHK képes kiszoritani az erdsen
kotddo kétfogh etilén-diamint a rodium koordinacios szférajabol.

Osszefoglalva, a vizsgalt két peptid valoban képes lehet a Rh(I11)-tartalmt potencialisan
kiszoritani a fémion koordinaciés szférajabol. fgy a fenti és analdg peptidekkel vald
kolcsonhatast minden esetben figyelembe kell venni a (n°-Cp*)Rh(III) tartalmi potencidlisan

gyogyhatasu vegyliletek farmakoldgiai vizsgalatanal.
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