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1. Bevezetés

A bioszervetlen kémia egy olyan interdiszciplinaris tudomanyteriilet, mely a fémionok
¢s fémkomplexek biologiai hatasaival foglalkozik €16 rendszerekben. A fémionok és ezek
biomolekulakkal alkotott komplexei az egész éldvilagban és a kiilonboz6 életfolyamatok
minden szintjén fontos szerepet jatszanak. Elég, ha a novények fotoszintézisében szerepet
jatsz6 Mg(Il)tartalmu klorofill molekulara, vagy a gerinces allatok oxigénszallitasaban
fontos hemoglobin molekulara gondolunk. Szamos fémion alapvetd fontossagu az enzimek
felépitésében ¢és megfeleld6 miikodésében. Vilagszerte jelentés kutatasi erdfeszitések
torténnek, hogy jobban megérthessiik a fémionok bioldgiai funkcidjat az €16 szervezetben,
vagy épp a betegségek kialakulasaban betdltott szerepiiket. Igy a bioszervetlen kémia
jelentésen hozzajarult az orvostudomanyhoz is, s6t, azt mondhatjuk, hogy kibontako-
zaséval parhuzamosan fejlédott ki az ugynevezett orvosi vagy gyodgyszerészeti szervetlen
kémia (medicinal inorganic chemistry), melynek felfedezései jelentds hatassal vannak a
modern klinikai orvostudomanyra. Az elmult par évtizedben szamtalan fémkomplexet
fejlesztettek ki terapids vagy diagnosztikai céllal. Befolyésolni tudjak a szervezet fémion-
homeosztazisat (azaz a fémion héaztartds belsd egyenyulyat): hidnybetegség esetén szamos
l1étfontossagu fémion hatékonyabban potolhaté komplex vegyiilet formajaban, vagy épp
ellenkezobleg, a szervezetben fellépd fémionfelesleg, vagy toxikus fémionok eltavolitdsara
alkalmaznak kelatképz6é ligandumokat. Bar még napjainkban is a gyogyszeripar nagy
részét a szerves kémia uralja, és alulértékelik a fémtartalmu gyogyszerek szerepét, szamos
attord sikert értek el veliik a gyogyaszatban. Uttord sikert jelentett a ciszplatin (Cisz-
[Pt(NH3)2Cly) sejtosztodast gatld, rakellenes aktivitasanak felfedezése (Rosenberg — 1964),
mely utan szamos kutatdcsoport figyelme fordult a fémtartalmu terapias szerek felé. Bar a
ciszplatin ma is forgalomban van, hatranyos tulajdonsidgai miatt (kis szelektivitas,
mellékhatasok és rezisztencia kialakulasa) szamtalan mas platina, és egyéb fémiontartalmu
komplex kifejlesztésére torténtek €s torténnek ma is probalkozasok biztatdo eredményekkel.
fgéretes kutatasok folynak ruténium(III)tartalmiu komplexekkel, melyek tesztelései mar
klinikai fazisba léptek. Potencidlis rdkellenes kemoterdpias szerként tartjdk szamon a
ruténium(Il) félszendvics szerkezetli fémkomplexeit is, melyekben a fémiont egy arén
vegyiilet védi az oxidaciotol. A Ph.D. munkamban fontos szerepet betoltd [Ru(ll)-n°-p-
cimol] molekulanak 6nmagaban nincs kiilondsebb rakellenes hatasa, azonban a citotoxikus
aktivitdsa megfeleld ligandumok koordinalodésa révén jelentdsen javithatd. A komplexek
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hatdsmechaniz-musdnak, biotranszformacidjanak megértéséhez elengedhetetlen az



egyensulyi kémidjuk felderitése. Munkank sordn célul tliztikk ki, hogy meghatarozzuk
kétfogt, (0,0), (O,N) és (0,S) donoratomos ligandumok [Ru(I1)-n°-p-cimol] komplexe-
inek Osszetételét, stabilitasi allandoit, és ezen keresztiil a rendszerek részecskeeloszlasait
pH-potenciometrids, UV-lathato spektrofotometrids ¢és 'H NMR spektroszkopias
modszerek segitségével. A vizsgalt [Ru(I1)-n®-p-cimol(0X)Z] (X = O,N, vagy S; Z = H,0
vagy CI") tipusu komplexek vizes oldatbeli speciacios vizsgalatai alapjan az alabbi
stabilitas trendet allapitottuk meg: (O,S) > > (O,N) > (0,0), mely trend erdsen korrelal a
komplexek kiilonbdz6 rakos sejtvonalon mért biologiai aktivitdsdval. Vizsgalataimhoz a
[Ru(I1)-n®-p-cimol] komplexet [Ru(l1),(n®-p-cimol).Cl,]JCl, dimer forméjaban a Bécsi
Egyetem Szervetlen Kémiai Intézete biztositotta.

Ph.D. munkam masik f6 teriilete szintén nemzetkozi egyiittmiikodés keretében valosult
meg. A Padovai Egyetem Kémiai Tudomanyok Tanszékével kozos munkaban a cél olyan
kelator tipust molekulak kifejlesztése €s vizsgalata, melyek képesek lennének befolyasolni
¢s helyreallitani a neurodegeneracios folyamatokban feleldssé tehetd fémion-homeosztazis
felboruldsat, képesek versenyezni a f-amiloid fehérjékkel a fémionokért, igy megaka-
dalyozhatjak a toxikus oligomer formak, majd aggregatumok keletkezését, mely a korra
jellemzé plakképzOdést okozza az Alzheimer-koros betegek agyaban. Irodalmi adatok
szerint ugyanis szamos kapcsolat figyelhetd meg a fémion héaztartds megvaltozasa és az
Alzheimer-kor, illetve egyéb neurodegenerativ betegség kialakulasa kozott. A kutatasi
munkam célpontjai hidroxi-piridinkarbonsav molekulak metilalt szarmazékainak Fe(lll),
AI(II), Cu(I) és Zn(IT)ionokkal alkotott komplex vegyiiletek stabilitdisdnak meghatarozasa
volt, amely fémionok agyi ionhaztartasanak felborulasa a szervezetben egyiitt jarhat a
szerkezeti karosodasaval €s bioldgiai szerepének megvaltozasaval is. A képz6dd fémkomp-
lexekben szalicilat tipusti koordinacié alakul ki. A gytliriben 1év6 nitrogénatom hataséara a
képz6do fémkomplexek stabilitdsa nagyobb, mint a megfeleld szalicilsav komplexeké, ami
metil-szubsztituensekkel tovabb novelhetd, azonban egyik esetben sem éri el a ma
hasznalt, és alkalmazasban 1év6 kelator molekulak fémkomplexeinek stabilitasat. Emellett
részletesen vizsgaltuk a maguknak a ligandumoknak a sav-bazis tulajdonsagat, hogy a
korabbiakhoz képest teljesebb képet adjunk a ligandumok deprotonalddasi folyamatairol.

Mivel feltehetden, a gyogyaszati célra megfeleld €s alkalmazasra keriild fémkomplexek
¢s ligandumok a vérdramban szallitodnak kolcsonhatasuk kiilonbozd vérben 1€vo

molekulakkal, elsésorban az albuminnal fontos lehet. Ezért a hidroxi-piridinkarbonsav



ligandumok, a [Ru(11)-n°-p-cimol] és néhany komplexének human szérum albuminnal val6
kolcsonhatasat ultrasziirésessel és spektrofluorimetrias mérésekkel vizsgaltuk.

Ertekezésem kovetkez, 2. fejezete roviden a fémionok szerepét foglalja 6ssze a neuro-
degenerativ betegségekben (foként az Alzheimer-korban) majd a rakos megbetege-dések
¢és rakellenes hatast fémkomplexek irodalmat tekinti at roviden. Az alkalmazott kisérleti
modszerek bemutatasat (3. fejezet) az eredmények ismertetése (4. fejezet) koveti. A 4.1
fejezetben elsBként a tanulmanyozott ligandumok és a [Ru(II)-n®-p-cimol] keriil bemuta-
tasra. A 4.2 fejezet a lehetséges kelatterapias ligandumok oldategyensulyat targyalja
harom- (Fe(Ill), Al(IIT)) és kétvegyértékii (Cu(ll), Zn(II)) fémionokkal. A 4.3 fejezet
rakellenes hatasu fémkomplexek human szérum albuminnal valé kélcsonhatasat mutatom

be roviden (4.4 fejezet).



2. lrodalmi el6zmények

2.1. Fémionok szerepe, és kelitor molekulik alkalmaziasa a neurodegenerativ

elvaltozasokban

Az utobbi évtizedekben a fejlett orszdgokban a javuld életkoriilményeknek, a
vakcinacionak, és az orvostudomany fejlédésének kdszonhetéen ma mar tovabb élhetiink,
mint a XIX. szdzadban. A véarhato ¢lettartam meghosszabbodéasaval azonban egyre na-
gyobb az esélye kronikus €s ,,idoskori” betegségek kialakulasanak. Becslések szerint kb.
25 millid, foként hatvan év feletti ember szenved neurodegenerativ betegségekben, Kelet-
Europaban szamukat 1,8 millio fére (2005. Delphi konszenzus vizsgalat adatai alapjan),
hazankban 150-160 ezer foére becsiilik."> A XX. szdzad csendes jarvanyanak tartott
Alzheimer-kor a leggyakoribb demencias korkép.

Annak ellenére, hogy Alois Alzheimer 1907-ben, tobb mint 100 éve irta le eldszor a
tobb tényezovel fiigghet 0ssze. Komoly kockdazati tényezdt jelenthet a gyakori vagy tartos
oxigénhiany (hegymdszok, buvarok), az elszenvedett koponyatraumak (bokszoloknal
kialakulo dementia pugilistica), genetikai hajlam, és az életkor elérehaladasaval jard
¢élettani valtozasok, pl. a neuroendokrin rendszer véltozdsa (meno- és andropauza utan),
kardiovaszkularis problémak, alvashiany, stb. Kialakuldsara vonatkoz6 szamos elmélet
létezik, ami szintén bizonyitéka annak, hogy a gyakorlatban még ma is sok a
megvalaszolatlan kérdés a betegséggel kapcsolatban. A kolinerg hipotézis szerint az acetil-
kolin neurotranszmitter szintjének csokkenése valtja ki a be‘[egsége‘[.3 Mas elmélet szerint a
kolinerg hatas valtozasa, az amiloid aggregacio, az oxidativ stressz, koleszterin anyagcsere
koéros valtozasa vagy gyulladdsos folyamatok jatszhatnak szerepet a kor
kialakulasaban.*>®"® Azonban abban egyetértés van, hogy az f-amiloid fehérjek
aggregacioja a hippocampusban és az agykéregben — akar kivaltd okként, akar végsd
kovetkezményként — kulcsszerepet jatszik a betegség korélettandban. A kialakult hibas
szerkezetli fehérjék, és koros szupramolekularis szerkezetek miatt is definidljdk az
Alzheimer-kort a helytelen térszerkezetli (misfolding) fehérje betegségként. Az S-amiloid
fehérjék az amiloid prekurzor protein (APP) koros hasitdsa kovetkeztében keletkezd
peptidek. Fiziologias koriilmények kozott is képzddnek a kozponti idegrendszerben,
normal esetben azonban nem mutatnak aggregacios hajlamot. Az APP egy transzmembran

fehérje, amely az idegsejtek szinaptikus membranjadban nagy mennyiségben van jelen.



Pontos funkcidjat ma sem ismerik. Rendellenes koriilmények kozott az APP-rél béta- és
gamma-szekretazok hatasara hibas szerkezeti, részleges helikalis strukturat mutato, 40—42
aminosavbol allo f-amiloid fehérjék hasadnak le (APs2), amik 6nmagukban még nem
toxikusak, azonban konnyen B-redé szerkezetet vehetnek fel, és igy aggregaciora haj-
lamoss4 valnak (,,amiloidogének™).®*®™ A szinaptikus résben oligomerek, diffuzibilis
aggregatumok ¢és fibrillumok, végsé soron diffuzibilis és szenilis plakkok alakulnak ki,
melyek toxikus hatast fejtenek ki a kdrnyezo neuronokra.”®> A koros folyamatok végso
kovetkezménye az idegsejtek elhalasa és a szinapszisok szamanak drasztikus csokkenése,
mely fiziologiasan a feledékenység, figyelem- és viselkedés zavar, szellemi hanyatlds, az
ugynevezett ,,masodik gyermekkor” tiineteinek kialakuldsahoz vezet.® A kor lefolyasa
napjainkban még visszafordithatatlan, csak szinten tartani lehetséges.

Az aggregici6 oka a mai napig nem tisztdzott, szamos faktor (pH, fémionok
homeosztazisdnak valtozdsa, oxidativ stressz, a hibds szerkezetli fehérjék koncent-
raciojanak ndvekedése) kivaltd oka lehet.™

Az 1990-es évektdl sorra jelentek meg az irodalomban olyan publikicidk, melyek a
fémionok szerepét hoztak Osszefliggésbe az Alzheimer-kor kialakulasaval. A mai napig
szamos kisérlet utal arra, hogy a fémion haztartds megvaltozasa hatdssal lehet az
aggregacios folyamatokra, a toxikus f-amiloid oligomer formak kialakuldsara és a plakk

w1 151617
képzddésre.

Bar egy kritikus koncentracio felett, tultelitett oldatban az A4, 6nmaga
1s képes aggregalodni, a fémionok képesek meggyorsitani ezt a folyamatot.18

A p-amiloid fehérjék valoban képesek lehetnek fémionok (AI(III), Fe(Ill), Cu(Il),
Zn(I)) megkotésére. A Cu(ll) és Zn(II)ionok a fehérje hisztidin és tirozin oldallancaival
képesek kialakitani koordinativ kotést, mig a hard jellegli AI(IIT) és Fe(Ill)-hoz az oxigén
donoratomot tartalmazé aminosav oldallancok koordinaldédhatnak (aszparaginsav,
glutaminsav, szerin, tirozin)."® A megkotédatt fémionok képesek indukalni vagy gyorsitani
a P-redd szerkezet kialakulasat, igy a S-amiloid kezdeti oligomerizaciojat, majd aggre-
megkotésére, s6t a megkotddott fémionoknak szerepe lehet kiilonféle reaktiv gyokok
képzddésében, toxikus folyamatok lejatszodasaban.

Az ¢lettani funkcidban a fémionok szerepe Iétfontossagi, szadmos biokémiai
folyamatban vesznek részt a sejtekben. Becslések szerint az enzimek kozel egyharmada
tartalmaz valamilyen fémiont?®. A fémion-homeosztazis fenntartasa ezért kritikus tényezo

az normal életmiikddések szempontjabol. Egészséges szervezetben a fémion-homeosztazis



egy bonyolult, szigoruan és finoman szabalyozott rendszer, melynek zavara belathatatlan
kovetkezményekhez vezet. Kiilondsen érvényes ez a tobbértékii fémionokra, mint pl. a
rézre és vasra, melynek redoxi egyensulyanak megvaltozasa oxidativ stresszhez vezet,
megnovelve a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) mennyiségét, ami szamos bioldgiailag
fontos molekula karosodasat okozhatja. Bar testtomegiink kb. csupan 2 %-a az agy, az
egyik oxigénnel legbdségesebben ellatott szerviink. A keringd vér oxigén-tartalmanak
20%-a itt keriil felhasznalasra.”> Az oxidativ egyensuly rendkiviil szigoruan szabalyozott,
aminek felborulasa igen komoly kovetkezményekkel jar az agy szovetek kiilonos
érzékenysége és kismértékii regeneracioja miatt.”? Reaktiv oxigén szarmazékoknak
tekintjiik a molekularis O,-bol kialakult reakcioképes termékeket, mint pl. a szuperoxid
aniont ('Oz"), a hidroxilgyokot (‘OH), az alkoxil gyokot (‘RO), vagy a hidrogén-peroxidot
(H20,). A 'O, féként a mitokondriumban keletkezik molekularis oxigénb6l. A gyok a
Haber-Weiss reakcio (1) soran redukalni képes a Fe(Ill) és Cu(Il)ionokat, a vizzel
reakcioba lépve H,0,-4 alakulhat, melyet a szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzim katalizal.
A H,O, mar sokkal stabilisabb, és képes athatolni a membranokon is. Az un. Fenton-
reakcioban (2) Fe(ID)-el vagy Cu(l)-el reagalva "OH-¢é alakulhat.”®

M(ox) + ‘'O, — M(red) + O, (1)

M(red) + H,0, — M(ox) + OH™ + "OH (2

A reaktiv oxigén szadrmazékok til nagy koncentracidban jelentdsen karosithatjak a
sejtek biomolekulait, kiilondsen a nukleinsavakat, lipideket és a fehérjél<e‘[.2“"25’26’27’28

Az f-amiloid peptidek 6nmaguk is képesek redukalni a Cu(Il) és Fe(IIl)ionokat
mikézben a benne 16v8 metionin metionin-szulfoxidda oxidalodik.2*%*! A hisztidin
oldallancokhoz kotott réz — tekintettel a nativ enzimek aktiv centrumaban talalhato rézion
multihisztidines koordinacids modjaval vald hasonlosagara — redoxi reakciok katalizalasara
lehet képes. A redukalt fémionok mennyiségének ndvekedése pedig tovabbi ROS
képzddést general.

Az aluminium nem esszencidlis fém az emberi szervezet szamara. A természetben
biologiai hozzaférhetdsége korlatozott, rosszul oldodo hidroxidok, szilikatok, foszfatok
formdjaban fordul eld. Azonban napjainkban, ,,az aluminium kordban” szervezetiink
aluminium terhelése megnovekedett.* Szamtalan forrasbol keriilhet a szervezetiinkbe
(aluminium edények, gyogyszerek, kozmetikumok, élelmiszer adalékanyagok,
sth.).334323¢ Az AI(IIN) felszivodasat a gyomor és bélrendszer hatékonyan gatolja, igy
annak nagy része kiliriil, egy része azonban képes lehet felszivodni, és sulyos karosodast

okozni*” A felhalmozodott AI(II) elismerten neurotoxikus hatasi,® szerepe az



Alzheimer-korban azonban még nem tisztazott. Eldsegitheti a tilfoszforilalt tau-fehérjék
rendellenes fonadék képzodését, a S-amiloid fehérjek aggregélédését.39’4o Habar nem redox
aktiv fém, egyes tanulmanyok szerint az aluminiumnak is szerepe lehet az oxidativ stressz
redoxi folyamataiban, mint ,pro-oxidinsnak”. 'O, -al reagilva egy 0n. aluminium-
szemiredukalt-szuperoxid gyok kation keletkezik (3), mely képes katalizalni a H,0O,

képzodését (4) és a Fe(Ill) redukcidjat (5), minek folytdn az aluminium is jelentésen

hozzajarulhat az oxidativ stressz okozta karosodashoz.**#*®
‘0, +APF o AI0 (3)
"AlO* + 2 H — H,0, + 0, + 2 APP* (4)
Fe** + "AlO,*" - Fe?* + 0, + Al (5)

A cinkion rendkiviil fontos és szerteagazo szerepet jatszik a normal agyi miikodésben,
szignaltranszdukcios folyamatokba. Glutamaterg rendszerekben fontos ingeriiletatvivo
anyag.** A sejten beliil a glutaminsavval egyiitt szinaptikus vezikulumokban halmozodik
fel a ZnT3 transzporterek miikddése folytan, és egyiitt iiriilnek a szinaptikus résbe, ahol
id6legesen akut Zn(II) tobblet alakul ki (~1 mM).*> A cinkionok szerepe az Alzheimer-kor
kialakulasdban még nem tisztazott, és sokszor nehéz tisztan latni az egymasnak
ellentmond6 irodalmi kozlemények kozott. Egyes kutatok a Zn(ll) tobbletet tartjak az
egyik legfontosabb rizikofaktornak. Mas kozleményben arrdl olvashatunk, hogy azoknal a
kisérleti egereknél, melyekben a hibas ZnT3 cink transzporter fehérje nem képes a
cinkionokat a szinaptikus vezikulumokba felhalmozni, és igy a cinkhiany lép fel a
szinapszisokban, épp az alacsony cinkkoncentracid6 okozhat neurodegenerativ
elvaltozasokat.*® Arrol is olvashatunk, hogy a toxikus cinktdbblet B-amiloid—Zn(ll)
depozitokban kotddik meg, €s igy hossza tdvon cinkhidny 1ép fel ezeken a teriileteken.

Van azonban néhany tény, amelyben a legtobb kutato egyetért. Egyik ilyen, hogy a f-
amiloid fehérje lerakodas kifejezettebb a glutamaterg rendszerben gazdag agyi régiokban,
ahol a szinaptikus résbe {iriild cinkionok fontos szerepet jatszanak az ingeriilet atvitelben.
Kevés kétség meriil fel azzal kapcsolatban is, hogy a Zn(Il) képes indukalni az S-amiloid
fehérjék aggregalodasat.’’” Ez a folyamat reverzibilis, kelator molekuldkkal (EDTA,
kliokinol) a Zn(Il) elvonasaval visszafordithato, és a plakkok feloldodnak. Azonban az,
hogy cinkionok kdlcsonhatasa a f-amiloid peptidekkel toxikus oligomerek kialakulasahoz
vezet-e,*® vagy épp neuroprotektiv folyamatként az aggregalodast segitve a toxikus oligo-

49,50

merformak mennyiségét csokkenti-e, ¢s valdjaban cinktobblet esetén a Zn(ll) direkt

51,52,53

hatdsa az, ami a neuronokat karositja, még nem tisztazott kérdés. Azonban



valdszinii, hogy a cink-homeosztazis zavara, akar csak a tobbi fémioné hozzajarulhat a
betegség kifejlodéséhez. A kor elérehaladasaval az agy vas-, réz-, cink- és aluminiumion
tartalma novekszik, €s a kor az egyik legmagasabb rizikofaktora az Alzheimer-kornak.>*

A betegség ma még nem gyogyithatd, kezelése a tlinetek enyhitésére, és a betegség
kifejlédésének lassitasara szoritkozik. Megfeleld terapia kifejlesztését nem csak az
neheziti, hogy kialakuldsanak oka, és pontos folyamata még ma sem ismert, hanem az is,
hogy jol csak el6rehaladott stadiumban diagnosztizalhat6. Sok esetben feltételezik, hogy
vitaminok, gyulladdscsokkentok, keringés javitd gyogyszerek, és az agy folyamatos
»tornaztatasa”, az egészséges életmod enyhe tiinetek jelentkezésekor jotékony hatassal

lehet a betegség kifejlédésének megakadalyozasra.>>®°’

Enyhébb és kozépsulyos
esetekben a gyakorlatban kolinészteraz-gatlo kezelést javasolnak, mely gatolja az
acetilkolin  lebont4sat, meghosszabbitva annak hatoidejét igy kompenzilja a
neurotranszmitter csokkend mennyiségét.”® Kozépsulyos és stlyos betegség esetén foként
memantine szedése javasolt, mely képes NMDA-receptor (glutamaterg-receptor)
antagonistaként a receptorhoz kotve megakadalyozni a Ca(Il)ionok sejtbe jutésait.59’60 A
betegség soran ugyanis a megndvekedett glutamatszint miatt a csatorndk nyitott helyzete
kovetkeztében a sejtek karosodasat és pusztulasat a kalciumszint novekedése is eldsegiti.
Ezek a kezelések sok esetben nem hatdsosak, és mellékhatasokkal jarnak. A solanezumab
¢s a bapineuzab két olyan klinikai Ill. fazisban 1év6 hatdanyag molekula, melyek képesek a
SB-amiloid fehérjékhez kotédni, és ily médon az aggregacidjukat gatolni.®t Klinikai I.
fazisban vannak olyan antigén molekuldk is, melyek a f-amiloid képzddésért felelds
enzimet lehetnek képesek gatolni.®
mint lehetdség az Alzheimer-kor gyogyitasaban. Azokat a kelator molekulakat, amelyek
képesek versengeni a S-amiloid fehérjék altal kotott fémionokért az irodalom kdzds néven
,metal-protein attenuating compound-nak” (MPAC) nevezi. A kelator molekulak
hatdsanak  vizsgalata a  fémionok indukalta f-amiloid aggregaci6 illetve
10j4 6364 Els6ként olyan nem
specifikus fémkotd ligandumok aggregaciot befolyasolo hatasat vizsgaltak, mint az EDTA
(etilén-diamin-tetraecetsav), DTPA (dietilén-triamin-pentaecetsav), EGTA (etilénglikol-
tetraecetsav), TPEN (N,N,N’,N'-tetrakisz-(2-piridil-metil)-etilén-diamin), BAPTA (1,2-
bisz(o-amino-fenoxi)-etan-N,N,N’,N'-tetraecetsav), batokuproin (2,9-dimetil-4,7-difenil-

1,10-fenantrolin), vagy batofenantrolin (4,7-difenil-1,10-fenatrolin) (1. abra).
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1. abra: , Els6 generacios” fémkoto kelatorok

Ezek az un. ,els6 generacios” fémion kelatorok az erés fémkotd sajatsagaiknak
koszonhetden képesek voltak a plakkok szolubilizaldsara, azonban nem képesek
szelektiven megkdtni a fémionokat, hidrofil sajatsaguk miatt a vér-agy gaton valo atjutasuk
korlatozott, ezért tovabbi in vivo vizsgalatra alkalmatlanok. #%46°

A szervezet fémion tulterheltsége (B-talasszémia, Wilson-kor, nehézfém-mérgezés)
esetén az orvosi gyakorlatban eredményesen alkalmaznak fémion kelatorokat a
rendellenesség kezelésére. Ilyen kelator pl. a deferipron (DFP), deszferrioxamin (DFO),
exjade B-talasszémias betegség esetén, a trientin és D-penicillamin (DPA) a Wilson-kor

kezelésében (2. dbra). *°

X oy b A
P e

2. abra: A szervezet fémion tulterheltsége esetén alkalmazott kelatorok

/\/N\/\ /\/NHz

HaN

Trientin

Kézenfekvonek tlint annak vizsgalata, hogy a mar klinikai alkalmazasban is hasznalt
fémkelatorok hogyan befolyasoljak fémion indukalta S-amiloid aggregaciot. Habar az in
vitro kisérletekben a ligandumok képesek lassitani, vagy visszaforditani az amiloid fehérje
vér-agy géton. A ligandumok modositdsaval azonban elérhetd, hogy a kelator bekeriiljon
az agyba, és ott specifikusan fejtse ki fémkotd hatasat az amiloid fehérjék kozelében. A
deszferrioxaminnal ellentétben, melyet infazidval juttatnak a beteg szervezetébe, a defe-
ripron szajon at szedhetd gyogyszer. JO antioxidans, és alacsony citotoxicitast, Kkis
lipofilitasa miatt azonban nem alkalmas arra, hogy a vér-agy gaton atlépjen, és a f-amiloid

plakkok kozelében fejtse ki hatdsat. A molekula vazat megtartva, de vazon 1évd
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szubsztituensek valtoztatasaval jobb permeabilitas, specifikusabb hatas érhetd el, és az
antioxidans tulajdonsag is fokozhat6. Az agy nagy energiaigénye miatt a glukdz transzport
igen aktiv, igy a hatékonyabb bejutast segitheti, ha a molekulara egy cukorrész keriil,®
masrészt a cukorrész javitja az oldhatosagot vizes kt')zegben.68 Hasonlo, sikeres kutatdsok
folytak a Parkinson kor esetében is, ahol dopaminra épitett cukor egység segitette a

69,70,71 f .
. [géretes

molekula atjutasat a vér-agy gaton a GLUT-1 transzporteren keresztii
kutatasok folynak aminosav konjugatumokkal is.2737  Kisérletek folynak azzal
kapcsolatban is, hogy a fent emlitett gliko-kelator-konjugatumok kozvetlentiil a S-amiloid
plakkok kozelében, specifikusan fejtsék ki hatasukat. Ha példaul a molekulara egy
tioflavin részt épitettek, az kozvetlen képes kapcsolodni a B-redé szerkezetben gazdag
amiloid aggregatumokhoz, igy a kelator a megfelelé helyen képes kifejteni hatasat.” A
tioflavin-T DTPA-val alkotott vegyiiletérdl szintén bebizonyosodott, hogy a vér-agy gaton
atjutva képes az aggregacié visszaforditani, azonban a képz6dé pF-amiloid oligomerek
toxikus hatasunak bizonyultak.”® Az antioxidans hatast transz-sztilbén és imidazopiridin f-
amiloid fehérjét szelektiven felismerd vegyiiletek modositasa és bifunkcios kelatorként
valé alkalmazasa azonban a jelenlegi kutatisok alapjan igéretes.””’® A deferipronhoz
hasonlé 2-amido-3-hidroxipiridin-4-on szarmazékok, mint vaskelatorok neuroprotektiv
hatasunak bizonyultak a f-amiloid fehérjék indukalta sejtkarosodas ellen.” Gytiriben 1év6
nitrogénhez butil-hidroxi-toluol szarmazékokat kapcsolva a molekula antioxidans hatasa

javithaté amellett, hogy a deferipron rész meg6rzi kelator funl<ci(')jé1‘[.79’80

Legtjabb
kisérletekben a keldtor molekuldkat, mint pl. a derferipront is, nanorészecskékhez
kapcsoljak, hogy igy noveljék a vér-agy gaton vald transzport hatékonysélgeit.81 Mig a
deferipron Fe(III) és Al(I11) kelatorként alkalmazhato, a ’szoftabb’ jellegii Cu(II) és Zn(II)
fémionok S-amiloid plakkokbol vald eltavolitasara alkalmasabb lehet a 8-hidroxikinolin
vazas kliokinol molekula (3. ébra). Cherny és munkatarsai megfigyelték, hogy kliokinol
hatasara javul a beteg egerek mentalis allapota, illetve lassitja, sot vissza is forditja a -
amiloid aggregatumok képzddését, azonban alkalmazasa nem megengedett, mert Japanban

1.2 A molekula

az alkalmazasa soran tobb esetben neuropatias tlnetek Iéptek fe
modositasaval, ¢és kelatorként valo alkalmazisaval azonban még ma is szadmos
kutatocsoport foglalkozik. Az egyik ilyen modositas éppen a mellékhatdsanak kivédésére
szolgaldo aminosavakbol allé neuroprotektiv csoport 8-hidroxikinolin vazhoz valo
kapcsolasa.?*84%8¢ Az aminosavak, illetve a deferipron szdrmazékainak targyalasahoz

hasonldan, nanorészecskék vazhoz vald kotddése segiti a hidroxikinolin vér-agy gaton valo
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atjutasat.®*® A molekula fenolos hidroxilcsoportjanak ,,maszkoldsa” borsav-észteres
szarmazék forméajaban specifikus hatast tesz lehetévé.®® A kelatképzéshez fontos fenolos
hidroxilcsoport csupan H,O, hatasara valik szabadda, amely az Alzheimer-koros betegek
agyaban a f-amiloid plakkok kozelében a Fe(Ill) és Cu(Il) fémionok indukalta oxidativ
stressz hatasara magasabb koncentracioban van jelen.88 Jelenleg az ismeretlen szerkezetti,
de hidorxikinolin vaz alapti uin. PTB2 szarmazék van klinikai Il. vizsgalati fazisban, amely

mind a fehérje aggregaciot, mind a H,0y szintet képes csokkenteni.** %

Cl
N Z
S S ' PP
| z N/\/ N
& N | H
| N \
OH kliokinol DMAP ENDIP

3. abra: Cu(II) és Zn(II)-kot6 kelatorok

Iz

A Tanszékiinkdn mar kordbban is torténtek kisérletek moderalt cinkkotd képességgel
rendelkezé kelator molekulak kifejlesztésére. A TPEN  (N,N,N’,N"-tetrakisz(2-
piridilmetil)etiléndiamin) cinkkomplexei igen nagy stabilitasuak, emiatt igen toxikus
(biologiaban a szabad cink meghatarozasara hasznaljak), azonban a molekula
»elfelezésével” illetve ,.elnegyedelésével” mar joval enyhébb fémkotd képességl
ligandumot nyeriink.”> A DMAP (N-metil-1-(piridine-2-il)-metanamin) (3. dbra) Zn(Il) és
Cu(I)-koté képessége gyenge, nem elég hatékonyan képes versengeni a f-amiloid
fehérjékben kotott fémionokért.® Az ENDIP  (N' Nbisz(piridin-2-il-metil)etan-1,2-
diamin) (3. abra) ligandum azonban fiziologias pH-n mindkét fémionnal elég nagy
stabilitasu 1:1 dsszetételti komplexet képez ahhoz, hogy kivonja a fémionokat az amiloid
komplexébdl és igy képes gatolni a fémion indukalta f-amiloid oligomerizaici(')t.91
Hasonloan igéretes eredmények sziilettek hisztidin gazdag oligopeptidekkel is.”

Az ujabb, jobb tulajdonsaggal rendelkezé kelatormolekulak felkutatasa ma is aktualis
feladat.

A felhalmozddott, aggregalodast elésegitdé fémionok eltavolitdsara alkalmas
ligandumok lehetnek a kiilonb6zé piridin-hidroxikarbonsav szarmazékok, melyeket a
Padovai Egyetemen allitottak eld a szervezetben 1évo felesleges vas- €s aluminiumionok
eltavolitasara. A vegyiiletekkel valo vizsgalatok is a Padovai Egyetemmel egyiittmiikodve
torténnek. A vegyiiletcsalad két legegyszeriibb tagja a DQO (4-hidroxi-3-piridinkarbonsav)
¢s a DTO (3-hidroxi-4-piridinkarbonsav). Az egymassal orto helyzetben 1év6 fenolos
hidroxil- és karboxilcsoport egy hattagt, szalicilat tipusu koordinacid kialakitasara képes.

A gylirtiben 1év6 nitrogén azonban a szalicilsav komplexekhez képest stabilabb komplexek
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kialakitasat teszi lehetdvé. Az 1990-es évek végén az olasz kutatdocsoport mar vizsgalta a
kereskedelemben kaphato 2-hidroxi-nikotinsav és 3-hidroxi-pikolinsav fémkoto képességét
Fe(Ill), AI(IID) és Zn(ll)ionokkal.** Osszehasonlitva a DQO és DTO fémkomplexek
stabilitasat a korabban vizsgalt szubsztituensekkel, megallapithatd, hogy az ujonnan
szintetizalt ligandumok fémkoté képessége nagysagrendekkel nagyobb. %9418 A oviiriin
1év6 metil-szubsztituensek elektronkiildd hatasuk révén szintén erésebb koordinacids kotés
kialakulasat tehetik lehetdveé.

A Szegedi Tudomanyegyetemen az eldallitott ligandumok réz- és cinkionokkal vald
kolcsonhatasat vizsgaljuk, mert habar ezeket a ligandumokat elsdsorban hard fémionok
(Fe(111), AI(II)) megkotésére tervezték, réz- és cinkion esetében elég, ha Kisebb stabi-
litassal kotik a fémiont, itt ugyanis a f6 cél a megbomlott fémion-haztartas visszaallitasa,
¢s nem a fémfolosleg minimalisra csokkentése.

Mivel feltehetden, a gyogyaszati célra megfeleld és alkalmazasra keriilé ligandumok a
véraramban szallitddnak, kolcsonhatasuk fontos lehet kulonbozd vérben 1évé mole-
kuldkkal, elsésorban az albuminnal. A ligandum human szérum albuminnal valo
kolcsonhatasat UV-lathatdé spektrofotometrias ultrasziirésessel, és spektrofluorimetrias

mérésekkel vizsgaltuk.

2.2. Rakellenes hatasu fémkomplexek

A rakos megbetegedések napjaink egyik leggyakoribb és legfélelmetesebb betegségei.
Eurdpaban és az Egyesiilt Allamokban is az egyik vezetd haldlok, gyogyitisa az
egészségiigy egyik legnagyobb kihivasa.®>% A rak kifejezés sokféle, egymastol eltérd
daganatos megbetegedés kozos neve és nagyon valosziniitlen, hogy valaha is kifejleszthet6
lesz a gyogyitasara egységes eljaras. A betegség kezelhetd direkt sebészeti uton és
sugarkezeléssel, legeredményesebben akkor, ha a rdkos daganat kiterjedése még csak a
szervezet egyetlen helyére, korilirt tertiletére korldtozodik. A kemoterapidnak dnmagaban,
vagy kiegészitd kezelésként jelentds szerepe van a gydgyitasban. A lokalis kezeléssel
szemben eldnye, hogy attétek esetén is sikeresen alkalmazhatd, és alkalmazdsa nem
szoritodik a szolid (korilirt) tumorok kezelésére. A fémkomplexek csak nagyon kis
csoportjat képezik a rékellenes gyodgyszeres terdpidnak, mégis a rakellenes kemoterapia
jelenleg egyik leghatasosabb vegyiiletei a platinavegyiiletek (4. 4bra).” A rakos
megbetegedések mintegy felénél hasznalnak valamilyen forgalomban [évd platina-

komplexet. A platina(ll)komplexek torténete az 1960-as években kezdddott, mikor
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Rosenberg felfedezte a ciszplatin sejtoszt(')dés gétlé hatésat.*®® Azota a hatas-

crcr

I 100

alapul.™ A fémionhoz siknégyzetes geometriaban két nehezen tavozo ammonia ligandum,

¢és két ké')nnyen tavozo6 klorid ligandum koordinalédik (4.a ébra), mely a kt')rnyezet klorid-
utdbbi forma aktiv, és képes a DNS N-tartalmu bazisaihoz koordinalddni, és a sejtosztodast
gatolni.’®% A ciszplatin vegyiilet mellett két masik Pt(I)komplexet alkalmaznak a
klinikumban: a karboplatint és az oxaliplatint (4.b. és c. abra)."®% Jelent8s kisérletek
folynak a pikoplatinnal is (4. d. abra), mely a ciszplatintdl annyiban tér el, hogy az egyik
ammonia helyett egy pirimidin gylrii foglal helyet, amely képes lehet megakadalyozni a
sejtekben a glutationnal valé kolcsonhatast, amely a rezisztencia kialakuldsdnak egyik
jelentds 0k026ja.105'106 A rékellenes platinakomplexek egy 0j generacidja a Pt(IV)-
komplexek. A Pt(IV)vegyiiletek oktaéderes geometriajuak, azonban a rakos sejtek koze-
1ében 16v6 reduktiv kornyezetben Pt(II)vegyiiletté képesek redukalodni. Erdekes otlet az
etakraplatin esete (4.c. abra). Az atalakulas kozben a komplex siknégyzetes ciszplatinna
alakul, mikozben elveszti két axidlis ligandumat. A leszakadt ligandum maga is hatassal
van a rakos sejtre. Képes gatolni a glutation-S-transzferazt, mely enzim a rezisztencia

kialakulasanak egyik f6 okozoja.'"’
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4. abra: Platinakomplexek;
Pt(I1): a.) ciszplatin, b.) karboplatin, c.) oxaliplatin, d.) pikoplatin
Pt(IV): e.) etakroplatin és redukcidja

A kemoterapia soran a rezisztencia kialakuldsa a rakos sejtekben, illetve a terapia soran
fellépd mellékhatasok sok esetben gatoljak a gydgyulast. Tanulmanyok szerint a ciszplatin
nem halmozodik fel jelentds mértékben a rakos sejtekben, és csupan egy szazaléka kotddik
ténylegesen a DNS-hez.'9199110 E7¢1t hatdsos rakellenes terapeutikumok kifejlesztése ma

is aktualis feladat. A platinakomplexeken tal szamos kisérlet folyik nem platinaalapt
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fémkomplexekkel is. Aranykomplexek rakellenes hatdsanak vizsgalata az 1980-as évek ota
folyik, miutdn az auronofin, reumds megbetegedéseknél alkalmazott Au(I)komplexrol
kideriilt, hogy rakellenes hatasa van, de ismertek mas Au(Il)- és Au(IIl)komplexek
is. 111112113 A5 aranykomplexek £ tamadasi pontja a fehérjékben 16v6 ,,s0ft” kénatomok,
igy szelektivitasuk nem tal nagy, emiatt alkalmazasuk soran stlyos mellékhatas 1éphet fel
(proteinuria (fehérje vizelés), trombocitopénia (alacsony vérlemezkeszam), nefropatia,
dermatitisz).™**

Az elmult években szdmos igéretes Ru(Ill)- és Ga(Ill)alapu vegyiilet vizsgalata is
klinikai fazisba lépett. Intenzivebb kutatasok folynak jelenleg is a Bécsi Egyetemen
Bernhard K. Keppler kutatdcsoportjaban. Mindkét fémion a Fe(Ill)-hoz hasonldéan vizes
oldatban mar viszonylag kis pH-n hidrolizadl (pH 3-5 kozott), azonban a hidrolizis
megfelelden erds komplexképzd ligandumokkal visszaszorithato.">*® Gallium esetében
jelenleg a KP46 néven Ga-oxinat, [trisz(8-kinolinolato)Ga(Ill)]), a Ga-maltolat, a Ga-
paullon és a Ga-tioszemikarbazon komplexeit (5. abra) tanulmanyozzak részlete-

sen -117,118,119,120

Egyeldre nincsenek szerkezet-hatds Osszefiiggések, amelyek segitenék a
ligandumvalasztast. A galliumvegyiiletek hatasmechanizmus ma még nem ismert. Feltéte-
lezések szerint a komplex a ribonukleotid reduktaz enzimet gatolja, amely dezoxi-
ribonukleotidok szintéziséért felelés. A Ga(Illl)komplexek az enzim R2 egységében 1évo
tirozil-gyokot képesek destabilizalni. Emellett gatolni képesek a mitotikus orso
kialakulasat is.'*"*%

Ru(IM)alapu komplexek esetén legigéretesebb vegyiiletnek a NAMI-A (imidazo6lium
transz[tetraklorido(dimetil-szulfoxid)(1H imidazol)rutenat(Il)]) és KP 1019 (indazélium
transz[tetraklorido(bisz(1H-indazol)rutenat(IIl)]), illetve annak jobb oldhatosagli natrium
soja (KP 1339) tlintek, melyek a rdkos sejtekre szelektiven hatnak, igy csak gyenge

mellékhatéssal rendelkeznek (6. abra), 23124125126
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5. abra: Ga(Ill)alapu rakellenes hatast komplexek a.) KP 46 (Ga(Ill)-oxinat), b.) Ga(III)-maltolat,
c¢.) Ga(lll)-tioszemikarbazon, d.) Ga(ll1)-paullon komplex

A Ru(l)tartalma KP komplexek a primer, koriilirt tumorokon bizonyultak hatasosnak,
mint pl. a kolorektalis karcinoma. A NAMI-A a metasztazisok kialakulasat képes inkabb
lassitani azaltal, hogy befolyasolni képes az aktin fliggd sejtadhéziot és gatolja a matrix
metalloproteindzokat, akadalyozva ezzel a koros sejtcsoportok leszakadasat és szordédasat a

szervezetben 12128129

a. b. c. _
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6. abra: Ru(Ill)alapu rakellenes komplexek a.) NAMI-A, b.) KP1039 c.) KP1339

A Ru(lll)komplexek in vitro nem rendelkeznek jelentds citotoxicitassal, a szervezetben

azonban szolid tumorok kozelében a komplexben kotott Ru(II) Ru(ll)-vé képes

130,131

redukalodni, megndvelve ezaltal a toxikus hatast. Az irodalomban 1gy is

fogalmaznak: ,redukcio altal aktivalodik”. A szolid tumorok ugyanis un. ,glikolat
fenotipusuak” — gyors anyagcsere folyamataik kovetkeztében az oxigénszegény kdrnye-
1 132

zetben energiatermelésiik foként a glikolizisen alapu A hipoxia és a kis pH-ju
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kornyezet (a laktodehidrogendz és a tejsav jelenléte miatt) megfeleld reduktiv kornyezetet
biztosit a Ru(Ill) redukciojahoz. Valdszinileg ez lehet az oka annak, hogy nem szolid
tumorok, pl. leukémia esetén a Ru(Ill)komplexei hatastalannak bizonyultak.132 A vérben
keringd kis radkos sejtaggregatumok elpusztitasara ezért alkalmasabb lehet kozvetleniil
Ru(ll)vegyiiletek alkalmazasa. Ezért fordult a kutatok figyelme a Ru(Il)vegyiiletek felé is.
Ezek azonban oxidaciora érzékenyek, igy ezekben a vegyiiletekben a Ru(ll)-t védeni kell.
Kezdetben a rakos sejtekre citotoxikus hatdsi aminofoszfin komplexkel torténtek
kutatasok, azonban a vegyiilet gyogyszerként valé hasznélata kis oldékonysaga miatt
korlatozott. A +2-es oxidacios allapot aromas vegyliletekkel is stabilizalhato. A félszend-
vics szerkezeti Ru(Il)-arén vegyiiletekben a Ru(Il)ion haxohapto koordinacioval hat
egyenrangl fém-szén kotést létrehozva stabilizalodik. Az igy kialakult torzult oktaéderes
geometriaju Ru(Il)-monoarén komplexben a fémionnak Un. ,,zongoraszék™ strukturaban

harom szabad koordinaciés helye marad (7. 4bra).®

©‘

\\\\\ ¥ \\\\\

L
L

7. abra: A félszendvics szerkezetli Ru(Il)-arén vegyiiletekben az arén védi a fémiont az
oxidéci6tol**

Az arénvegyiilet megvalasztasaval (benzol, cimol, toluol, bifenil, antracén...stb.) a
Ru(ll)komplex mas tulajdonsagat is befolyasolni lehet. Hidrofilitasaval befolyasolni lehet a
komplex biologiai membréanon vald atjutasat, igy a gyogyszermolekula konnyebben juthat
be a sejtekbe, valamint kinetikailag labilissa teheti a ligandum szubsztitaciot."*® Kutatasok
azt igazoltak, hogy az arén méretét és hidrofobicitasat ndvelve nd a komplex citotoxicitasa
i 134,135
A koordinalodd ligandumok szintén befolyasolni tudjak a komplex stabilitasat,
hidrofébicitasat, biologiai aktivitasat. Vizes oldatban a Ru(ll)-arén vegyiiletek tobbnyire
mar 4-es pH-n hidrolizalnak, azonban a szabad helyeken koordinal6dni képes ligandumok
képesek novelni a komplex stabilitdsat, igy a bioldgiai hatasat is.2% A Ru(Il)-monoarén
vegyliletek egyik fontos csaladja a Ru(I)-RAPTA komplexek, melyben a kdzponti fémion
harom szabad koordinacios helye koziil egyhez a RAPTA, mas néven pta (1,3,5-triaza-7-

foszfatriciklo-[3,3,1,1]dekanfoszin) ligandum koordinaldodik monodentat modon, a masik

18



két helyet pedig egy-egy kdnnyen tavozd csoport (pl. kloridion, imidazol) foglalja el,

melynek valtoztatasaval befolyasolhaté a komplex hidrofobicitasa, szelektivitasa (8. abra).

<

W Ruan
Cl Il P N

CA//N>

N
8. abra: [Ru(l1)-n°-p-cimol]-RAPTA komplex

Masik csoportban a kdzponti Ru(Il)ionhoz kétfogu, O, N, vagy S donorcsoportot
tartalmazé ligandum koordindlodik. Sadler és munkatarsai azt tapasztaltdk, hogy a
megfeleld biologiai aktivitds kialakitdsdhoz elénydsebb a kétfogu ligandum bidentat koor-
dindlodasa az egyfogval szemben. Azt gondoljak, a kelatgyliri segit stabilizalni a
komplexet. Enélkiil a vegyiilet tal reaktiv és konnyen elreagdl mar a szérumbeli

komponensekkel is.*’

Bidentat koordinacid esetén a harmadik helyet egy konnyen tavozé
csoport foglalja el. Ez gyakran halogenidion, leggyakrabban kloridion, ami oldatban a
kloridion koncentraciotdl fiiggéen részben vagy teljesen vizre cserélddhet. A bioldgiai
vizsgalatok alkalmaval altalaban a [Ru(ID)-n’-arén)(H,0)(CI)] juttatjdk be a sejt-
be/szervezetbe. A bejutatott kloridokomplex a kozeg kloridion koncentraciojatol fiiggéen
hatdsosabb formdji akvakomplexsz¢é alakul. Koztudott, hogy a szervezeten belill a
kloridion koncentraci6 a vérszérum, sejtplazma, sejtmag irdnyba csokken, ™ igy megfeleld
ligandum jelenlétében elérhetdé az, hogy a hatasosabb akvakomplex képzddése a sejt-
magban, a DNS koézelében érje el a legnagyobb mértékét (vérplazma: ~104 mM, sejt-
plazma: ~24 mM, sejtmag: ~4 mM).

Mind a tdvozd csoport, mind a koordinalédd ligandum fontos hatdssal van a
Ru(Il)komplex reaktivitasra. Egyrészt befolyasoljak az akvakomplex aranyat, masrészt az
akvakomplex a koordindlodd vizmolekula deprotonalodasaval hatdssal vannak
koordinalédott vizmolekula deprotonélddaséra, azaz annak pK-értékére. A deprotondlodott
[Ru(ll)-arén(L)(OH)] hidroxidokomplex bioldgiailag kisebb aktivitasti, mint a megfeleld
akvakomplex.’® A semleges toltésii, bidentat modon koordinalodé etiléndiamin Ru(Il)-
arén komplexeinek pK-értéke kb. 8-as érték,'* a ligandumot negativ t5ltésii acetilacetonra
cserélve megnd az akvakomplex aranya, illetve a pK 9,4-re 8.2 A n-akceptor
tulajdonsagu 4-(1H-pirazol-3-ilazo)-N,N-dimetilanilin a Ru(Il)ionon kis elektronstiriiséget
okoz, aminek hatasara a pK 4,6-ra csokken.'*® Emellett a szintén n-akceptor tulajdonsagu

azopirol az akvakomplexek aranyéra is kedvezétlen hatassal bir.**
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A ligandum kotéserdsségétdl fliggden a komplex disszociadlhat melynek kovetkeztében
szabad ligandum és biologiailag kevéshé aktiv kétmagvi [Ru(I1)-n®-arén),(OH)s]~ komp-
lex keletkezik.

A Ru(ll)-arén vegyiiletek bioldgiai hatasmechanizmusarol egyeldre keveset tudni.
Valoszinlileg masképp hatnak, mint a platinavegyiiletek, ezért is lehetnek hatdsosak
ciszplatin rezisztens sejtvonalakon. Szamos irodalom szerint a harmadik szabad koor-
dinacids hely képes lehet a DNS guanin molekulajanak nitrogén atomjahoz koordinalddni,
azonban feltételezhetd, hogy az antimetasztatikus hatasait nem kozvetleniil a DNS
molekulahoz val6 kotddéssel fejti ki. Inkéabb tiinik valdszinlinek, hogy a sejtben 1évé kén
¢és nitrogén tartalmu fehérjékkel, enzimekkel (pl. kindzokkal) képes kdlcsonhatasba 1épni,
¢s ezeken keresztiil, indirekt médon gatolja a DNS szintézist. 414

Az elmult években nagy figyelmet kaptak a [Ru(Il)-arén-(O,X)CI] tipusu komplexek,
ahol (O,X) egy ligandum, X pedig O, N vagy S. Az (0,0) kelatképz6 ligandumok
komplexei csak mérsékelt citotoxikus hatast mutatnak, azonban a pikolinsav, de féleg az
(0,S) tipusi  ligandumok  komplexei  kiilondsen  hatdsosnak  bizonyul-

tak 143144145146, 147,148.149.150. A harmadik koordinaciés helyet egy kénnyen tavozo csoport-

ként kloridion foglalja el, ami oldatban részben vagy teljesen vizre cserélédhet (9. abra).

Ru(ll)
W \ \X
0

8
N
z

9. abra: [Ru(l1)-n®-p-cimol] monokomplexének feltételezett szerkezete
(X=N,0,vagy S; Z=H,0, CI vagy OH")

Munkéank soran a bécsi egyetemmel egyiittmitkodve a [Ru(ll)-n®-p-cimol] vegyiilet
vizes oldatbeli viselkedését, €s komplexképzo sajatsagait vizsgaltuk részletesebben
— (0,0) donoratom tartalmu hidroxipiron-szarmazékokkal — az allomaltollal és etil-
maltollal,
— (O,N) donor ligandumokkal rendelkez6 pikolinsav (pik), 6-metil-pikolinsavval (6-
Mepik) és 2,6-dipikolinsavval (dipik),
— (0,S) donoratom tartalmu tioallomaltollal,
¢és probaltunk kovetkeztetéseket levonni a komplexek stabilitisa és rakellenes hatdsa
kozott.
Mivel kloridion is koordinalodni képes a [Ru(II)-nB-p-cimol] szabad koordinacids

helyeire, igy szerepét a komplexképzddési folyamatokban nem lehet elhanyagolni.

20



Kloridionos ¢és kloridion-mentes kozegben is végeztiink oldategyensulyi méréseket, illetve
vizsgaltuk a kloridion koncentracié valtozasanak hatasat a komplexképzddésre.
[Ru(I)-n°-p-cimol] maga is egy fémorganikus komplex, amit szilard  [{(7°-p-
cimol)Ru(-C)},Cl,] dimer oldédasaval nyeriink. Oldatkémiajat Buglyd Péter és
munkatarsai pH-potenciometrias, "H NMR, UV-lathaté és ESI-MS technikakkal rész-
letesen tanulményoztétk.136‘166‘181 Meghataroztdk, hogy kloridmentes, savas kozegben
(pH~4-ig) a fémorganikus [Ru(Il)-n’-p-cimol] akvakomplexe van jelen. Kloridmentes
kozegben a harom szabad koordinacios helyet vizmolekulak foglaljak el. A pH-t novelve
kialakul a kétmagv1, harom hidroxidohidas részecske, amely pH~6 koriil dominanssa valik
az oldatban. Kloridionos kézegben azonban maga a kloridion is koordinalddni képes, igy a
het6k. Megallapitottak, hogy a hidrolizis soran a harom hidroxidohidas szerkezeten tul
hidroxido-klorido vegyeskomplexek is képzédnek (10. abra). A kloridionok (habar kis

mértékben) de képesek visszaszoritani a hidrolizist.

1,0 1
[Ru,(OH),]*
0,8 1
[RuC'1]"
= 0,6 A
S
x
% 0,4
(Ru, (L] [Ru,(OH),C1]*
0,2
0,0 ‘ ; . ‘
2 4 8 pH 8 10

10. abra: [Ru(I1)-n°-p-cimol] koncentracioeloszlasi diagramja 0,2 M KCl tartalmu vizes oldatban.
(cm=2x10°M, t=25 °C)™*®

Az oldatban azonositott komplexek Osszetétele, és azok meghatarozott stabilitasi allan-
doi a 1. tablazatban, illetve a 10. és a 11. abran lathatok. A klorido-, és hidroxido-
komplexekre meghatarozott stabilitasi allandok alapjan az ltalunk altalanosan hasznalt 0,2
M KCl-os ionerdsségii oldatban jelenlévd részecskék, és azok eloszlas diagramjat a 14.

abran mutatjuk be.
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1. tablazat: Kloridion-tartalmi vizes oldatban beazonositott
[Ru(Il)-n°-p-cimol] komplexek &sszetétele és  stabilitasi
szorzatai'®®

Azonositott komplexek lg B

[Ru(11)-n°-p-cimol(H,0),]** -

[Ru(11)-n°-p-cimolCI(H,0),]* 1,82(1)°
1,88(5)°
1,9(1)°
FRU()-1-p-cimol(5*-Cl)g) o
[C{ESQ |)'116'p'0im0|}2(H2'OH)(P-2' 1,14(6)?
g:?]q(l I)'nG'p'CimOI}Z(Hz'OH)Z(HZ' 73,63(2)61
[{Ru(11)-n°-p-cimol},(n*-OH)s]" -9,16(1)"

% pH-potenciometria, ° UV-lathat6 spektrofotometria,
¢ 'H NMR mérésekkel meghatérozott stabilitasi szorzatok

Dol -l ale

[0) JRu® R (u) Ru®

Q%Q%

~Ru
\ IR - AN
Ry® Ru® HO, CI'/ cl 'HO,,,, OH/CI HOj E)H/OH
H,0 k\HZO H,0" ‘\Cl' F‘! R’uz ( ’

ha o S an SN S o S o

11. abra: Kloridion-tartalmu vizes kozegben jelenlévé, ill. megjelenheté [Ru(11)-n®-p-cimol] komplexek
szerkezeti képlete™

A Debreceni Tudoményegyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban a [Ru(I1)-n°-
p-cimol] hidrolizisén tal vizsgaltak a komplexképz6dést olyan (O,0) komplexképzo
ligandumokkal, melyek a vérszérumban megtalalhatoak, vagy rakellenes hatast mutatnak.
Megallapitottak, hogy 1:1 aranyu térzskomplexek képzddnek, illetve a komplexképzddést
a donoratomok bazicitdsa nagymértékben befolyasolja. Azok a ligandumok, melyek kis
bazicitasi oxigén donoratomot tartalmaznak, mar Kkis pH-n is komplexet képesek
kialakitani a [Ru(l1)-n°-p-cimol]-lal, azonban a hidrolizis folyamatok is kisebb pH-értéknél
indulnak el, mig a nagyobb bazicitasu ligandumok esetében mindezt forditva tapasztaltak.
Az ottagl kelatgylrli kialakuldsanak lehetdsége szintén a komplex stabilitdsanak
novekedését eredményezte a hattaguval szemben. Az egyenstlyi folyamatok négy ligan-
dum, a tiron, a deferipron, N-metil-acetohidroxamsav és a maltol esetében voltak
kévethetéek fiziologias (7,4-es) pH-értékig. ™™

Az elmult évtizedben szamos fémorganikus ruténium(H)-nG-arén komplexet
szintetizaltak, és in vitro vizsgaltak biologiai aktivitasukat. [Ru(lI)(nﬁ-p-cimol)(XY)CI]
tipust vegyiiletekben (XY) lehet (O,0), (O,S), (O,N), (N,N), vagy (N,S) tipusu kétfogu

ligandum, amely a koordindcios kotés erdsségétdl fiiggden képes lehet megvédeni a Ru-
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cimolt a hidrolizistdl. Kutatécsoportunkban foéként olyan Ru(II)komplexek oldat-
egyensulyat tanulméanyoztuk, melyek rakos sejtvonalakon biologiailag aktivak. A komp-
lexek hatdsmechanizmusanak megértéséhez kulcsfontossdgii az egyensulyi kémiajuk
ismerete, ezért oldategyensulyi mérések segitségével probaltunk kovetkeztetéseket levonni
a biologiai hatas—szerkezet—stabilitas kozott. Az altalunk vizsgalt hidroxi-piron szarma-
zékoknak, az allomaltolnak és az etil-maltolnak csak mérsékelt citotoxicitasa van. Ennél
jelentdsebb a biologiai aktivitdsa a (O,N) donoratomos ligandumot (pl. pikolinsavat)
tartalmazd komplexnek. Maga a pikolinsav dnmagaban nem citotoxikus, gydgyaszati
céllal tobb fémkomplexét is kiprobaltdk. Vanadium és cinkkomplexét, mint potencialis
antidiabetikus hatasi komplexet tesztelték mar."®! Ivanovi¢ és munkatarsai vizsgaltak a
pikolinsav Ru(ll)-cimol komplexének bioldgiai aktivitasat HeLa (human cervix carcinoma
= méhnyakrak) és FemX (melanoma) rakos sejtvonalakon. A meghatarozott I1Csq értékek
(azaz az a koncentracio, melynél 50 szazalékos sejthalal kovetkezik be) (1Cso = 81,97 uM
Hela és 36,23 uM FemX sejtvonalon) kozepes aktivitast mutatnak.’®® Ugyanez a
kutatocsoport vizsgalta [Ru(11)-n°-p-cimol]-dipikolinat citotoxicitasat is, azonban a
komplex nem mutatott antiproliferativ hatast, a vizsgalt sejteken a meghatarozott ICsg érték
t5bb mint 300 uM-nak adédott.®? A 6-Mepik [Ru(l1)- n®-p-cimol] biologiai aktivitasarol
nincs adat az irodalomban. A rakellenes hatasa [Ru(I)-n°-p-cimol]-pikolinsav és (O,S)

donoratomos tiomaltol komplexeinek rontgenszerkezete is ismert (12. abra).'>

12. abra: Ru(I1)-n®-p-cimol-pikolinat és tiomaltolat komplexek rontgen diffrakcids szerkezete'>>'**

Keppler és munkatarsai a maltol és allomaltol kénszarmazékainak [Ru(IT)(n°-p-
cimol)(O,S)CI] komplexeit allitottdk eld, és tesztelték rakos sejtvonalakon, és megalla-
pitottdk, hogy egy nagysagrendnyi kiilonbség mutatkozott a kén-koordinalt, illetve csak

oxigén donoratomot tartalmazd komplexek hatdsa kozott az tioszdrmazékok

143,144,154

javara. A tiomaltollal és tioallomaltollal képz6dd komplexeik 1Csqy értéke rakos

sejtvonalakon 40 mM alatti.***
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A gybgyszerkutatds egy bonyolult, multidiszciplinaris, koltséges ¢és hosszantartd
folyamat. A Kkutatas-fejlesztés id6tartama tobb mint tiz évre tehetd, koltsége egyes
becslések szerint meghaladja az 1 milli6 USD-t. Ez az alfejezet arra keresi a valaszt, hol
helyezkedik el ebben az évtizedes folyamatban az a munka, melyet a kutatocsoportunk
végez. A gyogyszer fejlesztés elsd 1épése minden esetben a tervezés. A tovabbi vizsgalatok
sorrendje azonban sok esetben nézopont kérdése. Jol tiikrozi a két iranyt dolgozatom két
témaja is. A Ru(Il)alapt rakellenes szerek tanulmanyozéasa esetén sok esetben olyan
hatéanyagokat vizsgalunk, melyek bioldgiai aktivitasa, citotoxicitdsa mar korabbrol ismert,
kutatasaink sordn a szerkezet-biologiai hatas kozotti osszefliggésre probalunk valaszt adni.
Masik kutatdsi témank, mely alkalmas keldtor molekuldk kifejlesztésére iranyul
neurodegenerativ betegségek terapiajaként, masképp kozeliti meg a célt. Ebben az esetben
a szintézis utan eldszor a molekulak komplexképzo sajatsdgainak vizsgélata torténik. Arra
keressiik a valaszt, hogy a szintetizalt molekula megfelel-e célunknak, elég erés kelatképzo
lehet-e a kérdéses fémionnal, alkalmas lehet-e arra, hogy a f-amiloid fehérje altal meg-
kotott fémionokat elvonja az igy kialakult oligomer vagy aggregatum formakbol, vagy a
megvaltozott fémion-homeosztazist képes-e befolydsolni. A bioldgiai vizsgdlatok csak
azutan kovetkeznek, miutdn megbizonyosodtunk, arrol, hogy a molekula megfeleld
stabilitast komplexeket képez a kérdéses fémionokkal.

Az uttol fiiggetleniil azonban ahhoz, hogy egy farmakonbdl végiil gyogyszer molekula
legyen, sziikséges ismerni a hatdanyagot érintd fobb eseményeket a szervezetben, azaz
Osszefoglald nevén az Un. farmakokinetikat. Sok esetben ezeket a folyamatokat az ADME
felosztas keretében targyaljdk, amely egy mozaik szd, és az egyes karakterek a kovet-
kez6ket jelenik. >

A - Abszorbci6 - Felszivodas
D - Disztribuci6 - Eloszlas
M- Metabolizici6 - Atalakulas
E - Eliminacio - Kivalasztas

Kutatasi feladatainknak tobb szinten is szerepe lehet a farmakokinetikai folyamatok
tisztazasaban. Az abszorpcio folyamata azt jellemzi, hogyan keriil a gyogyszer a beadas
helyérdl a szisztémas vérkeringésbe. Alapveté fontossagi annak ismerete, hogy a kivant
hatéanyag, amely lehet maga a ligandum vagy a fémkomplex, milyen formaban van jelen a

a gyomor savas pH-jan, vagy az intravénas infizios oldatban, és milyen forméban van
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jelen a vérben. A kutatécsoport eredményei a témaval kapcsolatban megkérdd-
jelezhetetlenek. Korabbi kutatasok segitették tisztazni pl. a ligandumok szerepét inzulin-
utanz6 vanadiumvegyiiletek esetében. A korabbi kutatasok azt feltételezték, hogy a vanadi-
umkomplexek azok, melyek biologiai hatasa eredményesebb az egyszeri vanadium(IV)
hat4sanal, azonban az oldategyenstlyi mérések tisztaztdk, hogy a ligandum a vanadium
felszivodasat segiti el6, késébb fiziologias koriilmények kozott (pH = 7,4) a komplex
disszocial, és a vérben valo szallitodas soran a komplex fémtartalma a szérumalkotokkal
(elsOsorban a transzferrinnel) 1ép kélcsonhatasba. >

A disztribuci6 folyamatanak vizsgalata arra adhat valaszt, hogyan jut el a hatéanyag a
tamadaspontig. A gyogyszerek tobbsége vizoldékony vegylilet, a plazmafehérjékhez
altaldban reverzibilisen képes kotddni. Manapsag igen népszerii elképzelés az, hogy tobb
rakellenes fémkomplex (Ru(Ill), Ga(Ill)) a vasszallité transzferrin fehérje segitségével
juthat be a rakos sejtekbe.”®® A tumorsejteknek intenziv anyageseréjének kovetkeztében
vas igényilk megnd, ezért tobb transzferrint vesznek fel, igy a transzferrinhez kotott
rakellenes komplex képes felhalmozodni a sejtben.wg’160

A human szérum albumin molekula (HSA) a puffereld, az ozmotikus nyomast fenntartod
és az enzimatikus szerepén til az endogén és exogén molekulak szallitasaban szintén
fontos szerepet tolt be, igen sok €s sokféle kotohelyet tartalmaz.'® A tobbi plazmafehérje
koziil mar jelentés mennyisége is kiemeli, a teljes szérum fehérje koncentracio (70 g/l)
60%-at (35-50 g/l, ~630 uM) teszi ki. Egyetlen, 585 aminosavbdl 4ll6 egyszerii globularis
fehérje, amely szerkezetileg I-, 11- és Ill-as egységre bonthato. Ezeket két-két alegységre
szokas tovabb osztani, melyet IA, IIB stb. formaban jelolnek (13. abra). A molekula
tizenhét diszulfidhidat, egy szulthidril-csoportot, tovabba egyetlen triptofan aminosavat
(Trp(214)) tartalmaz. A HSA szamos kotOhellyel rendelkezik. A megkotott molekuldknak
nagy hanyadat teszik ki a zsirsavak, melyek kotésére megkozelitdleg hat kotdhely all
rendelkezésre az albuminon. Taldlunk tovabba peptid hormonok, szteroidok, fémionok —

mint pl. Ca®* Zn?*, Ni**, AI**, Cu?*-ionok szallitasaért felelés molekularészeket is.

13. abra: A human szérum albumin haromdimenzids szerkezete
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Bér a sejtek nem rendelkeznek HSA receptorokkal, képes az érfalon atjutni. A rékos
sejtek kozelében az érfal penetraltsaga fokozottabb, masrészt aktiv transzporterek jelennek
meg az ¢érfalon, igy joval tobb albumin molekula keriil a rdkos szdvetbe. A
plazmafehérjéken kotott gyogyszer frakcid6 masrészt keringd ,,depénak” vagy
»rezervoarnak™ is tekinthetdk, ezzel javithat6 az adott anyag oldhatosaga, és késleltethetd a
metabolizmus. A metabolizmus fogalméan a farmakon atalakulését értjiikk a szervezetben
(oxidacio, redukcid, hidrolizis, konjugacid). Egyes gyogyszerek esetén ez a 1épés kimarad,
és valtozatlan formaban iriilnek, valasztodnak ki a szervezetbol.

A gyobgyszerkutatasnak csak egy kis, bar kétségtelentil nagyon fontos részét képezi az
elobb részletezett farmakokinetika tanulmanyozasa. Egy 0j gyogyszer forgalomba
keriiléséig, ezek utdn még hosszi évek telnek el A Klinikai vizsgalatokban kuta-
tocsoportunk mar nem vesz részt. A biologiai vizsgalatokat is jorészt a kooperacios
partnereink végzik el. Feladatunk, hogy megallapitsuk a lehetséges képz6dé komplexek
Osszetételét és stabilitasat, ezaltal josolni tudjuk a fizioldgias koriilmények kozott a
legval6sziniibb megjelenési komplex forméakat. Kovetkeztetni tudunk a komplex
szerkezete és biologiai aktivitasa kozotti kapcsolatra, ezaltal javaslatokat tudunk tenni
sikeres, vezeté fémkomplex kivalasztasara, fejlesztési iranyara, tovabba hozza jarulunk a
hatdsmechanizmus megértéséhez. Vizsgalni tudjuk a ligandumok, a fémionok és a
komplexek kolcsonhatasat a vér szérumfehérjéivel. A kotddés alapvetden befolyasolja a
gyogyszer eloszlasat, hatastartalmat, metabolizmusat, szervezetbdl valo kiiiriilését, azaz a

farmakokinetikajat.
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3. Alkalmazott vizsgalati médszerek, kisérleti koriilmények
3.1. Felhasznalt anyagok

A pikolinsavat (pik), 6-metil-pikolinsavat (6-Mepik), dipikolinsavat, (dipik),
allomaltolt, etil-maltolt, human szérum albumint (HSA) (zsirsavat tartalmazo A1653),
HEPES-t, KCl-ot, KNO3-t, AgNOgs-ot, CuCl,-ot, ZnCl,-ot HCI-ot, HNO3-ot, KOH-ot,
NaH,PO,-ot, Na;HPO4-o0t és NaCl-ot, D,O-et (99,9% atom D), és a 'H NMR méréseinkhez
referenciakén hasznalt Me3SiCH,CH,COOH-ot a Sigma-Aldrichtél szereztik be. Az
anyagokat tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. Az allomaltol és tioallomaltol ligandumok
a kersekedelemben nem kaphatok, eléallitasuk irodalmi leiras alapjan tortént.**1%* A hidroxi-
piridinkarbonsav ligandumokat a Padovai Egyetem Kémiai Tudomanyok Tanszéke
biztositotta szamunkra Valerio Di Marco kozremiikddésével. A ligandum oldatok pontos
koncentraciojat pH-potenciometrias mérésekkel hataroztuk meg, a ligandumok
protonalodasi  4llandéjat HYPERQUAD  nevii  programmal  szamoltuk.'® A
karbonatmentesség érdekében nagy tisztasagu argongazt buborékoltattunk at az oldatokon.
A titralasokhoz ismert koncentracioju (0,2 M) karbonatmentes KOH oldatot hasznaltunk.
A [Ru(Il)-n®-p-cimolCl,], komplexet Prof. Bernhard K. Keppler (Bécsi Egyetem,
Szervetlen Kémiai Intézet) kutatocsoportjatdl kaptuk. A térzsoldatokat ismert mennyiségii
[Ru(11)-n°-p-cimol] dimer vizben valé feloldasaval készitettiik. A kloridmentesités soran
ekvivalens mennyiségli AgNOs-ot adtunk az oldathoz, majd leszirtiik, eltavolitva az
oldatbol a kivalt AgCl csapadékot. A [Ru(ll)-n°-p-cimol] oldatok pontos koncentraciojat
pH-potenciometria segitségével hataroztuk meg alkalmazva a [Ru(ll)-n°®-p-cimol]-
hidroxido komplexekre megadott irodalmi értékeket mind a kloridos, mind a kloridmentes

crer

kozeg esetén.’®®¥® HSA oldatot minden mérés elétt frissen készitettiink, koncentraciojat

UV spektruma alapjan hatdroztuk meg &g nm(HSA) = 36850 M *cm . ¢

3.2. pH-potenciometria

Az oldatfazisban végzett komplexkémiai vizsgalatok legaltalanosabb kisérleti modszere
a pH-metria. A savi disszociacios (Kpar) €s komplexképzodési (Bpgr) allandok megha-
tarozésa potenciometrids modszerrel tortént. A mddszer alkalmazhatosaganak elvi hattere
az, hogy a vizsgalt folyamat soran a fémionok leszoritjak a ligandum protonjait, azaz a

fémion és a H' a ligandum kotShelyeiért versengenek. Ez az oldatbeli hidrogénion-
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koncentracié megvaltozasat okozza, mely az iivegelektrod altal érzékelt potencialvaltozast
eredményez.

A potenciometrias mérések soran az elektrolit oldatba meriilé eclektrod feliiletén
kialakulé elektrodpotencialt mérjiik. A Nernst-egyenlet teremt kapcsolatot a potencial
(Eeimeéleti), valamint az azt 1étrehozo elektrodaktiv komponens koncentracioja kozott, amely
a pH-metrias mérések esetén nem mas, mint a H'-ionok aktivitasa:

Eemete = EC + (RT/NF) x In a(H"),
ahol E® a rendszer standardpotencialja, R - az egyetemes gazallando (8,314 J/mol K), T a
hémérséklet (K), n az elektronszam valtozasa az elektrodfolyamatban, F a Faraday allando
(96485 C/mol).

Potenciometrias titraldsok soran a mérdoldat fogyasanak fliggvényében mérjiik az

elektrodpotencidl valtozasat, melyet az alabbi egyenlet ir le:

Eszamot = E* — Mg % pH,
ahol E’ a formalis standard elektrodpotencial, mely figyelembe veszi a referencia elektrod
potencidjat, a diffiizids potencidlt és az oldat aktudlis kdzepes aktivitasi egyiitthatdjat, mg
az aktualis meredekség (mg = 2,303 x RT/zF).
logaritmusanak —1-szerese.

Annak érdekében, hogy a mért elektrodpotencialbol pH-t tudjunk szamolni, egy adott
mérdrendszer esetén meg kell hatarozni a Nernst-egyenletben szerepld egyéb para-
métereket, azaz a mérorendszert kalibralni kell. A mérérendszer kalibralasa erds sav-erds
bazis titralassal tortént. A titralasi gorbéket Gran-modszerrel értékeltiik.'®® A médszer
olyan rendszerben, ahol érvényes a Nernst-egyenlet. A moddszer alapja, hogy az egyes
titralasi pontokban érvényes egyensulyi koncentraciok kiszamitdsahoz hasznalt Gssze-
fliggéseket ugy transzformaljuk, hogy linedris regresszioval kiszamithaté legyen minden
sziikséges adat. A pHpe értékeket gy alakitjuk at, hogy a transzformalt adatokat a titrald
oldat térfogatanak fiiggvényében abrazolva az x-tengelyt az ekvivalencia pontban metszd
egyenest kapjunk. Az oldatok koncentracidi és a fogyas ismeretében a pH szamithat6 az
elhanyagolhatd €s az erds sav még feleslegben van. Az igy szamitott pH érték €s a pHper
érték azonban nem azonos, egy allando értékkel —az Irving-fatkorral (IRV)— tér el
egyméstél.169

IRV = pHyere - pH
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Az ekvivalenciapont utdn a titralt és titrald oldatok pontos koncentracidibol az oldatok
pOH értéke kiszamithaté, valamint az Irving-faktorral korrigalt pH értékek. Igy a lagos
tartomanyban mért adatparok alkalmasak a pK,, szamitasara a kovetkezo képlet alapjan:

pKw = -1g([H'] x [OH1) = p[H"] + p[OH] = (PHumex - IRV) — Ig[OH']
komplexek stabilitasara. A komplexképzddési kompeticios reakcid a kovetkezd altalanos

egyenlettel irhato le:

qHA+M™ == MA™ Y +qH"

A tovabbiakban a toltéseket az egyszeriibb attekinthetdség érdekében elhanyagoljuk.
Fémet (M), teljesen deprotonalt ligandumot (L) és protont (H) tartalmazo rendszerek
esetében az egyensulyi egyenletek a kdvetkezOképpen irhatok fel:

pPM+gA+rH =— MpAJH,

A fenti egyenletek alapjan a képz6dé részecskék stabilitasi szorzatat az alabbi

Osszefliggéssel definialjuk:
par
[MIP[AT*[HT

A pH-metrids titralasi gorbék felvétele azt jelentette, hogy a ligandum és a fémion
oldatahoz kis részletekben lugot adagoltunk €és az egyensuly beallta utdn rogzitettiik a
térfogat—pH adatpéarokat. A titrdldsi adatokbol a stabilitdsi szorzatokat a PSEQUAD
szamitogépes programmal szamitottuk ki.!”® A szamitasokhoz, a komponensek teljes
stabilitasi szorzatokat adtuk meg. A keresett stabilitasi szorzatokat a reaktansokra felirt

anyagmérlegeket jelentd kovetkezd egyenletrendszer megoldasa adja:
Cv =M1+ D piByg [MIP [LI* [H]"
i=1

e =[L1+ D aiBp g, IMIP [LI* [H]"
i=1

cy =[H] +Zn:fil3piqiri [M]P L] [H]"®
ahol n a rendszerben képz6do asszociéit:&mok szamat, p,q,r, a sztochiometriai egyiitthatokat
jeloli.
A program az altalunk feltételezett asszociatumok és kozelitd stabilitasi szorzatuk
figyelembevételével, Newton-Raphson iteracidval végzi a kozelitést addig, mig a titrald

oldatra nézve a E(Vmért_vszéml’tott)z értéke minimumot ad (V a titral6 mérdoldat térfogata). A
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program minden megadott pH-értéknél kiszamolja az 6sszes képz6do részecske egyensulyi
megadja a finomitott stabilitasi szorzatokat, azok hibajat (a kvantitativ eredmények
kozlésekor a zardjelben szerepld szam a kozolt érték utolsd szamjegyét terheld hibat
jelenti), a kisérleti és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozo (Vmer—Vszamitott) NECyzet
atlaganak négyzetgyokét (ezt nevezziik illesztési paraméternek), és egy adott komponensre
vonatkozoan kirajzolja az asszocidtumok koncentracio-eloszlasi gorbéjét a pH
fliggvényében. A feltételezett asszociatumok egy adott Osszességét nevezziik a rendszer
modelljének. Azt a modellt tekintjiik a rendszert leironak, amely kémiai megfontolasok
alapjan értelmezhetd, és amelynél az illesztési paraméter a legkisebb. A pH-metria altal
szolgéltatott informéciok alapvetd fontossdgiiak a komplexkémiai vizsgélatokban, de sok
esetben nem lehet csak ez alapjan egyértelmii kovetkeztetéseket levonni. Vannak olyan
esetek példaul, amikor csak pH-metridval nem lehet kiillonbséget tenni két részecske
kozott, mert a képzédésiik azonos pH-effektussal jar, vagy nincs pH-effektus. Eléfordulhat
az is, hogy ugyanaz a rendszer kett6 vagy tobb kémiailag realis modellel is gyakorlatilag
egyforman jol leirhato. Ilyen esetekben és altaldban a pH-metrids méréseink ered-
ményeinek a megerdsitésére mas vizsgalati modszereket is alkalmazni kell.

A pH-potenciometrias méréseket 25°C-on, 0,2 M ionerdsségnél (KCI vagy KNO3)
hajtottuk végbe minden esetben. Az inert atmoszférat, amely a lagos kozegben a levegd
oxigén ¢és szén-dioxid tartalmat tdvol tartotta, a titrdld6 oldaton argon gaz
atbuborékoltatisaval biztositottuk. A kiinduldsi térfogat altalaban 10 cm® volt. A pH
mérésre kombinalt (6.0234.100 tipusi) Metrohm elektrodot alkalmaztunk Metrohm 713
pH-méré berendezéshez csatlakoztatva. A titralasokhoz 0,2 M KOH karbonatmentes
mérdoldatot készitettiink, melyet Metrohm 665 Dosimat biirettaval adagoltunk. A
oldat segitségével hataroztuk meg. Ez utdbbit hasznaltuk a pH-mérdé bedllitasa is
(pH =4,008). A titralasok soran szamitogép vezérelte automatikusan mind a lag

adagolasat, mind a pH olvasasat és rogzitését.
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3.3. Spektralis médszerek
3.3.1. UV-lathato spektrofotometria

Spektrofotometridssan ~ mérhetOk  azok az  anyagok, amelyek az adott
spektrumtartomanyban fényt nyelnek el, tehat kromoforokat tartalmaznak. Az UV (200-
400 nm) és a lathat6 fény (400—800 nm) tartomanyéaban a fényabszorpcidé a molekula vagy
az atom elektroneloszlasat valtoztatja meg. Az elektronok a gerjesztés hatdsara a kisebb
energidju elektronpalyakrdol a nagyobb energidjuakra keriilnek. Az UV-lathato szinkép-
tartomany abszorpcids savjai nagyon szélesek, ezért mindségi analitikai alkalmazasuk
korlatozott, viszont a kvantitativ analitika egyik legszélesebb korben hasznalt médszere. A
koncentraciomérés alapjaul a Lambert-Beer torvény szolgal:

A=gxcxl,
ahol, A a mért abszorbancia; e: molaris abszorbancia [dm®mol™*cm™], | az Gthossz [cm], c a
koncentracio [M].

A szamitas az adott rendszerbeli valamennyi komponensre felirhat6 anyagmérleg
egyenletek és az altalanositott Lambert-Beer torvény alapjan az abszorbanciara felirhatd
egyenlet megoldasaval torténik:

A, =log ) =dY B k17T 17

0
ahol A, a A-val jelolt hullamhossznal mért abszorbancia, d a fény uthossza a mintaban, n
az adott hullamhosszon fényelnyelést mutatd részecskék szama, e a j-edik részecske
molaris abszorbancidja a A-val jelolt hullimhossznal, B; a j-edik részecske stabilitasi
szorzata és Kj...k, a rendszerbeli komponensek.

Stabilitasi allando meghatarozasahoz legtobb esetben az UV-tartomanyban megjelend
ligandumsav pH-fiiggd valtozasa szolgalt, de a szines [Ru(l1)-n®-p-cimol] komplexek
esetében lehetdség van a toltésatviteli (CT) savok valtozasanak vizsgélatara is. Elvileg a
réz(Il)komplexek lathatd tartomanybeli d-d atmenete is vizsgéalhatd, azonban a hidroxi-
piridinkarbonsav ligandumok korlatozott oldhatdésdga miatt ezek olyan kis intenzitdsunak
bizonyultak, hogy kiértékelésiik nem volt lehetséges. A stabilitasi szorzatokat a PSEQUAD
szamitogépes programmal szamitottuk kit
A kiértékelésre hasznalt PSEQUAD program170 tobb szempontbol is elényos

szdmunkra: teljes spektrumok analizisére alkalmas, illetve tobb komponens abszor-

banciajat is képes egyszerre kezelni. A program a kovetkezd adatok alapjan szamol: az
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egyedi mintadknal nyert abszorbancia értékek, a mintdban taldlhatdé komponensek
koncentracidja, a rendszerben megtalalhatd komponensek és asszociatumok megadasa, az
abszorbeald vegyliletek megjeldlése, a képz6do asszociatumok kozelitd stabilitasi allandoi.
A program az adatsorokbdl a pH-potenciometriandl leirt anyagmérlegek egyenletek
alkalmas matematikai modszerrel valo megoldasaval szamitja a keresett kotési allandokat,
azok szorasat és a fényelnyelé komponensek ,,egyedi spektrumat”.

A spektrofotometrias méréseket 25,0 £0,2 °C-on, 4allandd ionerésség mellett (0,2 M
KCI vagy KNO3) és 200-820 nm hullamhossztartomanyban végeztik egy Hewlett-
Packard 8452A diddasoros spektrofotométeren. A kiivetta uthossza 1 cm volt. A

karbonatmentesség érdekében nagy tisztasagu argongazt buborékoltattunk at az oldatokon.

A spektrofotometrias titralasokat kiilonb6z6 osszetételii, csak ligandumot vagy [Ru(ll)-
n°-p-cimol]-t illetve kiilonboz8 fémion-ligandum ardnyt tartalmazd mintdk esetén
végeztiink. Az esetek tobbségében allandé fémion-ligandum ardnyok mellett az
elektrongerjesztési spektrumok pH-fliggését vizsgaltuk pH 2—12 tartomanyban. pH 2 alatti
méréseknél egyedi mintakat készitettiink 0,2 M ionerdsség mellett. Az egyedi mintdkban
1:1 fémion-ligandum arany mellett a KCI (ill. KNO3) tartalmat fokozatosan HCI-ra (ill.
HNOj3-ra) cserélve valtoztattuk a pH-t, amelynek értékét az egyedi mintdk erds sav
tartalma alapjan szamoltuk. [Ru(ll)-n°®-p-cimol]-tioallomaltol rendszer esetén pH 9-nél
vizsgaltuk a spektrumok valtozasat valtozo fémion-ligandum arany mellett. Az alkalmazott
pontos koncentracid6 ¢és fémion-ligandum aranyok az adott rendszereket targyald

alfejezetekben vannak feltiintetve.

3.3.2.'H NMR spektroszkopia

Az NMR spektroszkopia az egyik leghatékonyabb szerkezetvizsgaldo modszer, mellyel a
magneses atommagok azonosithatok. A modszer a zérustdl eltérd magspinnel rendelkezd
elemek, illetve vegyliletek azonositdsara alkalmazhatd. Az eljaras a magneses mag €s a
kiils6 magneses tér kozotti kolcsonhatason alapul. A magok magneses momentuma a kiilsd
magneses tér irdnyaba all be, és mint tengely koriil kering. A kiilsé magneses tér hatasara a
mag energiaja 21+1 energianivora hasad fel, amelyek kozotti energiakiilonbség ardanyosan
né a kiils6 magneses térrel. Az energianivok kozott megfeleld magneses sugarzassal
atmenetek hozhatok létre. Az atmenet 1étrejottéhez adott frekvencidju sugarzas sziikséges.

Ennek kovetkeztében az eljardsnak rezonancia jellege van. Az atommagot koriilvevd
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elektronfelhdben a kiilsé magneses tér diamagnességet indukal, amely megvaltoztatja a
kiils6 magneses tér értékét a mag helyén, ezaltal arnyékold hatast fejt ki. Ez minden
atomnal mas és mas rezonanciafrekvencianal jelenik meg. A kémiai kérnyezet ilyen jellegii
befolyasold hatdsat kémiai eltolddasnak (8) nevezziik. A kémiai eltolodas informacidt ad a
kémiai szerkezetr6l. A kémiai eltolodason a mag sajat rezonanciafrekvencidja és egy
referenciaként valasztott anyag (pl. tetrametil-szilan (TMS) vagy 4,4-dimetil-4-
szilapentan-1-szulfonsav (DSS)) rezonanciafrekvencidjanak a kiilonbségét értjiik. A jelek
intenzitdsa aranyos az értiik felelés magok szamaval, tehat meghatarozhat6 a kiilonb6z6
kémiai kornyezetben eléforduld azonos magok relativ szama is. A szomszédos magok
spinjei  kolcsonhatnak egymassal, melynek kovetkeztében az egyes magok jelei
felhasadnak. A jelfelhasadas miatt a mag NMR jele nem egy szingulett, hanem egy
jelcsoport, valamilyen multiplett lesz. A multiplett jelei kozti tavolsagot, Hz-ben kifejezve,
csatolasi dllandonak nevezziik.

Az 'H NMR spektroszkopidban a diamagneses arnyékolas domindl, ezért a szénhez
kotott, nem cserélddd hidrogének kémiai eltolodésa éltalaban jo indikatora az ionizacidval
kapcsolatos elektronsiiriség-valtozasnak.

Oldategyensulyi, illetve stabilitdsi alland6 meghatarozasi lehetdségeket tekintve
megallapithatd, hogy az NMR technikdkndl alapvetden két eset kiillonboztethetd meg:

(a) a lassu csere esete, amikor a kiillonbozd részecskék jelei az NMR spektrumban
elkiilontiilve jelennek meg. Ekkor a megfeleld jelek alatti teriiletaranyok azonosak a
részecskék koncentracidaranyaival. Ez alapjan egyensulyi koncentraciok, illetve stabilitasi
allandok szamithatok.

(b) Gyors csere esetében az adott NMR-aktiv magot tartalmazo kiilonb6z6
részecskékhez a spektrumban egyetlen jel tartozik, melynek kémiai eltolodas (vagy
relaxacidos 1d6) értéke az adott NMR-aktiv magot tartalmazd részecskék kémiai
eltolodasanak (relaxacios idejének) moltort szerinti sulyozott atlaga.

Protonalodasi alland6 (K) szémitésa:

L,

mért = XL OnL X 0L

illetve a 1

_ [H] Umert — O
U = Ut

egyenletek alapjan tortént, ahol vper a mért kémiai eltolodéas értéke, vy a protonalt

részecske kémiai eltolodas értéke, vi a deprotonalt részecske kémiai eltolodas értéke, xy,

illetve x,_a HL és az L részecskék moltortje.
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A 'H-NMR méréseket Bruker Ultrashield 500 Plus tipust késziilékkel végeztiik, a
spektrumok kiértékeléséhez pedig a MNova (MestRe-C Lab) programot hasznaltunk. A
kémiai eltolodasokat ppm értékben kifejezve belso standard jeléhez viszonyitva adtuk meg.
Referenciaanyagként 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsavat (DSS) alkalmaztunk. A
minték elkészitéséhez oldoszerként 10% (v/v) D,O/H,0 elegyet hasznaltunk. A mintakban
KOH oldattal végeztiik 0,20 M-os ionerdsség (KCI vagy KNO3) mellett. A ligandumokat
és a [(Ru(I)- n°-p-cimol] komplexet elészor Snmagéaban, majd valtozo fémion-ligandum
arany (M:L = 1:1 és 1:2) mellett titraltuk. A [(Ru(II)- n°-p-cimol(L)X] komplexek harma-
dik koordinacioés helyén torténé H,O/Cl™ cserefolyamatot allanddé pH-n valtozé kloridion-

koncentraci6 (0-500 mM) mellett vizsgaltuk.

3.3.3. ESR spektroszkopia

Az elektronspinrezonancia-spektroszkopia a paramagneses anyagok vizsgalatara
szolgaldo modszer. A magnese tér és a parositatlan elektron kozott kdlesonhatas alakul ki,
amit Zeeman-effektusnak neveznek A magneses tér iranyara merdlegesen polarizalt
elektromagneses sugarzas atmenetet hozhat létre két szomszédos energiaszint kozott, ha
teljesiil a rezonanciafeltétel, amely szerint az elektromagneses sugarzas fotonjanak
energiaja megegyezik a szomszédos energiaszintek kiilonbsegével:

AE=hxv=gxpugxB.

Az atmenet fiigg a v frekvenciatol, a B indukci6tdl €s a g-tényezotdl, amelyet a vizsgalt
molekula sajatsagai hataroznak meg; pug a Bohr-magneton, h a Planck-allando.

Az ESR-spektrum felvételekor allando frekvencia mellett valtoztatjak az indukciot,
amig be nem kovetkezik a sugarzas abszorpcidja, az Gn. rezonancia-abszorpcio. A mérés
soran kapott gorbe a fényintenzitds magneses indukcio szerinti elsd derivaltja a magneses
indukcio fiiggvényében. Folyékony fazisban ezt tobbnyire a Lorentz-gorbe, mig szilard
fazisban gyakran a Gauss-gorbe irja le.

A spinmomentum mellett a palyaimpulzus-momentum is hozzdjarul az atomok,
molekuldk magneses momentumahoz. Ez bizonyos atmenetifémek esetében, pl. a réz(Il)-
komplexekben is nagymértékii lehet, ami az ESR-spektrumokban a g-nek a g.=2,0023
szabad elektron g-értéktdl valo eltérésében mutatkozik meg. Ez az eltérés a molekula

kiilonbdz iranyaiban eltérd mértéki lehet, vagyis a g anizotrop.'™ A g szdgfiiggésébsl
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meghatarozhat6 egy 3x3-as szimmetrikus matrix (g-tenzor), ezt diagonizalva a f6atlo ele-
meibdl megkapjuk a g-tenzor foértékeit.

A molekuldk szimmetridgja meghatdrozza a g-tenzor jellegét. K6bos szimmetrianal
izotrop a g-tenzor, vagyis mindharom f6értéke megegyezik. Tetragonalis szimmetrianal a
magneses tér iranyara merdleges féértékek megegyeznek, mig a parhuzamos eltér ezektol:
a Q-tenzor axialis. Ennél alacsonyabb szimmetria esetén mindharom foérték eltér
egymastol, a g-tenzor rombos. Ugyanilyen 0sszefliggés érvényesiil a szimmetria és az A
hiperfinomcsatolasi tenzor (az elektron és a fémion magneses magja kozott 1étrejott
kolcsonhatast leird kolcsonhatdsi matrix), az a szuperhiperfinomcsatoldsi tenzor (a
parositatlan elektron és a magneses ligandummagok kolcsonhatasabdl szarmazo matrix),
tovabba, ha a molekulaban tobb parositatlan elektron van, a D zérustér - felhasadasi tenzor
esetében is.*"t

A vonalszélesség is tenzormennyiség, és egy-egy fOiranyban a kiilonb6z0 hiper-
finomvonalak esetében is eltér6. Nagyon gyakran érvényes a kovetkezo 6sszefliggés:

Wi = o+ BM; + M/,
ahol a, B, y a tér dimenzioju, anizotrop relaxacios paraméterek és M, pedig a kozponti

fons . (172
fémion mag magneses kvantumszama.

3.3.3.1. ESR spektrumok szilard fazisban

Egykristalyban a molekulak orientacidja megegyezik, ezért kozvetleniil mérhetd, hogy a
paraméterek szogfliggése miatt hogyan valtozik a szinkép. Polikristdlyos mintdkban és
megfagyasztott oldatokban a kiilonb6zo részecskék orientacidja a térhez képest eltérd, de
spektrumainak 0sszege, ezért itt is megjelenik a paraméterek szogfiiggése.

A tetragonalis komplexekben szokdsos koordinatarendszer-véalasztas szerint a tetra-
gondlis tengely a z-tengely, ez jeldli ki az un. ,,parhuzamos” féiranyt, ugyanis a magneses
indukcid irdnyat a z-tengellyel bezart szogével, a ®-val szokds megadni. A tenzorok
,»parhuzamos” irdnyban mérheté fOértékeit a parhuzamos jel (||), mig © =90° iranyaban
mérhetéeket a merdleges jel (1) indexszel jeloljik. Axialis szimmetria esetén tehat g|=g;,
és gL=gxx=0yy. = Az ESR spektrumokat az MTA Molekularis Farmakologiai Intézet ESR
laboratoriumaban vettiik fel BRUKER EleXsys E500 spektrométeren.
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3.3.3.2. ESR spektrumok folyadék fazisban

c sy

helyzetiiket. Ha forgasuk elég gyors, a paraméterek szogfiiggése kiatlagolodik. Az ilyen,
un. izotrop spektrumokbol a kdlcsonhatéasi tenzorok foértékeinek atlaga hatarozhatdo meg
(pl.: 9o=1/3 (Oxx + Qyy + 022).1"" Az egyes spektrumokat leird kevesebb paraméter lehetévé
teszi egy un. izotrép spektrum matematikai felbontasat tobb komponens gorbére, illetve
bonyolultabb komplex egyensulyi rendszerek spektrumsorozatainak un. kétdimenzids

értékelését.

3.3.3.3. ESR spektrumok kiértékelése

Folyadék fazisban a 2D_EPR progratmot173 hasznaltuk a spektrumok értékeléséhez. Az
értékelés azon a gyakorlat altal igazolt feltételezésen alapul, hogy az ESR-atmenethez
viszonyitva az egyes komplexek egymasba alakuldsa lassu, ezért a kisérleti gorbe az
oldatban jelen 1év0 komplexek spektrumainak koncentracioikkal stlyozott Osszege. A
2D_EPR program, amely 15 ESR-aktiv és 5 inaktiv molekulafajtat, 132 paramétert tud
egyszerre kezelni, a paraméagneses komplex egyenstlyi rendszerekben kiilonb6z6
koriilmények kozott felvett spektrumok egyiittes kiértékelését végzi el. A spektrumfelvétel
koriilményeinek alkalmas megvalasztasaval — a rendszer egyensulyi eloszlasanak figye-
lembevételével — kell biztositani, hogy valamennyi komplex, a kisebb stabilitasuak is,
minél nagyobb koncentracioban képzédjenek. Igy érheté el, hogy spektrumaik, mint
komponensgorbék megfeleld aranyban megjelenjenek a kisérleti gorbék egy-egy
csoportjaban, ¢s elegendd informaciét kapjunk mindegyik molekulafajtarol a
rendszerben."®

A program nevében a 2D a kétdimenzios sz6t jeloli, ami azt fejezi ki, hogy a teljes
gorbesorozat egyidejii értékelésével vizsgaljuk a jelintenzitas tér- és koncentraciofiiggését.
A program optimalizalja az egyes molekulafajtadk ESR-paramétereit: a go értéket, az Ao
hiperfinom- és ano Szuperhiperfinom-csatolasi allandokat és a Wy vonalszélességet
meghatarozo a, B, y relaxacids paramétereket, valamint az ESR-aktiv molekulak képzodési
allandoit (amelyeket szintén P-val jeldlnek, és értékiik tizes alapu logaritmusat szokas
megadni a szakirodalomban). Ha a kovetkez6

pCu+qlL+rH = CuplqH:
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altalanos komplexképzédési folyamat megy végbe, akkor a folyamatra vonatkozo
egyensulyi allando a képzddési allando
B = [CupLoH] / ([CulP[LI*[HI).

A program valamennyi komplex ESR-paramétercinek ¢és képzddési allanddjanak
értékeit valtoztatja addig, amig a teljes spektrumsorozatra vonatkozo SSQD (teljes atlagos
négyzetes eltérés) — az egyedi szinképekre vonatkozé SQD atlagos négyzetes eltérés
értékek Osszege — mar nem csokken tovabb. A 2D EPR program az SSQD értékbdl
szamitja az R teljes regresszios egyiitthato értékét ugy, hogy az atlagos zajnégyzetet is
figyelembe veszi. Ezzel jellemezziik a teljes spektrumsorozatra vonatkozo szinképi
egyezést. Az egyes szinképeknél a mért és szamitott gorbék egyezését az R; egyedi
regresszids egylitthatoval adjuk meg, amelyet a program az SQD-bdl az adott spektrumra
jellemzd atlagos zajnégyzet figyelembevételével szamol ki.

A megfagyasztott oldatban felvett anizotrop spektrumok értékelésére az EPR
programot'’™ hasznaltunk, amely a g A és P (kvadrupdlus felhasadési), valamint a
vonalszélességi tenzorok foértékeit illeszti, utobbiakat az a, B, y relaxacids paraméterek
felhasznalasaval. Az Osszetevd spektrumok ardnyat is Uigy valtoztatja, hogy az SQD és R;

értékek minél kisebbek legyenek.

3.3.4. Spektrofluorimetria

A spektrofluorimetria napjaink kozkedvelt vizsgalati modszere. Népszerliségeét
elsésorban kis anyagigényének (kis térfogat, uM-os koncentracio) koszonheti. Tobbek
kozott fehérjék, valamint fehérjékkel kolcsonhatod vegyiiletek vizsgalatara alkalmazhato.
Nagy hatranya azonban, hogy a mért intenzitdsvaltozasokbol csak kozvetve kovet-
keztethetiink a kotodés helyére. A mddszer azon alapszik, hogy bizonyos vegyiiletek az
UV-lathat6 sugarzas abszorpcioja kovetkeztében fotolumineszcenciat mutatnak, azaz fényt
emittalnak. Amennyiben a fény kisugarzasa a gerjesztés utan 10" méasodpercnél rovidebb
1d6 alatt kovetkezik be, fluoreszcens fényrél beszélink. A fehérjékben harom olyan
aminosav talalhato, amely aromas szerkezete miatt fluoreszcens: a fenilalanin (Phe), tirozin
(Tyr) és a triptofan (Trp).”> A HSA-ban egyetlen Trp taldlhato a 214-es helyzetben.
Amennyiben csak ezt az aminosavat akarjuk gerjeszteni a fehérjében, ugy a besugarzo fény
hullamhosszat Agx = 295 nm-nek valasztjuk. A Trp(214) a IIA domén ,hidrofob zsebe”
kozelében helyezkedik el. Tehat, ha az I-es kotohelyhez bekot egy vagy tobb vegyiilet

(ligandum), akkor ott megvaltoznak a hidrofob-hidrofil viszonyok, ami hatassal van a Trp
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emisszidjanak intenzitasara. Az ilyen tipusi vizsgéalatok az un. ,Kkioltds” (kvencselés,
angolul quenching) jelenségén alapulnak: a HSA kezdeti emisszios intenzitasa valamely
vegylilet hozzaadasaval folyamatosan csokken. A fluoreszcencids intenzitas valtozasat a
ligandum vagy a komplex oldalardl is kovetni lehet, ha talalunk olyan a ligandumra
jellemz6 gerjesztési hullamhosszat. A valtozasok mértékébdl pedig a fehérje-ligandum
kolcsonhatasrol, annak erésségérdl nyerhetiink informaciot.

A spektrofluorimetrias méréseket igen hig oldatban végezziik (uM-os koncentracid) a
jelent6és onabszorpcid elkeriilése miatt. Az alacsony koncentracio a disszociacionak
kedvez, ebbdl kovetkezik, hogy fluorimetrids mérések alapjan elsésorban az 1:1 aranyu
komplexekre lehet kotési allandokat meghatarozni.

A fluorimetrids spektrumokat Hitachi-F4500 tipusu spektrofluoriméterrel vettiik fel
25+ 0,1°C-on 1 cm-es tthossza kvarc kiivettat hasznalva. A pH alland6 értéken tartisa
érdekében DQ5 és DQ715, illetve [Ru(ll)-n’-p-cimol] és komplexeinek albuminkétd
képességének vizsgalatakor az Osszes mintat 15 mM foszfat pufferben készitettiik el
100,5 mM NaCl és 1,5 mM KCl jelenlétében. (igy biztositottuk a vérnek megfelelé pH-t, a
kloridion-koncentraciot és kozelitéleg a Na*/K™ aranyt.) DT726 ligandum esetében HEPES
puffert alkalmaztunk. A gerjeszt6 hullamhossz (Agx) 280 nm (Tyr) és 295 nm (Trp) volt, az
emisszids spektrumokat a (Agy) 310650 nm-es tartomanyban mértiik 10 nm/5 nm vagy 5
nm/ 5nm-es monokromator résszélesség mellett. A fluorimetridsan mért mintak UV-lathato
spektrumait is felvettiik, melyek segitségével minden esetben megallapithato volt, hogy a
mintak Onabszorpcidja elhanyagolhatd (Abszorbancia < 0,02 mind a Agx, mind a Agm
hullamhosszan), igy az azzal val6 korrekcid nem sziikséges.

A kiértékelésre a PSEQUAD programot'’™® hasznaltuk. A szamolas elméleti hattere az
UV-lathat6 spektrofotometrids mérések kiértékeléséhez hasonld, azzal a kiilonbséggel,
hogy itt az abszorbancia helyett emissziorol beszélhetiink. A kotési allandokat, azok
szorasat ¢€s az emittalo komponensek ,,egyedi spektrumat” a program a mért adatsorokbol

¢s az alabbi anyagmérlegek alkalmas matematikai modszerrel valo megoldasaval szamitja:
p (ligandum) + g (HSA) = (ligandum),(HSA)g,

B oq = [(ligandum),(HSA)]/[ligandum]’[HSA]",

CIigandum = [Ilgandum] + ZpiB*pq [Ilgandum] P [HSA]%

i=1

Cuen =[HSAT+ " 0B salligandum] * [HSAJ"

i=1
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ahol B*pq = latszolagos kotési allando HSA-ligandum adduktumra, ¢, = x komponens
analitikai (teljes) koncentracioj, [x] = X komponens egyensulyi koncentracidja, q, p = 1
(nagy higitasok miatt csak 1:1 aranyu komplexek 1étrejottével szamoltunk).

Spektrofluorimetridban a mért intenzitas a kovetkezd Osszefiiggésben 4ll a

crer

ahol I; = fluoreszcencias emisszio intenzitasa az “i”-edik hulldmhosszon, ¢'X= “molaris

. s 5 176
Intenzitas”.

3.4. Ultrasziirés

Az ultrasziirés'’" segitségével a fehérjéhez kotott és a nem-kotott frakeiot valasztjuk el
az egyensuly beallasat kovetéen. Az Osszeallitott mintat (esetiinkben HSA +
ligandum/fémkomplex ill. HSA + kot6hely marker + ligandum/fémkomplex) megfeleld
idejii és koriilményli inkubalas utan egy specialis szlrére vissziik fel, mely csak az adott
méretnél kisebb molekulakat engedi at. A megfeleld ideig tarto és alkalmas fordulatszamon
végzett centrifugalast kovetden két frakciot nyeriink: a sziirén fennmaradt rész az un.
HMM (az angol ,,high molecular mass” nagy molekulatomegii roviditésébdl), mig a szirén
atjutott rész az LMM (,,low molecular mass” azaz kis molekulatomegii) frakcio. A sz{irén
marad tehat a fehérje €s a hozza kotott ligandum/fémkomplex/kétéhely marker, mig a
nem-kotddo anyagok atjutnak. Mindkét frakcid Osszetétele vizsgalhato alkalmas analitikai
modszerrel, pl. UV-lathato spektrofotometria, ICP-AES, AAS stb.

A HSA-adduktum kozvetlen kolcsonhatasara vonatkoz6 ultraszliréses mérések esetén a
nem-kotott  fémkomplex egyenstlyr  koncentraciojat az  elvalasztast  kovetden
spektrofotometrids mérésekkel hataroztuk meg, megfeleld referenciaspektrumok és

kalibralas segitségével. A latszolagos stabilitasi allandokat PSEQUAD*"

programmal
hataroztuk meg, a kiilonbozd fehérje-adduktum ardnyndl mért dsszes €s szabad ligandum
koncentracié segitségével. A méréseket 0,1 M, 7,4-es pH-ja HEPES pufferben, 0,50 cm?®
térfogatban 25 °C-on végeztiik. A mintakban a HSA koncentracidja allando, ~200 uM,
Osszeallitasat kovetoen 2 oras inkubacio utan centrifugalast végeztiink. Erre a célra Sanyo
centrifugat hasznaltunk, 10 percig, 10000 rpm fordulaton. A sziir6 Microcon YM-10,

Amicon, Millipore membransziré volt. Elézetes kalibraciot kovetden az igy szétvalasztott

mintaknak a fehérjementes LMM frakcidjat vizsgaltuk Hewlett-Packard 8452A tipusu
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diddasoros spektrofotométerrel. A szamolt kotési allandokat PSEQUAD programmal
hatdroztuk meg ismerve az 0ssz, illetve a szabad ligandum koncentraciot a kiilonb6z6
fehérje-ligandum aranyok mellett.

p (ligandum) + g (HSA) = (ligandum),(HSA)g,

,B*pq = [(ligandum),(HSA)q]/[ligandum]’[HSA]“,
Cusa =[HSA]+ Zn:qiﬁ*pq [ligandum] P[HSA]?,

Criganaum = LligANAUM] + " p,B”pq[ligandum] P[HSA]} ,

i=1
ahol B’ pq = latszolagos kotési allandd HSA-ligandum adduktumra, ¢, = x komponens

analitikai (teljes) koncentracidja és [X] = x komponens egyensulyi koncentracioja.
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4. Eredmények és értékelésiik
4.1. A [Ru(11)-n°-p-cimol] és a ligandumok bemutatasa és sav-bazis sajatsagaik
4.1.1. A [Ru(11)-n°-p-cimol] hidrolizise

Mint ahogy az az irodalmi részben részletesen kifejtésre keriilt, a [Ru(Il)-n°-p-cimol]
hidrolizise kloridos- és kloridmentes kdozegben az irodalombol mar jol ismert.'3%'%°
Kisérleti munkénk soran azonban sziikséges volt a [Ru(Il)-n°-p-cimol] hidrolizisének
vizsgélata a mi laboratoriumi koriilményeink kozott is. Célunk egyrészt az eredmények
reprodukalasa volt, masrészt a [Ru(l1)-n®-p-cimol]-ligandum rendszerek UV-lathato és *H
NMR spektrumainak kiértékeléséhez igen hasznosnak bizonyult a fémion sajat pH-fiiggd
spektrumainak ismerete. Ezért pH-potenciometria, UV-lathato spektrofotometria és ‘H-
NMR modszerekkel vizsgaltuk a hidrolitikus folyamatokat klorid- és kloridmentes
kozegben. Az altalunk meghatarozott allandok (2. tdblazat) viszonylag jo egyezést
mutatnak a korabbi irodalmi adatokkal.****°

Az irodalmi bevezetésnél targyalt (1. tablazat és a 11. abra) bonyolult kép ellenére,
véleményiink szerint [Ru(l1)-n’-p-cimol]-t tartalmazé rendszereink jellemzésére, az
altalanosan hasznalt 0,2 M klorid-koncentraci6 mellett jo kozelitéssel hasznalhaté a

136 fgy rendszereink

debreceni csoport altal kordbban, 2009-ben meghatarozott modell is.
leirdsara a régebbi modellt hasznaltuk és 0,2 M KCIl vizes oldataban [Ru(II)-ne-p-
cimol(H,0)3] = M; M3H 5; MyH 3 részecskéket feltételezve értékeltilk méréseinket és
szamitottuk ki a 2. tabladzatban feltlintetett latszolatos stabilitasi allandokat. Az egyes
modszerekkel meghatarozott stabilitasi szorzatok viszonylag jo egyezést mutatnak az

irodalomban korabban meghatarozott 4llandokkal.**®

2. tablazat: Fém-hidroxidokomplexek kiilonb6z6 modszerekkel
meghatérozott stabilitasi szorzatai® (t = 25°C, | = 0,20 M)

lgB [MH_,]  1g B [MH_5]

kloridmentes kiizegbenb’d:

pH-metria - -9,36(2)
UV-lathato sp. - -9,38(1)
kloridion-tartalmna kozegben®®:

pH-metria -6,97(2) -11,97(1)
UV-lathat6 sp. —7,02(5) -11,68(6)

® A zarojelben az allandokra szamolt utolsé jegy bizonytalansaga
van feltiintetve.

®1=0,2M KNO3;°1=0,2 MKCI

¢ Jrodalmi adatok hasonlé kériilmények kozott (kloridmentes
kézegben: 1g B [M,H 5] = -9,16'°; 1 = 0,2 KCI:

lg B [MoH_,] =-7,12, Ig B [M,H_5] = 11,88
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Kloridmentes vizes kozegben a speciacid egyszeriien leirhat6. A [Ru(l1)-n’-p-
cimol(H20)s]** illetve a pH 4 felett dominanssa valo kétmagva [(Ru(ll)-n’-p-
cimol)2(OH)s]" ([M2H_3]) komplexek jelenlétének feltételezésével (14. abra).

107 7\ -/
0,8 1
= 0,6 T
<
0,4 1 - - Klorid mentes
kdzegben
0,2 1 —Kloridos kézegben
0,0 T T T T
2 4 6 8 10
pH

14. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol] koncentraciéeloszlasi diagramja vizben (szaggatott vonal, I = 0,2 M KNOs)
¢s az egyszerusitett modellt alapul véve 0,2 M KCl tartalmt vizes kdzegben (folytonos vonal)
(cm=2,0x10°M, t=25°C)

A részecskék jele az "H NMR pH-fiiggé spektrumokon is jol azonosithaté (15. abra). Az
egyes részecskékhez tartozo NMR jelek integraljaibol becsiilt moélarany jol egyezik a pH-
potenciometrias allandok segitségével szamolt eloszlassal (16. abra). A pH-metrias és UV-
lathatd  spektrofotometrids mérésekbél meghatarozott  [(Ru(l1)-n°-p-cimol),(OH)s]*
komplex stabilitasi szorzata jo egyezést mutatnak egymassal és az irodalmi adatokkal.

a. b.
pH

9,71 |

6,32

w T

4,68

4 gy W )

3,71 M J J

206 () N

254 ¢ |* 0 >

5,8 5,5 5,2 20 1,4 1,1

&/ppm d/ppm

15. abra: [Ru(I1)-n°-p-cimol] pH-fiiggé "H NMR spektrumainak részletei a spektrum
[Ru(11)-n®-p-cimol(H,0)3]** jelei: ¢ Ar(CH); ¥ CHg; x iProp(CHs).
[(Ru(11)-n-p-cimol),(OH)s]" jelei: ¢ Ar(CH); ¥ CHg; x iProp(CHs).

(cy=1x10°M, 1=0,2 M KNO;, t =25 °C, 10% D,0)
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1,0 - -

M,(OH),]*
0 | [M,(OH),]

016 7 [M(HZO)3]Z+

X [M]

0,4 -

02 - Jx
00 —— ‘ —x ‘ %

2 4 6 8 10

16. abra: A [Ru(ll)-n’-p-cimol] hidrolizisének koncentracioeloszlas diagramja a pH-potenciometris
titralasok alapjan meghatarozott stabilitasi szorzat (folytonos vonalak), és az "H NMR spektrumok
iProp(CHy) jeleinek csucs alatti teriileteibél szamolt moltortek alapjan (x)
kloridmentes kdzegben.
(cuy=1%x10°M, 1=0,2 M KNO;, t =25 °C, 10% D,0)

Kloridos kozegben habar a speciacid joval bonyolultabb a kloridion koordinaldédasa
miatt (10. és 11.4bra),"®® a bonyolult rendszer ellenére a hidrolizis viszonylag jél
modellezheté csupadn harom (M, MyH ;, MyH_3) komplex jelenlétének feltételezésével
(14. abra). Ez modell nem tesz kiilonbséget az azonos deprotonaltsagu, azonban eltérd
szamu klorid illetve vizmolekulat tartalmaz6 komplexek kozott, masrészt elhanyagolja a
kis stabilitast, emiatt jelentéktelen mennyiségben képz6dé [M,H 1] komplex jelenlétét. A
pH-potenciometrids titralasokbol illetve a pH-fiiggd UV-lathaté spektrofotometrias
spektrumok valtozasai alapjan szamolt allandok szintén hasonloak a debreceni

kutatocsoport altal korabban meghatarozott stabilitasi allandokkal.*®

4.1.2.(0,0), (O,N) és (O,S) ligandumok

A ligandumok sav-bazis egyensulyait pH-potenciometrias, UV-lathatd spektro-
fotometrias és ‘H NMR spektroszkopiai moddszerekkel vizsgaltuk, a kapott proton
disszociaciés allandokat az 3. tablazatban mutatjuk be. Az irodalombodl ezek mar ismert
adatok.'"®™® Célunk egyrészt az volt, hogy a mi laboratoriumi koriilményeink kozott
ezeket az eredményeket reprodukaljuk, masrészt a ligandumok részletes vizsgalata
megkonnyiti [Ru(Il)-n’-p-cimol]-al valé6 komplexképzddési folyamatok értelmezését. A
ligandumok szerkezeti képletét, és pH-potenciometridas modszerrel meghatarozott
protondisszociacids allandoit a 3. tablazat mutatja. Az UV-lathatd spektrofotometrids és
'"H NMR mérések alapjan meghatarozott pK-érték adatokat és spektralis sajatsagait a
melléklet tartalmazza (M1-ab). A kiilonb6z6 modszerrel meghatarozott allandok jo

egyezést mutatnak egymassal és az irodalmi adatokkal.
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3. tablazat: A vizsgalt (O,X) ligandumok (X = O, N vagy S) szerkezeti képlete, és pH-potenciometrias
modszerrel meghatdrozott proton disszocicios dllandoi (1= 0,2 M KCI, t = 25 °C)?

allomaltol  etil-maltol i 6-Mepik dipik tioallomaltol
5-hidroxi-2- 2-etil-3- - P - 5-hidroxi-2-
metilpiran-4-  hidroxipiran-4- Ifmbdm'z' 6-mket|:)p|r|d|n-2- g.'l?d'bn'z’ﬁ- metilpiran-4-
on on arbonsav arbonsav ikarbonsav tion
PK(H.L) - - - - 2,01(3) -
pK(HL) 7,98(1) 8,54(1) 5,17(1) 5,82(1) 4,59(1) 7,61(1)

%Irodalmi adatok hasonl6 kériilmények kozott:''817918

PKaiomattot = 7,97; PKetit-maior = 8,56; pKpik = 5,19, pKe.mepik = 9,81; pKaipikary = 2,08, pKaipicy = 4,58;
PKiioatlomattol = 7,64

A ligandumok pK-értékének kiilonbsége jol magyarazhatdé a molekulakban 1évo
elektronkiildd és elektronszivd szubsztituensek hatisaival. A (N,0O) donoratomos ligan-
dumok esetén a 6-Mepik elektronkiildd metilcsoportja a NH'-hoz rendelheté pK-értéket
noveli a pikolinsavéhoz képest, mig a dipik esetében az elektronszivo hatassal rendelkezd
karboxilcsoportnak ellentétes hatasa van. Az etil-maltol pK-értéke magasabb, mint az

179181 ami az etilcsoport erdsebb

allomaltolé, vagy magaé a maltolé (pKmaior = 8,45),
elektronkiild6 hatasanak tudhato be. Az tioallomaltolnak 0,37 1g egységgel kisebb a pK-
értéke az allomaltolhoz képest, ami a kénatom oxigénhez képest kisebb

elektronegativitasaval magyarazhato.

4.1.3. Hidroxi-piridinkarbonsav ligandumok

A szervezet fémhdaztartds befolyasoldsat szolgald kelator molekulakkal kapcsolatos
kutatasaink f6 tipusai szubsztitualt hidroxi-piridinkarbonsavak voltak. A padovai
kutatocsoport  altal fejlesztett és tanulmanyozott ligandumok a  3-hidroxi-4-
piridinkarbonsav  (DTO0) és 4-hidroxi-3-piridinkarbonsav (DQO) molekulak metil-
szubsztitualt szarmazékai. Kereskedelemben nem kaphatok, eldallitisuk a Padovai

. . 182,183,184,185,186,187,1
Egyetemen tortént. 82183184,185180.187.188 A 17

. abra az alapligandumokat, és az altalunk is
részletesen vizsgalt ligandumok szerkezeti képletét mutatja be teljes protonaltsagi

allapotban (tovabbi szerkezeti képletek a mellékletben talalhatok — M2).
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OH COOH OH COOH

= COOH = OH Z COOH = OH
v . T+ T
|!| |!| CHs CHs
4-hidroxi-3- pidsigjr;kd;;r)g;-sav 4ph|:jd|rdc:;1(;<:rt$?1tsl.'!1v3 3-hidroxi-1-metil-4-
pididinkarbonsav (DQO) (DTO) (DQ1) pididinkarbonsav (DT1)
OH OH OH OH COOH
HsC Z COOH Z COOH HiC =z COOH = COOH % OH
N* HaC N* lil+ HasC lil+ HaC N* CHs
I|-| }!| CHg CHs I|-|
4-hidroxi-5-metil-  4-hidroxi-6-metil- 1,5-Dimetil-4- 1,6-Dimetil-4- 2,6-dimetil-3-
3- 3- hidroxi-3- hidroxi-3- hidroxi-4-
pididinkarbonsav  pididinkarbonsav pididinkarbonsav pididinkarbonsav pididinkarbonsav
(DQ5) (DQ6) (DQ715) (DQ716) (DT726)

17. abra: Hidroxi-piridinkarbonsav ligandumok szerkezeti képlete

A piridingylirin  egymashoz képest orto-helyzetben 1évd karboxil- ¢és fenolos
hidroxilcsoport deprotonalt formaban a fémionokkal hattaghi kelatgytirii kialakitasara
képes. A gytiriiben 1€v0 piridin nitrogén a szalicilsavhoz képest jelentés komplex stabilitas
novekedést eredményez. Hasonl6 hatas figyelhetd meg a hidroxipiridinon szarmazékokban
is (pl. deferipron) melyek fémkomplexei nagysagrendekkel stabilabbak a pirokatechin
szarmazékok komplexeihez képest.'®* A karboxil- és hidroxilcsoportok bézicitasa tovabb
novelhetd, metil-szubsztituensek jelenlétével, melyre az 2., 5. és 6. pozicioban van
lehetoség, igy novekedhet a ligandumok hard fémionhoz vald affinitasa. Kiilonleges
jelentdsége lehet a metilcsoport jelenlétének 1. pozicidoban, azaz a piridin nitrogénen,
melynek hatdsara az aromds gylirliben 1év6 nitrogénen pozitiv toltést eredményez, amely
igen er6s elektronszivo hatasu a koordinalddni képes funkcids csoportokat tekintve.

A piridin nitrogénen protonalt ligandumok harom deprotonalodasi 1épésen, mig az N-
metil szarmazékok két deprotonalddasi 1épésen mehetnek keresztiil (18. abra). N-metil
csoport hidnyaban a molekuldanak harom, kiilonb6z6 protonalhatéd funkcids csoportja van, a
—COOH karboxilcsoport, a -NH" piridinium, és az —OH fenolos hidroxilcsoport. Egyszert
esetben azt gondolnank ezek savassaga a felsorolt irdnyba csokken, és a meghatarozott pK-
értékeket (pKj < 1, pK; ~5-7, pK3 ~10,3- 12) egyértelmiien hozza tudjuk rendelni az adott
funkcids csoporthoz. Ez a hozzéarendelés azonban, kiilondsen a DQ szdrmazékok esetében
nem teljes mértékben allja meg a helyét. A 4-hidroxi-3-piridin karbonsav szarmazékok
esetében enol-oxo tautoméria Iéphet fel, mely sordn a gyliri elvesztheti aromas jellegét, és
piridinon forma kialakuldsira van lehetdség. Hasonlo tautomér atrendezddés figyelhetd

meg 2- és 4-hidroxipiridin szarmazékok esetében js, 189190
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A vizsgalt ligandumok pK-értékeit UV-lathatdo és pH-potenciometrids mérésekkel
hataroztuk meg (4. tablazat).

4. tablazat: A vizsgalt hidroxi-piridinkarbonsavak pH-potenciometrias és UV-lathato spektrofotometrias
modszerrel meghatdrozott proton disszocicios 4llandéi (I = 0,2 M KCI, t = 25 °C)?

DQ1° DQ5* DQ715" DQ716°  DT726°
pH-pot pH-pot UV-lathato pH-pot UV-lathato pH-pot pH-pot

pK _ ) b ) b
(L) 0,23(6) 0,40(1) <1 <1
pK
) <1 6,60 6,61 6,64(1) 6,63(1) 637(1)  653(3)
(Hp:f) 6,11(2) <11 . . 11,6(2)

®A zér6jelben az allandokra szamolt utolso jegy bizonytalansaga van feltiintetve. °L = (L*); °L = (L).

A DQ ligandumok sav-bazis tulajdonsagainak pontos megértése érdekében részletes *H
NMR vizsgalatokat végeztiink a DQS5 és DQ715 ligandumokkal.

DQ5 o

OH X+

N
Hac\é/cow »|4
|
COO" COO"  HyC COO"
pK<1 | pK eao | pK>11 |
. S

A HaL® HL
| HaC coo
H
| Jh-
N
|
H
DQ715
OH o
H3C. ~ COOH HsC. ~ COO
| OH |
X+, .
Vi] H;C. ~ COO
CHg pK<1 - I pK = 6,64 CHg
N
OH* (|3H3 Q
F \k:c:\é/com i HL ch\f‘j/coo
rl\‘ H,L* T L=
CHy CHj

18. abra: DQ5 és DQ715 ligandumok lehetséges proton disszociacios folyamatai

Az elsd proton disszociacidés allanddo (pK; < 2) mindkét ligandum esetében a
karboxilcsoportokhoz rendelhetd. A benzoesav karboxilcsoportjahoz képest a kisebb savi
disszociacidés allando azzal magyarazhatd, hogy intramolekularis H-kotés tud kialakulni a
deprotonalt karboxilat és az orto helyzetben 1évé fenolos hidroxilcsoport kozott. Habar a
ketol-enol tautoméria miatt igen savas koriilmények kozott, a molekula teljes
deprotonaltsagi allapotaban elképzelhetd, fenolos hidroxilcsoport protonalt oxocsoportta
alakul 4t (-C=0H") és a pKj értéket ehhez rendeljiik hozza. A DQ szarmazékok esetében
azonban a meghatarozott els6 disszociacids allandd jol egyezik a DT ligandumoknal

meghatarozottal, ahol enol-oxo tautomériara nincs lehetdség. Az aromas forma mellett szo6l
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az a tény is, hogy ebben az esetben, a karboxilcsoporthoz kellene rendelniink a pK = 6,6-0S
értéket, amely azonban til magas ehhez. Azokon a pH értékeken, melyeken az egyszeresen
deprotonalt forma dominal az 'H NMR spektrumokon éles jelek figyelhetok meg, ami azt
sugallja, hogy egyféle szerkezet dominans az oldatban, mely valoszinlileg az aromas
forma.

Az N-metil szubsztitualt szarmazékban a gylirtin 1év6 fenolos hidroxilcsoport savassaga
a fenolhoz és a szalicilsavhoz képest drasztikusan csokken, ami kinoidalis mezomer
szerkezet kialakuldsara vezethetd vissza. A kinoidalis és aromas L~ izomer formak jelen-
léte 'H NMR méréssel is igazolhato (19. abra). A DQ715 ligandum deprotonalodasi
folyamatat "H NMR mérésekkel részletesen vizsgalva pH 2,11 és 4,50-nél felvett spektru-
mokon még élesek a protondlt HL formahoz rendelhetd jelek. A pH-t ndvelve a jelek a
deprotonalddasi folyamat miatt diaméagnesesen eltolodnak, és kiszélesednek, aminek oka
lehet a kétféle izomer egyidejli jelenléte, melyek jelei az ‘H NMR id8skalan gyors
cserefolyamatok miatt kiatlagolodnak. pH 10,35-nél a cstcsok jelei ismét élesek, lugosabb

kozegben valoszintileg az aromads fenolat forma kialakulasa kedvezményezett.

a. b.
DQ5,t =25 °C
pH
12.10 1
11,58 \ h
DQ715,t=25°C
oH 10,96 N JL
10,35 A J\ 937

7,61 JJ
7,93
6,59 A
L 7 s — | HyC [ coo
4’U J\ ch\(j/coo 5 47 i " 3 - |
AXt 9 7 A0
° A N N
211 | &, 3,42 "0 Jf o

8,6 8,3 8,0 7.7 8,7 8,4 8,1 78 76
8/ ppm 8/ ppm
C.
DQ5,t=7°C
pH=9,37 ,
8,6 8,3 8,0 7,7 7,4
&/ ppm

cres

t=25°C-on (a,b) és t =7 °C-on (c).
(Coos = 1,1 x 10° M, Cpgris =2 x 10° M, 1=0,2 M KCI)
“pH = 6,59 és pH = 7,61 értéknél mért spektrumok 5-szords nagyitasban lathatok.
“pH = 7,93 értéknél mért spektrumok 10-szeres, pH = 9,37 értéknél felvett spektrumok 20-szoros
nagyitasban lathatok.
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A piridin nitrogénen 1évé metilcsoport hianyaban a masodik és harmadik disszociacios
allando (pK; és pKs) egyértelmiien sem a hidroxil-, sem a piridin-N protonjahoz nem
rendelheté. A HL™ formara harom hipotetikus mezomer hatarszerkezet irhato fel (18. abra).
A DQS5 ligandum esetében a pH-fliggd 'H NMR spektrumok viselkedése hasonld, mint
amit a DQ715 molekula vizsgélata sordn tapasztaltunk. Erdsen savas kémhatasnal (pH
3,42) az 'H NMR jelek élesek, majd a pH-t ndvelve a deprotonalodas miatt alacsonyabb
ppm értékek felé tolodnak el, emellett a jelek kiszélesedése is megfigyelhetd. pH 9,37-nél,
ahol HL™ forma jelenléte dominans, a jelek mar alig észrevehetden emelkednek ki az
alapvonalbdl. Tovabbi ligadagolasra a csucsok Ujra megjelennek, és HL™ deprotonalddasa
soran kialakul az L? forma, melynek folyaméan kismértékii diamagneses jeleltolodas
figyelhet6 meg a pH 10 felett rogzitett spektrumokon a HL™ forma protonvesztésének
kovetkeztében. A 9,37-es pH értékli minta 8 °C-on rogzitett 'H NMR spektrumanak
jelenik meg a spektrumon, két izomer azonban gyors cserefolyamatok miatt szélesebb

atlagjelet ad, mely szintjén alatdmasztja a harom HL ™ forma egyidejii 1étezését az oldatban.

4.2. Hidroxi-piridinkarbonsavak, mint fémion kelatorok a neurodegenerativ

elvaltozasokban
4.2.1. Komplexképzoédés harom vegyértékii (Fe(III) és AI(IIT)) fémionokkal

Al(I)- és Fe(Il)ionok komplexképzddési folyamatainak tanulmanyozasa hidroxi-
piridinkarbonsav szarmazékokkal a Padovai Egyetemen torténtek. (A DQS5 és DQ715
Fe(ll)- és Al(IIT)ionokkal valo oldategyensulyi folyamatainak részletes tanulmanyozasa-
ban magam is részt vettem.) A stabilitasi allandok pH-potenciometrias és UV-lathato
spektrofotometrids mérések segitségével lettek meghatarozva, az eredményeket ‘H NMR
(Al(IIDkomplexek esetében), és ESI-MS mérések tamasztjak al4.'82183184185.186.187.188
Mindkét fémion esetben az oldat pH-jatol €s a piridin nitrogén szubsztitudltsagatol fliggden
kiilonbdzo protonaltsagu mono, bisz és triszkomplexek képzddnek vizes oldatban. N-metil
csoport jelenlétében a fémionhoz koordinalddott vizmolekuldk deprotonalddhatnak, és
vegyes hidroxidokomplexek képzddnek, nem szubsztitualt piridin nitrogén jelenlétében a
koordinalédott vizmolekula, és a NH" csoport is protont veszithet a pH novekedésével. A
ligandumok aszimmetridja folytdn bisz €s triszkomplexek képzddése esetén diaszte-
reomerek képzOdésére van lehetdség, melyet Al(II)komplexek esetében ‘H NMR
spektroszkopiaval sikeriilt bizonyitani. A kialakult Fe(lll)komplexek stabilitasa a Fe(lll)
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erosebb Lewis sav jellegének koszonhetden nagyobb, mint az Al(III)komplexeké. Azonban
a vizsgalt ligandumok koziil csupan négy volt az, amely a Fe(lll)ionokat képes volt
fiziologias pH-n is oldatban tartani, mig Al(IIl)komplexek esetében a hidrolizis csak pH
7,4 utan kezd6dott el.

5. tablazat: DQ és DT ligandumok pM-értéke pH = 5,0 és pH = 7,4 értéken
(cL=5x10°M, cy= 10° M)

Ligandum pFe pAl
pH=50 pH=74 pH=5,0 pH=7,4
DQO 11,4 - 9,0 12,4
DQ1 12,7 - 8,9 12,3
DQ2 10,9 - 75 12,2
DQ5 12,2 - 9,1 13,0
DQ6 11,9 - 8,8 12,8
DQ715 13,1 18,5 9,1 12,9
DQ716 12,6 18,7 9,2 12,6
DQ726 11,1 - 7.4 12,2
DTO 11,1 - 7,7 12,2
DT1 12,6 18,3 8,5 12,5
DT2 12,1 - 7,6 12,2
DT712 12,9 19,3 7.8 12,8
DT726 12,7 - 8,0 12,3

Az egyes ligandumok fémionhoz valo affinitdsa jol Osszevethetd egymassal, ha a
meghatarozott stabilitasi allandok alapjan szamolt szabad fémion koncentracidt vizsgaljuk
a pH fliggvényében azonos koriilmények kozott (5. tablazat).

A Fe(llhkomplexek stabilitaisa DQ ligandumok esetén a kovetkezé stabilitasi trendet
koveti:

DQ715 ~ DQ716 > DQL > DQ5 > DQ6 > DQO ~ DQ726 > DQ2.

A sorrendbdl megallapithatd, hogy az 1. pozicidban 1évé metilcsoportnak stabilitds
noveld hatasa van, amit tovabbi metil-szubsztituensek jelenléte tovabb fokoz (DQ715 és
DQ716 > DQ1). A 6. és kiillonosképpen az 5. pozicidban 1évé metilcsoport a —NH+
szarmazeékok esetében noveli a ligandum affinitasat a vas(Ill)ionhoz (az elébbiekkel analdg
moédon DQS és DQ6 > DQO). Ellentétes hatas figyelhetdé meg 2-metil szarmazekok
esetében. A DQ2 ligandum vas(lll)komplexe a legkisebb stabilitasi, amelynek magya-
razata lehet, hogy a 2. pozicioban 1évé metilcsoport sztérikusan gatolja, hogy a 3. helyen
1év6 nagyobb méretli karboxilcsoport a piridin gyliriih6z képest ko-planarisan helyez-
kedjen el, ami akadalyozza a kelatgyiiri kialakulasat, igy csokkenti a komplex stabilitasat.
DQ726 ligandum esetében a 6. helyzetben 1évé metilcsoportnak, a DQ2 komplexhez

képest, a korabbiakkal egyezden stabilitds ndveld hatasa van.
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Hasonléan a Fe(lll)komplexeknél, aluminiumkomplexek esetében is megfigyelheto,
a 2. pozicidban lévOnek stabilitas csokkentd hatdsa van. Az aluminiumkomplexek
stabilitasara, hasonldéan a Zn(II) és Cu(ll)komplexekhez a N-en 1év6 metilcsoportnak nincs

hatasa. A megfigyelt stabilitasi trend a kovetkezo:
DQ715~DQ5 > DQ716 ~ DQ6 > DQ1 ~ DQO > DQ726 ~ DQ?2.

DT ligandumok esetében, hasonléan a DQ ligandumokhoz a N-metil szarmazékok
vas(II)komplexek stabilitisa szintén nagyobb, mint a szubsztitualatlan piridin-N esetében.
Al(lIT)komplexeknél ilyen sorrendet nem lehet megallapitani, a vizsgalt DT-ligandumok
komplexeinek stabilitasa nagyon hasonld, a metilcsoportoknak nincs szignifikans stabilitas

noveld hatasa.
4.2.2. Komplexképzodés két vegyértékii (Cu(Il) és Zn(I1)) fémionokkal

Cu(Il) és Zn(I)ionok homeosztazisanak zavara szintén feleldssé teheté a S-amiloid
fehérjék oligomerizacios és aggregacios folyamataiban. Irodalmi adatok alapjan a f-
amiloid aggregatumokban kotott réz disszociacios allandoja (Kp) a 1 pM-100 nM-o0s
értékek kozott van.'®? Emiatt az a ligandum lehet kompetitora a réznek a S-amiloid
fehérjékkel szemben, amely rézkomplexének disszociacios allandéja 1-10 pM kozotti.'*
Ez az érték kelléen alacsony ahhoz, hogy a ligandum képes legyen eltavolitani a rézionokat
a plakkokbol, azonban mas bioldgiailag fontos molekuldkbol, melyek milkodése
szempontjabol a réz jelenléte esszencidlis, nem vonja el azt. A cinkionok esetében az
alkalmas ligandum cinkkomplexének Kp értéke 10 nM—100 M. Ezért a vizsgalt
latakor a célunk a komplexek Kp értékének vizsgalata, melybél meg tudjuk allapitani,
hogy az aktualis ligandum milyen mértékben képes beleszdlni a szervezet réz és cinkhaz-
tartasaba, illetve milyen erés kompetitora lehet a fémionoknak az S-amiloid fehérjékkel
szemben.

Cu(Il)ion komplexeinek stabilitdsi szorzatait pH-potenciometrias, UV-lathato

spektrofotometrias és ESR mérésekkel hataroztuk meg (6. tablazat).
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6. tablazat: DQS5 és DQ715 ligandumok Cu(Il) és Zn(ll)komplexeinek kiilonb6z6 moédszerekkel
meghatdrozott stabilitasi allandéi (Ig B) és szamolt Kp értéke (t =25 °C, 1=10,2 M KCI)*

DQ5 DQ715
pH-pot  UV-lathato pH-pot UV-lathato ESR

lg B [Cu(HL)*]  6,24(1) 6,39(3) Ig B [CuL"] 6,27(1) 6,41(2) 6,47(2)
lgB [Cu(HL),] 11,33(5)  11,33(9) lgB [CuL,]  10,95(2)  10,97(5) 11,02(2)
Kp (mol/dm?®) 3,1x107 51x 1077

pH-pot pH-pot 'H NMR
Ig B [Zn(HL)"] 3,75(2) Ig B [ZnL"] 3,77(2) 3,79(3)
lg B [Zn(HL),] 6,9(1) lg B [ZnL,] 7,06(3) 6,96(7)
Kp (mol/dm?)° 75x 107" 8,2 x 107"

®A zéarojelben az dllandokra szamolt utolsé jegy bizonytalansaga van feltiintetve. bRef'®

*Kp =[Mlszabad X Z[HeL] / Z[MpHoL]; pH= 7,4 cy=2,5x10°M, ¢, =5x 10° M
Mindkét ligandum esetében mono és biszkomplex képzddését tapasztaltuk. A két
rendszerben a pH-potenciometrias titralasi gorbék karaktere pH 5-ig kiilonb6z6 fémion-
ligandum aradny mellett nagyon hasonld, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a réz(Il)-

ionnal valo komplexképzddés pH 5-ig mindkét ligandum esetében hasonlé modon jatszo-
dik le (20. abra).

a. Cu(I)-DQ5
11 -
10 1 1,0 -
9 A 0,8
8 [Cu(HL)*]
L7 £06 -
26 Cu(ll: L o
5 | =0:1 x 0,4 4
4 =1:4
) =1:2 0,2 A
3 9 i1 [Cu(HL),]
2 T T T T T 1 0‘0 : r .
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b. Cu(11)-DQ715
11 - 1,0 -
10
9 4 0,8
8 -
L7 cudlL \?0‘6 )
6 1 £0:1 S04
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20. abra: Cu(11)-DQ5 (a) és Cu(I1)-DQ715 rendszerek mért és illesztett titralasi gorbéi valtozo fémion-
ligandum arany mellett, és koncentracioeloszlas diagramjai 1:4 fémion-ligandum aranynal
(Cogs =1 x 10° M, Cpgris =2 x 10° M, 1=0,2 M KCI, t = 25 °C)

A monokomplex képzddése Cu(Il)-DQ5 rendszerben pH 3-nal, mig DQ715 ligandum
jelenlétében pH 2-nél kezdddik meg. DQ5 ligandum biszkomplexe pH~4 felett jelenik
meg, mig DQ715 rendszerben mar pH~3-t6l kimutathat6. A titralasi gorbéken egy

deprotonaldodasi 1€pés figyelhetd meg, ami a hidroxilcsoport protonvesztéséhez kothetd (a
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karboxilcsoport mar pH 2 alatt deprotonalodik). A komplexben kotott DQS ligandum
piridin nitrogénje mind a mono, mind a biszkomplexben protondlva marad a vizsgalt pH-
tartomanyban. 1:1 fémion-ligandum arany mellett a titralasok soran mindkét rendszerben
pH 6-7 kozott Cu(OH); csapadék jelent meg az oldatban, amit a titralasi gorbék torése is
jelez. Magasabb fémion-ligandum arany mellett DQ715 ligandum tartalma rendszerben a
Cu(OH); csapadék csak pH 9 felett jelenik meg, azaz a ligandum tovabb képes a fémiont
az oldatban tartani. DQS5 ligandum rendszerében azonban ligandum felesleg mellett is a
titralasi gorbék pH 5 felett megtdrnek, az oldatban fehéres szinii csapadék valik ki, amely
nem kothetd a fém hidroliziséhez. Lugos kozegben (pH~9) a fehéres csapadék
visszaoldodik az oldatba, azonban ilyen korilmények kozott kék szinti réz(I)-hidroxid
csapadék valik ki az oldatbol. Valdszinlileg pH~5 felett a toltéssel nem rendelkezd, kis
oldhat6sagl biszkomplex valik ki fehéres csapadékként az oldatbdl. A fehéres csapadékot
lesziirtiik, majd pH~2-es soésavoldatban feloldva spektrofotometriasan vizsgaltuk. Az
abszorbancias spektrum alapjan a minta jelentés mennyiségti ligandumot tartalmazott. A
biszkomplex stabilitasi allandoja alapjan [CuL;] ligandumfelesleg mellett azutan valik ki
az oldatbol, miutan koncentracioja eléri a ~2,7 x 10* M értéket. A DQ5 ligandum maga is
egy vizben kis oldhatosagu vegyiilet. A pH-potenciometrias titralasok kivitelezése ~1 mM
metrids gorbék értelmezése viszonylag egyértelmii képet ad a rendszer specidcidjarol.
Eredményeinket mindkét ligandum esetén UV-lathatd spektroszkopids mérésekkel
tamasztottuk ala. A spektrumokon a rézion d-d atmenetéhez tartozd abszorbcids sav
(A~680 nm-nél) a kis koncentracié miatt nem lathaté a spektrumokon. A komplexkép-
z6dést a ligandumok elnyelésének hullamhossz tartomanyan kovettiikk nyomon (A = 230—
350 nm), amelyek nagy molaris abszobancidja (DQ5: & (HA") = 6770 (252 nm) & (HA) =
6770 (260 nm); DQ715: £ (HA) = 8070 (256 nm) & (HA™) = 13000 (268 nm)) lehetdvé
tett, hogy 10> M-os koncentraciotartomanyban végezziik a méréseket. Ilyen koriilmények
kozott DQS ligandum kis oldhatosagi biszkomplexe is oldatban marad. Néhany repre-
zentativ pH-fliggd, a Cu(I1)-DQ715 rendszerben rogzitett UV-lathaté spektrumot, illetve az
abszorbancia valtozasdt 268 nm hullamhossz értéknél a pH fiiggvényében kiilonb6zo

fémion-ligandum arany mellett a 21. abra mutat.
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21. abra: Cu(I1)-DQ715 rendszer pH-fiiggd, higitassal korrigalt UV-lathat6 spektrumai 1:2 fémion-
ligandum arany mellett. A beszirt diagram az abszorbancia valtozasat mutatja a pH-fiiggvényében
A =268 nm-en a szamolt dllandok alapjan illesztett gorbékkel egyiitt (Szaggatott vonal)
(Cogris = 8 ¥ 10° M, Ceyqy=2 x 10°-8 x 10°M, I = 0,2 M KCI, t = 25 °C)

A spektrumok karaktere, és valtozasa nagyon hasonlé mindét ligandum esetében, és a
réz(I1) jelenléte is csak kis mértékben befolyasolja a spektrumok alakjat a ligandumok sajat
abszorbancia spektrumaihoz képest. A spektrumokon a © — w* atmenetet jellemz6 abszor-
bancia maximuma a pH-t novelve batokrom eltolodast szenved (DQS5: 252 nm — 260 nm;
DQ715: 256 nm — 268 nm), amely valtozas a fenolos hidroxilcsoport deprotonalodasahoz,
¢és fémionhoz val6 koordinalodasahoz kotheté. A pH-metrias méréshez hasonléan DQ715
jelenlétében [CuL]” és [CuL,], mig Cu(II)-DQ5 rendszerben piridin-N-en protonalt mono
¢s biszkomplex jelenléte feltételezhetd, melyek meghatarozott stabilitdsi szorzata jo
egyezést mutat a potenciometrias mérések soran szamolt értékekkel (6. tablazat).

A tetragonalisan torzult oktaéderes geometriaju Cu(Il)komplexek paramagnesesek, ami
miatt lehetéség van ESR mérések elvégzésére, mely modszerrel a kialakuld koordinacios
modok jol tanulmanyozhatok.

A Cu(Il)-DQ715 rendszerben mért izotrop és anizotrop ESR spektrumok a réz
akvakomplex jele mellett, [CuL]® és [CuL,] komplexek feltételezéseivel irhatok le (22.
abra). pH 2-nél a ligandum jelenlétében felvett spektrum kis mértékben eltér a réz(II)-oldat
spektrumatol, ami jelzi CuL komplex megjelenését mar ilyen savas oldatban is. Azonban
jelentés mennyiségben a Cu(Il)ion akvakomplexe van jelen, amelynek paramétereit fiigget-
len mérésekbdl ismerjiik. A pH-t tovabb novelve a spektrumok hiperfinom felhasadasa
egyre tisztabban jelenik meg. A komplexképzddéssel parhuzamosan a g-érték kismértéki
csokkenése

g Cu(ll) <g [CuL] < g [CuL,]
¢és A hiperfinom csatolasi allandé novekedése a ligandumtér novekedésére utal, amit a

ligandum (COO™ és O") donorcsoportjainak fémionhoz valé (gyenge) koordinacidja okoz.
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22. abra: Cu(11)-DQ715 rendszer pH-fiiggé ESR spektrumai (fekete — mért spektrum;
sziirke vonal — illesztett spektrum, a lathatosag kedvéért Kicsit eltolva) (a)
¢és a rendszer komponenseinek egyedi spektrumai (b)
(Cogras =2 % 10°M, ceygy =1 x 10°M, 1=0,2 M KCl, t = 25 °C)

A komplexek szerkezetérdl még tobb informécioval szolgdlnak a megfagyasztott
oldatban felvett anizotrop ESR spektrumok. [CuL]" komplex esetében a gy és gy, érték
megegyezik, és [CulL,] komplex esetében sem tér el a két érték egymastdl jelentds
mértékben. A @, érték azonban mindkét komplexnél jelentdsen nagyobb, amibdl
feltételezhetd, hogy a koordinal6dé donoratomok az Xy-sikban vannak, azaz a Cu(ll)-
komplexek esetében megszokott megnyult oktaéderes (tetragonalis bipiramisos) geometriai
szerkezetr6l van sz6. Az anizotrop spektrumok alapjan megjosolhatd a hiperfinom
csatolasi allando iranyfiiggé komponenseinek értékei is, melynek atlaga (A, = (Ax + Ay +
A;) 13) jo egyezést mutat az izotrop spektrumok alapjan szamolt értékkel, amibol arra
kovetkeztetiink, hogy komplexek szerkezete a fagyasztas alatt sem valtozik meg (7.

tablazat).
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7. tablazat: Cu(l1)-DQ715 rendszerben kialakult komplexek ESR-paraméterei

0 | A, | gL o AJG  AWG G | Aot | °

/G 00y g, Ay A, IG A, lG /G

cu® 2,194(1) 34,6(6) 2,079 2,412 8,0 -116,0 2,190 375
[CuL]” 2,166(1) 53,1(1) 2,069, 2,069 2,347  12,0,-120 1470 2,161 53,2
[CuL,] 2,149(1) 60,8(1) 2,066, 2,059 2,329 -81,-159 -150,4 2,151 62,0

®A zarojelben az dllanddkra szamolt utolsé jegy bizonytalansiga van feltiintetve.
bA0,kal| = | (Ax + Ay + AZ) / 3|

DQI1, DQ716 és DT726 ligandum komplexképz6dési folyamatairol Cu(ll)vel pH-
potenciometrias mérésekkel nyertiink informaciot (8. tablazat). A DQl és DQ716
ligandumok  4-hidroxi-3-piridinkarbonsav csalad 1-metil és 1,6-dimetil szarmazéka,
melyekben a piridin-N metilalt allapotban van. A DT726 3-hidroxi-4-piridinkarbonsav
DQ715 és DQ5 ligandumok Cu(Il)komplexeihez, ezekben a rendszerekben is mono és
biszkomplex képzodését feltételezziik (23. abra). DQ1 esetében pH~3,5 értéknél ligandum
feleslegnél fehéres szinli csapadék valt ki az oldatbol, ami feltételezhetéen a kis

oldhatosagu semleges biszkomplex.

a. Cu(I)-DQ1

1,0 7

b. Cu(11)-DQ716
1,0 4
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23. abra: (a.) Cu(l1)-DQ1, (b.) Cu(I)-DQ716 és (c.) Cu(Il)-DT726 rendszerek
koncentracioeloszlasi gorbéi
(cL=2x10°M,cy=5x10"*M, =02 M KCl, t =25 °C)

A DT726 vegylilet szintén kis stabilitasi komplexet képez Cu(Il)-vel, azonban
magasabb ligandum arany mellett a Cu(OH), csapadék csak pH 9-nél jelenik meg. Savas
tartomanyban a piridin-N-en protonalt ligandum koordinalédik a fémionhoz, lugosabb
tartomanyban elkezdédik mind a mono, mind a biszkomplex deprotondlodasa. Arra
vonatkozo6an, hogy a protonalt piridin-NH, vagy egy koordinalédott vizmolekula depro-
tonalodasarol van szo, a pH-potenciometria nem ad valaszt. A legnagyobb mértéki
komplexképzddést DQ716 ligandumnal tapasztaltunk. pH 2 értéken 1:4 fém ligandum

aranynal fémion ~28 szazaléka komplexben kotott, és a ligandum képes a fémiont

megvédeni a hidrolizistél pH 9-ig. pH 6 felett megkezdédik a monokomplex

55



deprotonalddasa és [CuLH_ ;] komplex képzddése. Feltételezhetéen [CuLH 3] egy vegyes

hidroxidokomplex, melyben a fémionhoz koordinalédott vizmolekula deprotonalédik.

8. tablazat: DQl, DQ716 ¢és DT726 ligandumok pH-potenciometrids modszerrel
meghatarozott Cu(ll) és Zn(ll)komplexeinek stabilitasi allandéi és szamolt Kp értéke (t =
25°C,1=0,2 M KCI)®

DQ1° DQ716° DT726°
lg B [CuLH] - - 16,08 (2)
lg B [CuL] 5,84(5) 6,63 (2) 7,6 (1)
lg B [CuLH_y] 0,84 (5) -
lg B [CuL,] 10,67(6) 12,03 (2) 13,2 (1)
Kq@ (mol/dm?®) 7,91 x 107 5,48 x 107° 313x10°
lg B [ZnL] 3,81(2) 3,91(1) 6,53(2)
lg B [ZnL,] 6,75(2) 6,92(1) 12,1(1)
lg B [ZnLs] - 8,8(1) 16,4(1)
Kq@ (mol/dm?®) 3,03x 10" 1,32 x10™ 4,45 x 10°°

IA zérojelben az allandokra szamolt utolso jegy bizonytalansaga van feltintetve.

L= (L?);°L=(L).

Kp =[M]szabad T[H,L]/S[MpHqLr]; pH = 7,4 cy=2,5x10°M, ¢, =5,0 x 10° M

A hidroxi-piridinkarbonsavak Zn(Il)ionnal valo6 komplexképzddése minden ligandum

esetében hasonld speciaciot mutat: kis stabilitasi mono és biszkomplexek képzddnek (6. és
8. tablazat). Triszkomplex képzddésére kis koncentracioban csak magasabb fémion-
ligandum arany mellett van lehetéség (24. abra). A komplexképzddés csak pH > 4 felett
kezd6dik meg, és pH 9 utan egyik ligandum sem képes megakadalyozni a Zn(Il)ionok
hidrolizisét. 1:4 fémion-ligandum arany mellett még a legerdsebb komplexképz6 ligandum
a DQ716 esetében is Zn(OH), csapadék valik le az oldatban. A DT726 molekula
cinkkomplexe kiillondsen kis stabilitasu, a monokomplexe csak pH 6 utan jelenik meg az

oldatban.
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24. abra: (a.) Zn(11)-DQ5, (b.) Zn(11)-DQ715, (c.) Zn(11)-DQ1, (d.) Zn(11)-DQ716, és
(e.) Zn(I1)-DT726 rendszerek koncentracioeloszlasi gorbéi
(@) Cznayy = 2,5 x 10* M, cpgs = 1 x 10° M; (b,c,d,e) Czngy = 5 x 10°* M, Cpgras = 2 x 10°° M;
(I1=0,2 M KCl, t =25 °C)

A komplexképzédést a DQ715 ligandum esetében "H NMR spektroszkopias modszerrel
is vizsgaltuk. A ligandum spektrumainak pH-fiiggését 1:0, 1:1, 1:2 és 1:4 fémion-ligandum
arany mellett mértilk. A kinetikailag labilis Zn(Il)komplexek képzddése miatt a
komplexképzddés soran a szabad ¢és a komplexben kotott ligandum kozott gyors
cserefolyamatok jatszodnak le, amely jelenség miatt a jelek eltolodasat tapasztaltuk. A
jelek eltolodéasaibol PSEQUAD program segitségével meg tudtuk becsiilni a képzddd
komplexek stabilitasi szorzatait, melyek jo egyezést mutatnak a potenciometrids mérések
soran meghatarozott értékekkel. A 25. abran a N-CH-C-COO™ proton jelének mért és
szamolt ppm értékeit abrazoltuk a pH fiiggvényében.
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25. abra: Zn(11)-DQ715 rendszerben a ligandum N-CH-C-COO hidrogén jelének szamolt és mért *H NMR
eltolodasai a pH fiiggvényében (Cpgris = 2 % 103 M, 1=0,2 M KCI, t=25 °C)
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A komplexképzddés folyamatat UV-lathato spektrofotometrias mérésekkel is probaltuk
kovetni a ligandumhoz rendelheté pH-fiiggd abszorbancia értékek valtozasai alapjan,
azonban a kis koncentracido (uM-os tartomany) és a kismértéki komplexképzédés miatt a

spektrumok valtozasa nem volt értékelheto.

4.2.3. Legfontosabb kivetkeztetések a hidroxi-piridinkarbonsavak komplexképzo

sajatsagairol

A vizsgalt hidroxi-piridinkarbonsav molekulak oldategyensulyi vizsgalatainak
eredményei azt mutatjdk, hogy egyes ligandumok kelatterapidban valo alkalmazasa
eredményes lehet. Az altalunk is vizsgalt DQ716 er6s komplexképz6 Fe(lll), AI(III) és
Cu(ll)ionokkal. Cu(ll)komplexeinek Kp értéke fiziologias pH-n (Kp = 5,49 nM) abba a
tartomanyba esik, hogy hatékonyan versenghet a f-amiloid fehérjékben kotott rézionokért.
A DQ715 szintén erés komplexképz6 harom vegyértékii fémionokkal. A DQ5 és DQ6
ligandumok elég erds aluminium kelatorok, azonban vas(IIl) koté képességiik gyengébb.
DQ5 Zn(Il)- és Cu(ll)ionokkal valé vizsgalata azt mutatja a meghatarozott Kp-érték
alapjan, hogy a ligandum feltehetéen nem befolyasolja a szervezet sem réz- sem
cinkhaztartasat. gy a vizsgalataink alapjan ezek a ligandumok alkalmasak lehetnek arra,
hogy szelektiv aluminium kelatorként alkalmazzdk Oket. Azonban, bar egyes tanul-
manyozott ligandumok stabilis komplexet képeznek Fe(lll)- és Al(Ill)ionnal, azok
stabilitasa nem éri el a klinikumban hasznalt kelatorok M(III)komplexeinek stabilitasat (pl.
deferipron, dezferrioxamin). A deferipron esetében pFe = 21,'** amitél a legerSsebb
komplexképzd hidroxi-piridinkarbonsav értéke is 1,7 1g egységgel elmarad (DT712: pFe =
19,3)."® Azaz a deferipronhoz hasonl6 hatas feltehetéen csak nagyobb dozisa hidroxi-
pididinkarbonsav adagolasa esetén érhetd el. Elonyiik azonban ezeknek a ligandumoknak,
hogy toxicitasuk in vitro igazoltan nagyon alacsony. Hatékonyabb komplexképzék
lehetnek a dihidroxi-piridinkarbonsav szarmazékok, melyekben a két hidroxilcsoport

alkalmas helyzetben van pirokatechin-tipust koordinaciora az adott fémionnal.
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4.3. Rakellenes hatasi [Ru(11)-n°-p-cimol] komplexek
4.3.1.(0,0) ligandumok oldategyensulyi viszonyai [Ru(l1)-n°-p-cimol]-lal

[Ru(I)-n®-p-cimol] (0,0) donoratomos ligandummal alkotott komplexei kozil a
mérsékelt citotoxicitast mutatd etil-maltolat és allomaltolat komplexek oldategyensulyi
viszonyait tanulmanyoztuk. Etil-maltol esetében kloridos ¢és kloridmentes, mig
allomaltolnal kloridos vizes oldatban végeztink pH-potenciometrids, UV-lathato
spektrofotometrids ¢és 'H NMR spektroszkopias méréseket. A harmadik koordinécios
helyen lehetséges viz-kloridion egyensuly leirasa érdekében a rendszert 'H NMR

modszerrel tanulmanyoztuk. A meghatarozott allandokat a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: [Ru(l1)-n’-p-cimol]-(0,0) komplexek kiilsnbozé modszerekkel
meghatarozott stabilitisi szorzatai®, proton disszocidciés és szdrmaztatott allandoi
(t=25°C, 1= 0,20 M KNO3"vagy KCI°)

etil-maltol® etil-maltol®°  allomaltol®

o lgB[ML] 10,07(1) 8,95(1) 8,35(1)
E Ig B [MLH 4] - -0,53(4) -

T PK[ML]=

S |gB [ML] - Ig B [MLH 4] - 9,48 -

< o 9B ML] 10,07(2) 9,01(2) 8,46(3)
= £ IgB [MLH 4] - -0,49(2) -

3 5 pk ML)

S & Igp [ML] - Ig B [MLH 4] - 9,50 -

o, PKIML] 9,31(1) 9,50(4) 9,32(2)

+ 2 gk’ (H0/CH) - 0,74(2) 0,90(2)

®A zarojelben az dllanddkra szamolt utolsd jegy bizonytalansiga van feltiintetve.
“[Ru(1)-n’-p-cimol(L)(H,0)]" + CI” = [Ru(l1)-n®-p-cimol(L)CI] + H,O (valtozo
kloridkoncentracié mellett)

4.3.1.1. [Ru(l1)-n®-p-cimol]-etil-maltol rendszer tanulmsnyozasa kloridmentes ko-

zegben

Etil-maltol komplexképzo tulajdonsagat [Ru(ll)-n6-p-cimol]-lal kloridmentes kdzegben
pH-potenciometriasan, UV-lathato spektrofotometriasan és ‘H NMR spektroszkopiasan
vizsgaltuk 0,2 M-0s (KNOj3) ionerésség mellett. A komplexképz6dés mar pH < 2-nél
elkezdddik, és a rendszerben csak monokomplexek képzddnek. Az [ML]" komplex
stabilitasi allanddjat pH-potenciometrias és UV-lathatd spektrofotometrids mérésekkel
hataroztuk meg, utobbi esetben kovetve a toltésatviteli sdvok valtozasait a pH fiiggvé-
nyében. A két moddszerrel meghatarozott stabilitdsi allandok j6 egyezést mutatnak

egymassal. Feltételezéslink szerint a kialakult monokomplexben az etil-maltol ligandum
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(0,0) kétfoghi modon koordinalodik a [Ru(Il)-n’-p-cimol]-hoz, mint ahogy azt korabban
Kandioller és mtsai. rontgendiffrakciés modszerrel meghataroztak mas maltolszamazékok
esetén szilard fazisban.'** A [Ru(Il)-n®-p-cimol] harmadik koordinacids helyén Klo-
ridmentes kozegben pH 7 alatt feltehet6en viz molekula koordinaléddik.

A ligos kozegben lejatszodé folyamatok megértését az 'H NMR spektroszkopias
méréseink nagymértékben segitették (26. abra). Az NMR idéskalahoz képest lassu
cserefolyamatok miatt jol elkiilonitheték a szabad és komplexben kotott ligandum, illetve
[Ru(I)-n®-p-cimol] protonjainak jelei. A kiilsnbdz6 modszerrel felvett spektrumok
valtozasai tisztdn mutatjak, hogy pH 8,8 felett két atfedé folyamat jatszodik le. Egyrészt
vegyes-hidroxidokomplex [MLH_;] képzédik, ami a [ML]" komplex jeleinek diaméagneses
eltolodasat eredményezi, masrészt a [Ru(11)-n°-p-cimol(L)] komplex a

2 [Ru(11)n®p-cimol)(L)(H,0)]" + 3 OH" == [(Ru(I1)-n’-p-cimol),(OH)s]* + 2 L™ + 2 H,0
folyamat szerint disszocial, és a kétmagva [M,H_ 3] komplex, illetve a szabad ligandum

jelenik meg a rendszerben.

pH ML]* — [MLH
11,07 [ML]* — [MLH,]

10,31
9,70
9,09 [MH 5]*
8,76
8,19
7,53
6,32
4,47 58

4117 M12+ [M]2+ g 5,61 &
3,66 254 L

=]
3,17 5,2 ‘ ; :
2,59 2 5 pH 8 11

5,95 5,75 5,55 5,35 5,15
8 /ppm

26. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-etil-maltol 1:1 aranyu rendszer pH-fiiggd "H NMR spektrumai a
[Ru(I1)-n°-p-cimol] aromés protonjaihoz tartoz6 jelek kémiai eltolodasnak tartomanyaban.

A beszirt diagram a *H NMR spektrumok adatai alapjin meghatdrozott komplexben 1évé
[Ru(11)-5%-p-cimol]-hoz tartozé CH(Ar) csoport jeleinek eltoléddsait mutatia a pH fiiggvényében
(0,A: mért, folytonos vonal: meghatdarozott pK [ML] alapjdn illesztett).
(cL=cm=1,0x10%M, 1=0,2 M KNO;, t =25 °C, 10% D,0)

Ez utobbi folyamat feltételezeésiink szerint lassu, a mérési idOtartam alatt az egyensuly
nem all be a rendszerben, ezért a folyamatot pH-metrids tGton, a mérési koriilményeink
kozott nem tudtuk kovetni. Az [ML]* komplex pK-janak becslése a pH-fiiggd *H NMR
spektrumok valtozasan alapult. A CH(Ar)-arén protonok eltolodasaibol szamolt pK-érték
(pK =9,31+£0,01) j6 egyezést mutat az irodalomban korabban meghatarozott értékkel
(9,12) 143144
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4.3.1.2. [Ru(11)-n®-p-cimol]-etil-maltol és [Ru(I)-n°-p-cimol]-allomaltol rendszer

tanulmanyozasa kloridiont tartalmazo kozegben

Mint ahogy az korabbi fejezetekben mar tobbszor emlitetésre keriilt, a Kloridion
koordinalodni képes a [Ru(11)-n°-p-cimol] szabad koordinacios helyeire, igy szerepét a
komplexképzddési folyamatokban nem lehet elhanyagolni. Etil-maltol és allomaltol li-
gandumok esetében a komplexképz3dés kloridion jelenlétében [(Ru(l1)-n°-p-cimol)Xs]"-lal
(X = H,O vagy CI" n = "1-"2; a tdltés feltiintetését a késObbiekben az egyszeriiség
kedvéért elhanyagoljuk)) sok tekintetben hasonld, mint nitratos kozegben: [ML] és
[MLH_;] részecske képzddését tapasztaltuk. Azonban néhany kiilonbség is észrevehetd.
Figyelembe kell venniink, hogy a [(Ru(I1)-n®-p-cimol)X3] és a [Ru(ll)-n°-p-cimol(L)X]
komplexekben a koordinalddott vizmolekula kloridionra cserélédhet, ezért az altalunk
meghatarozott allandok latszolagos stabilitasi allandok, melyek csak az adott koriillmények
kozott érvényesek (0,2 M KCI, t =25 °C). Masrészt a kloridion, mint ,,versengd” ligan-
dum, hatassal van [ML] komplex stabilitasara is.

A képz6d6 komplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit pH-potenciometrias, illetve

UV-lathato spektrofotometrias uton hataroztuk meg (27. abra).

12 1 15
jon
1,0

08 4

0,6

0,4

Abszorbancia

0,2

400 450 500
A/nm
27. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-etil-maltol rendszer pH-fiiggd, higitassal korrigalt UV-lathato spektrumai
pH = 1,9- 11,4 tartomanyban.
A beszurt diagram az abszorbancia valtozasat mutatja a pH-fiiggvenyében A = 326 nm-en.
(cL=cy=1,0x10*M,1=02MKCI, t=25 °C)

250 300 350

A nitratos kozegben végzett méréseinkhez hasonldan, a komplexképzddést kloridion
jelenlétében 'H NMR mérésekkel is tanulményoztuk. Az 1:1 fémion-ligandum arany
mellett mért [Ru(lI)-ns-p-cimoI]-aIIomaItoI rendszer reprezentativ pH-fiiggd ‘H NMR
spektrumait a 28. abra mutatja.
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28. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-allomaltol 1:1 aranyu rendszer pH fiiggd "H NMR spektrumainak alifs régidja
(cL=cw=2,0x103M,1=02MKCl, t=25 °C, 10% D,0)

A spektrumokon mindkét rendszerben az [ML] komplex képzédését jelzé cstcsok mar
pH 2 alatt felismerhet6k, de még pH 4 felett is azonositani lehet a szabad ligandum, illetve
[Ru(11)-n°-p-cimol]-hoz rendelhetd jeleket. A kotdtt és nem kotott ligandum, illetve
[Ru(I1)-n®-p-cimol] rész protonjaihoz rendelhetd jelek a spektrumokon jol elkiiloniilnek,
igy az egyes részecskékhez tartozo jel alatti teriiletekb6l informaciot nyerhetiink azok
aranyar6l. A szamitott moltortek alapjan szintén megallapithato, hogy kloridion
jelenlétében az [ML] komplex aranya kevesebb, mint annak hianyaban, amibdl arra
kovetkeztetiink, hogy a kialakult komplex stabilitasa valamivel kisebb ebben a
kornyezetben. A pH-potenciometrids mérésekbdl szadmolt stabilitdsi allandok alapjan
meghataroztuk a szabad fém és a komplex aranyat a pH-fiiggvényében az "H NMR
mérések soran alkalmazott koriillmények kozott, és sszevetettiik az 'H NMR spektrumok

alapjan becsiilt értékekkel.

10 |
08 | Z (ML X + +
S06 - +
?04 |
0'2 M] f
2 . )l(
0,0 _© : PP WP ‘ >l<
2 4 6 8 10

pH
29. abra: [Ru(11)-n’-p-cimol] CH; and iPr-CHs protonjaihoz rendelhet jelek integraljai alapjan szamolt
kotott (x) és szabad () [Ru(I1)-n°-p-cimol] méltértjeinek aranyai, és [Ru(l1)-n°-p-cimol(Z)s]-allomaltol
rendszer koncentracioeloszlas diagramja a pH-potenciometrias mérések soran meghatarozott stabilitasi
allandok alapjan (folytonos vonal); (Z = H,O vagy CI")
(cL=cu=2x10°M,1=0,2 MKCl, t =25 °C, 10% D,0)

A 29. abra azt mutatja, hogy allomaltol esetén két mérés pH~8-ig jo egyezést mutat, a

felett azonban jelentGsen eltér. A kiilonbség oka valoszintileg az [M;H_3] megjelenéséhez,
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pH-metrids mérések soran lugosabb pH-tartomanyban az egyensuly nem teljes, igy annak
kiértékelése nem lehetséges. Etil-maltol esetében a disszociacié némileg magasabb pH-n
kezdédik. Az [MyH 3] jele csak pH~9 felett jelenik meg, igy lehetéség van az [MLH.]
stabilitasi allandojanak meghatdrozasara pH-metrias, UV-lathaté fotometrids mérésekbdl
IS, ugy hogy adatainkat pH~9-ig vessziik figyelembe.

Az [ML] komplexek deprotonalodasat jellemzd pK-értéket az *H NMR-méréseink
alapjan becsiilni tudtuk etil-maltollal és allomaltollal képzett komplexek esetében is a
komplexben 1év6 cimol rész aromas protonjainak eltolédasaibol (9. tablazat).

Azért, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy biszkomplex nem képzddik, ligandum felesleg
mellett vizsgaltuk az "H NMR spektrumok valtozasat a pH fiiggvényében. Ezeken a
spektrumokon (melléklet — M3) csupéan olyan jeleket tudtunk azonositani, melyet mar az
1:1 fémion:ligandum arany mellett rogzitett spektrumok is mutattak, biszkomplex

jelenlétére utald csucs nem jelenik meg a spektrumokon, igy annak jelenlétét kizarhatjuk.

Ha osszehasonlitjuk az allomaltol és az etil-maltol [ML] komplexeinek stabilitasi
szorzatait az irodalomban kozolt [Ru(l1)-n®-p-cimol] maltollal alkotott komplexével, a
stabilitasi allandok a

lg B [ML]anomattor (8,35) <19 B [ML]etit-mattol (8,95) < 1g B [ML]martor (9,05)
trendet mutatjak. A ligandumok eltéré bazicitdsa miatt valdjaban a stabilitasi allandok
(Ig B [ML]) értékei kozvetleniil nem Osszevethetdk, igy pontosabb képet akkor kapunk a
komplexek stabilitdsardl, ha azok bazicitassal korrigélt stabilitdsi allandoit hasonlitjuk
Ossze. A

[Ru(11)-n°-p-cimol(Z)s] +HL = [Ru(ll)-n®-p-cimol(L)(Z)] + H* + 2 X

(Z = H,0 vagy CI") folyamatra szamolt
lgK'=1g B [ML] - pK (HL)
érték a komplexképzédés soran az [ML] képzddésére szamolhaté szarmaztatott allando,
melyben a komplex stabilitdsi szorzatanak értékét a ligandum fenolos csoportjanak
bazicitasaval korrigaltuk. Minél nagyobb a Ig K’ allando, annal stabilisabb a képzddo
komplex. A Ig K’ szarmaztatott allandok a mar emlitett trendet tamasztjak ala:
19 K attomaitor (0,38) <19 K’ gtit-maitol (0,45) <19 K’ maitor (0,60).

A stabilitasi sorrendbdl ugy tlnik, a gytirtin 1évé metilcsoport helyzete hatassal van a

speciaciora, az allo-szarmazék [Ru(l I)-nG-p-cimol]-IaI alkotott komplexe kisebb stabilitasu.

Hasonl6 kovetkeztetéseket vontak le az allomaltol Ga(Ill)-al képzett komplexére is.17®
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Masrészr6l a metilcsoport etilcsoportra torténd cseréje szintén kismértékii stabilitas
csokkenést eredményez. Irodalmi adatok alapjan megallapithatjuk azt is, hogy a maltol,
illetve altalunk vizsgalt szarmazékok [Ru(l11)-n°-p-cimol] komplexeinek stabilitisa a 3,4-
hidroxipiridinonoknal kisebb,*® mig a 3-hidroxi-2-piridinin szarmazé-kokénal nagyobb.*®

Kloridmentes kézegben a [Ru(l1)-n°-p-cimol(L)(H20)]* komplexekben a harmadik
koordinacioés helyre vizmolekula koordinaloédik. Kloridion koncentraciotol fiiggéen
azonban a koordinalddott vizmolekulat a kloridion kiszorithatja, vagy forditva: az
eredetileg Kkloridokomplexben a kloridion helyére képes vizmolekula koordinalédni. A
gyors klorid-akva cserefolyamat miatt a [Ru(I1)-n°-p-cimol(L)(C)] és [Ru(l1)-n°-p-
cimol(L)(H,0)]" komplexek jelei az ‘H NMR spektrumokon nem kiiloniilnek el
valtoztatva, az egyes csoportokra jellemzdé kémiai eltolédasok értékeinek valtozésaibol
kovetkeztethetiink az akva/klorido komplexek aranyara. Ezért kovettik az ML komplex
spektralis tulajdonsagainak valtozasat a kloridion koncentraciot valtoztatva pH = 3,50 (L =
etil-maltol) és pH = 5,50-nél (L = allomaltol) (30. abra). (Az oldatok pH-értékét ugy
valasztottuk meg, hogy az adott pH-n az [ML] komplex kozel 100 %-ban legyen jelen.) Az
oldatok kloridion tartalmat ndvelve az NMR jelek eltolodasiban, egy kismértéki, de jol
kovethetd valtozas volt megfigyelhetd, ami a

[Ru(11)-n°-p-cimol(L)(H20)]* + CI" == [Ru(11)-n°-p-cimol(L)(CI)] + H,O
folyamathoz kothetd.

A kémiai eltolédasok valtozasaibodl 1épcsdzetes stabilitasi allandot becsiiltiink a viz/Cl™
ko-ligandumok cserefolyamatainak jellemzésére. Ez alapjan az etil-maltol [Ru(11)-n°-p-
cimol(L)(CI)] komplexeinek aranya 0,1 M illetve 0,2 M kloridkoncentracio esetében 36 %
illetve 52 %-ban vannak jelen, mig allomaltol esetében a becsiilt érték 44 % illetve 66% a

vizsgalt pH-értéken .

“a vérplazma kloridion koncentracidja kb. 0,1 M
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30. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-etil-maltol (pH = 3,5) (a) és allomaltol (pH = 5,5) (b) rendszer *H NMR
spektrumainak aromas régidja valtozo kloridion koncentracio mellett.
Ligandumok: 0,0 és [Ru(I1)-n°-p-cimol]: # aromas protonjainak jelei;
(cL=cw=2x107°M, t=25°C, 10% D,0)

it

4.3.2.(0O,N) ligandumok oldategyenslyi viszonyai [Ru(l1)-n°-p-cimol]-lal

A [Ru(Il)- n®-p-cimol]-pikolinsav komplexe, melynek rontgenszerkezetét az irodalmi
bevezetOben mar bemutattuk (12. abra), rdkellenes aktivitast mutat. Hasonléan az (O,0)
donoratomos rendszereinkhez vizsgaltuk az [Ru(l1)-n°-p-cimol(O,N)(Z)] rendszerek
oldategyensulyi viszonyait kloridos, illetve pik esetén kloridmentes, nitratos vizes

kozeghen.

10. tablazat: [Ru(I)-n’-p-cimol]-(O,N) komplexek kiilonb6zé modszerekkel
meghatirozott stabilitasi szorzatai®, proton disszociacids és szarmaztatott dllandéi (t =
25°C, 1=0,20 M KNO3"vagy KCI°)

pik® pik° 6-Mepik®  dipik®
lg B [MLH] - - - 12,4(3)
< lgp[ML] 8,90(1)  8,14(1) 7,44(1)  11,25(9)
2 @ Igp [MLH_] 0,90(2) -0,76(2) —1,63(4) 2,40(5)
< £
< 2 pK[MLH]= ) ) i 115
T8 198 [MLH]-1gB [ML] '
5 g PKIML]= 8,00 8,90 9,07 8,90
g lgp[ML]~1g B [MLH] ’ ’ ’ ‘
“ |gK’[ML] = d
3,75 2,97 1,62 4,65
19 B [ML] — pK, (HL)
< 9B [MLH_] 0,86(2) -0,75(2) -1,60(3)  2,27(5)
I £ pK[ML]=
o2 8,04 8,90 9,04 8,98
E Igp [ML]-Igp [MLH-]
. pK [ML] 8,10 - - -
T3 Ig K* (H,0/CI)° - 1,83(6) 1,45(5) 0,7(1)

®A zardjelben az allandokra szamolt utolsd jegy bizonytalansaga van feltiintetve.

“lg B [ML] - pK, (HL) — pK, (HL)

°[Ru(I1)- n®-p-cimol(L)(H,0)]" + CI == [Ru(ll)-n’-p-cimol(L)CI] + H,O (valtozo
kloridkoncentracié mellett)
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4.3.2.1. [Ru(11)-n’-p-cimol]-pikolinsav rendszer tanulmanyozasa kloridmentes ko-

zegben

A pH-potenciometrids méréseink alapjan a titralasi gorbék kezdeti szakaszabol
megallapitottuk, hogy [Ru(l1)-n®-p-cimol]-pikolinsav rendszer esetében mar pH 2 alatt
szinte teljes a protonleszoritas a ligandumrol, azaz a komplexképzédés szinte teljesnek
mondhaté. Ezért a képzédé [ML]" komplex stabilitasi allandéit pH-fiiggé UV-lathato
spektrofotometrias mérésekkel hataroztuk meg pH 2 alatti egyedi mintak mérésével és
tartalma alapjan szamoltuk. A pH csokkenésével a minta KNO; tartalmat HNOs-ra
cseréltiik, igy az ioner6sség a pH 2 alatti tartomanyban is 0,2 M maradt, mig pH 2-11

kozott titralas soran rogzitettiik az abszorpciods spektrumokat. (31. abra).

=
o

o
o)

o
o

Abszorbancia
o
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o
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0,0 - \ \ \ \
330 360 390 420 450
Alnm
31. abra: A [Ru(I1)-n°-p-cimol]-pikolinsav rendszer pH-fiiggd UV-lathaté spektrumai.
A sziirkével jelolt rész a pH 0,8-2 tartomanyban felvett egyedi mintak spektrumai, a fekete gérbék a titralas
folyaman pH 2—11 kozott felvett, higitassal korrigalt abszorbancia spektrumai.
A beszurt diagram az abszorbancia valtozasat mutatia a pH-fiiggvényében A = 344 nm-en a szamolt
dllando alapjan illesztett gorbével egyiitt (szaggatott vonal).
(cL=cm=32%x10"*M, 1=0,2 M KNO;3/ HNO;, t =25 °C)

Az értékelés soran 330-500 nm hulldmhossz tartomanyat vettiik figyelembe ahol sem
ligandumnak, sem a nitrationnak nincs fényelnyelése. A fotometridas mérések lugos
tartomanyban felvett spektrumaibol meghataroztuk a [MLH.;] Ig B-értékét is. A foto-
metrids mérések savas tartomanyabol szamolt [ML]" komplex Ig B-értékét (8,9) rogzitve a
potenciometrias mérések lugos tartomanyabol meg tudtuk hatarozni [MLH_;] komplex
stabilitasi szorzatat.

A pH-potenciometrias és UV-lathato fotometrids méréseinket 'H NMR mérésekkel
egészitettiik ki (32. abra).
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32. abra: [Ru(l1)-n°-p-cimol]-pikolinsav 1:1 fémion-ligandum aranya rendszer pH fiiggé *H NMR
spektrumai a ligandum aromas protonjaihoz tartozo jelek kémiai eltolddasnak tartomanyaban.
(cL=cy=10x10°M,1=02M KNOs, t = 25 °C, 10% D,0)

A savas pH tartomanyban felvett spektrumokon a szabad ligandum, illetve [Ru(I1)-n®-p-
cimol] jelei nem, vagy csak alig észreveheték, megerdsitve ezzel korabbi feltételezé-
seinket, miszerint az [ML]" komplex képzddése mar pH 2,5 alatt befejezddik. pH 2,5-6
kozott a rogzitett spektrumokon nincs valtozas, pH 7 felett a komplex jelei fokozatosan
alacsonyabb ppm tartomany felé tolédnak el, ami az [MLH_;] vegyes hidroxidokomplex
képzOddéséhez kothets. Mivel a deprotonalodas az NMR idéskalan gyors cserefolyamat,
emiatt a két egyensulyt tartd6 komplex atlagjelét latjuk. A jelek eltolodasnak pH-fiiggd
valtozasabol az [ML] komplex deprotonalddasat jellemz6 pK-érték szamolhato.

A fotometrigs, pH-potenciometrias, illetve a pH-fiiggd ‘H NMR spektrumok
valtozasaibol meghatarozott [MLH 1] Igp, illetve az [ML] komplex pK-értékeit a
10. tablazatban tiintettiik fel.

A 33. abra jol mutatja, hogy pH-metrias mérésekb6l meghatarozott [MLH_;] Ig B-érték
alapjan az NMR mérésink soran alkalmazott koncentraciora szamolt eloszlas alapjan az
[ML] komplex aranyanak csokkenése jol koveti az

[ML]" = [MLH_] +H"
folyamathoz rendelhet6 pikolinsav CH(5) csoportjahoz tartozo proton jelének eltolodasat.
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33. abra: Koncentracioeloszlasi gorbék a [Ru(l1)-n’-p-cimol]-pikolinsav rendszerben 1:1 fémion-ligandum
arany mellett és az "H NMR spektrumok adatai alapjan meghatarozott ligandumhoz tartozé CH(5) csoport
jeleinek eltolodasai (m).

(cL=cm=1x10°M, 1=0,2 M KNO3, t =25 °C, 10% D,0)

Savas tartomanyban az [ML]* komplexben feltehetden a [Ru(ll)-n®-p-cimol]-hoz a
pikolinsav kétfogti (O,N) ligandumként koordinalodik ottagt kelatgytrit kialakitva, ahogy
azt a korabban bemutatott XRD-s 4bra is mutatja (14. abra).">> A [Ru(l11)-n°-p-cimol]
szabad, harmadik koordinacios helyén feltehetden vizmolekula van. Az [MLH_;] részecske
vegyes hidroxidokomplexnek ([ML(OH)]) felel meg, ahol az [ML] részecskében
koordinalodott vizmolekula deprotonalddik, és kialakul az [MLH_;] komplex.

Bar termodinamikai alapon, a hidrolizist leiré allandok ismeretében varnank a
trihidroxido dimer részecske megjelenését, az 'H NMR mérések azt mutatjak, hogy a
kialakult [Ru(l1)-n°-p-cimol]-pikolinat komplex béazikus pH-tartomanyban sem disszocial.
Az NMR spektrumokon nagyobb pH értékeknél (pH 10 felett) sem jelenik meg a
disszocialt szabad ligandum, illetve a [M3H_ 3] részecske jele. Disszociacio jelét az 1 nap
utan felvett pH 7,4 és 9,0 oldatok NMR spektrumain sem észleljiik (34. abra). Az [ML]

2[ML]" = [MoH3]" +3H + 2L,
illetve az
2[MLH,4] = [MoH]" +H +2 L
folyamatok lasstiak, kinetikailag gatoltak. Hasonldan lassu disszociacios folyamatokat

tapasztaltak hidroxi-piridinon komplexek esetében is.'*’
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34. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav 1:1 aranyu rendszer pH 7,04 és pH 9,00-n felvett
'H NMR spektrumai 1, 6 és 24 h 6ra mulva a ligandum aromas protonjaihoz tartozé jelek kémiai
eltolodasanak tartomanyaban.

A bekeretezett spektrumreszletek jelzik, hol varnank a szabad ligandum jeleinek helyét a spektrumon.
(cL=cm=1x103M, 1=0,2 M KNO3, t =25 °C, 10% D,0)

4.3.2.2. [Ru(11)-n°-p-cimol] komplexképzédési folyamatai pikolinsav, 6-metil-piko-

linsav és 2,6-dipikolinsav ligandumokkal kloridionos kozegben

A kloridion versengd ligandumként képes kis mértékben visszaszoritani a pik [Ru(ll)-
n®-p-cimol]-hoz valo koordinaciojat, a komplexképzédés pH 2-nél még igy is jelentds. (A
koordinalt vizmolekula részben kloridra van cserélve, emiatt ebben a kozegben
meghatdrozott allandok latszolagos allandoknak tekinthet6k, 0,2 M kloridkoncentréacio
mellett.) A pik komplex nagy stabilitasa miatt az [ML] komplex stabilitasi allanddjat a
kloridmentes kozeghez hasonldéan fotometrias mérésekkel hataroztuk meg pH 2 alatti
egyedi mintak Osszeallitasaval, illetve pH 2 feletti titralas kombinaciojaval. 230-538 nm
hulldmhossz tartomanyban mért pH-fiiggd spektrumok valtozéasait kovetve szamoltuk
[ML] és [MLH_;] komplexek stabilitasi szorzatait. A fotometrias modszerrel meghatarozott
[ML] allandot (Ig B [ML] = 8,14) rogzitve értékeltiik ki a pH-potenciometrias titralasi
gorbéket, és hataroztuk meg az [MLH_;] stabilitasi szorzatat.

Az allandok kozvetlen Osszevetésébdl is latni lehet, hogy a nitratos kdzegben az [ML]
stabilitasi allanddja illetve a pK [ML] értéke is nagyobb. A kloridion ugyanis versengd
ligandumként képes részben visszaszoritani a komplexképzddést, illetve a komplex
hidrolizisét is.

A pH-fiiggé *H NMR spektrumokat lagos tartomanyban vizsgalva informaciot tudtunk
nyerni a komplex hidrolizisével, illetve disszociacigjaval kapcsolatban is, ¢és

megallapitottuk, hogy a spektrumokon még pH 11-nél sem latjuk a disszociaci6 jelét, nem
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jelenik meg a [MyH_s]-ra jellemz6 csucs, melynek helye az abran a szaggatott vonallal

jelolt részeken lenne varhat6 (35. abra).

* o R
223 Jo R %0

95 93 83 81 79 6,0 58 56 54 52
8/ppm
35. abra: [Ru(l1)-n°-p-cimol]-pikolinsav 1:1 aranyt rendszer pH fiiggé *H NMR spektrumai a ligandum és a
[Ru(11)-n°-p-cimol] aromés protonjaihoz tartozo jelek kémiai eltolodasanak tartomanyéban.
A szaggatott vonallal keretezett spektrumrészletek jelzik a [M,H_3] cimol részének aromas protonjainak
eltolédasainak helyét, amely nem jelenik meg a titralas soran.
Lig CH(6): @ [ML(H,0)]*; o [MLCI]; ® [MLH_];
Lig CH(5): m [ML(H;0)]"; o [MLCI]; = [MLH_];
Lig CH(3): A [ML(H,0)]"; A [MLCI]; A [MLH_];
Lig CH(4): fekete csillag [ML(H,0)]"; iires csillag [MLCI]; sziirke csillag [MLH_4];
[Ru(11)-n°-p-cimol] Ar(CH): ¢[ML(H,0)]"; 0 [MLCI]; ¢ [Ru(11)-n°®-p-cimol(Z)s] (Z = H,0 vagy CI").
(cL=cw=1x10°M,I=02MKCl, t=25 °C, 10% D,0)

Az irodalomban taldltunk informaciét arra vonatkozdan, hogy szilard féazisban
igazoltak, hogy az aromas gytriiben 1évo piridin-N-ek képesek egyfogu koordinaciora is
(més donoratom jelenlétének hiémyélban),152 igy a biszkomplexek képzddése elképzelhetd
lenne a pikolinsav, illetve szarmazékainak esetében is. Annak bizonyitasara, hogy a mi
rendszereinkben kizarélag monokomplexek képzddnek 1:1 illetve 1:2 fémion-ligandum
aranynal vizsgaltuk az 'H NMR spektrumok pH fiiggését. Az 1:2 fémion-ligandum
aranynal felvett spektrumokon a monokomplexek ¢és a nem kotott ligandum jelén kiviil
nem jelenik meg Uj cstcs. Csak olyan részecskék jelét latni, melyek az 1:1 ardnynal is
megjelentek. Ezen kiviill pH 3,2 értéknél, valtozo fémion-ligandum arany mellett
vizsgaltuk a felvett "H NMR spektrumokat (36. abra). Ezen a pH-n a komplexképzédés
mar 100%-os, és még nem kezdédnek el deprotonalodasi folyamatok. A spektrumok
kiértékelése soran nem lattuk jelét biszkomplex képzddésének, igy annak jelenlétét ebben

az esetben is kizarhatjuk.
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36. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav valtozé fémion-ligandum arany mellett felvett ‘H NMR
spektrumainak részletei az aromas (a.) és alifas (b.) régiokban.
Lig CH(6): ® [ML(H,0)]*; o [MLCI];  [HL];
Lig CH(5): m [ML(H;0)]*; o [MLCI]; = [HL];
Lig CH(3): A [ML(H,0)]"; A [MLCI]; A [HL];

Lig CH(4): fekete csillag [ML(H,0)]"; iires csillag [MLCI]; sziirke csillag [HL];
[Ru(I1)-n°-p-cimol] Ar(CH): ¢ [ML(H,0)]"; ¢ [MLCI]; # [Ru(ll)-n°-p-cimol(Z)s]
[Ru(11)-n°-p-cimol] Me(CHz): ¥ [ML]; ¥ [Ru(ll)-n°-p-cimol(Z)s]
[Ru(11)-n°-p-cimol] iProp(CHs): #[ML]; # [Ru(ll)-n°-p-cimol(Z)s]
(PH=3,2;c,.=2x10°M; 1=0,2 M KCI, t =25 °C, 10% D,0, Z = H,0 vagy CI")

A kloridion jelenlétében a felvett *H NMR spektrumokon még egy fontos jelenségre
figyelhetiink fel. Az [ML] komplex képzddési tartomanyaban a spektrumokon az [ML]
komplex jeleinek egy nagyobb, illetve egy kisebb intenzitasti parja is azonosithato,
melyeket a spektrumokon teli, illetve Tres jelzésekkel kiillonboztettiink meg.
Megallapitottuk, hogy a kisebb intenzitasu jelek az akva-, mig a nagyobb intenzitastak a
kloridokomplexhez tartoznak. Az NMR iddskalahoz képest lassu cserefolyamatok miatt a
két komplex jelét kiilon latjuk. A klorido-akva ligandum cserét az [ML] komplexben
részletesen Vizsgéltuk. pH 3,2-nél vettiink fel 'H NMR spektrumokat 1:1 fém:ligandum
sorozat segitette a spektrumokon a klorido- és akvakomplex jeleinek azonositasat, masrészt
egyensulyi allandot (Ig K*) tudtunk becsiilni a

[ML(H,0)]" + CI" = [MLCI] + H,0
folyamatra. A csucs alatti tertiletek arényaib()l tudtuk szamolni az akva- illetve Kklo-
aminek segitségével a kiilonbozd kloridion koncentraciok mellett megjosolhatd az [ML]

akva-klorido részecskék aranya.
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37. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav 1:1 fémion-ligandum aranynal felvett "H NMR spektrumainak
részletei valtozoé kloridion koncentracidé mellett.
Lig CH(6): ® [ML(H,0)]*; o [MLCI];
Lig CH(5): m [ML(H,0)]"; o [MLCI];
Lig CH(3): A [ML(HZO)]+; A [MLCI];
Lig CH(4): fekete csillag [ML(H,0)]"; iires csﬂlag [MLCI];
[Ru(11)-n°-p-cimol] Ar(CH): 0 [ML(H,O)]*; ¢ [MLCI];
(PH=3,2;c . =cy=2x 102 M; t=25 °C, 10% D,0)

[Ru(11)-n°-p-cimol]-6-Mepik rendszer tanulmanyozasa soran a [Ru(ll)-n’-p-cimol]-pik
rendszer vizsgalatahoz hasonlé méréseket, kiértékelési modszereket végeztiink. A spektro-
fotometrias és pH-metrias mérésekbdl meghatarozott allandokat a 10. tablazatban tiintettiik
fel. A stabilitasi szorzatokat kozvetleniil 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a 6-Mepik
ligandum [Ru(Il)-n®-p-cimol] komplexei kisebb stabilitasiak a [Ru(l1)-n°-p-cimol]-
pikolinat komplexekhez képest.

Ezt tamasztjak alé a bazicitassal korrigalt stabilitas allando értékei is (Ig K’ = 3,00 (pik);
lg K’ = 1,58 (6-Mepik)) melyet feltehetden a piridin-gytiriin 1évé metilcsoport szférikus
gatlasa okozhat. Hasonl6 tendenciat figyeltek meg cink(II) és vanadil(IV)ionok komplexei
esetén is, ott a pikolinsav kompakt méretével magyaraztak a nagyobb stabilitast a 6-Mepik-

198 Feltehetden a kisebb stabilitas az oka annak, hogy [Ru(l1)-n°-p-cimol] 6-

hez képest.
metil-pikolinsavval alkotott komplex pH 10 felett disszocial, és megjelenik a rendszerben a
szabad ligandum, illetve a kétmagvi [MaH_s] részecske, melynek jelei az ‘H NMR

spektrumokon is jol beazonosithatok (38. abra).
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38. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-6-metil-pikolinsav rendszer "H NMR spektruma lugos kézegben
(pH 10,58), a ligandum aromds (a.) és a [Ru(II)-n°-p-cimol] iProp(CH3) protonjaihoz (b.)
tartozo jelek kémiai eltolodasanak tartomanyaban.

A szaggatott vonallal bekeretezett rész jelzi a szabad ligandum illetve [MyH_3] megjelenését.
(cL=cw=2x10°M,1=02MKCI t=25 °C, 10% D,0)

Mivel a disszociaci6 lassu folyamat, és a vizsgalat ideje alatt az egyenstly nem all be a

rendszerben, ezért méréseinket csak pH~10-ig, a kétmagvi részecske megjelenéséig vettiik

figyelembe a kiértékelések soran.

A meghatarozott stabilitdsi szorzatok segitségével szamolt koncentracideloszlasi

gorbéket a pik-[Ru(l1)-n’-p-cimol], illetve a 6-Mepik-[Ru(I1)-n®-p-cimol] rendszerre a 39.

abra mutatja be.
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39. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-pik (folyamatos vonalak) és [Ru(II)-n°-p-cimol]-6-Mepik
(szaggatott vonalak) rendszerek koncentracioeloszlasi gorbéi
(cL=cu=2x10°M,1=0,2 MKCI, t =25 °C)

[Ru(II)-nG-p-CimOI] 2,6-dipikolinsavval valé komplexképzddése soran savas kozegben

masodik karboxilcsoport jelenléte miatt lehetdség van [MLH] komplex képzdodésére is

mely sordn a nem koordinalédo karboxilcsoport protonalt formaban van jelen a

komplexben. A komplexképzddés az pikolinsav és 6-metil-pikolinsavhoz hasonloan, ebben

az esetben is nagyon savas pH-n indul. A 40. abran bemutatott titralasi gérbéken pH 2-nél
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mar nincs szabad [Ru(11)-n°-p-cimol] a rendszerben, és [MLH] komplex deprotonalédasa

is szinte teljesnek mondhato.
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40. abra: [Ru(l1)-n°-p-cimol]-2,6-dipikolinsav titralasi gorbéi
(%) 1:1; (0) 1:2; (-) 1:4; (®) 0:1 fémion-ligandum arany mellett
(cL=2x10°M,1=02MKCL, t=25 °C)

Ezért pH-potenciometria Onmagdban ennél a rendszernél sem alkalmas a
komplexképz6dés teljes elemzésére. [MLH] és [ML] komplexek stabilitasat pH 1-2
kozotti egyedi mintak UV-lathatd abszorbancia spektrumai alapjan hataroztuk meg
A = 224-540 nm kozott (41. abra).
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41. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-2,6-dipikolinsav rendszer pH-fiiggd UV-lathat6 spektrumai
pH 1 - 2 tartomanyban (folytonos vonalak), illetve 6sszehasonlitasként a ligandum (pontozott spektrum) és
a [Ru(11)-n°-p-cimol] (szaggatott vonal) spektruma pH 2-nél.
(cL=cw=12x10*M,1=02MKCIl/HCl t =25 °C)

A kiértékelés soran a vizsgalt pH-tartomanyban figyelembe vettiik a ligandum spektru-
mainak valtozasait is pH 1-2 tartomanyban. A 41. abran bemutatott pH 2 alatti mintak
spektrumaibdl jol latszik, hogy A = 320-380 nm tartomanyban (ahol a ligandumnak nincs
elnyelése) az 1:1 ardnyl mintdk esetében mar a legsavasabb kémhatasi minta
abszorbanciaja is joval nagyobb, mint a szabad [Ru(ll)-nG-p-cimoI] sajat spektruma azonos
koncentraci6 mellet, ami jelzi, hogy mar pH 1-nél is jelentds a komplexképzodés.

A pH 1-2 kozott rogzitett spektrumok valtozasai alapjan szdmoltuk [MLH] és [ML]

részecskék stabilitdsi szorzatait, majd ezeket allando értéken rogzitve értékeltiik ki pH 2—
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11 tartomanyban a mintdk titrdlds soran mért abszorbancia spektrumait és a pH-
potenciometrids gorbék lugos szakaszat. A 40. abran bemutatott titralasi gorbéken jol lat-
hatd, hogy pH~8 felett egy protontermelé folyamat indul el, melyet [MLH ;] komplex
képzddéséhez rendelhetiink. Emellett az 1:1 fémion-ligandum aranyu titralas erésen lagos
szakaszaban a [M;H_3] részecske képzddése is lugfogyaszté folyamat. Ligandum felesleg
esetében a komplex disszociaciojat kiséré lugfogyasztd folyamatot nem észleltiik, a
ligandum nagyobb koncentracioja valdsziniileg megvédi a komplexet a disszociaciotol.

A fentebb leirt folyamatokat az 'H NMR méréseink megerdsitették. A 1:1 és 1:2
fémion-ligandum aranya rendszerekben kovettiik a komplexképzodést valtozé6 pH-n a
spektrumok valtozasai alapjan. A reprezentativ mérési spektrumsorozatot 1:1 fémion-

ligandum arany mellett a 42. abra mutatja be.
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42. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-2,6-dipikolinsav 1:1 ardnyu rendszer pH fiiggé "H NMR spektrumai a
ligandum és [Ru(11)-n°-p-cimol] aromas protonjaihoz tartoz6 jelek kémiai eltolodasnak tartoményéban.
Lig CH(4): e [ML(H,0)]; o [MLCI];
[Ru(11)-n°-p-cimol] Ar(CH):  [MLX]; (X = H,0 vagy CI")
A beszirt diagram az *H NMR spektrumok adatai alapjén meghatdrozott komplexben 1évé ligandumhoz
tartozo CH(4) csoport protonok jeleinek eltoloddasait mutatja a pH fiiggvényében.
(cL=cu=2x10°M,1=0,2 MKCl, t =25 °C, 10% D,0)

A spektrumokon pH 2-nél nem jelenik meg a szabad ligandumhoz, illetve [Ru(ll)-nﬁ-p-
cimol]-hoz tartozo jelcsoport. Hogy az

[MLHX]" = [MLX]" !+ H* (X =H,0 vagy CI")

folyamatot részletesebben is tanulmanyozni tudjuk pH 2-3 kozott a spektrumokat stirlibben

rogzitettiikk. A feltételezett deprotonalddasi folyamatot bizonyitja, hogy a részletesebben

vizsgalt savas tartomanyban a ligandumhoz tartozé protonok jelei pH 2,7-ig kismértékii

diamagneses eltolodast mutatnak (42. abra, beszuart diagram).
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A pik és 6-Mepik ligandumokkal valé komplexképzddéshez hasonléan a lassu
cserefolyamat miatt, az klorido- és akvakomplex jelei a dipikolinsav esetében is kiilon jelet
adnak a spektrumokon. pH 8 felett megindul az [ML] komplex hidrolizise. Az [MLCI]"
komplexhez rendelhetd jelek intenzitasa csokken, ami jelzi a komplex aranyanak
csokkenését, az [ML(H20)] jelei pedig a koordinalt vizmolekula deprotonalodasa miatt
alacsonyabb ppm értékek felé tolodnak el. pH 9 felett az 1:1 fémion-ligandum aranyu
rendszerben megjelenik a szabad ligandumhoz, illetve a [M;H_3]-hoz rendelheté protonok
jele. A 1:2 fémion-ligandum arany rendszerekben a szabad fémionnak nem észlelhetd
jele, mert a ligandum felesleg, ahogy azt a pH-potenciometrias titralasi gorbék alapjan
feltételeztiik, képes megvédeni a komplexet a disszociaciotol.

A szamolt stabilitasi szorzatok, illetve a bazicitassal korrigalt 1g K’ allando is azt
mutatja, hogy a 2,6-dipikolinsav nagyobb stabilitasi komplexet képez a [Ru(l1)-n°-p-
cimol]-lal, mint a pik, illetve annak 6-metil szarmazéka. Az egyszeresen negativ toltési
pikolinat ligandumokhoz képest a kétszeresen negativ t6ltésti dipikolinat koordinalédasa
kedvezdbb lehet a kétszeresen pozitiv tdltésti [Ru(11)-n°-p-cimol]-hoz.

Habar a 2.6-dipikolinsav haromfogt ligandumként is viselkedhet pl. Zn(11),** Cu(l1),2%
V(IV)O* 1 v(V)0," 2 Ru(ll) vagy Ru(lll)ionok?*2203204205 oqetén, uigy gondoljuk,
sztérikus okok miatt csak két donoratomjan (COO ,N) keresztiil koordinalddik a kdzponti
fémionhoz.

A masodik karboxilcsoport jelenléte amellett, hogy toltéssemlegesités révén noveli az
[ML] komplex stabilitasat, hatassal van a klorido-akva egyensulyra is. Az [ML] komplex
toltésviszonya a ligandumon 1év6é masodik deprotonalodott karboxilcsoport miatt az el6z6
rendszerekhez  képest eltérést mutat.  [Ru(l1)-n°-p-cimol]-dipik rendszerben az
akvakomplexnek semleges, a kloridokomplexnek pedig negativ toltése van. Ugy gondol-
juk, a deprotonalddott, negativ toltésii karboxilatcsoport képes visszaszoritani a szintén
negativ toltésti kloridion koordinalodasat a harmadik szabad koordinacids helyen.
Feltételezésiinknek nem mond ellent a valtozé kloridkoncentracié mellett 1:1 fémion-
ligandum arany mellett rogzitett "H NMR spektrumsorozat sem (43. 4bra, a, b). Az
abrakon elsd latasra is jol lathato, hogy 0,2 M kloridkoncentracional ~50-50 %-ban van
jelen a kétféle [ML] komplex. A két komplex aranya az [ML(H,0)] + CI" == [MLCI] +
H,O folyamatra becsiilt alland6 alapjan szamolt koncentracioeloszlas gorbérdl is
leolvashato. Az akva/klorido cserét jellemz6 Ig K* allandot az egyes részecskékhez tartozo
jelek integraljai alapjan szamolt akva- és kloridokomplexek egymashoz viszonyitott aranya

alapjan becsiiltiik meg.
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43. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-2,6-dipikolinsav 1:1 fémion-ligandum aranynal felvett *H NMR spektrumainak
részletei valtozoé kloridion koncentracidé mellett (a) aromas és (b) alifas régioban
Lig CH(4): e [ML(H,0)]*; o [MLCI];
[Ru(11)-n°-p-cimol] Me(CHz): ¥ [ML(H,0)]"; V[MLCI];
(cL=cw=2x10°M, t=25°C, 10% D,0)

Az [ML] komplex nagy stabilitasa ellenére valosziniileg a pikolindt komplexekhez
képest nagyobb akvakomplex arany (44. abra) ¢és a kloridokomplexek negativ t6ltése az
oka annak, hogy a 2,6-dipikolinsav [Ru(l1)-n®-p-cimol] komplexe nem mutat kiilondsebb
rakellenes aktivitdst. A pikolinsav semleges toltésii kloridokomplexei valdszintileg
konnyebben at tudnak jutni a rdkos sejtek membranjain. A vérhez képest a sejtplazmaban a
kloridkoncentraci6 kisebb, és a sejt belsejében a klorid ligandum vizmolekuléara cserélddik,
ami valosziniileg egy fontos aktivacios 1épés lehet a komplexek hatasmechanizmusaban. A
dipikolinsav [ML(H20)] komplexében, amely valdszinlileg mar a szérumban dominans
részecske az konnyen tadvozd vizmolekuldt a vérszérum kis és esetleg nagy moleku-
latdmegli komponensei mar a vérben konnyen kiszoritjak, igy elképzelhetd, hogy a

komplex be sem tud jutni a rakos sejtekbe.
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44, abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-(N,0) ligandumok [ML(H,0)] — [MLCI] részecskeeloszlasa valtozo a
kloridkoncentraci6 fiiggvényében a becsiilt 1g K* értékek alapjan (ligandum: pikolinsav-folytonos vonal, 6-
metil-pikolinsav-szaggatott vonal, 2,6-dipikolinsav-pontozott vonal)
(pH 3,2; cpuy = 1 x 10° M, t = 25 °C)

4.3.3.(0,S) ligandumok oldategyensiilyi viszonyai [Ru(Il)-n°-p-cimol]-lal

Munkam soran a [Ru(l1)-n°-p-cimol]-tioallomaltol rendszert tanulméanyoztam részle-

tesen. A meghatarozott allandokat a 11. tdblazat tartalmazza.

11. tablazat: Tioallomaltol pH-potenciometriasan
meghatérozott protondisszociacios allandoja, és [Ru(ll)-n°-p-
cimol]-tioallomaltolat komplexek kiilonb6zé6 modszerekkel
meghatarozott stabilitdsi szorzatai, proton disszociacios és
szdrmaztatott allandoi (t = 25°C, I = 0,20 M KCI) *

tioallomaltol

L& lgKML+L=ML,)’ 7,12(4)°
ST oK [MLH] 5,73(4)
S
;:; E G [ML] >13,4°
5 8

. lgK (ML + LH = ML,H) 5,16(1)

2 pK[MLH] 57(2)

T IgR(ML+L=MLy)P 7.1

® A zirdjelben az Aallandokra szamolt utolsd jegy
bizonytalansaga van feltiintetve.

® A stabilitasi szorzat a ligandum pK-értékébél, Ig K (ML + LH
== ML;H) és az ML,H pK-értékébol lett szamolva

¢ A minimum értéke a pH 0,9-nél felvett UV-lathaté spektrum
alapjan (¢, = 100 uM; M:L = 1:1)
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4.3.3.1. [Ru(l I)-nG-p-Cimol]-tioallomaltol rendszer tanulmanyozasa kloridiont tar-

talmazé kozegben

A [Ru(11)-n°-p-cimol] komplexképz3dés folyamatardl tioallomaltol ligandummal pH-
potenciometrids, UV-lathato fotometrias és 'H NMR spektroszkopias mérésekkel nyertiink
informaciokat 0,2 M kloridion jelenlétében. A hidroxi-tiopir(idin)on tipust vegyiiletekre
jellemzd, hogy konnyen oxidalddnak, ezért méréseinkhez igyekeztiink oxigénmentes
koriilményeket biztositani.

Az 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerck pH-potenciometrias titralasi gorbéi azt
mutatjak, hogy a ligandum teljes proton Kiszoritast szenved mar a titralas kiindulé pontjan,
pH 2-nél, azaz a komplexképzddés mar ilyen kis pH-n is teljesnek mondhatd. Ezért a
monokomplex stabilitasi allanddjdnak meghatarozdsa pH-potenciometrids mérésekkel nem
volt lehetséges. pH ~6 felett a titralas soran lassu, nem egyensulyi, protontermeld folyamat
indul el, amely végiil csapadék megjelenéséhez vezet az oldatban. A rendszerben torténd
folyamatok vizsgalatat UV-lathato spektrofotometrias titralasokkal is kiegészitettilk pH 2—
11,5 tartoméanyban; a rendszer KCI tartalmat HCl-ra cserélve (igy megtartva a 0,2 M

ionerdsséget) pH 0,8-2 kozott rogzitettiik az egyedi mintdk abszorbancia spektrumait.

1,4

426 nm)
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45, abra: A [Ru(11)-n°-p-cimol]-tioallomaltol rendszer pH-fiiggd UV-lathato spektrumai.
A sziirkével jelolt gorbék a pH 0,8 — 2 tartomanyban felvett egyedi mintak spektrumai, a fekete gorbék a
titralas folyaman pH 2 — 11 kdzott felvett mintak higitassal korrigalt abszorbancia spektrumai
(a pH a sziirke nyil irdnyaban nd).
Osszehasonlitasként abrazoltuk a ligandum (pontozott spektrum) és a [Ru(l1)-n°-p-cimol] (szaggatott vonal)

pH 2,1-nél rogzitett spektrumait.

A besziirt diagram az abszorbancia valtozasdat mutatia a pH-fiiggvényében (A = 426 nm).

(cL=cm=32x10*M, 1=0,2 M KCI/HCI; t =25 °C)

A 45, abran lathatd, hogy pHO0,8-6 kozott rogzitett spektrumok jelentdsen
kiilonboznek a szabad ligandum, illetve [Ru(ll)-n6-p-cimol] spektrumatol, azonban
egymashoz képest nem mutatnak Iényeges valtozast. EbbOl a megfigyelésbdl arra

kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt pH-tartomanyban az [ML] komplex képzddésén kiviil
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csak elhanyagolhaté mértékben) kovetkezik be. A monokomplex képzddésének tanul-
manyozasara igy az adott modszerekkel nincs lehetéség. Mindezek alapjan [ML] komplex
stabilitasi allanddja nem szamolhatd, csupan képzédésének also hatarértéke becsiilhetd
meg. A rendszer tovabbi kiértékeléséhez ezért [Ru(11)-n°-p-cimol]-tioallomaltolat komplex
stabilitasi szorzatat az igy kapott értéken rogzitettiik. Az also érték becslést az UV-lathatod
fotometrias mérések alapjan adtuk meg: Ig B = 13,4, ha ennél kisebb lenne az allando,
akkor az mar mérhetd valtozast jelentene a rendszer spektralis sajatsagaiban. A
tovabbiakban az 'H NMR spektrumok és pH-potenciometrias gorbék kiértékelésénél az igy
becsilt értéket vettiik figyelembe.

Ugyanakkor pH ~6 felett az UV-lathato spektrumok karaktere valtozast mutat. Jelentds
abszorbancia csokkenés figyelhetd meg a 230—530 nm hullamhossz tartomanyban.

1:1 fémion-ligandum arany mellett rogzitett pH-fiiggd "H NMR mérések megerdsitették
a pH-potenciometria és a fotometrias mérések alapjan allitott feltételezésinket (46. abra).
pH 2 — 5 tartomanyban csupan egyféle komplex van jelen az oldatban, a szabad ligandum
¢és fémion jele nem jelenik meg a spektrumokon. pH~5 felett a jelek intenzitasa jelentds

mértékben csokken, pH 6 felett pedig csapadék jelenik meg az oldatban.

H
503 I8 M\
4,49 1Al L M\
4,12 | . I M\
3,62 R \ M\
3,15 J L
2,61 N A M\

2,40 2,25 2,10 1,20 1,05
8/ppm

46. abra: A [Ru(11)-n®-p-cimol]-tioallomaltol rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumainak alifas régioja.
(cL=cw=2x10°M,1=02MKCI, t=25 °C, 10% D,0)

Feltételezéseink szerint pH~5 felett elindul az [ML] komplex hidrolizise, ami vizben
rosszul oldodo oligomer vagy polimer részecskék kialakulasahoz vezet.

Ligandum felesleg esetében azonban a rendszer az (0,0) és (O,N) donoratomos ligan-
dumoktol eltéréen viselkedik. A pH-potenciometrias mérések egyértelmiien azt mutattak,

.....

illetve csapadék sem jelenik meg az oldatban, ahogy azt pH 6 felett az 1:1
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fémion:ligandum aranyt rendszerek titralasa esetén tapasztaltuk. Kétszeres ligandum
felesleg mellett mért pH-fiiggd NMR spektrumokon pedig olyan jelek megjelenését
tapasztaltuk mar pH 2-nél is, amik sem az 1:1 aranya rendszerben képz6do
monokomplexhez, sem a szabad ligandumhoz nem voltak rendelhet6k. Biszkomplex
képzodését feltételeztiik mar savas tartomdnyban is, és ennek igazolasara spektrum-
sorozatokat vettiink fel adott pH értékeknél (pH3 és 9) valtozoé fémion-ligandum
aranyoknal. A biszkomplex képzO6désének folyamata a 47. abra bemutatott pH 3-nal felvett

spektrumsorozaton nyomon kovethetd.

o

a.
M:L =
1:0
1:1

1:1,25 ©
)
)\
°A

1:1,5
1:1,75
1.2
1:2,5
1:3
1:35
14 ©

01 )

8,2 8,0 7,8 7,6 7,4 26 25 24 23 222
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47. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-tioallomaltol rendszer valtozé fémion-ligandum arany mellett rogzitett
spektrumainak (a) aromas és (b) alifas régidja (pH = 3,0).
Lig CH(6) e: (O,S) koordinacid, o: (S) koordinaci6 és szabad ligandum e: szabad ligandum
Lig CH(3) m: (O,S) koordinaci6, o: (S) koordinacié és szabad ligandum m: szabad ligandum
Lig CH; : ®: (0,S) koordinacié Q: (S) koordinaci6 és szabad ligandum ¥: szabad ligandum
[Ru(11)-n°-p-cimol] Me(CHz): ¥ : kotott fémion ¥ : nem kotdtt fémion
(cL=2,5x 102 M; t=25 °C; 1 = 0,20 M KCI; 10% D,0)

A rendszerben lejatszodd folyamatok a ligandumhoz tartozd protonok jelének
kovetésével jol értelmezhetdek. Az 1:1 fémion-ligandum arany mellett felvett spektrumon
csupan a monokomplexben kotott ligandum jelei latszanak, mely feltehetéen kétfogu (O,S)
ligandumként, kétfogh modon koordinalodik a [Ru(ll)-n°-p-cimol]-hoz. A ligandum
felesleget 2:1 aranyig ndvelve két 1j jel jelenik meg a spektrumon, ami egy 1) részecske —
a biszkomplex megjelenéséhez kothetd. A két G jelet a [ML,H] komplexben kotott,
kénatomon keresztiil, egyfogli modon koordinalodo tioallomaltolhoz rendeljiik. Helyzetiik
a spektrumon kb. 1:2 fém:ligandum aranyig szinte valtozatlan. A [HL] feleslegét még

tovabb novelve azonban a két jel kiszélesedik, eltolodik a szabad ligandum jelei felé.
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Ebbdl az eltolodasbol arra kovetkeztetiink, hogy gyors cserefolyamatok jatszodnak le a
szabad [HL] és a [ML,H] komplexben egyfogtiként koordinalddott ligandum kozott.

Ha a 1:1 és 1:2 fémion-ligandum arany kozott felvett spektrumokat vizsgaljuk,
megfigyelhetjiik, hogy az eredetileg [ML] komplexben kétfogii moédon koordinalodo ligan-
dumhoz rendelhetd jelek kiszélesednek, és eltolodnak, amely valtozas a monokomplex ¢€s a
biszkomplex kozott 1évo gyors cserefolyamathoz rendelhetd:

[ML] + [HL] = [ML.H].

A folyamatra a kétfoguként koordinalodd ligandumhoz tartozd jelek spektralis
valtozasai alapjan allandot becsiiltiink, majd ennek segitségével hataroztuk meg [ML;H]
komplex latszolagos stabilitasi allanddjat. A 48. abra a ligandum CH(6) (e)és CH(3) (m)
protonjaihoz rendelheté eltolodasokat mutatja a ligandum aranyanak novekedésével,
illetve a jelek eltolodasabol szamolhatd koncentracioeloszlasi diagramot, melynek segit-

ségével az allandokat meg tudtuk hatarozni.

a. b.
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48. abra: Ligandum CH(6) (e) és CH(3) (m) protonjainak eltolodéasai [Ru(Il)-n°-p-cimol]-tioallomaltol
rendszerben, valtozo fémion-ligandum arany mellett rogzitett spektrumai alapjan (pH = 3,0) (a).
A ligandum CH(6), CH(3) és CHj3 és jeleinek eltolodasai alapjan szamolt koncentracioeloszlas diagram
ugyanebben a rendszerben ([ML]: ¢, [ML,H]: x)
a szamolt allando alapjan illesztett gorbékkel egyiitt (szaggatott vonal) (b)

Az [ML] monokomplex és [ML,H] biszkomplex feltételezett szerkezete pH 3-nal a 49.
abra lathato (a,b).

a. b. C.
! . ...
Ru\S Ho /S‘--'R_E‘I""'\S /o) /SRUO \3
H,0/CF & 3 o y e
‘o‘ 0¥ o 0-¢ o
[ML]" [ML,H]* [ML,]

49. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol(X3)]-tioallomaltol rendszerben kialakulé komplexek
feltételezett szerkezeti képletei (X = H,O vagy ClI")
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Nagyobb pH-értékeknél az [ML,H] komplex deprotonalodni képes, ami [ML;] kiala-
kulasat eredményezi (49. abra, c). A deprotonalddasi folyamatot jellemz6é pK [MLyH]-
értéket az 1:2 fémion-ligandum arany mellett valtozd pH értéknél felvett 'H NMR
spektrumok valtozasabol, illetve az [ML] és [ML,H] komplexek NMR spektralisan
meghatarozott stabilitasi allandoit rogzitett értéken tartva a pH-potenciometrias mérések
alapjdn is szamolni tudtuk. A kapott pH-érték megfelelhet egy ilyen kinoidalis
elrendezésben 1évé OH-csoport savassaganak.

Tanszéki eredmények azt mutatjak, hogy a [Ru(Il)-n°-p-cimol] tiomaltol ligandummal
triszkomplexet is képes képezni, melyben mind a harom tiomaltol ligandum feltehetéen
egyfoguként-, a kénatomon keresztiil koordinalodik a [Ru(11)-n°>-p-cimol]-hoz. [Ru(l1)-n°-
p-cimol]-tioallomaltol rendszer tanulmanyozasa soran azonban ennek jelét nem
tapasztaltuk. Tobbszoros ligandum felesleg mellett az "H NMR spektrumokon még
nagyobb pH-értékeknél sem tapasztaltuk j komplex, vagy részecske megjelenésének jelét,

amelybdl triszkomplex jelenlétére kdvetkeztethettiink volna (50. abra).
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50. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-tioallomaltol rendszerben pH 9-nél valtozé fémion-ligandum arany mellett

srer

(cL=2,5x 10° M; t=25 °C; 1 = 0,20 M KCI; 10% D,0).

Annak érdekében, hogy a triszkomplex jelenlétének hianyat mas modszerrel is megerd-
sitsiik UV-lathato spektrumokat vettiink fel pH 9-nél kiilonb6z6 fémion-ligandum arany
mellett (51. abra).
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51. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-tioallomaltol rendszer pH 9-nél valtozé fém:ligandum arany mellett mért
UV-lathato spektrumai.

A beszurt diagram az abszorbancia valtozasat mutatja a ligandum felesleg fiiggvényében (1 = 380 nm).
(cM=8x10°"M;c =12 x10"-2,4 x 10* M; t=25,0 °C; | =0,20 M KCI).

A ligandum mennyiségét 1:1,5 ardnytol 1:2 ardnyig ndvelve a spektrumok maximum
értékei eltolodnak rovidebb hullamhossz értékek felé. Tovabb novelve a ligandum feles-
leget az gorbék abszorbancia maximum értékei mar nem tolodnak el, alakjuk hasonld a
ligandum fajlagos abszorbancia gorbéihez, csupan intenzitasuk valtozik linearisan a
rendszer esetén is tapasztalnank.

A véltozé fémion-ligandum arany mellett pH 9-nél rogzitett UV-lathato és *H NMR
spektrumok alapjan azt gondoljuk, 1:2 fémion-ligandum arany felett mar nem képzddik 1j
tipusu részecske az oldatban.

Hasonldan a tobbi rendszerhez, vizsgalatainkat tioallomaltol esetén is tanulmanyoztuk
[ML] komplex harmadik koordinacids helyén torténé klorido/akva ligandumcserét. 1:1
fémion-ligandum arany mellett pH 2-nél vettink fel "H NMR spektrumokat valtozo
kloridion koncentracié mellett. Hasonloan a hidroxi-piron ligandumokhoz a két részecske
az NMR idéskélan gyors csereegyensulyban van egymadssal, a két részecske atlagjelét
latjuk. A jelek eltolédasainak mértékébdl becsiiltiikk meg a

[ML(H,0)]" + CI" == [MLCI] + H,0
folyamatra jellemz6 egyensulyi allandot (Ig K* = 0,71(1)) amely nagy hasonlésagot mutat
(0,0) donoratomos ligandumot tartalmazé rendszereinkhez (lasd 9. tablazat, 58. oldal).
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4.3.4. Legfontosabb kovetkeztetések [Ru(l1)-n°-p-cimol] komplexek oldategyensii-

lyarol

A vizsgalt ligandumok [Ru(Il)-n®-p-cimol] koétd sajatsagai jol dsszehasonlithatok, ha
megvizsgaljuk, hogy a monokomplexek egyensulyi alland6i hogyan fiiggenek a ligan-

dumok proton disszociacios allandoitol (52. bra).

13 A tioallomaltol & tiomaltol &
11 4
— 97
-
2 7
X
o5 m dipik
3 A M pik
14 M 6-Mepik maltol
[}
1 . allomaltolI etil-maltol ,
4 6 8 10
PK(HL)

52. 4bra: Korrelaciés diagram [Ru(IT)-n-p-cimol] (0,0), (O,N) és (O,S) [ML] komplexeinek
egyenstlyi 4llandéja (Ig K [ML]) és a ligandumok pK (HL) értéke kozott
([Ru(11)-n’-p-cimol]-maltolat szdrmaztatott allandoja®")

A diagramrol leolvashatd, hogy a legkisebb stabilitasa az (O,0) komplexeknek van,
kozepes stabilitasu komplexeket képeznek az (O,N) donoratomos ligandumok, a tioszar-
mazékok stabilitasa pedig kiemelkedéen nagy, még a becsiilt 1g K [ML] minimum
értékének alapjan is. A stabilitasi sorrend kozelitdleg korrelal a komplexek rakos sejteken
vizsgalt citotoxicitasaval (12. tablazat). A legkisebb stabilitasi (O,0) donoratomos
allomaltol komplex alig toxikus, mig a maltol és az etil-maltol [Ru(l11)-n’-p-cimol]
komplexének mérsekelt antiproliferativ hatasa van. A biologiai hatas valdszinlileg ssze-
fiiggésbe hozhatdé a komplexek stabilitasaval. Eredményeink szerint hidroxi-piron
szarmazékok stabilitasa nem elég nagy, ennek megfelelden fiziologias pH-n a komplex
disszocidl, igy valosziniileg ennek tudhaté be a vegyes komplex a [Ru(11)-n°-p-cimol] 1Cso
értékét alig (vagy nem) meghaladd aktivitasa. Az (O,N) donoratomos pikolinsav
komplexének stabilitdsa nagyobb, és ezzel 0sszefliggésben a rakos sejtekre is mérgezObb
hatasu. A dipik [ML] komplexének stabilitasa meghaladja a pik-ét, itt a biologiai hatas
hianya valoszinlileg a viz-klorid ligandum arany eltolodasa az akvakomplex iranyaba,
illetve a kloridokomplexek negativ toltésének tudhatdé be, amely a 4.3.2.2 fejezetben
részletesen kifejtésre kertilt. A hidroxi-tiopiron szarmazékok komplexeinek alacsony I1Cs

értékét, azaz nagy toxicitasat a kiemelkedden nagy stabilitasa okozhatja.
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12. tablazat: A vizsgalt ligandumok [Ru(11)-n°-p-cimol] komplexeinek 1Cs, értéke kiilonbozé
rakos sejtvonalakon

1Cs (uM) Rékos sejtvonal Ref.
[Ru(11)-n®-p-cimol] >300/211 FemX/HelLa 144
allomaltol 239/359/518 CH1/SW480/A549 144
(0,0) etil-maltol 81/165/389 CH1/SW480/A549
maltol 81/159/482 CH1/SW480/A549 154
pik 95/78/82 EA.hy926/MS1/HelLa 146
(O,N) 6-Mepik - - -
dipik >300/ >300 FemX/HelLa 152
tiomaltol 13/5,1 CH1/sw4
©39) tioallomaltol 35/20 CH1/sw4 154

Az eredmények azt mutatjak, hogy a kétfogu ligandumok stabilitisa és rakos
sejtvonalakon valo biologiai aktivitasa kozott Osszefiiggés van. Ezért a tovabbiakban olyan
ligandumok [Ru(11)-n°-p-cimol] komplexeit érdemes vizsgalni, melyek erds koordinacios
kotés kialakitasara képesek a kozponti Ru(Il)ionnal. Ilyen ligandumok a most vizsgalt
(0,S) hidroxi-tiopiron szarmazékok, vagy az (N,N) illetve (N,S) donoratomos ligandumok

Iehetnek 149,206,207

4.4. Hidroxi-piridinkarbonsavak és [Ru(11)-n°-p-cimol] komplexek kélcsonhatasa

human szérum albuminnal

Amint azt a 2.3. fejezetben targyaltuk, a potencialis gyogyszermolekulak bioldgiai
rendszerekben vald viselkedésének fontos eleme a szervezetben vald szallitddasuk
folyamatanak vizsgalata. A vérszerumban valo szallitds folyamatanak jellemzésében els6
1épésként a legvaldszinlibb szérumbeli kotdmolekuldval, az albuminnal valé kolcson-

hatasat tanulméanyoztuk.

4.4.1.Hidroxi-piridinkarbonsavak kolcsonhatasa HSA-val

DQ5, DQ715, DQ6, DQ716 és DT726 hidroxi-piridinkarbonsav ligandumok-human
szérum albumin (HSA) kdlcsonhatds tanulméanyozéasa soran egyediil a DT726 molekula
esetében sikeriilt jelentés mértékli kolcsonhatast egyértelmiien kimutatnunk. DQS5 és
DQ715 ligandumok albuminhoz val6 kotdédését spektrofluorimetrias vizsgéalatok elemzése
utan zartuk ki az alabbi megfontolasok alapjan.

A DQ5 ¢és DQ715 ligandumok 280 és 295 nm-es hulldmhosszasagl fénnyel gerjesztve
320-340 nm tartomanyban még csupan kismértékii emissziot mutatnak az albumin

emissziojahoz képest, az emissziés maximumuk kozelében azonban az mar nem
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elhanyagolhatd (53. abra). Ezért a kolcsonhatas tanulmanyozasat két oldalrol is
megkozelithetjiik. Vizsgalhatjuk a HSA molekuldra jellemzds emisszids intenzitas
valtozasat 320-340 nm kozott, illetve 360400 nm-es tartomanyban, ahol azonban a

ligandumok emisszidjaval is szamolnunk kell.
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[72)
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53. abra: Korrelacios DQS és DQ715 molaris emisszids spektruma; pH = 7,4; t = 25 °C; hex =280 nm

A HSA-ra jellemz0 intenzitds maximum feldl vizsgalva a kérdést, azt tapasztaljuk, hogy
novekvo ligandum arany nem okoz intenzitasvaltozast 24 ora inkubacids id6é utdn 280 és
295 nm besugérzasi hulldimhossz alkalmazasa sordn sem. Masrészt kiillonb6zd aranyt
fluoreszencids intenzitas linedrisan nd, melynek meredeksége megegyezik a ligandumot
azonos koncentracidban tartalmazo, azonban HSA-mentes oldat emisszidjanak

valtozasaval (54. abra).
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54, abra: Kiilonb6z6 aranya DQ5-HSA mintak spektrofluorimetrias spektrumai 24 6ra inkubacios id6 utan.
A felsé beszurt diagram az emisszio valtozasat mutatjia Agy = 389 nm hullamhossznal DQ5-HSA és DQ5
HSA-mentes oldataban; alsé beszurt diagram: DQ5-HSA intenzitdsvailtozdsa az ardany valtozasanak
fiiggvényében 24 ora utdan
(Aem =336 nm); pH = 7,4; t = 25 °C; Agx = 280 nm; Cpsa = 0,5 pM; DQS5-HSA = 1:0-1:10

Ha a ligandum emisszi6jabol szarmaz6 intenzitas értékkel korrigaljuk a spektrumokat,
nem tapasztalunk valtozast, azaz nem alakul ki kdlcsonhatds a ligandum és az albumin

molekula k6zott (55. abra).
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55. abra: DQ5-HSA oldatokban mért spektrofluorimetrias spektrumok DQ5 fluoreszcencias
emisszidjaval korrigalt gérbéi 24 ora inkubacios id6 utan.

Beszurt diagram: DQOS5-HSA intenzitasvaltozdsa az arany valtozasanak fiiggvényében 24 ora utan

(hem = 336 Nnm); (pH = 7,4; t = 25 °C; hex = 280 nm; Cysa = 0,5 uM; DQ5-HSA = 1:0-1:10)

DQ716 ¢és DQ6 ligandum-HSA kozotti kolesonhatast ultrasziiréssel vizsgaltuk, és

zartuk ki annak valoszintiségét. A sziirletben 1évé ligandum koncentraciojat spektro-

fotometridsan mértiik, és azt tapasztaltuk, hogy az megegyezik a kiindulasi oldatok

crer

Ugyanakkor a DT726 ligandum ¢és az albumin ko6zotti kolesonhatast mindkét

modszerrel sikertilt kimutatnunk, és kvantitativan ki is értékelniink. Spektrofluorimetrias

modszer alkalmazasanal a ligandum emissziojat kovettilk, mivel a HSA gerjesztési

hullamhosszain a DT726 is emittal, azonban a ligandumot gerjesztve Agx = 320 nm-en az

albuminnak nincs fluoreszcens aktivitasa.
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DT726 : HSA = 1:0-1:6, cprrs = 1.5 x 10° M
(a); DT726 és DT726-HSA komplex szamolt molaris emisszios intenzitasa

(b); pH =7,4; t = 25 °C; Agx = 320 nm, 20 mM HEPES puffer

A HSA-ligandum arany valtozasaval az Agy(max) a 452 nm induld értékbdl nagyobb

hullamhosszak felé tolodik el (Aem(max) = 457 nm), melynek oka hogy a ligandum

emisszidja megvaltozik a HSA-hoz val6 kotddése soran (56. abra).

A PSEQUAD program segitségével szamolt egyedi spektrumok alapjan megallapithat6,

hogy a varakozasnak megfeleléen a HSA-DT726 adduktum Kisebb intenzitassal emittal és
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az emisszios intenzitadsanak maximuma a nagyobb hullamhosszak iranyaba tolodik el. Az
56. abran lathato spektralis valtozasok kvantitativ kiértékelésével a 13. tablazatban
feltlintetett latszolagos kotési/stabilitasi allandot sikeriilt szamitanunk a DT726-albumin
kolesonhatésra.

Az ultrasziiréses és az azt kovetd UV-lathatd spektrofotometrids mérések eredményei
azt mutatjak, hogy megfeleléen nagy ligandum felesleg mellett a HSA molekula akar négy
ligandum megkotésére is képes lehet. A kiilonb6z6 HSA-ligandum aranyoknal a sziirletben
1évé nem kotott ligandum koncentracidja alapjan kovetkeztettiink a kotott ligandum
mennyiségére, ¢és ez alapjan latszolagos stabilitasi allanddkat hataroztunk meg a
PSEQUAD program segitségével (13. tablazat).

13. tablazat: HSA-ligandum (L = DT726)
komplexek kiiléonb6z6 modszerekkel

meghatarozott latszolagos stabilitasi allandoi®
(pH =7,40; 0,10 M HEPES puffer; t = 25 C°)

Spektrofluorimetria

(HSA)-L  5,79(1)

Ultrasziirés-UV-lathaté spektrofotometria
(HSA)-L 4,83(9)
(HSA)-L, 9,1(3)
(HSA)-L; 13,1(1)
(HSA)-L,4 16,1(6)

®A zérojelben az allandokra szamolt utolsé jegy
bizonytalansaga van feltiintetve.

Az igy meghatarozott HSA-DT726 komplexre szamolt stabilitasi allando egy
nagysagrenddel kisebb volt, mint a fluorimetrias mérésekbdl szamolt. Ennek oka lehet,
hogy az ultraszliréses vizsgalatok soran mM-os, mig spektrofluorimetrias koriilmények
kozott a pM-os koncentracioban tudjuk a rendszert tanulmanyozni. Ilyen hig oldatban
csekély a valoszintisége annak, hogy HSA-L,., komplex alakuljon ki. Spektrofluorimetrias
mérésekkel csupan a HSA-L komplex latszolagos stabilitdsi allandojat tudtuk
meghatarozni. Habar kis valoszinliséggel tobb ligandumt komplexek képzddésére is van
lehetdség ilyen hig oldatokban, ezt a szamolas sordn nem vettiik figyelembe. Masrészt az
ultraszliréses mérések esetében az egyensuly megvaltozasanak lehetéségét sem szabad
figyelmen kiviil hagyni. Azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, bar ez a megadott
allandok hibajaban nem tiikr6zddik, hogy a mM-os koncentracié tartomdnyban végzett
méréseinknél a kisérletek eldkészitésének hibajabol adodod pontatlansdg talan nagyobb

lehet. A szamolt HSA-DT726 stabilitasi alland6é nagysagrendje alapjan megallapithato,
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hogy az albumin molekula alkalmas lehet a ligandum szervezetben val6 szallitdséra.
Hasonlé kotési allandot allapitottak a dipik, 6-Mepik ligandumok,?® illetve szamos
antibiotikum  (tetraciklinek, flavonoidok, fluorokinolin  szarmazékok) esetében

iS-209,210,211,212

4.4.2.[Ru(1)-n’-p-cimol], [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikelinat és [Ru(l1)-n’-p-cimol]-etil-

maltolat kolcsonhatasanak vizsgalata HSA-val

megkezdtik a HSA-val vald kolcsonhatas vizsgalatat, amely vizsgalatok jelenleg is
folynak. Spektrofluorimetridsan vizsgaltuk maganak a [Ru(l11)-n°-p-cimol] kotédését az
albuminhoz az 1. kétShelyen, (N,O) donoratomos komplexek koziil a [Ru(ll)-n°-p-cimol]-
pikolinat, mig (0,0) tipust ligandumok esetében a [Ru(ll)-n’-p-cimol]-etil-maltolat
komplexét valasztottuk modellvegyiiletként.

A mérésekbol kideriilt, hogy mind a tirozin, mind a triptofin214 aminosavakat
gerjesztve az emisszios spektrumok intenzitasa a novekvé Ru(ll)komplex felesleg hatasara
csokken, ami kolcsonhatds kialakulasara utal. Az egyensuly [Ru(Il)-n’-p-cimol] és
pikolinatkomplexe esetében is viszonylag lassan all be, 2 és 24 oras inkubaciés ideji
mintdk intenzitds értékei kozott meég jelentds kiilonbség van, azonban a 48 6rds mintak
vizsgélata soran mar nem tapasztaltunk valtozast, azaz a 24 6ra elegendd volt az egyensuly
kialakulaséra.
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57. abra: [Ru(11)-n°-p-cimol]-pikolinsav-HSA (A A), [Ru(I1)-n’-p-cimol]-etil-maltol-HSA (m o)
és [Ru(I)-n®-p-cimol]-HSA (e o) intenzitasvaltozasa az arany véltozasanak fiiggvényében
2 6ra (A m @) és egy nap (A O o) inkubacids id6 elteltével.

(A folytonos vonal a meghatarozott Ig K’ alapjan illesztett gorbe, 19 K [ruq1)-y6-p-cimot}-nsa=3,81%£0,01)
pH =7,4; t =25 °C; Aex = 295 nm; Cysa = 0,5 uM; HSA : komplex = 1:0,5-1:10
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A mért intenzitasok szazalékos értékét oOsszehasonlitva megéllapithatd, hogy a
csokkenés mértéke 1 nap utan is a [Ru(l1)-n°-p-cimol] és [Ru(I1)-n®-p-cimol]-etil-maltolat
komplex esetében jelentdsen nagyobb, mint ahogy azt a [Ru(ll)-n®-p-cimol]-pikolinsav
komplexnél tapasztaltuk (57. abra). Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a [Ru(1)-n®-p-cimol]
pikolinsavval képzett komplexének viszonylag nagy stabilitasa miatt a pik ligandum
koordinacioja gatolja a [Ru(Il)-n’-p-cimol] kotédését az albuminhoz. Azonban, mig a
[Ru(I1)-n°-p-cimol] etil-maltol ligandummal képzett komplexét tartalmazé mintdkban az
egyenstly mar két ora alatt teljesnek mondhaté, a [Ru(1l)-n®-p-cimol]-nal ez csak hosszabb
inkubdcios i1d6 utan érhetd el. A jelenséget valdszinlileg az magyardzza, hogy maga a
[Ru(I)-n®-p-cimol] 7,4-es pH értéken RuyH 3 kétmagvi komplex forméjaban van jelen,
amely forma lassithatja a [Ru(II)-n°-p-cimol]-HSA adduktum kialakulasat. Az etil-maltolat
komplexben gyengén kotott [Ru(Il)-n’-p-cimol]-ért a HSA mérhetden verseng, és konnyen
képes kiszoritani azt az etil-maltolat vegyes komplexébél. A [Ru(11)-n®-p-cimol] kotédését
bizonyitja az is, hogy 24 6ra utan a gorbék lefutdsa megegyezik az eredetileg [Ru(I)-n°-p-
cimol]-t és [Ru(Il)-n®-p-cimol]-etil-maltolt tartalmazé oldatban. Tehat feltételezheten
nem a [Ru(Il)-n°-p-cimol]-etil-maltolat komplexet képes kotni az albumin molekula,
hanem az etil-maltol ligandumot kiszoritva alakit ki kélcsonhatast a [Ru(Il)-n°®-p-cimol]-
lal. Feltételezésiinket igazolja a [Ru(Il)-n®-p-cimol]-deferipron komplex-HSA kélcson-
hatasanak vizsgalata is. A deferipron [Ru(Il)-n®-p-cimol]-lal valé6 komplexképzédése az

181

irodalombél ismert.’®" A komplex stabilitasa nagyobb, mint a [Ru(l1)-n°-p-cimol]-etil-

alatt. Ultrasziiréses méréssel megéllapitottuk, hogy a HSA a [Ru(II)-n°-p-cimol]-deferipron
komplexet tartalmazo oldatban képes a [Ru(1l)-n®-p-cimol]-hoz kétédni, mig a leszoritott
deferipron a sziirletben jelenik meg. A mérési eredményekbdl kvantitativ kiértékelést csak
a [Ru(ll)-nB-p-cimoI]-HSA kolcsonhatas leirasara végeztiink. A 295 nm hullamhosszal
gerjesztett emisszios intenzitds csOkkenésbdl szamolt kvencselési allando (Ig K’ =
5,81+ 0,01) alapjan a HSA az l-es kot6hely kozelében viszonylag erésen képes kotni a
[Ru(II)-nG-p-cimol] molekulat. Hogy a kotédés a hidrofob zsebbe torténik-e, vagy
koordinacids kotés valdsul meg a zseb kozelében 1évé hisztidin oldallancal jelenleg is
vizsgalat targya, bar a lassu kolcsonhatds kialakuldsabol azt feltételezziik, hogy nem
mésodlagos kétderdk jatszanak szerepet, hanem a [Ru(l1)-n°-p-cimol] és a HSA egyik

(feltehetdleg hisztidin) aminosava kozott alakul ki koordindcios kotés.
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5. Osszefoglalas

Ph.D tanulmanyaim soran olyan kutatdsi témakban vettem részt, melyek két stlyos,
napjainkban is sokszor gydgyithatatlan betegség — a rdk és az Alzheimer-kér —
kozelitve a problémat a szervezet fémion hdaztartisanak zavara az, amely a betegség
kialakulasdhoz vezet, mely megfeleld kelatorok alkalmazasaval korrigalhatd lehet.
Rakellenes terapeutikumok kifejlesztése soran pedig a fémiontartalmi komplexek a rakos
sejtekre kifejtett citotoxikus hatasukkal segitséget jelenthetnek a gyogyulasban.

Fémkoto kelatorok kifejlesztésére és vizsgélatira iranyuld téméaban a Padovai
Egyetemmel kozosen olyan 1 kelatképzd ligandumokat keresiink, melyek hatékonyan
képesek felvenni a versenyt a megkotott fémionokért az Alzheimer-koros betegek agyaban
a p-amiloid fehérjékkel, igy megakaddlyozva a toxikus oligomerek, illetve lerakodasok
képzddését. Fémkotd ligandumokat az Al(II), Fe(Ill), Cu(Il) felesleg eltavolitasaban
jelenleg is alkalmaznak (deferipron, dezferrioxamin, D-penicillamin) azonban
alkalmazésuk szdmos mellékhatassal jar. A hidroxi-piridinkarbonsav molekuldk viszonylag
csak magas koncentracioban citotoxikusak (ICso > 1mM), és megfeleld szubsztitualtsag
esetén képesek lehetnek elvonni a Fe(Ill) és Al(III), illetve Cu(ll)ionokat a g-amiloid
aggregatumokbol, anélkiil, hogy létfontossagli biomolekulaktol vonndk el a fémionokat a
szervezetben, megzavarva ezzel miikddésiiket.

A hidroxi-piridinkarbonsav molekulak Fe(II) és AI(III) fémionokkal mono, bisz és
triszkomplekek kialakitasara képesek. A komplexek stabilitisa a legtobb ligandum
esetében nem elég erds ahhoz, hogy a Fe(Ill)-oldatban megakadalyozza a fémionok
hidrolizisét fiziologias pH értéken (pH 7,4), azonban négy ligandum, a DT1, a DT712, a
DQ716 ¢s az altalam is vizsgalt DQ715 fiziologias koriilmények kozott is képes arra, hogy
a Fe(lll)ionokat oldatban tartsa. Al(Ill)-al azonban minden ligandum képes komplexet
alkotni, és az Al(OH)3 levalasat megakadalyozni pH 7,4-ig. Leger6sebb Al(II)komplexei
az 5. és 6. pozicidban metilalt hidroxi-piridin karbonsavaknak képzddnek.

A ligandumok Cu(Il) és Zn(Il)ionokkal, illetve huméan szérum albuminnal valo
kolcsonhatasanak tanulmanyozéasat a Szegedi Tudomdanyegyetemen végeztem. A ligan-
dumok hard jellege folytan a ,borderline” fémionokkal kisebb stabilitdsu komplexet
képeznek. A komplexképzddést elsdsorban pH-potenciometridas mérésekkel vizsgaltuk,
amit DQ5 és DQ715 ligandumok esetében UV-lathato és 'H NMR vagy ESR mérésekkel
egészitettliink ki. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt ligandumok koziil a DQ716 az, amely a
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[-amiloid  fehérjékkel nagysidgrendben hasonlé  stabilitdsi  komplexet képez
cinkkomplexek stabilitdsa olyan kicsi, hogy a vizsgalt ligandumok valdsziniileg nem
befolyasoljak a szervezet cink-homeosztazisat.

Néhany ligandum albuminnal val6 kolcsonhatast spektrofluorimetrias és ultrasziiréses-
UV-lathatd  spektrofotometrias modszerekkel —vizsgaltuk. A DQ  (4-hidroxi-3-
piridinkarbonsav szarmazékok) ligandumokkal nem tudtunk kimutatni kolcsonhatést,
csupan a DT726 molekula, amely 3-hidroxi-4-piridinkarbonsav szarmazék volt képes a
HSA-val kotést kialakitani. Ultraszliréses-UV-lathatd spektrofotometrids méréseink
alapjan a HSA molekula négy ligandumot képes megkdtni. Az oldatban kialakult HSA-
DT726 komplexek latszolagos stabilitdsi allanddja hasonldé nagysagrendli, mint az
irodalomban talalhat6 antibiotikum-HSA kotés stabilitasat jellemzo lg B-értékek.

Rékellenes hatasi Ru(ll)-komplexek oldategyensilyanak vizsgalata soran [Ru(11)-n°-p-
cimol] komplexképzé tulajdonsagat vizsgaltuk (O,0) donoratomokat tartalmazo hidroxi-
piron (allomaltol és etil-maltol), (O,N) donoratomos pikolinsav, 6-metil-pikolinsav és 2,6-
dipikolinsav, illetve az tioallomaltol ligandumokkal, mely utobbi kén és oxigén
donoratomokkal rendelkezik. A [Ru(l1)-n°-p-cimol] molekulaban a Ru(Il) kdzponti fémion
egy cimol molekulaval alakit ki kotést, igy a molekulanak harom szabad koordinacios
helye marad. Az ide k6t6dd ligandumok erdsen befolyasoljak a komplex stabilitasat €s a
biologiai hatdsat is. Arra kerestiik a valaszt, hogy van-e vajon Osszefliggés a kialakult
komplexek stabilitdsa és rakos sejteken mért citotoxikus aktivitdsa kozott. A vizsgalati
modszereink  pH-potenciometrids, UV-lathatdo spektrofotometrias ¢€s 'H NMR
spektroszkopias mérések voltak. Vizsgalatokat végeztiink kloridion-mentes illetve
kloridionokat tartalmazd vizes oldatban is, hogy informaciét nyerjiink arrdl, hogy a
biologiai rendszerekben is fontos funkciot betolté kloridion hogyan befolyasolja az
oldategyensulyi folyamatokat, és ezaltal a biologiai aktivitast.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy (O,0) és (O,N) ligandumok esetében savas
kémhatast oldatban [ML] komplexek képzddnek. Dipik esetében kis pH-értékeknél
[MLH] komplex is megjelenik, ez azonban mar igen kis pH-értéken deprotonalddik (pK
[MLH] = 1,15). A kialakult [ML] komplexek pK 8-9,5 értékkel protont veszitenek. A
deprotondlddas soran a harmadik koordinécids helyen 1évé vizmolekula deprotonalodik.

(0,0) donoratomos ligandumok komplexeinek deprotonaldodasaval parhuzamosan meg-

.....
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Ez a folyamat lassu, a vizsgalat idotartama alatt a rendszerben az egyensuly nem allt be,
igy a rendszerinket pH ~9-ig értékeltiik ki. A [Ru(ll)-n®-p-cimol] hidrolizisét leiré allandok
alapjan a disszocidcionak és MyH 3 képzddésének (O,N) ligandumok komplexeinél is le
kellene jatszodnia, azonban ennek jelét az '"H NMR spektrumokon lugos kozegben 24 o6ra
utan sem lattuk. A Ru(ll)-arén komplexek lassu disszociacios folyamatai az irodalomban is
ismertek, kinetikai okuk részben az irodalomban targyalt. Az (0O,0) ligandumok
komplexek kisebb stabilitast komplexet képzenek a [Ru(11)-n°-p-cimol]-lal, mint az (O,N)
koordinacidju pikolinsav szarmazékok, azonban a legnagyobb biologiai aktivitassal
rendelkezd (O,S) donoratomos ligandumok komplexeinek stabilitdsa tobb nagysagrenddel
haladja meg az (0,0) és (O,N) ligandumokét. A tioszarmazékok esetében a komplex-
képz6dés mar nagyon Kis pH-n 100 %-os. A komplexek stabilitasa olyan nagy, hogy pH-t
csak egy kelléen nagy minimum értéket tudtunk becsiilni. 1:1 fémion-ligandum arany
mellett pH 6 felett feltételezéseink szerint elindul az [ML] komplex hidrolizise, ami vizben
rosszul old6d6 oligomer vagy polimer részecskék kialakuldsdhoz vezet. Tioallomaltol
ligandum felesleg jelenlétében az (O,0) és (O,N) ligandumoktdl eltérden biszkomplex
képz8dését mutattuk ki, melyet 'H NMR mérésekkel bizonyitottunk. Megallapitottuk, hogy
a képzd6do biszkomplexben az egyik ligandum kétfogiiként, a méasodik pedig egyfoguként —
kén donoratomjan keresztiil koordinalodik a kozponti fémionhoz. Savas kdzegben az
egyfogiiként koordinalodo ligandum hidroxilcsoportja protonalddni képes (pK [ML;H] =
5,73). A hasonlo szerkezetii tiomaltol esetében kimutattak, hogy kelléen magas ligandum-
felesleg mellett triszkomplex is képzddik, azonban tioallomaltol esetében a triszkomplex
képzddését nem tudtuk bizonyitani.

Megallapitottuk, hogy kloridion jelenlétében az oldatban jelenlévo klorid a [Ru(ll)-ne-
p-cimol]-hoz valé koordinalodasa révén visszaszoritja valamelyest annak a kétfogu
ligandummal valé komplexképzddését. A kloro/akva cserét részletesen is vizsgaltuk, a
kloridion koncentracidt valtoztatva mértiik a komplexek oldatainak '"H NMR spektrumat,
és becsiiltik meg a [ML(H,0)]" + CI- == [MLCI] + H,0 folyamat egyenstlyi allandojat.
Az igy nyert allandok alapjan szamolni lehet az akva/kloridokomplexek ardnyat kiilonbdzo
jelentdsége lehet a biologiai hatds kialakulasaban. A vérhez képest a sejtplazméaban a
kloridkoncentracio kisebb, €s a sejt belsejében a klorid ligandum vizmolekulara cserélédik,

ami valosziniileg fontos aktivacios 1épés lehet a komplexek hatdsmechanizmusaban.
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A komplexek stabilitdsat Gsszevetve a biologiai aktivitassal, megallapithatd, hogy a
kialakult komplex stabilitdsa ¢és rakos sejtekre valo citotoxikus aktivitdsa kozott
Osszefiiggés van. A legkisebb stabilitasu (O,0) ligandumok komplexeinek ICsy értéke a
legmagasabb, ami alacsony toxicitasra utal. A [Ru(l1)-n®-p-cimol]-pikolinsav komplex-
ének mind stabilitasa, mind citotoxicitisa meghaladja a hidroXi-piron szarmazékokét. A
dipik-komplex stabilitdisa nagyobb, mint a pikolinsavé, azonban toxicitdsa nagyon
alacsony. A biologiai aktivitas hidnya valdszintileg az, hogy mar 0,1 M kloridion koncent-
racié mellett is az akvakomplex ardnya nagyon magas (~35 %). Masik oka lehet a
rakellenes aktivitds hidnyanak a dipikolinsav [ML] kloridokomplexének negativ toltése,
mely valdsziniileg akadalyozza a komplex atjutasat a rakos sejtek membranjain. Az (O,S)
ligandumok komplexeinek kiemelked6 toxicitasa 0sszefiiggésben lehet a komplexeik nagy
stabilitasaval.

Spektrofluorimetridsan vizsgaltuk a [Ru(11)-n®-p-cimol], a [Ru(11)-n®-p-cimol]-pikolin-
sav és [Ru(ll)-n®-p-cimol]-etil-maltol kolcsonhatasat humén szérum albuminnal az L.
kotdhelyen. Megallapitottuk, hogy a pikolinsav jelenléte jelentdsen gatolja a [Ru(ll)-ns-p-
cimol] transzportfehérjén vald megkotédését. A [Ru(l1)-n°-p-cimol] HSA-hoz valé kétddé-
se lasst folyamat, az egyensuly 2 éra alatt nem alakul ki az oldatban. [Ru(Il)-n°-p-cimol]-
etil-maltol komplex esetében ezt az idofliggést nem tapasztaltuk. Mivel a 24 oras,
kiilonb6z6 HSA-komplex arany mellett felvett gorbék lefutasa [Ru(ll)-nﬁ-p-cimol] és
[Ru(11)-n°-p-cimol]-etil-maltolat komplex esetében megegyezik, arra kovetkeztetiink, hogy
az etil-maltol megkénnyiti a [Ru(l1)-n°-p-cimol]-HSA kotés kialakulasat. Valésziniileg a
kis stabilitastt komplexbdl a HSA konnyen kiszoritja a koordinalodo etil-maltolt, mig az

etil-maltol mentes oldatban a [Ru(ll)-n°®-p-cimol] [M,H_3] formaban van jelen, amelynek

.....
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6. Summary

SOLUTION EQUILIBRIUM CHEMISTRY OF LIGANDS AND METAL COMPLEXES
AS POSSIBLE THERAPEUTIC AGENTS IN CANCER AND ALZHEIMER’S
DISEASES

The present Ph.D. theses consists of two connecting research projects focusing on the
development of novel therapeutic agents for two serious and often incurable diseases:
cancer and Alzheimer’s disease. For neurodegenerative disorders the metal ion
dyshomeostasis is assumed to be involved in the development of the disease, which can be
corrected by using suitable chelators. In case of anticancer therapeutics the metal-
containing complexes can be cytotoxic on the cancer cells.

The aim of our work in cooperation with University of Padova is to develop new
potential metal chelating agents, which are able to compete against the pf-amyloid peptides
for the metal ions, preventing the formation of toxic oligomers of S-amyloids and then
aggregation as plaque deposits in Alzheimer’s brain. Chelating ligands (like deferiprone,
deferrioxamine, D-penicillamine) are presently used in the removal of the excess of metals
like AI(IIT), Fe(lll) and Cu(ll), however they have a number of drawbacks. The studied
ligands were hydroxy-pyridine carboxylic acid derivatives which are cytotoxic up to 1 mM
and with appropriate substituents may be able to remove the Fe(lll), Al(I1l) and Cu(ll)
from g-amyloid aggregates without taking the essential metal ions from biomolecules and
disturbing their normal functions.

Solution equilibria of the possible chelator compounds with AI(II1) and Fe(lll) were
studied in the University of Padova. The interactions of the ligands with Cu(ll), Zn(I1) and
human serum albumin (HSA) were investigated in Szeged.

The hydroxy-pyridine carboxylic acids form mono, bis and tris complexes with AI(I1)
and Fe(l1l). The stability of the complexes was not high enough to prevent the hydrolysis
of Fe(lll) in most cases, only four studied ligands (DT1, DT712, DQ716 and DQ715
(studied by me)) were able to keep the Fe(lll) dissolved in the physiological pH range.
However, the Al(I11) binding ability of these ligands is reasonable — all ligands can prevent
the formation of AI(OH); — but unfortunately not so efficiently as deferiprone or
deferrioxamine. The coordination strength is significantly increased when methyl

substituents are present in positions 5 or 6 at the pyridine ring.
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Due to the hard character of the donor atoms of these studied ligands the complex
stability is lower with the borderline Zn(I1) and Cu(ll) ions than that of Fe(ll1) and AI(IIT).
The stability constants of the formed Zn(ll) and Cu(ll) complexes were determined
primarily by pH-potentiometry and in case of DQ5 and DQ715 and the results were
confirmed by the combined approach of UV-Vis spectrophotometric and EPR or *H NMR
spectroscopic measurements.

On basis of the overall stability constants, the Kp dissociation constants have been
calculated for the complexes at pH 7.4. It has been found that among the studied ligands
only the DQ716 can form sufficiently high stability complexes with Cu(ll) and can retrieve
the Cu(ll) from the S-amyloid-aggregates and prevent the oligomerisation and aggregation
processes. The order of magnitude of the Kp value of the Zn(1l) complexes falls in the
range of mmol/dm?®, which means that Zn(11) binding ability of both ligands is very low.
Therefore these ligands most probably do not affect the zinc homeostasis in vivo.

Interactions of some chosen ligands with human serum albumin (HSA) were studied by
ultrafiltration/UV-Vis and fluorescence spectroscopy. DQ ligands do not exhibit a
measurable tendency to interact with HSA. Only ligand DT726 — one of 3-hydroxy-4-
pyridinecarboxylic derivatives is able to bind to the albumin. From our measurements, we
could conclude that up to four DT726 molecules bind to HSA with high affinity at pH
7.40.

Transition metal complexes play a crucial role in antitumor therapy. In the last decade,
numerous organometallic ruthenium(l1)-n®-arene complexes mainly with piano-stool
structure were synthesized and tested by in vitro assays regarding their bioactivity. In these
Ru(ll) complexes the facial arene moiety results in the protection of the metal centre
against oxidation. This half-sandwich complex has three available coordination sites to
interact with different ligands. The type of the chelating ligands has a distinct influence on
the stability of the complex formed and the ligand can prevent the hydrolysis of Ru(l1)-n°-
p-cymene organometallic fragment. A large number of [(Ru(lI)-nG-p-cymene)(XY)CI]-
type compounds was prepared, where XY is an (0,0), (O,S), (O,N), (N,N) or (N,S)
bidentate ligand.

Complexes of hydroxypyrones (such as the well-known 3-hydroxy-2-methyl-4H-pyran-
4-one (maltol)) show only moderate cytotoxicity on various cancer cell lines as compared
with the more active (O,S) type complexes of hydroxythiopyrones. In order to establish
structure-stability-activity relationships the characterization of the stability of these
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complexes, the knowledge of the speciation and the most plausible chemical forms in
aqueous solution is mandatory. Therefore, in the second part of this work we performed
detailed pH-potentiometric, UV-Vis spectrophotometric and *H NMR spectroscopic
measurements to investigate the stoichiometry and stability of the [Ru(ll)-n°-p-cymene]
complexes of hydroxypyrone (ethyl maltol, allomaltol), picolinic acid (pik), its 6-methyl
(6-Mepik) and 6-carboxylate (dipik) derivatives and thioallomaltol ligands. The
chlorido/aqua co-ligand exchange reaction in the [(Ru(l1)-n®-p-cymene)(L)(CI)] species
was also monitored. Overall stability constants of the complexes were determined in the
presence and in the absence of chloride ions.

(0,0) and (O,N) ligands form exclusively mono [ML] (and [MLH] in the case of dipik
at pH < 2) complexes in which the ligands coordinate in a bidentate fashion. Hydrolysis of
these complexes results in the formation of the mixed-hydroxido species [Ru(l1)-n®-p-
cymene)(L)(OH)] by the deprotonation of the coordinated water molecule in the basic pH
range, although this process is almost negligible at physiological pH. However, in case of
(0,0) ligands decomposition of the complex with a slow reaction rate was also found in
the same pH range leading to the formation of the dinuclear trihydroxido-bridged species
[Rup(n®-p-cymene),(OH)s]*. The partial decomposition of the complexes [ML]" and
[MLH_4] formed in the [Ru(I1)-n°-p-cymene]-(O,N) systems would be expected at high pH
values, although the *H NMR spectra clearly show the lack of the formation of [Rux(n®-p-
cymene),(OH)s] or the non-bound ligand in the basic pH range even after 24 h waiting.
The slow dissociation of the complex [ML]" has presumably kinetic reason. Similarly slow
decomposition processes were observed for the complexes of hydroxypyridones.
Comparing the stabilities of Ru(l1)-n°-p-cymene [ML] complexes the following stability
trend is seen: (O,S) > (O,N) > (0,0).

In case of thioallomaltol the O / S exchange results in significant impact on the complex
stabilities. The complex formation is completed at pH < 2 and results of the UV-Vis
titrations show no signs of complex decomposition at pH < 1. Because of the high
stabilities only a threshold limit could be estimated for the logp of complex [ML]. The
hydrolysis of the thioallomaltol complex at pH > 6 was found to be more complicated most
probably due to the formation of mixed hydroxido oligomers with limited water solubility.
At excess of ligand bis-ligand complexes were found to be formed with thioallomaltol in
which one of the ligands coordinates via the usual (O,S) bidentate mode and the other one
binds in a monodentate fashion through the thione-sulfur. The [ML;H] type bis-complex
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predominates at the acidic pH range with protonated phenolic-OH. Chloride ions are
coordinative ligands for ruthenium(l1) in aqueous solution. The aquation of the [Ru(11)-n°-
p-cymene(L)(CI)] has a strong impact on the bioactivity, therefore the CI /H,O co-ligand
exchange process was also studied by *H NMR spectroscopy. The spectral changes of the
[(Ru(11)-n®-p-cymene)(L)(H,0)]" were followed at various chloride concentrations at
constant pH at which the metal complex predominates. Based on the changes of chemical
shifts or the integrated areas of the corresponding peaks could be calculated and converted
to molar fractions, and the stepwise stability constants could be estimated for the following
equilibrium:
[(Ru(11)-n°-p-cymene)(L)(H,0)] + CI” == [(Ru(ll)-n°-p-cymene)(L)(CI)] + Hz0

Based on these equilibrium constants (logK*) the ratio of chlorido/aqua complex can be
calculated for the complexes [ML] at various chloride concentrations.

Comparing the stabilities of [(Ru(l1)-n®-p-cymene)] complexes formed the stability
trend corresponds well to the order of their biological activity. Complexes of
hydroxypyrones with lower stability show only moderate cytotoxicity on various cancer
cell lines. The [Ru(I1)-n®-p-cymene] binding ability of the picolinate ligands represents the
following order: 6-Mepik < pik < dipik. The increased stability of the complex of pik
compared to that of the (O,0) donor hydroxypyrones may be related to its higher
biological activity. The complex of dipik possesses ca. one order of magnitude lower
logk* value than pik resulting in less favourable formation of the chlorido [(Ru(I1)-n°-p-
cymene)(L)(CI)] complex. The coordination of the negatively charged chloride ions to the
neutral [(Ru(11)-n°-p-cymene)(L)(H20)] of dipik with the non-coordinated COO™ moiety
seems to be less pronounced than to the positively charged aqua complex of pik and 6-
Mepik. This finding may contribute to the explanation of the lower biological activity of
complex dipik compared with that of pik. The readiness of the dipik complex for the
aguation may lead to an easier interaction with blood serum components via replacing the
coordinated water molecule, while the neutral complex [(Ru(l1)-n°-p-cymene)(L)(CI)] of
pik can remain more intact during the transport processes facilitating its absorption across
the cancer cell membranes. The hydroxythiopyr(id)one ligands form complexes of
significantly higher stability compared with the hydroxypyrones correlated with their
biologically more active cytotoxicity.

Fluorescence measurements were also performed on the binding properties of [Ru(ll)-

n°-p-cymene], a [Ru(ll)-n®-p-cymene]-picolinate  and  [Ru(l1)-n°-p-cymene]-ethyl
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maltolate towards HSA to the drug binding site 1. The fluorescence data indicate the
presence of pik with strong binding ability to the [Ru(Il)-n°-p-cymene] hinders the
formation of [Ru(l1)-n®-p-cymene]-protein adduct. The binding of [Ru(Il)-n°-p-cymene]
(without ligands) to HSA is a slow process, and the equilibrium is not complete after 2
hours incubation time, while in case of the ethyl maltolato complex the interaction is rather
fast. After 24 h incubation the effect of increasing concentration of [Ru(I1)-n°-p-cymene]
and its ethyl-maltolato complex on the protein fluorescence, namely the quenching of the
fluorescence emission intensity is quite similar. We have concluded that the coordination
of ethyl maltol facilitates the formation of the [Ru(ll)-n®-p-cymene]-albumin adduct.
Probably the HSA can displace the ethyl maltol with moderate binding from the complex,
while without ligand the [Ru(Il)-n®-p-cymene] exists in the form [M,H 3], and as its
dissociation process is slow the formation of the [Ru(ll)-n°-p-cymene]-albumin adduct

needs more time.
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7. Mellékletek

M1l-a

Etil-maltol, allomaltol, pik, 6-Mepik, dipik és tioallomaltol ligandumok *H NMR spektroszképiaval
meghatarozott pK értékei, [HL] és [L] formainak kémiai eltolodas értékei (ppm) (t = 25,0 °C; 1 = 0,20 M
(KCI); 10% (v/v) D,O/H,0)*

pKa etil-maltol allomaltol pik 6-Mepik dipik tioallomaltol

HL 8,58(1) 7,97(1) 5,16(1) 5,91(1) 4,55(1) 7,61(1)

H,L 2,04(7)

HL CHs(t): 1,17 CHjs (s): 2,30 CH(3)(d): 8,43 CH(3)(d): 7,93 CH(3)(d): 8,65 CHs (s): 2,28
CH(q): 2,73 CH(3) (s): 6,37 CH(4)(t): 8,15 CH(4)(t): 8,49 CH(4)(t): 843  CH(3) (5): 7,31

CH(5)(d): 6,48
CH(8)(d): 7,99
L CHs (t): 1,12
CH. (q): 2,68
CH(5) (d): 6,33
CH(6) (d): 7,82

CH(6) (s): 8,00

CHs; (s): 2,23
CH(3) (s): 6,23
CH(6) (s): 7,62

CH(5)(t): 8,69
CH(6)(d): 8,77
CH(3)(d): 7,90
CH(4)(t): 7,53
CH(B)(t): 7,95
CH(6)(d): 8,56

CH(5)(d): 8,20
CHa(6)(s): 2,83
CH(3)(d): 7,38
CH(4)(t): 7,80
CH(5)(d): 7,68
CH3(6)(s): 2,53

CH(3)(d): 7,99
CH(4)(t): 7,99

CH(6) (s): 8,00

CHs (s): 2,22
CH(3) (s): 7,25
CH(6) (s): 7,55

& A zarodjelben az allanddkra szamolt utolsé jegy bizonytalansaga van feltiintetve.

M1-b.

Etil-maltol, allomaltol, pik, 6-Mepik, dipik és tioallomaltol ligandumok [HL] és [L]” formajanak molaris
abszorbancia értékei (t = 25,0 °C; 1 = 0,20 M (KCI)*?

pK € max [HL] € max [L]
etil-maltol 8,56(1) 7260 M *xem™ (L = 276 nm) 6852 M *xcm ™ (A = 322 nm)
allomaltol 7,93(2) 5777 M *xcm ™ (L = 266 nm) 8886 M *xcm * (A = 308 nm)
pik 5,14(1) 8610 M *xcm™ (L = 264 nm) 4906 M *xcm™ (A = 264 nm)
6-Mepik 5,86(1) 6956 M *xcm ™ (A = 274 nm) 4120 M 'xem™ (A = 272 nm)
dipik 4,54(2) 6580 M *xcm™ (L = 274 nm) 4098 M *xem™ (A = 270 nm)

6335 M *xcm (A = 284 nm) 5419 M *xcm ™ (A = 268 nm)
tioallomaltol 7,61(1) 20680 M *xcm ™ (A = 332 nm) 7552 M txem™ (A = 312 nm)

16929 M *xcm™ (A = 380 nm)

# A zaréjelben az allandokra szamolt utolsd jegy bizonytalansiga van feltiintetve.
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M2

A Padovai Egyetemen eldallitott és vizsgalt hidroxi-piridinkarbonsav molekulak

Szerkezeti képlet név Ref.
OH
Z COOH
DQ2 « | 4-hidroxi-2-metil-3-piridinkarbonsav 185
N* CHs
!
COOH
VZ OH
DT2 « | 3-hidroxi-2-metil-4-piridinkarbonsav 184
N* CH3
!
OH
= COOH
DQ6 « | 4-hidroxi-6-metil-3-piridinkarbonsav 188
HsC N*
}
OH
Z COOH
DT712 « | 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridinkarbonsav 195
N* CH3
b,
COOH
Z OH
DT726 | 2,6-dimetil-4-hidroxi-3-piridinkarbonsav 188

X
HaC N CHs

M3
H +
p11’37 s 2 [MLH_j] — [L] + [M,H] T
A A A I

10,53 NS 4.

10,02 P HIA 1
9,55 PNy . P
9,05 Y i[ML] = [MLH] PN :
8,04 F )\ i S G
7,52 LN T e (N R S— ==
7,01 W TEEEEEmTm M va

| |
6,20 — —
5,67 i !
4,46_—:J‘«/L:‘ [HL] + [M]¢0:/2%) _sH* + [ML]¢/0) }iJ\ JV\ :
3,44 i M
2,92 e :
2,50 ), 8 J
84 81 78 75 712 69 66 63

& /ppm

[Ru(I1)-n°-p-cimol]-etil-maltol1:2 fémion-ligandum aranyu rendszer pH-fiiggé *H NMR spektrumai a
ligandum aromas protonjaihoz tartozé jelek kémiai eltolédasnak tartomanyaban.
(A jelek ~8,1-7,8 ppm tartomdanyban a ligandum CH(6) protonjihoz, ~6,8—6,3 ppm tartomdnyban a
ligandum CH(5) protonjaihoz rendelhetdk.)
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