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1 BEVEZETES

Napjainkban a kiilonb6z6 daganatos megbetegedések vezetd haldlozasi oknak
tekinthetok vilagszerte, tovabba a betegség hatasos kezelése komoly kihivast jelent az
orvostudomany szaméra. Eppen ezért a mai kémiai, valamint élettudomanyi kutatasok
jelentés hanyadanak célja olyan szer, vagy eljaras kifejlesztése, aminek segitségével
a betegek tulélési esélyei, valamint életmindsége javithato.

A Kklinikai gyakorlatban évtizedek ota sikeresen alkalmazott fémtartalmu
kemoterapias szer a ciszplatin, melynek sejtosztodasgatld hatasat eldszor Rosenberg
irta le 1965-ben. A ciszplatin mellett az utobbi id6kben tovabbi, Gin. masodik
generacios Pt(II)-komplexeket is kifejlesztettek ¢s alkalmaznak kemoterapias
szerekként, ugymint példaul a karboplatint, vagy az oxaliplatint. Ezen szerek k6zos
jellemzdje azonban, hogy viszonylag kevés daganattipus ellen hatdsosak, veliik
szemben legtobbszor sejtrezisztencia alakulhat Ki, valamint a szelektivitas hianyabol
adddoan a normal sejteket is karositjak, igy komoly mellékhatasaik vannak. Ezeken a
fenti hatuliitokon tobbféleképpen is feliilkerekedhetiink. Az egyik lehetdség, ha a
komplex kdzponti fémionjat egy masik platinafémionra cseréljiik. Ismert, hogy egyes
Ru(l)-komplexek, mint példaul a KP1019 rakellenes hatastiak és jelenleg is a
klinikai tesztelés fazisaban vannak. Kimutattdk azonban, hogy ezekben a
vegyiiletekben a fémion fiziologias koriilmények kdzott redukalddik, igy a Ru(Il) az
aktiv forma. Igy Gjabb kutatasok indultak félszendvics szerkezetti Ru(I)- ill. az azzal
izoelektronos Rh(lll)-komplexek bevonasaval, igy ezen fémionok komplexeinek
alkalmazasa jelenthet egyféle alternativat a mai kemoterapias szerekre.

Egy potencialisan rakellenes hatasi szer szelektivitasa nagymértékben novelhetd
lehet, ha kihasznaljuk a rakos és normal sejtek, szovetek tulajdonsagai kozotti
kiilonbségeket. Az egyik ilyen kiilonbség, hogy a daganatos szovet alulfejlett
érhalozattal rendelkezik, igy a nem megfelel6 vér- és oxigénellatottsag miatt a tumor
belsejében egy reduktiv, oxigénhianyos (hipoxias) allapot alakul ki. Ezt Gn. hipoXia-
aktivalt szerekkel célozhatjuk meg. Ilyen vegyiiletek lehetnek olyan Pt(II)-tartalmua
komplexek, amelyben a vérhatéan bioldgiailag aktiv platinafémiont tartalmazo

egységet, egy oktaéderes geometriaji, 4N donor ligandumot tartalmazé Co(IlI)-
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komplexhez, mint egyfajta hordozéhoz kapcsoljuk. A daganatos sejtbe keriilve a
reduktiv koryezet hatasara az inert Co(Ill)-komplex redukalddhat labilis Co(II)-
komplexsz¢, igy disszocidlhat rola a varhatéan rakellenes hatast Pt(Il)-tartalma
egység. Egy ilyen, két fémion tartalmi komplex elballitasahoz azonban egy olyan
ambidentat ligandumra is sziikség van, mely egyszerre képes mind a hard karakteri
Co(l11)-, mind pedig a szoft karakteri Pt(I[)-ion megkdtésére. JOl ismert, hogy a Pt(1l)
megkotésére nitrogén donoratomot tartalmazo ligandumok lehetnek megfeleldk,
példaul egyszeri oligopeptidek, melyek az amino- és amidcsoportjaik nitrogénjeivel
alakitanak ki nagy stabilitasu, siknégyzetes komplexet a fémionnal. Ugyanakkor az
oktaéderes geometriaju, inert Co(lll)-komplexek hat koordinacids helyébdl négyet
egy négyfogt 4N-donor ligandum foglalhat el, és a fémion koordinacios szférajat
valamilyen kelatképzé oxigéndonor ligandum telitheti. Mivel ez utobbi (O,0)-donor
egység felszabadulhat a redukcié okozta gyors disszociacio altal, igy a varhat6 hatas
tovabb lehet ndvelhet, ha az (0,0) kelator vegyiilet 6nmagéban is rendelkezik
rakellenes hatédssal, ezért egyes hidroxamsav, illetve piridinon szarmazékok
alkalmasak lehetnek erre a célra. Mindezekbdl kovetkezden, egy hidroxamsav, vagy
piridinon egységet tartalmaz6 peptidkonjugatum megfeleld jelolt lehet varhatdéan
hipoxia-aktivalt potencialisan rakellenes hatasu készitmény eléallitasara. Mivel ezen
eldallitani kivant vegyiiletek a késobbi biologiai vizsgalatok soran oldatfizisban
keriilnek alkalmazasra, sziikséges ismerniink az oldatban jelenlévd részecskék
Osszetételét, stabilitasat, valamint szerkezetét is, ami segithet a szerkezet-hatas
Osszefiiggés felderitésében.

Doktori dolgozatomban egyes peptidkonjugatumok szintézisével, valamint ezen
vegyiiletek félszendvics szerkezetii [(n®-p-cimol)Ru]?* és [(n°-Cp*)Rh]%, ill. a Pt(ll)
modelljeként szolgalo, ugyancsak siknégyzetes komplexek kialakitasara képes Pd(II)-
ionnal alkotott komplexeinek dontéen oldatbeli jellemzésével kapcsolatos

eredményeket foglaltam Ossze.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Avizsgalt fémionok koordindcios kémidja

211 Avizsgalt fémionok altalanos jellemzése

A ruténium vegyértékelektronszerkezete 4d°5s?, vegyiileteiben az oxidacids szama
—2 és +8 kozott valtozhat. Jellemzden +5-0s vagy annal nagyobb oxidacids allapotban
oxoanionokat képez, mig +2 - +4-es oxidacios allapotban kationos kémiat mutat.
Vizes oldatban legjellemzébb forméaja a [Ru(H20)e]**-ion ami tobbnyire kis
spinszamul, oktaé¢deres komplexeket képez, féleg N-donor ligandumokkal. A Ru(l11)-
komplexek ligandumcsere sebessége széles iddskalat olelhet fel (s — év). A d°
valamilyen aromas ligandummal stabilizalhatok.*

A rodium vegyértékelektronszerkezete 4d'5s?, oxidacids szama -3 és +6 kozott
valtozhat. Legstabilabb oxidacios allapotai a +1 és +3, de ismertek Rh(IV) vegyiiletek
is mint példaul a hexafluorido-komplexe. A Rh(l)-, valamint Rh(lI1)-ionok kationos
kémiat mutatnak, de a két forma koziil a legfontosabb a Rh(III), ami oktaéderes, kis
spinszami diaméagneses komplexeket képez. Ez a d® elektrornszerkezeti ion
izoelektronos a Ru(ll)-vel és egyértelmiien szoft karaktert mutat, mivel N-, P- és S-
donor ligandumokkal alkot stabil komplexet.?

A palladium vegyértékelektronszerkezetét 4d*° forméban irhatjuk fel, vegyiileteiben
a nagyon kevés +4-es oxidacios allapotu format kivéve szinte kizarolag +2-es
oxidéacios szammal szerepel. A d® elektronszerkezetli Pd(II)-ion koordinacios kémiai
tulajdonsagait tekintve nagymértékben hasonlit a Pt(II)-ionhoz: mindkét fémion
siknégyzetes, kis spinszamu, diamagneses komplexek kialakitasara képes, elsdésorban
szoft karakteri N- és S-donor ligandmokkal.® Jelentés kiilonbség azonban a két
fémion kozott, hogy mig a Pt(Il) meglehetdsen inert komplexeket képez, addig a
Pd(Il) ligandumszubsztiticids folyamatai mintegy 4-5 nagysagrenddel gyorsabban
jatszodnak le.>* Ennek koszonhetéen a Pd(I1)-iont a Pt(I1) labilisabb, kénnyebben
vizsgalhaté modelljeként tekinthetjiik.*®

A 3d-elemek kozé tartozo kobalt elektronszerkezete 3d’4s?. Leggyakoribb oxidéacios

allapotai a +2 és +3. A d’ elektronszerkezetii Co(Il) legtobbszor labilis, oktaéderes

3
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komplexeket képez, melyek szine altalaban a rdézsaszint6l az ibolyéig valtozhat,
ugyanakkor tetraéderes komplexei is gyakoriak melyek tobbnyire kék szinliek. A
Co(I)-vel szemben a Co(lll)-nak szinte kizarolag oktaéderes, kis spinszami

komplexei léteznek, melyek meglehetésen inertek.

2.1.2 A félszendvics szerkezetii platinafémionok jellemzése
A d® vegyértékelektronszerkezetli Ru(Il)-, illetve a Rh(Ill)-ionoknak fontos
szarmazékai a félszendvics szerkezetli, fémorganikus komplexek. Ezekben a
vegyiiletekben az oktaéderes geometriaju fémion harom, facialis helyzetben 1évo
koordinacios helyét valamilyen semleges arén, vagy negativ toltéssel rendelkezo
arenil ligandum foglalhatja el. Egy 6ttagu aromas gytirti kotédése (pl. ciklopentadienil
anion €s szarmazékai) esetén 6t, mig hattagi (pl. benzol és szdrmazékai) esetén hat
egymassal egyenértékii fém-szén kotés jon létre pentahapto (n°) vagy hexahapto (n°)
kotésmoddal.®” Az igy 1étrejott komplex Gn. zongoraszék geometriaju, ahol a fémion
szabadon maradt hdrom koordinécios helyéhez egyéb ligandumok koordinalodhatnak.
Az 1. dabrdn egy [(n°-arén)RuXYZ] komplex altalanos szerkezetét mutatom be.
A fémionok hidrolizisének, valamint kloridionokkal val6 kolesonhatasanak — mint a
komplexképz6déssel konkuralé folyamatoknak —
megértése  kulcsfontossagi  ezen  fémionok
@ komplexképzédése oldategyensulyi leirasahoz. A

| munkam soran alkalmazott [(n®-p-cimol)Ru]?* illetve

R

RuU [(M>-Cp*)Rh]?* kationok hidrolitikus tulajdonsagait,
X\\\ l \Z valamint kloridionnal val6 kolcsonhatasat korabban
Y mar részletesen vizsgaltak.®® Mindkét fémionban

1. dabra Egy félszendvics ) )
Ru(ll)-komplex  4ltalanos | kOzOs, hogy a hidrolizis sordan [Ma(pu?-OH)s]*

szerkezete . o . e . , .
Osszetételli hidroxidohidas kétmagva részecske

keletkezik (ahol M = (n%-p-cimol)Ru, vagy (n°-
Cp*)Rh), melyek szerkezetét rongendiffrakcios eredmények is igazoltak.!* 13
A [(n®-p-cimol)Ru]?* hidrolizise kloridionok tavollétében pH ~ 3 fol6tt indul, mig

kloridionok jelenlétében valamivel magasabb pH-n jatszodnak le a folyamatok
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kiilonb6z6 vegyes klorido-hidroxido részecskék képzddésén keresztiil, ugyanakkor
semleges és ligos kdzegben mindkét esetben csak a [{(n®-p-cimol)Ru}(n?-OH)s]*
osszetételli hidroxidokomplex van jelen.®0

A [(m>-Cp*)Rh]? kation hidrolizisre val6 hajlama kisebb, mint a fent emlitett Ru(II)-
ionnak, a hidrolizis kb 1,5 pH egységgel magasabb pH-n kezdddik, de pH ~ 7-re
ezesetben is kialakul a [{(n>-Cp*)Rh}2(u?-OH)s]* sszetétell hidrolizistermék.t A
0,20 M KCl ill. 0,20 M KNO3 ionerdsség mellett képz6dott hidroxidokomplexek

Osszetételét és képzodési allandoit az 1. tablazatban foglaltam Gssze.

1. tablazat: A [(n5-p-cimol)Ru]? és [(n°>-Cp*)Rh]?* kation hidrolizise kdzben
képzo6do hidroxidokomplexek dsszetétele és stabilitasi allanddjanak tizes alapu
logaritmusa kiilonbdzd ionerdsség mellett (1gB, t = 25,0 °C) 810

0,20 M KNOs 0,20 M KClI
[ {(mB-p-cimol)Ru}2(n2-OH)]?* - -7,12(1)
[{(n®-p-cimol)Ru}2(u?-OH)s]* -9,16(1) -11,88(1)
[{(n>-Cp*)Rh}2(u?-OH)]** -8,53(7) -11,12(1)
[{(n>-Cp*)Rh}2(u*-OH)s]* -14,26(4) -19,01(1)

2.2 A hidroxamsavak jellemzése
A hidroxamsavak olyan vegyiiletek, melyek tartalmazzak a 2. dbrdn lathatd
hidroxamsavcsoportot.  Csoportositasuk — torténhet a molekulaban talalhatd
hidroxamsavcsoportok szama alapjan (mono-, di-, trihidroxamsavak), illetve a

nitrogénhez kapcsol6dd szubszituenst6l fiiggd rendiiség alapjan. Ha Ry = H, akkor

primer, mig ha Ry = alkil- vagy arilcsoport,

o akkor szekunder hidroxamsavakrol
beszéliink.'**® Vizes oldatban 8,5-9.4 kozotti
OH

Re N/ pKs értékii egyértékli gyenge savként
| viselkednek, ahol az -OH egység
. o R o deprotonalodasaval hidroxamat anion

2. abra Egy hidroxamsav altalanos
szerkezete képzodik.® Ezen vegyiiletek jol ismert, kivalo
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fémionmegkotok, melyek a fémionnal Ottaghh hidroxamat kelatot képeznek. A
koordinalodé oxigén donoratomok hard tulajdonsaganal fogva elsésorban hard
fémionokkal képeznek stabil komplexeket, mint példaul Fe(lll)- és Al(I)-
ionokkal "8 A primer szarmazékok hidroxamat komplexeiben a hidroxamat kelat
deprotonalédhat, ami hidroximét kelat kialakuldsdhoz vezet.!® Ugyanakkor szoft
karakterti fémionokkal a hidroxamat kelat kialakulasan tal a hidroxamat-N részt vehet
egy masodik fémion megkotésében tobbmagvi komplexek képzédése kézben, ahogy
azt kimutattak a [Pd(en)]*" (en = 1,2-diamino-etan) kation acetohidroxamsavval vald
kolcsonhatasénak vizsgalata soran.?

A hidroxamsavak fontos szerepet jatszanak bioldgiai rendszerekben, aminek oka
elsdsorban az erds komplexképzd hajlamuk. Ez a vegyiiletcsalad alkotja — a
katecholatok ¢és a-hidroxikarboxilatok mellett — a szideroférok egyik csoportjat
melyek a vas szallitasaért és tarolasaért felelések mikroorganizmusokban.?*?2 Kivalo
vasmegkoto képességét kihasznalva, a természetes hidroxamsavalapu szideroforok
koziil a deszferrioxamin-B-t (DFB) a szervezetben felhalmozodott Fe(III)-ionok
eltavolitasara, azaz a thalassemia kezelésére hasznaljak.?-2*

Egyes hidroxamsavak metalloenzim inhibitor hatast mutatnak. Hatasukat ugy fejtik
ki, hogy koordinalédnak az enzim aktiv centruméban 1év6 fémionhoz, igy az elvesziti
katalitikus aktivitasat.?® Kimutatték, hogy az acetohidroxdmsav hatékonyan gatolja a
Ni(Il)-tartalmu uredzt,”>?’ mig egyéb hidroxamsavak a Zn(Il)-iont tartalmaz6 matrix
metalloproteazok miikodését akadalyozzak meg.?82° A hidroxamsavak legérdekesebb
enzimgatlo hatasat azonban az ugyancsak Zn(II)-tartalmu hiszton deacetilaz (HDAC)
enzimekhez kothetjik. Ezen enzimek kulcsfontossagi szerepet jatszanak a
sejtosztodas szabalyozasaban: a HDAC és hiszton acetiltranszferaz (HAT) enzimek
katalizaljak a hisztonok amino terminusan 1évd lizin oldallancok deacilezését és
acilezését. Kimutattak, hogy a rakos sejtekben a HDAC enzimek tulmiikddése
torténik meg, igy azok gatlasaval a tumorndvekedés visszaszorithat6.3® A HDAC

inhibitorok egyik csoportjat a hidroxamsav tipusu vegyiiletek alkotjak, melyek egyik
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fontos képviseldje a szuberoilanilid

0]
HWJ\N/OH hidroxdmsav azaz a SAHAS (3.
©/ o H dbra). Ez a vegyilet a

hidroxamat rtjaval ké
3. dbra A SAHA szerkezeti képlete droxamatcsoportjdva cpes

megkotni az enzim aktiv centrumaban

taldlhaté Zn(II)-iont, mig aromas részével az enzim hidrofob zsebébe illeszkedik.*" 32
Klinikai vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a SAHA ciszplatinnal egyiitt
alkalmazva igéretes lehet a fej-nyaki daganatok ellen.®* A hidroxamsavak kivald
fémionmegkotd képességének és rakellenes tulajdonsagainak kapcsan korabban mar
vizsgaltak ezen vegyiiletek kolcsonhatasat platinafémionokkal. A félszendvics
szerkezetli [(n®-p-cimol)Ru]?* kation stabil [ML] 6sszetételti (ahol ,,L” a teljesen
deprotonalt ligandumot jeloli), hidroxamat komplexet képez az N-metil
acetohidroxamsavval. A folyamat mar pH = 2 alatt elkezd6dik, majd egészen pH ~ 8-
ig ez lesz a meghatarozo részecske, és ezen pH felett indul a fémion hidrolizisével
parhuzamosan a vegyes hidroxidokomplex képzédése. Benzohidroxamsavval végzett
szilard fazisu vizsgalatok azt mutattdk, hogy nem egymagvii, hanem kétmagvi, [{(n°-
p-cimol)Ru(u?-bha)}.]?* 6sszetételti, dimer szerkezetii komplex keletkezik, amelyben
a két fémionhoz egy-egy benzohidroxamat ligandum koordinalodik, ugyanakkor a

hidroxamat oxigének hidligandumként kotnek 6ssze két fémcentrumot, a 4. abrdn

lathat6 szerkezet szerint.>*

A szoft karakterd [Pd(en)]** ion
egyszerli szekunder hidroxamsavakkal
egyéb donoratom hianyaban egymagvi
hidroxamat komplexet képez, mely a pH
~ 5-9 tartomanyban egyeduralkod6 az
oldatban. Ezen pH folott azonban
megtorténik a fémion teljes hidrolizise.

A primer szarmazék esetén szintén

(0,0)  koordinacioval  indul a

komplexképzédés, ugyanakkor ebben az | 4- dbra A [{(n°-p-cimol)Ru(u*-bha)}?]**
komplex szerkezete %
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esetben a hidroximato nitrogének részvételével két-, illetve haArommagva komplexek
is kialakulnak.?

A piridin-2,5-dihidroxamsav esetén, ahol az egyik hidroxamsavcsoporttal kelatképzé
helyzetben egy piridin N-atom is talalhatd, merében megvaltozott a [Pd(en)]?*-ion
donoratompreferenciaja. A komplexképz6dés joval pH = 2 alatt indul egy (Npy, Nhidr)
kotésmodi komplex képzodésével, majd 1:1 aranynal a pH emelésével bekovetkezik
a masodik hidroxamsavcsoport deprotonalodasa. A ligandum fémionfelesleget is
képes megkodtni, a masodik fémion a 2-es helyzetben 1évé deprotonalddott
hidroxamatcsoporthoz kotédik, mig egy harmadik fémion az 5-0s helyzeti
hidroxamsavcsoporthoz koordinalodik, ami a pH emelésével egy ujabb protonvesztést
kovetden hidroximato kelétta alakul.® A fentiekbdl tehat lathatd, hogy amennyiben a
primer hidroxamsavcsoporttal kelatképz6 helyzetben N-atom talalhato, akkor a
fémion elsddleges kotéhelyei a N-atomok lesznek. Ennek kovetkezményeképp egyes
félszendvics szerkezeti Ru(Il)- vagy Rh(Ill)-, illetve siknégyzetes Pd(II)-tartalmu
hidroxamat egységek felhasznalhatok szupramolekularis kalitka komplexek

épitdelemeiként.36-38

2.3 A hidroxi-piridinonok jellemzése
A hidroxi-piridinonok olyan hattagi N-heterociklusos ketonok, melyek
hidroxilcsoportot is tartalmaznak. Legfontosabb képvisel6i a 3-hidroxi-piridin-4-on
szarmazékok, melyek altalanos szerkezete az 5. dbrdn lathato.
A vegyiiletcsalad egyik legegyszeriibb és legszélesebb korben vizsgalt képviseldje a
1,2-dimetil-3-hidroxi-piridin-4-on (DHP), melynek szintézise maltol (3-hidroxi-2-

metil-4H-piran-4-on) és metil-amin

9 reakciojaban torténik.*® Ezen reakcidosémat

R, _!\ | or kihasznalva megfelelé amin alkalmazasaval

l}l R4 olyan modositott  piridinonszarmazékok

Rn allithatok eld, melyek épité elemei lehetnek

5. dbra Egy 3-hidroxipiridin-4-on egyéb N-szubsztitualt piridinon-
altalinos szerkezete konjugatumoknak. Az egyik legelterjedtebb
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mddszer a piridinon funkcionalizaldsara a maltol és a,w-diaminoalkénok reakciojabol
képz6dd N-aminoalkilpiridinon szarmazékok szintézise, amik a szabad
aminocsoportjaikon keresztil tovabbi kapcsolasi reakcioba vihet6k mas
molekuldkkal 2 Egy masik szintetikus stratégia lehet a kojisav hidroxi-metil
csoportjanak aktivalasa, és atalakitdsa, ami els6¢ 1épésben modositott piridon
szarmazékot eredményez, majd ezt a megfelelé aminnal reagaltatva kapjuk a kivant
szubsztitualt piridinont.*®

A teljesen protonalt DHP két 1épésben deprotonalodik. Az els6, pKs = 3,70 értékkel
jellemezhet6 folyamatban a piridinium egység vesziti el disszociabilis hidrogénionjat,
mikdzben egy rezonanciastabilizalt, erdsen delokalizalt mn-elektronrendszerrel
rendelkez6 HL forma keletkezik. Az igy kialakult semleges molekula tovabbi
protonvesztése viszonylag nagy pH-n kovetkezik be (pKs = 9,76), ami a deprotonalt
hidroxilcsoportot tartalmazé piridinonat anion képzO8dését eredményezi.®® A
kiilonb6z0 protonaltsagi foki DHP molekula hatarszerkezetei a 6. dbran lathatok.
Ezen vegyiiletek kiemelkedéen jo fémionmegkdtok, a legtobb hard karaktert
fémionnal (pl. Fe(III), AI(IIT), Mo(V1)) stabil 6ttagn (O,0) kelatot képeznek.** A hard

OH

OH N OH

| ©.
"N_ “CH, CH,

/ AN N
fiHﬁI 6@1

o | HoL*

o]

N,
e CHy CH3 CH;
\ / e / pK =9,76
0 o o o
0 O
- ~— B L
N" “CHj, N
CH,4 CHg3

6. dbra A DHP kiilonb6z6 protonaltsagn formainak hatarszerkezetei
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fémionokhoz valoé nagy affinitasa révén az 1,2-dimetil-3-hidroxi-piridin-4-on-t
elterjedten alkalmazzak a klinikai gyakorlatban vasfelhalmozodas kezelésére.*#
Noha a DHP fiziologias koriilmények kozott valamivel kisebb hatékonysaggal koti
meg a vasat, mint hidroxamat alapa DFB (pFe értékek rendre 19,4 és 26,3%), az
el8bbi nagy elénye, hogy szajon at szedhetd.**

A DHP molekula modositasaval valtozik annak vasmegkotd képessége, igy az még
hatasosabb terapias szerré tehetd. Santos és munkatarsai olyan funkcionalizalt, bi- és
tripodalis piridinonszarmazékokat allitottak eld, melyek egyszerre két illetve harom
piridinonegységen keresztiil képesek megkotni a Fe(Il)- és Al(IlI)-ionokat. Mind a
négyfogi, mind a hatfogi szarmazékok nagyobb affinitast mutattak ezen
fémionokhoz, mint 6nmagaban a DHP, de a legjobb eredményt a nitrilotriecetsavval
kapcsolt tripodalis hidroxipiridinon konjugatumok mutattak, melyek koordinative
teliteni tudjdk a fémionokat, nagy stabilitasti, komplexet létrehozva. Ezen
tulajdonsagainal fogva ezek a vegyiiletek igéretes jeloltek lehetnek késobbi klinikai
alkalmazésra a B-thalassemia kezelésében. 04

Egyes hidroxipiridinon szarmazékoknak rakellenes tulajdonsagot is tulajdonitanak,
ami részben az er8s vasmegkotd képességiikkel all dsszefiiggésben.*®4° Kimutattak,
hogy a DHP eltavolitja a vasat a ribonukleotid reduktdz enzim aktiv centrumabol a
K562 leukémia sejtekben, ami a DNS szintézis gatlasan keresztiil a sejtosztodas
megakadalyozasédhoz vezet,?® valamint hasonlé hatést idéz elé szamos sejtvonalon a
hiszton lizin demetilaz enzim gatlasaval.®® Mindezeken tal, bizonyos hidroxi-
piridinon vegyiiletek cink(ll)-megkotés révén hatékonyan gatolnak egyes HDAC
enzimeket, ami szintén antitumor hatast biztosit.%?

A piridinon szarmazékok rakellenes hatasabol kiindulva torténtek vizsgalatok ezen
ligandumok platinafém komplexeivel, melyek varhatéan rakellenes tulajdonsaguak
lehetnek.** 5354 A vizsgalt platinafémionok koziil a félszendvics szerkezetli [(n®-
arén)RU]?* kation komplexei lehetnek a legigéretesebbek. Kutatocsoportunkban
vizsgaltdk a [(n®-p-cimol)Ru]?* oldatbeli kolcsdnhatasat DHP-val, megallapitottak,
hogy ezen ligandum stabil komplexet képez a Ru(1l)-vel (Igfru = 11,86), igy a [RuL]*
komplex széles pH-tartomanyban (4 < pH < 8,5) az uralkod6 részecske.® Ennek

ellenére az egymagvi [(n®-p-cimol)RULCI] komplex (ahol L = 1-propil-2-metil-3-

10
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hidroxi-piridin-4-on) a biologiai tesztek
soran nem mutatott szamottevo citotoxikus : .

U
s s s . , Ru
aktivitast, tovabba mas vizsgalatok soran OI/ ™~

megallapitottak, hogy az aminosavak ]
konkuralnak a fémionért a piridinon
ligandummal  fiziologias  koriilmények
kozott, ami magyarazatul szolgalhat a
viszonylag magas ICso  értékre.%’
Ugyanakkor a  bisz-hidroxi-piridinon

szarmazékok kétmagvi Ru(Il)-komplexei

biztatd6 eredményeket mutattak, a dodeka L
1ztato eredmenyeket mutattak, a dodekan 7. dbra Bisz-hidroxi-piridinon
lancot  tartalmazé  ligandum  [(m®-p- | szdrmazékok kétmagva Ru(ID)-
. B komplexének sematikus szerkezete
cimol)RuLCl]; komplexe (7. d@bra, n = 12)

SW480 sejtvonallal szemben 0,29 uM-es ICso értéket mutatott, ami egy

nagysagrenddel kisebb, mint a ciszplatinnal kapott érték (ICso = 4,5 uM).>*

2.4  Aminosavak és peptidek koordindcios kémidja

Az aminosavak és peptidek — mint fehérjefragmensek — fémionmegkotd képessége
igen széleskorben kutatott teriilet a bioszervetlen kémiaban. Ezekbdl a vizsgalatokbol
szarmazo eredmények ugyanis nagymértékben segithetik az egyes fémionokkal
Osszefiiggd betegségek (ugymint prion-betegségek, fém mérgezések) kialakulasanak
megértését. Ebbol addddan az utdbbi években szamos kozlemény jelent meg a
témaban 5862

Az egyszerii aminosavak fiziologias pH-n ikerionos formaban vannak jelen, ahol a
karboxilcsoport deprotonalt (pKkarmoxii ~ 2-2,5), mig az aminocsoport protonalt
(PKammenium ~ 9-10) formaban talalhaté. Komplexképz6 sajatsagaikat tekintve az

egyszerl, oldallancban donoratomot nem tartalmaz6 aminosavak a legtobb fémionnal

az amino- és karboxilatcsoportok részvételével dttagh kelatot alakitanak ki.®®

11
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Az aminosavakbol felépiilé peptidekben a termindlis amino- és karboxilcsoportok
egymastodl tavolabb helyezkednek el az aminosavakhoz képest, ami mind a sav-bazis,
mind pedig a koordinacidés kémiai tulajdonsagaikat is megvaltoztatja. Fontos
megjegyezni, hogy az oldallaincban koordinalodni képes funkcios csoporttal
rendelkez6 aminosavak jelenléte (Cys, His, Asp) nagymértékben modositja a peptidek
fiiggben.”® A tovabbiakban az egyszerti, oldallancban donoratomot nem tartalmazd
peptidek tulajdonsagait részletezem. A peptidekben a terminalis karboxilcsoport
bazicitasa megnd (pKramoxit ~ 3), mig a aminocsoporté lecsokken (pKameonium ~ 7-8) az
aminosavakhoz képest. Ennek oka, hogy mig az aminOsavak esetén az ikerionos
szerkezetben kialakulhat egy intramolekularis hidrogénkotés a karboxilat- és
ammoniumcsoportok kozott, addig a peptidekben erre nincs lehetdség ezen csoportok
kozotti nagyobb tavolsag miatt.®® Ugyancsak sztérikus okokra vezethetd vissza, hogy
a peptidekben nem alakulhat ki aminosavszerii (NH;, COO) kotésmod, igy az
elsédleges fémionmegkotd hellyé a terminalis aminocsoport valik, és a kialakult [ML]
komplex (NH2,Oxar.) kotésmoddal rendelkezik (8. dbra). A peptidek amidcsoportjai
meglehetdsen nagy bazicitassal rendelkeznek, igy azok deprotonaldodasa a mérhetd

pH-tartomanyban nem torténik meg, egyediil a GlyTyr peptid amidcsoportjdnak

deprotonalodasi allandojat hataroztak

M S ddig, pKawame = 15,25
HZN/\|(N%‘_—H_+~ HN o [n;eg edaig, p. NH(amid) —’ ' e

|‘{/|"'O o I gyanakkor bizonyos fémionok

jelentésen csokkentik az amidcsoport

+H*|[-H* bazicitasat, igy elOsegitve annak a

mérhetd pH-tartomanyba eso

HoN .,
2:/YO Hzl\.l/%o deprotonalodasat és koordinacidjat.
w, o +H* i

N---"M---N M---N Ehhez ~a  fémion  indukalt
I _H+ |
OJ\—»N JJ,{] deprotonalodashoz sziikség van egy
0 erésen koordinal6do un.
[MH-sL] [MH-2L]

) ) horgonycsoportra, melynek szerepét
8. dbra Egy egyszeri oligopeptid o
fémkomplexei leggyakrabban a terminalis

aminocsoport tolti be. A folyamatot

12
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olyan fémionok is eldsegithetik, melyek er6s N-donor preferenciat mutatnak, illetve
képesek siknégyzetes komplexek kialakitasara (Cu(Il), Ni(Il), Pd(Il), Au(lll)).
Dipeptidek esetén az [ML] komplex kialakulasat kdvetéen a pH ndvelésével egy
deprotonalodas kiséretében megtorténik az amidnitrogén koordinacigja is [MH-1L]
osszetételll, (NH2, Namis, COO) kotésmodu, két ottagu kelatot tartalmazd komplex
képz6dése kozben (8. dbra). Nagyobb tagszamu peptideknél bekovetkezhet a
masodik, illetve a harmadik amidnitrogén koordinacidja is, tovabbi csatolt kelata

[MH_,L] és [MH_3L] 6sszetételii komplexek kialakulasa kdzben.

2.5  Aminosavak és peptidek platinafém komplexei

Az aminosavak és peptidek koordinacios kémidjanak altalanos jellemzése utan jelen
fejezetben néhany példan keresztiill mutatom be ezen ligandumcsalad platinafém
komplexeivel kapcsolatos legfontosabb eredményeket.

A félszendvics szerkezetii platinafémionok az egyszeri a-aminosavakkal (NHz,
COO) kotésmodu komplexet képeznek, mig az oldallancban donoratomot tartalmazo
szarmazékok haromfogu koordinacioval képesek teliteni a fémionok koordinacios
szférajat.55% A [(n>-Cp*)Rh]?" és [(n5-CsMeg)RuU]?* kationok di- ill. tripeptidészter
komplexeinek eldallitisa sordn azt tapasztaltdk, hogy a reakciokoriilményektol
fiiggben eltérd terméket tudtak izolalni. Mig egy ekvivalens bazis alkalmazaséaval a
dipeptid észter egyfoghi NH,, vagy kétfogti (NH2, Owab.) koordinacioju komplexét
kaptak, addig két ekvivalens bazis alkalmazasaval (NH2, Namid) kotésmoda termékhez
jutottak. Hasonl6 kotésmodokat tapasztaltak a tripeptidészter komplexek esetén is, am
ebben az esetben a masodik amidnitrogén kotodésével nitrogén atomok telitik a
fémion koordinacids szférajat.%> Az aminosavak és peptidek félszendvics szerkezetii
platinafémionnal alkotott komplexeinek a preparativ kémiaban is jelent6sége van,
ugyanis aminosav metilészterb6l kiindulva fémion-segitett folyamatban (templat
reakcio) eldallithatok kisebb tagszamu peptidek, vagy azok félszendvics szerkezetli
platinafém komplexei.® Oldategyensulyi eredmények ugyan nem talalhatoak az
irodalomban az oldallancban donoratomot nem tartalmazé peptidek és félszendvics

szerkezetli platinafémionok kozotti kolesonhatasra vonatkozdan, de részletes
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egyensulyi vizsgalatok késziiltek a [(n®-p-cimol)Ru]?* kation hisztidintartalma
peptidekkel alkotott komplexeir6l.%87° Ezen eredményekbdl kideriil, hogy az
oldallancbeli imidazolcsoport kotédése oly mértékben kedvezményezett a peptidvaz
koordinaciojahoz képest, hogy ez a csoport lesz a horgony még a szabad
aminoterminusu peptidek esetén is. Az egy hisztidint tartalmazo His-Ala peptid esetén
hisztaminszeri (NHz, Nim) kotésmod alakulhat ki, ugyanakkor az Ala-His esetén
kimutattak az amidcsoport koordinaciojat is (NH2, Namig, Nim) k6tésmoda komplex
képzédése kozben. Hasonld eredményekre jutottak a HisAlaValAlaHisHisHis
heptapeptid vizsgalata soran is, ahol ekvimolaris oldatban az N-terminuson kotédik a
fémion hisztamin szer(i koordinacidval, azonban fémionfelesleg esetén egy masodik
Ru(ll)-ion kotédése is bekovetkezik, (Nim, Namia) kotésmoddal.™

Szintén széles korben vizsgaltak a siknégyzetes Pd(II)- és Pt(Il)-ionok kdlcsonhatasat
kiilonb6z6 peptidekkel oldat- és szilard fazisban. A palladium(I)ion egyike azon
fémionoknak, melyek rendkiviili mértékben képesek elOsegiteni az amidcsoport
deprotondlodasat és koordindcidjat, aminek eredményeképp az amidnitrogén
koordinacidja mar pH ~ 2-n megtorténik, igy tobb mint 12 nagysagrenddel
lecsokkentve annak bazicitasat.”> " Ezt ersitették meg az elmult évekbdl szarmazd
vizsgalatok eredményei, ahol a [PdCls]*-ion kdlcsdnhatasat vizsgaltak egyszert di-
tri- és tetrapeptidekkel. Megallapitottak, hogy a dipeptidekkel szekvenciatol
fiiggetlentil haromfogi (NH2, Namig, COO) kdtésmoda komplex keletkezik, aminek
képzodése pH = 2 alatt indul az N-terminalis rész feldl, és a karboxilcsoport még
protonalt. A dipeptidek biszkomplexeket is képeznek a Pd(I)-ional, am ezek
Osszetételére és szerkezetére er6sen hat a peptidszekvenciaban 1évé glicin helye.
Amennyiben a glicin a C-terminuson helyezkedik el, ugy [PdH .L,]* 6sszetételi,
(NH2, Namig)2 kotésmoda komplex keletkezik, mig ha a glicin az N-terminuson
talalhato, akkor [PdH_1L2]~ Gsszetételti komplex keletkezik, ahol az egyik ligandum
haromfogt (NH2, Namig, COO) kotésmoddal, mig a masik mindossze a terminalis
aminocsoportjaval koordinalodik a fémionhoz. A tripeptidek hasonldé komplexeket
képeznek a Pd(II)-vel, ahol pH = 6-ra a fémion koordinacios szférajat (NHz2, Namid,
Namid, COO) csoportok telitik. Ez a kotésmod képes visszaszoritani a vegyes hidroxido

komplex képzddését egészen pH = 9-ig.”* A kiilonbdzé pozicidban PB-alanint
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tartalmazo peptidek Pd(11)-komplexeinek oldategyensulyi vizsgalatabol kidertilt,
hogy a kialakult kelatok tagszamanak jelent0s hatasa van a képz6dott komplexek
stabilitasara. Az (NH2, Namig, COO) kotésmodu [PdH.1L] komplexek képzddési
allandoit 6sszevetve elmondhatd, hogy a Glyp-Ala altal kialakitott, (5,6)-taga csatolt
kelatrendszer nagyobb stabilitast mutat a GlyGly-nel és B-AlaGly-nel képzett (5,5) és
(6,5) tagn kelatokéval szemben, ugyanakkor a kelatok tagszamanak nincs hatasa a
hidroxidokomplexek képzédésére. A B-Ala tartalmu tripeptidek esetén az (5,6,5) taga
csatolt kelatrendszer bizonyult a legstabilabbnak.™

A platina(ll)ion peptidkomplexeirdl a fémion meglehetésen inert természete miatt
klasszikus egyensulyi adatok nem allnak rendelkezésre az irodalomban, ellenben
szamos szilard fazisu eredménnyel talalkozhatunk. Ezek alapjan elmondhato, hogy a
Pt(I1)-ion nagyon hasonldan viselkedik a Pd(Il)-ionhoz, igy a kétféle fémion szinte
minden esetben azonos kotésmodu komplexeket képez.”*™® Ezek alapjan szintén
megallapithato, hogy a Pd(Il)-ion jol modellezi az att6] sokkal lassabb ligandumcsere
reakciokkal jellemezhetd Pt(ID)-t.

2.6  Rakellenes hatdasu platinafémkomplexek
Az els6 klinikumban alkalmazott fémtartalmi kemoterapias szer a cisz-diammino-
diklorido-platina(ll), azaz a ciszplatin volt, mely elsésorban a nemiszervek daganatai,
fej- nyaki- és nem kissejtes tiid6rak ellen bizonyult hatisosnak.®® Ezen készitmény
sikerességét mi sem bizonyitja jobban, hogy napjainkban a hererak kezelésében 95 %-
ban a ciszplatint alkalmazzak.8® A nagyszdmu vizsgalatnak koszonhetéen
hatasmechanizmusa mara jol ismert: a sejtbe keriilve a labilis klorid ligandumok viz
molekuldra cserélédnek az intracellularis térben 1évo kisebb kloridkoncentracio
hatdsara és az igy kialakult, reaktivabb részecske kotodik a DNS bazisaihoz
(jellemzéen a guanin 7-es szamu nitrogénjéhez), igy konformacids valtozast
létrehozva a DNS szerkezetében, ami megakadalyozza a transzkripcios
folyamatokat.8288 A ciszplatin ligandumjainak modositasaval allitottak elé az un.
masodik generacios platinatartalmt komplexeket, mint példaul a karboplatint,

oxaliplatint melyek hasonl6 elven fejtik ki hatasukat.®” Ezek a klinikailag alkalmazott
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szerek hasznalatanak hatranya, hogy velilk szemben sejtrezisztencia alakulhat ki,
tovabba egyaltalan nem szelektivek a rakos sejtekre, igy az egészséges sejteket is
elpusztitjak, ami stlyos mellékhatasok kialakulasahoz vezet.®> 8% Eppen ezért a mai
napig is intenziv kutatasok folynak egyéb (platina)fém komplexek kifejlesztésére,
melyek varhatoan kevesebb mellékhatassal érik el a kivant hatast.

Az 1j siknégyzetes platina(ll)-komplexek egyik tipusa az interkalacion alapulo
szerek, amelyekben a Pt(l1)-ion koordinacios szférajat aromas N-donor ligandumok
telitik. Ezek a pozitiv toltésii részecskék aktiv transzporttal jutnak a sejtbe, ahol az
aromas ligandumok n-n stacking kélcsonhatast alakitanak ki a DNS bazisaival, ennek
kovetkeztében a komplex beékelédik a bazisok kozé.* 87 91-92

A Pt(Il)- és Pd(IT)-ionok nagyon hasonld kémiai tulajdonsaga okan torténtek
vizsgalatok a klinikailag alkalmazott platinakomplexek Pd(Il)-analogjaira
vonatkozoéan is, viszont azok nem bizonyultak hatdsosnak.*® Ez annak kdszonhetd,
hogy a Pd(II) nagyobb labilitisa miatt kolcsonhatasba 1éphet fehérjékkel és mas

biomolekulékkal, igy nem éri el a rdkos sejtet.®

Ugyanakkor kelléen erdsen kotédod
ligandummal képzett inert Pd(I1)-komplexek is alkalmas jeloltek lehetnek potencialis
rakellenes szerekként. Ilyen, aromas N-donor ligandumt komplexek elsésorban
szintén interkalacido utjan fejtik ki hatasukat, és egyes komplexek bizonyos
sejtvonalakon a ciszplatinnal is nagyobb aktivitast mutattak in vitro és in vivo.* %97

A ruténiumvords citotoxikus hatasanak felismerése ota Ujabb eredmények
bizonyitottak, hogy egyéb Ru(IIl)-komplexek, mint a fac-[RuCls(NHz)s] és a cisz-
[RUCI>(NHs)4]Cl is mutatnak rakellenes hatéast.”® Tovabbi kutatisok eredményeképp
sziilettek meg az elsé Ru(lll)-komplexek, melyek elértek a klinikai tesztelésig,
nevezetesen a NAMI-A ([HIm]transz-[RuCls(Im)(DMSO)]; Im = imidazol) és a
KP1019 ([HInd]transz-[RuCls(Ind),]; Ind = indazol).* °-10 Klinikai tesztek
ugyancsak folynak a KP1019 natrium sé analogjaval a BOLD-100 kodnevii
komplexszel is,%2 ami a GRP78 immunoglobint célozva antiviralis hatast is mutat.'®
Kimutattak, hogy a szervezetbe keriilve ezen rakellenes hatasa Ru(lll)-komplexek

redukalodnak, és a labilisabb Ru(II)-tartalmi forma lesz az aktiv,1%41%

igy a kutatasok
eléterébe keriiltek félszendvics szerkezetii Ru(Il)-komplexek, mely vegyiiletcsaladrol

elészor Sadler és Dyson kozolt eredményeket. 2?19 Néhany altaluk vizsgalt [(n®-
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arén)Ru(en)CI]* és vizoldhat6 [(n®-arén)Ru(PTA)Cl;] RAPTA (Ru-Arén-PTA, PTA
= 1,3,5-triaza-7-foszfaadamantan) tipusu komplex igéretes in vitro és in vivo
rakellenes hatast mutatnak.'% Vizsgaltak ezen komplexek kapcsan a szerkezet-hatas
kapcsolatat és azt talaltdk, hogy a [(n%-arén)Ru(en)CI]* (arén = benzol, p-cimol,
bifenil, antracén, DHA, THA) komplexek elsésorban a DNS-hez kotédnek az egyfogi
kloridion cseréje utan, ugyanakkor n-n stacking kolcsonhatas is kialakul az aromas
ligandum és a nukleinbazis kozott.'® Ezzel szemben a RAPTA komplexek
attétképzodés gatlo hatdsa azok cisztein proteaz inhibitor hatdsan alapszik, ahol a

fémion az enzim aktiv centrumaban 1év6 cisztein oldallancokhoz kotédik. 110

2.7  Avrdkellenes femkomplexek szelektivitasanak novelése

Az el6z6 fejezetben bemutatott potencialisan daganatellenes hatast szerek
legnagyobb hatranya, hogy a raksejteken kiviil a normal sejteket is képesek
elpusztitani, igy (lehetséges) mellékhatasuk elsésorban a szelektivitdas hianyabol
adodik. A szelektivitas ndvelésére tobb stratégia is alkalmazhato, melyek mindegyike
azon alapszik, hogy raksejtek normal sejtekhez viszonyitott fiziologias eltéréseit
célozzuk meg. Ilyen kiilonbségek lehetnek a szelektiven a tumorsejtek altal kifejezett
gének és enzimek, a raksejt felszinén kifejez0dott transzmembran proteinek, a
daganatban fennallo hipoxias allapot, valamint az ebb6l adodo kisebb extracellularis
pH 111

A szelektivitas elérésére két f6 utvonal hasznalhat6. Az egyik lehetdség az un. prodrug
stratégia, mikor egy dnmagaban inaktiv készitményt juttatunk be a szervezetbe, ami a
rakos sejtekre jellemz6 koriilmények kozott képes csak aktivalodni, igy kizarolag a
tumorban fejtve ki hatasat. A masik alternativa lehet az, ha a molekula olyan egységet
tartalmaz, ami eldsegiti, hogy a rakos sejt nagyobb mennyiségben vegye fel a
készitményt a normal sejtekhez képest, ezt a modszert nevezziik célzott sejtbe
juttatasnak.'?

Prodrug készitmények kivalo képviseldi lehetnek egyes fémkomplexek, melyeknek
tulajdonsagai  finomhangolhatok a fémion, valamint a ligandum helyes

megvalasztasaval. A hatéoanyag fémkomplexbe vitelének széleskorben vizsgalt modja
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az, amikor a fémion egyfajta ,,chaperon” azaz dajka szerepet tolt be, jelenlétével a
hatoéanyag anélkiil jut el a sejtbe, hogy az kdzben mas biomolekulaval, vagy egyéb
létfontossagth fémionnal kolcsonhatasba lépve inaktivalddna. E célra alkalmasak
lehetnek kobalt- és platinatartalmi komplexek, ahol mindkét fémnek van két stabil
oxidacios allapota (Co(ID)/(III), Pt(II)/(IV)) és az egyes oxidacids allapotok eltérd
kémiai tulajdonsagokat mutatnak.

Hambley és munkatarsai dolgoztak részletesen olyan Co(ll1)-komplexek eléallitasan,
amelyek a biologiai hatasért felelos molekulat inaktiv formaban képes
célbajuttatni.}**118 A Co(III), mint hordozd fémion azért lehet igéretes jeldlt erre a
célra, mert nagymértékben eltér egymastol a Co(III)- és Co(II)-komplexek kinetikai
tulajdonsaga, nevezetesen, mig a Co(Ill)-ion inert komplexeket képez, addig a Co(II)-
komplexek labilisak. Ebb6l addédoan Co(Ill)-tartalmi  komplexekkel lehet a
tumorsejtben fennalld hipoxias, azaz oxigénhianyos reduktiv kérnyezetet megcélozni,
ahol az inert Co(lll)-komplex irreverzibilisen redukalodhat Co(II)-vé, igy

disszocialhat rola a biologiailag aktiv ligandum, mely folyamat a 9. dbrdn lathato.

H2N HzN/\ ZN/w
szelektlv | ~N_disszociacié6 ~0O |
||| Co[ ’j C >Co ,j
reduk0|o | H O | H
H2N

H2N H,oN

Noha jelenleg még nem ismert a hipoxias tumorokban fennallé pontos redoxpotencial,
egy tanulmany szerint annak —200 és —400 mV kozott kell lennie a sejtben talalhato
redoxi aktiv.  molekuldk  redoxpotencial ~ értékei  alapjan.t’ A
[Co(H20)6]**/[Co(H20)s]?** redoxi rendszer redoxpotencialja N-donor ligandumokkal
csokkenthetd, igy egy olyan oktaéderes komplex eléallitasaval, ahol a fémion hat
koordinacios helyébdl négyet egy tripodalis amin N-atomjai, mig kett6t a bejuttatni
kivant (O,0)-donorokkal rendelkez6 molekula foglal el. Részletes elektrokémiai
vizsgalatok azt mutattak, hogy az igy létrejott komplex redukcios potencialja mind a

4N-donor, mind pedig az (O,0)-donor ligandum valtoztatasaval finomhangolhato.
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Ezek alapjan biologiai szempontbdl leginkabb a tren és tpa 4N donor ligandumot
tartalmazo Co(IIT)-komplexek lehetnek igéretesek.!!8

Tumor hipoxia indukalt redukcioval nemcsak egy antitumor hatasu ligandum, hanem
maga a rakellenes platinakomplex is felszabadithaté a megfeleld Pt(1V)-komplexbdl.
Ezek az inert, d® vegyértékelektronszerkezetli, oktaéderes komplexek a szervezetbe
keriilve inertségiiknél fogva nem lépnek kolcsonhatasba biomolekulakkal, azonban a
rakos sejtbe kerlilve bioredukcid révén atalakulnak siknégyzetes Pt(II)-komplexszg.
Az oxidalt forma ekvatoridlis ligandumainak megfeleld megvalasztasaval
kontrollalhato a felszabadulo Pt(I1)-komplex szerkezete, igy az lehet ciszplatin vagy
azzal analog vegyiiletek, melyek elsdsorban a raksejt DNS-ét célozzak meg. A
hipoxia-aktivalt platina(IV)-kompexek redukcioja irreverzibilis, a redukcios potencial
leginkabb az axialis ligandumoktol fiigg. Ennek kovetkeztében olyan szarmazékok
lehetnek esélyes jeloltek, melyek axialis pozicidoban acetat ligandumot tartalmaznak,

ugyanis CV vizsgalatok szerint ezek katdodos cstcspotencialja az Epc = —250—(—350

mV) tartoméanyba esik.?? ¥ Mivel a
0
OJ\ kiilonb6z6  Pt(IV)-komplexek, mint
Cl . . .
Q ' \gl 0 lehetséges rakellenes szerek felé az
\ﬂ/ cl utobbi  idében igen nagy az
Satraplatin © . L . o
ol érdeklddés, igy nagyszamu
0
o J LO kozlemény talalhato az irodalomban,
_Cl
@ : <l cl) o) ezért a kovetkez6kben néhany példat
o} HsN_ | _cl
er \[]/ ° /Fl’tC' mutatok be a  legigéretesebb
0
OTO vegyiiletekr6].82 12012 Az eqgyik
o] legigéretesebb  Pt(IV)-vegyiilet a
cl . L
0o satraplatin, (10. abra) mely a klinikai
HaN_ T _Cl . . .
3"p g cl tesztek soran hatasosnak bizonyult a
HaN™ ! |o
VAAP ° nem Kkissejtes tiidorakkal és néhany
Etakraplatin fej-nyaki  daganattal szemben.
Ugyanakkor ez a készitmény nem
10. dabra Klinikai tesztek alatt allo Pt(IV)- .
komplexek () jutott tal a klinikai tesztek harmadik
fazisan, mivel Osszességében nem
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bizonyult hatasosabbnak a ciszplatinnal. Ezen vegyiilet egyik szarmazéka, az LA-12,
(10. dbra) amiben a ciklohexilamin ligandum adamantilaminnal van helyettesitve,
szintén atesett a klinikai tesztek elsé fazisan.'”® A potencialisan rakellenes hatasu
platina(lV)-komplexek hatasa novelhetd lehet, ha az axialis ligandumoknak is van
valamilyen daganatellenes hatasa. Az ilyen készitményeket hivjak un. kettds hatasu
platinakomplexeknek, amelyekben a bioredukcié eredményeképp eldall a DNS
karositd hatasu Pt(II)-komplex, valamint az oxidalt komplex axialis koordinacios
helyeirdl felszabadulnak a bioaktiv ligandumok. Ez utobbiaknak a keresztrezisztencia
elkeriilése érdekében nem a raksejt DNS-e lesz a célpontja, hanem egyéb tuton fejtik
ki hatasukat. Ilyen komplexekre lehet példa a 10. abrdn lathaté etakraplatin, mely az
axialis pozicioban etakrinsavat tartalmaz, valamint a VAAP, ami valproinsav-
tartalmu ciszplatin-analog Pt(IV) komplex. Mindkét készitmény megndvekedett
aktivitast mutat bizonyos raksejteken a ciszplatinéhoz képest, elébbi glutation-S
transzferaz inhibicion keresztiil akadalyozza meg a ciszplatin kidramlast a sejtb6l, mig
az utobbi HDAC inhibici6 révén fejti ki hatdsat.'*'% A rakellenes szerek
szelektivitdsa a prodrug stratégian tul olyan hatéanyagokkal is novelhetd, melyek a
molekularis felismerés segitségével képesek megcélozni a daganatos sejtet, igy

célzottan a tumorba juttatva a készitményt.

2.8 Peptidkonjugdtumok, mint a szelektiv célbajuttatads eszkizei

Egy varhatoan rakellenes hatdsu fémkomplex tervezése soran egy peptid egység
beépitése a ligandumba nemcsak egy masik potencialis donorkészletként szolgalhat
egy fémionnak, hanem nagyban befolyasolja a készitmény bioldgiai hatasat is.

A sejtbe vald nagyobb akkumulalodast az an. penetralé peptidek (Cell Penetrating
Peptide, CPP) biztosithatjak, melyek olyan maximum 30 tagi peptidek, melyek a
sejtmembranon atjutva hatékonyan képesek kiilonb6zo gyogyszerhatdanyagokat
eljuttatni a sejt belsejébe.’?1%8 Ilyenek lehetnek a kationos, argininban gazdag
peptidek, mint a HIV-1 TAT fehérje 48-60 fragmense (GRKKRRQRRRPPQ)!% vagy
annak modellje az oktaarginin,? valamint egyéb amfifil peptidek™*°. Mas peptidek

képesek célzottan olyan receptorokhoz kotddni, melyek a rakos sejtekben fejezdédnek
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ki nagyobb mértékben, ezaltal a peptid egység egyfajta szelektor szerepet tolt be.
Ilyenek lehetnek példaul a 12 taga ANHP, vagy a 21 tagu DIV1 peptidek, melyek
koziil az elébbi a mell-, petefészek- és vastagbélrak szoveteket, mig utdbbi a rakos
nyirokcsomosejteket célozza meg.**t A legeldnydsebb hatas azonban a fenti két tipust
vegyiiletcsalad otvozetének tekinthetd vegyiiletekhez kotheté, melyek nemcsak
szelektiven juttatjak el a készitményt a raksejtekhez, hanem segitik is annak atjutasat
a sejtmembranon.'?” Ezek tdbbnyire valamilyen specifikus szekvenciat tartalmaznak,
ami segiti a sejtfelszini receptorokhoz torténd szelektiv kotédést. llyenek lehetnek
példaul az ayPs és avPs interginekhez k6t6dé ArgGlyAsp (RGD) és AsnGlyArg (NGR)
szekvenciat tartalmazé peptidek,'?® 13! illetve a HisAlaVal (HAV) motivumua
peptidek, melyek a kadherin transzmembran molekulakhoz kotédnek. 132

Ahhoz, hogy a peptidekhez valamilyen gyogyszerhatoanyagot — legyen az szerves
molekula, vagy fémkomplex — kapcsolhassunk, kémiailag funkcionalizalni kell
azokat. Ez torténhet a peptid N- és/vagy C-terminalisan, valamint az oldallanc
funkcios csoportjain keresztiil. Ezekre az atalakitasokra a legaltalanosabb modszer a
modositott gyantdval kivitelezett szilard fazisi peptidszintézis, ugyanakkor kisebb
tagszam peptidek szarmazékképzésére a klasszikus oldatfazisu szintézis is
hasznélhat6.'?" 13 A fémkomplexek peptidkonjugatumainak eldallitdsa torténhet
amidkotés kialakitasaval, elsGsorban az N- és C- terminuson, mely uttordjeként
Metzler-Nolte és kutatdcsoportja szamit, ugyanakkor szintén gyakran alkalmazott
eljaras az 1,2,3-triazolgylirtin keresztiili kapcsolas is. 12" 134 Ezeken kiviil egy masik,
széles tavlatokat kinal6 modszer lehet fémorganikus (fél)szendvics komplexek
kapcsolasa valamilyen specifikus peptidszekvenciahoz, vagy teljes szendvics
komplexek kialakitdsa a peptid aromas oldallancain (pl. Tyr) keresztiil. 13513

Mivel a CPP-k jelent6sen megnovelik a rakellens fémkomplex sejtfelvételét, szamos
tanulmany jelent meg ilyen peptidek platinakomplexeir6l. Az elsd platina tartalmu
peptidkonjugatumokat Kelland és munkatarsai k6z6lték 1996-ban, melyek képesek
voltak a DNS adeninben gazdag részeihez kotédni.’¥” Késébb tobb publikacio is
megjelent olyan peptidkonjugatum komplexek eléallitasarol ahol oktaargininnal
konjugaltak a rakellenes hatasu platinafémkomplexeket. Ezek esetén noha nagyobb

sejtfelvételt értek el, nem tapasztaltak nagyobb citotoxicitast a peptidrészt nem
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tartalmazo komplexekhez képest.'?8129 Néhany alifas (N,N) kelaton keresztiil kapcsolt
Pt(I)-tartalmit  peptidkonjugatum esetén kismértékben megndvekedett hatast
mutattak ki.!® Ugyanakkor ismert egy igen biztato példa is, az R(FxR)s szekvenciat
tartalmazo peptid (ahol R = D-arginin, Fx = L-ciklohexilalalnin) N-terminalis f-
diketon konjugatuma, amelyben az (O,0) donor egység egy cisz-diamminoplatina(ll)
kationt koordinal. Ez a komplex a peptid kationos, €s lipofil tulajsonsaganal fogva
képes behatolni a mitokondriumba, ahol apoptozist indukal.™*® Hasonléan igéretes
jelolt lehet a buforin Ilb cisz-diamminoplatina(ll)-komplexe, igy ez is alkalmas
tovabbi biologiai vizsgalatokra.'4

A szelektivitas novelése érdekében az elsé specifikus RGD és NGR szekvenciakat
tartalmazo ciszplatin analog Pt(IV)-komplexeket Lippard és munkatarsai allitottak el
2008-ban. Megallapitottak, hogy a RGD-szekvenciaval konjugalt komplex nagyobb
citotoxicitast mutat a peptidet nem tartalmazé Pt(IV)-komplexhez képest.!?

Sadler és munkatarsai olyan [(n°®-p-cimol)Ru]?* komplexeket allitottak eld, melyben
a fémion két koordinécios helyét egy aromas (N,N)-donor ligandum foglalja el, mig
a harmadik helyre egy RGD-konjugalt piridinszarmazék kotédik egyfogu
koordinacioval. Ezek a komplexek a owfPs receptorkdtd peptidrésznek kdszonhetden
szelektiven bejutottak a rakos sejtbe, majd lathatd fény besugarzasaval nemcsak a Ru-
Npy kotés hasitasa tortént meg, hanem a komplex az aromas ligandumot is elvesztette,

igy a létrejott Ru(Il)-komplex két guanin egységhez is képes volt kotédni. 4
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3 CELKITUZES

A fenti irodalmi el6zmények alapjan célul tiiztiik ki olyan ambidentat ligandumok
platinafém komplexeinek oldategyensulyi vizsgalatat, melyek alkalmasak lehetnek
egy varhatoéan hipoxia-aktivalt, potencialisan rakellenes hatasu, kétfémes komplex
eléallitasara. A vizsgalt fémionok korébe a varhatéan rakellenes hatasu, félszendvics
szerkezetli [(n®-p-cimol)Ru]?* illetve [(°>-Cp*)Rh]?* mellett a siknégyzetes
komplexek kialakitasara képes Pt(II) modelljeként szolgalo Pd(II)-ion tartozott.

A vizsgalni kivant ligandumok olyan peptidkonjugatumok voltak, melyek az
oldallancban donoratomot nem tartalmazé peptidvaz mellett egy (O,0)-donor
kelatképz6 hidroxamsavcsoportot, vagy hidroxi-piridinon egységet is tartalmaztak.
Kivancsiak voltunk a vizsgalt fémionok ezen ambidentat ligandumokkal szembeni
donoratom preferenciaira, valamint a peptidlanc aminosav tagszamanak
valtoztatasaval kivantuk felderiteni a molekulaban rendelkezésre allo N-donorok
szdmanak hatasat a képz6dd platinafém-komplexek Osszetételére és stabilitasara
vonatkozdan.

Az egyensulyi vizsgalatokba a [Co(tren)]®" iont is bevontuk, és vizsgaltuk a
[Co(tren)]®*- és Pd(II)-tartalmi rendszerekben kialakulé komplexek szerkezetét,
stabilitasat. Az igy kapott eredmények birtokdban lehetdségiink nyilhat felderiteni azt,
hogy egy majdani kétfémes Co/Pt(Pd) komplex milyen atalakulasokon mehet
keresztiil a szervezetbe keriilve, ezaltal lehet6vé téve az esetleges biologiai hatasanak

megértését.
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4 KISERLETI KORULMENYEK ES ALKALMAZOTT
MODSZEREK

4.1  Felhasznalt vegyszerek

Valamennyi ligandum eléallitasat klasszikus, oldatfazisu szintézisekkel végeztik. A
vizsgalt ligandumok szerkezeti képlete az egyes hidrogének jeloléseivel egyiitt a 11.
dabran lathatok. Az AlaAlaNHOH dipeptidhidroxdmsavat, valamint a piridinon-
konjugatumok szintézisé¢hez sziikséges 3-benziloxi-2-metil-4-pirant (Mal-OBn), és az
1-(2-aminoetil)-3-benziloxi-2-metil-piridin-4(1H)-on-dihidrokloridot  (NH-Et-HP-
OBnN-2HCl) irodalmi receptek alapjan allitottuk el8.%2 142143 A szintézisekhez hasznalt
oldoszereket a Molar szallitotta, melyeket irodalmi eljarasok alapjan tisztitottunk és
vizmentesitettiink.'** A peptidszarmazékok eldallitisahoz hasznalt Z-AlaAlaOMe-t,
Z-AlaAlaOH-t és Z-AlaGlyGlyOH-t a Bachemt6l (Svajc) szereztik be. A
hidroxilamin-hidroklorid, N-metil-hidroxilamin-hidroklorid, natrium-metoxid, N-
metil-morfolin, klérhangyasav-etilészter, benzil-klorid, maltol és 1,2-diamino-etan a
Sigma-Aldrich (Merck) termékei voltak. A katalitikus hidrogénezéshez hasznalt Pd/C
(10 %) katalizatort, valamint a Pd(II)-térzsoldatok elkészitésénél alkalmazott
K2[PdCls]-ot a Mercktdl vasaroltuk. A [(n®-p-cimol)Ru(u-CI)Cl], eldallitasat
irodalmi recept alapjdn végeztiikk, Aldrich gyartmanya RuCls-xH2O ¢és Acros
Organics-tol vasarolt o-terpinén reakciojaval.'*® A [(n®-Cp*)Rh(u2-CI)Cl]. dimert a
Strem Chemicalstol szereztiik be. A félszendvics-szerkezetli platinafémionok
torzsoldatainak elkészitéséhez a kloridhidas dimereket sztdchiometrikus mennyiségii
szilard eziist-nitrattal kloridmentesitettiilk, valamint a fémionok hidrolizisének
visszaszoritasa végett az oldatokhoz salétromsavat adtunk. A torzsoldatok pontos
hatdéanyag- és savtartalmat pH-potenciometrias titralassal hataroztuk meg.

A pH-potenciometrids mérésekhez mérdoldatként KOH-oldatot, az ionerdsség
bedllitasahoz pedig KNOs- illetve KCl-oldatokat hasznaltunk. Ezen oldatok

elkészitését Molar gyartmany szilard sokbol végeztiik.
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11. abra A vizsgalt ligandumok szerkezeti képlete, valamint az egyes protonok jelolése
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4.2 A ligandumok elidllitdsa

421 Z-AlaAlaN(Me)OH (1)

Elézetesen vakuumban szaritott N-metil-hidroxilamin-hidrokloridot (472 mg,
5,65 mmol) N; atmoszféra alatt feloldottam 0 °C-ra hiitott 10 ml absz. metanolban.
Az oldathoz NaOMe-oldatot adtam (3,7 ml, 2,58 M), majd az igy kapott csapadékos
elegyhez hozzaadtam a Z-AlaAla-OMe-t (1,50 g, 4,86 mmol). A reakcidelegyet 6t
oOran keresztiil 0 °C-on kevertettem. A reakcio végeztével a reakcioelegyet 8 ml 1 M
sosavoldattal atsavanyitottam (pH ~ 2), majd a tiszta oldatot extrahaltam 3x20 ml
CH,Cl;-al. Az 6sszegyiijtott szerves fazisok 0,05 M KOH-dal valo extrakcidja utan
(3%20 ml) az 6sszegyijtott vizes fazisokat 4 ml 1M sosavoldattal gyorsan atsavanyitva
(pH ~ 2) extrahaltam 3x20 ml CH.Clz-al. Az Gsszegylijtott szerves fazisokat egy
éjszakan at MgSOq-on szaritottam, majd a Szaritdszer kisziirése utan az oldoszert
eltavolitva olajszerti anyagot kaptam, amit CH.Cl; - Et,O elegybdl atkristalyositottam.
A végtermék fehér szinii, porszerd. Kitermelés: 0,64 g (41 %).

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds/D20 (8tms = 0 ppm)) & (ppm): 7,35 (5H, m, CeHs);
5,01 (2H, s, Ph-CH>); 4,81 (1H, q, CH); 4,07 (1H, g, CH); 3,10 (3H, s, N-CH3); 1,19
(6H, d, CHs).

42.2 AlaAlaN(Me)OH-TFA (2)

1 (427 mg, 1,32 mmol) absz. metanolos oldatahoz (20 ml) hozzdadtam 131 mg Pd/C
katalizatort (10 % (m/m)), majd 120 pl TFA-t (1,56 mmol). A reakcioelegyet 4 6ran
keresztiil kb. 2 atm H; tilnyomas alatt, szobahémérsékleten kevertettem. A redukcio
végeztével a katalizatort kiszlrtiik, a szlirletet vakuumban beparoltam, majd a kapott
olajszerti anyagot éterrel eldorzsolve szilard anyaghoz jutottam. Kitermelés: 0,36 g
(89 %).

'H NMR (400 MHz, D0 (8p20 = 4,79 ppm)) & (ppm): 4,97 (1H, g, CH); 4,11 (1H, q,
CH); 3,27 (3H, s, N-CH3); 1,55 (3H, d, CHs); 1,38 (3H, d, CHa).

4.2.3 Z-AlaGlyGlyNHOH (3)
Hidroxilamin-hidrokloridot (1,92 g; 27,62 mmol) feloldottam 20 ml absz. metanolban
N> atmoszféra alatt, majd 0 °C-ra hiitéttem. Ehhez az oldathoz 1,55 g (27,62 mmol)
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KOH pasztillat adtam, majd az elegyet 0 °C-on kevertettem 15 percig, mialatt fehér
szin(i szilard anyag (KCI) valt ki az oldatbol. Egy masik lombikban feloldottam 3,11 g
(9,22 mmol) Z-AlaGlyGly-OH-t 150 ml absz. THF-ben, majd az oldatot 0 °C-ra
hiitéttem. Hozzaadtam 2,11 ml (22,17 mmol) klérhangyasav-etilésztert, majd 2,65 ml
(24,10 mmol) N-metil-morfolint, és az elegyet 30 percig N> alatt 0 °C-on tartva
kevertettem, mialatt az N-metil-morfolinium-klorid fehér csapadék formajaban kivalt
az oldatbol. A szabad hidroxilamint tartalmazo oldatot Schlenk-technikaval egy
haromnyaku lombikba szlirtem, mig a vegyes-savanhidridet tartalmazé oldatot egy
csepegtetdtolesérbe sztrtem. Ezt az oldatot kb. 5 perc alatt csepegtettem a
hidroxilamin-oldathoz, majd az opalos reakcioelegyet egy éjszakan at kevertettem,
mikozben az szobahOmérsékletiire melegedett. A reakcid végeztével az oldoszert
rotacids vakuumbeparlassal eltavolitottam, majd a visszamaradt sargas olajat vizzel
razotolesérbe mosva, etil-acetattal extrahaltam (5 x 100 ml). Az 6sszegytijtott szerves
fazisokat MgSQOs-on szaritottam, majd kb. harmadara parolva, majd —20 °C-ra hiitve
pelyhes, fehér anyag valt ki, melyet kisziirtem az oldatbol. Tiszta terméket
acetonitrilb6l valé atkristalyositassal nyertem. Kitermelés: 0,72 g (22 %)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds (8tms = 0 ppm)) & (ppm): 10,46 (1H, s, CONHOH),
8,84 (1H, s, CONHOH), 8,04 (1H, t, NH), 8,02 (1H, t, NH), 7,55 (1H, d, NH), 7,36
(5H, m, CeHs), 5,02 (2H, g, CeHs-CH2), 4,06 (1H, g, CH), 3,73 (2H, d, CH>), 3,63
(2H, d, CHy), 1,21 (2H, d, CHs).

424 Z-AlaGlyGlyN(Me)OH (4)

A terméket a Z-AlaGlyGlyNHOH szintézisénél leirt Iépéseken keresztiil allitottam el
2,31 g (27,66 mmol) N-metil-hidroxilamin-hidroklorid felhasznalasaval. Tiszta
terméket etil-acetatbol torténd atkristalyositassal kaptam. Kitermelés: 1,16 g (34 %)
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds (8twms = 0 ppm)) & (ppm): 9,95 (1H, s, OH), 8,15 (1H,
t, NH), 7,81 (1H, t, NH), 7,50 (1H, d, NH), 7,35 (5H, m, Ce¢Hs), 5,02 (2H, q, CeHs-
CHz), 4,06 (1H, g, CH), 3,98 (2H, s, CH>), 3,75 (2H, d, CH), 3,10 (3H, s, N-CHj3),
1,22 (2H, d, CHj).
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425 AlaGlyGlyNHOH-TFA (5)

3 380 mg-jat (1,08 mmol) feloldottam 20 ml absz. MeOH-ban, majd hozzaadtam 110
mg Pd/C katalizatort (10 % (m/m)), valamint 100 pl (1,3 mmol) TFA-t, majd kb. 2
atm nyomasu H; alatt kevertettem négy oran keresztiil szobahdmérsékleten. A reakcio
végeztével a katalizatort kiszlirtem, majd az oldoszert beparoltam. Olajat kaptam, amit
absz. dietil-éterrel eldorzsoltem. A végtermék higroszkopos szilard anyag, kitermelés:
0,33 g (92 %)

'H NMR (400 MHz, D0 (8p20 = 4,79 ppm)) & (ppm): 4,11 (1H, g, CH), 3,99 (2H, q,
CHy), 3,87 (2H, s, CH2), 1,51 (3H, d, CHs).

42.6 AlaGlyGlyN(Me)OH-TFA (6)

A terméket az AlaGlyGlyNHOH-TFA szintézisénél leirt 1épéseken keresztiil
allitottam el6 500 mg (1,36 mmol) Z-AlaGlyGlyN(Me)OH-bdl kiindulva. A
végtermék szilard, higroszkopos. Kitermelés: 0,44 g (94 %).

'H NMR (400 MHz, D20 (3p20 = 4,79 ppm)) & (ppm): 4,23 (2H, s, CH>), 4,17 (1H, q,
CH), 4,07 (2H q, CHy), 3,25 (3H, s, N-CH3), 1,57 (3H, d, CHs).

4.2.7 Z-AlaGlyGlyHP-OBn (7)

Nitrogén atmoszféra alatt feloldottam 1,08 g (3,26 mmol) NH-Et-HP-OBn-2HCI-ot
10 ml, 0 °C-ra hiittt absz. metanolban, majd hozzaadtam 0,37 g (6,52 mmol) KOH
pasztillat. A reakcioelegyet 15 percig kevertettem 0 °C-on tartva, mikdzben kivalt a
KCl az oldatbol. Egy masik lombikban 1,00 g (2,69 mmol) Z-AlaGlyGly-OH 0°C-ra
hiitott absz. THF-es oldatahoz klorhangyasav-etilésztert (440 pl; 4,62 mmol) és N-
metil-morfolint (375 ul; 3,41 mmol) adtam. Az elegyet 15 percig kevertettem,
mikdzben kivalt az oldatbol az N-metil-morfolinium-klorid. Az els6 lombik tartalmat
Schlenk-technikaval egy haromnyaku lombikba sziirtem, majd a masodik lombikban
1év6 oldatot egy csepegtets tolcsérbe szlirtem. A vegyes savanhidrid oldatot kb. 3 perc
alatt a 0 °C-0s szabad NH»-Et-HP-OBn oldathoz csepegtettem, majd a reakcidelegyet
egy ¢jszakan at kevertettem, mikdzben hagytam szobahdmérséklettire melegedni azt.

A reakcio végeztével a terméket flash-kromatografiaval izolaltam (eluens: CHCls-
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MeOH =4:1), majd a megfelel6 frakciot vakuumon beparoltam. A végtermék halvany
sarga szinii szilard anyag. Kitermelés: 0,67 g (39 %)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds (8tms = 0 ppm)) & (ppm): 8,21 (1H, t, NH); 8,11 (1H,
t, NH); 8,01 (1H, t, NH); 7,57 (1H, d, NH); 7,45 (1H, d, Ar-H); 7,36 (10H, m, C¢Hs);
7,34 (1H, d, Ar-H); 5,01 (2H, g, Ph-CH.-OCO-); 5,00 (2H, s, Ph-CH2-); 4,08 (1H, m,
CH); 3,90 (2H, t, CH2); 3,73 (2H, d, CH); 3,65 (2H, d, CH); 3,30 (2H, q, CH); 2,18
(3H, s, CH3); 1,22 (3H, d, CHa).

428 AlaGlyGlyHP-TFA (8)

7 (0,67g; 1,16 mmol) 30 ml absz. metanolban késziilt oldatahoz hozzdadtam 230 mg
Pd/C (10 % (m/m)) katalizatort és 98,6 ul (1,39 mmol) TFA-t. A reakcidelegyet H
nyomds alatt (kb. 2 atm) kevertettem 4 oran keresztiil. A reakcid végeztével a
katalizatort kisziirtem az oldatbol, majd a sziirletet beparoltam. A kapott halvanysarga
szinli olajat absz. dietil-éterrel eldorzsolve fehér szinli szilard anyaghoz jutottam.
Kitermelés: 0,48 g (89 %)

'H NMR (400 MHz, DO (8p,0 = 4,79 ppm)) & (ppm): 7,66 (1H, d, Ar-H); 6,69 (1H,
d, Ar-H); 4,31 (2H, t, CHy); 4,17 (1H, g, CH); 4,02 (2H, q, CH>); 3,85 (2H, s, CH>);
3,65 (2H, t, CH2); 2,52 (3H, s, CHs); 1,57 (3H, d, CHj).

ESI-MS m/z = 354,177 ([M+H]"), szamolt m/z = 354,178 ([M+H]").

429 Z-AlaAlaHP-OBn (9)

A terméket a Z-AlaGlyGlyHP-OBnN szintézisénél leirt 1épéseken keresztiil allitottam
eld, 1,20 g (3,62 mmol) NH.-Et-HP-OBn-2HCI és 0,96 g (3,26 mmol) Z-AlaAlaOH
reakciojaval. A reakcid végeztével a terméket flash-kormatografiaval izolaltam
(eluens: CHCI3:MeOH = 9:1). A nyersterméket EtOAc-bol torténd atkristalyositassal
tisztitottam. A végtermék halvanysarga szinii szilard anyag. Kitermelés: 0,52 g (30 %)
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds (8tms= 0 ppm)) & (ppm): 8,07 (1H, t, NH); 7,98 (1H,
d, NH); 7,48 (1H, d, NH); 7,44 (1H, d, Ar-H); 7,35 (10H, m, CeéHs); 6,12 (1H, d, Ar-
H), 5,01 (2H, q, Ph-CH.-OCO-); 4,99 (2H, s, Ph-CH>-); 4,17 (1H, m, CH); 4,05 (1H,
m, CH); 3,91 (2H, m, CHy); 3,29 (2H, m, CH>); 2,18 (3H, s, CH3); 1,19 (3H, d, CHs);
1,16 (3H, d, CHs).
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4.2.10 AlaAlaHP-TFA (10)

A terméket az AlaGlyGlyHP-OH-TFA szintézisénél leirt modon allitottam eld, 502
mg (0,94 mmol) Z-AlaAlaHP-OBn-bdl kiindulva. A végtermék fehér szinii szilard
anyag. Kitermelés: 0,39 g (98 %)

'H NMR (400 MHz, D20 (8p,0 = 4,79 ppm)) & (ppm): 7,66 (1H, d, Ar-H); 6,64 (1H,
d, Ar-H); 4,30 (2H, m, CH>); 4,23 (1H, q, CH); 4,04 (1H, g, CH); 3,65 (2H, m, CH>);
2,50 (3H, s, CHs); 1,47 (3H, d, CHs); 1,27 (3H, d, CHa).

43  A[Pd(H:LH-1)Cly/-2H>0 eldallitisa (11)

AlaGlyGlyHP-TFA (49,5 mg; 0,106 mmol) 10 ml vizzel késziilt oldatdhoz
hozzaadtam 31,1 mg szilard K,[PdCls]-ot (0,0966 mmol) és 74,6 mg KCl-ot (1,0
mmol). Az oldat pH-jat egy oran at tartd kevertetés kozben 2,6-on tartottam 0,20 M
hétig szobahdmérsékleten allni hagytam, mikdzben narancssarga szini,
rontgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozasra alkalmas kristalyok valtak ki. A
kivalt szilard anyagot kiszlirtem, kevés jéghideg vizzel mostam, majd vakuumban
szaritottam. Kitermelés: 42,7 mg (78 %).

'H NMR (400 MHz, D0 (8rsp = 0,00 ppm)) & (ppm): 7,94 (1H, d, Ar-H); 7,15 (1H,
d, Ar-H); 4,50 (2H, t, CH); 3,87 (2H, g, CH>); 3,73 (2H, s, CHy); 3,72 (2H, t, CH>);
3,59 (1H, g, CH); 2,63 (3H, s, CH3); 1,39 (3H, d, CHs).

Elemanalizis: C1sH23Cl2NsOsPd 6sszetételre szamolt (%) C: 31,79; H: 4,80; N: 12,36;
mert: C: 32,01; H: 5,03; N: 12,36.
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4.4 pH-potenciometria
A pH-potenciometria altaldnosan hasznalt moddszer az oldatban torténd
komplexképzddési folyamatok vizsgdlatdra. Alkalmazasadnak feltétele, hogy a
komplexképz6dés hatassal legyen a ligandum protonalddasi folyamataira, azaz a
folyamat pH-effektussal jarjon. Mivel a deprotonalt ligandum egy gyenge sav
konjugalt bazisa, igy a fémion és a proton kozott kompeticio 4ll fenn. Amennyiben a
fémion a protonalt ligandummal 1ép kdlcsonhatésba, a folyamat az alabbi egyensullyal
jellemezhetd:
nHL + M™ = MLM™M* + nH* (1)
A Hf-ionok felszabadulasanak eredményeképp pH-méréssel kovetkeztethetiink a
képz6d6 komplex(ek) Osszetételére és képzddési allanddira. Amennyiben a rendszer
csak fémiont (M), hidrogéniont (H) ¢és ligandumot (L) tartalmaz, az
haromkomponensiinek tekinthetd, igy a komplexképzddés az alabbi (2. szamu)
altalanos egyenlettel adhat6 meg (a toltéseket elhagyva):
pM + gH + rL = [MpHqL:] (2)
A fenti egyensulyi folyamat szerint képzodott komplex Bpqr bruttod képzodési dllandoja
a 3. egyenlettel adhatdo meg:
Bpge = il ©
[M]P[H]4[L]"
A titralasi adatokbdl a keletkez6 komplexek stabilitdsi szorzatit a Tanszéken
kifejlesztett PSEQUAD® programmal szdmoltuk. A szdmolashoz bemend adatként

meg kell adni a kiindulasi mintatérfogatot, a harom komponens, L, M és H kiindulasi

s

crcr

t,147

féle korrekcios faktort,™’ és a vizion-szorzatot. A szoftver ezutdn megoldja a harom

komponensre felirt anyagmérlegeket (4-6. egyenletek).

Cot = [H] + ) 1y M1 [HI LI @
i=1
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Cm = [M] + Z PiBpqr[M];°[H];[L];" (5)
i=1

Co = L1+ ) GipqrMIP I [L" ©)
i=1

A program Newton-Raphson iteracioval finomitja a kiindulasi adatként megadott
stabilitasi szorzatokat, mindaddig, mig a Z(Vmért— Vizamitorr)? minimum értéket nem ad
(V a mérdoldat térfogata). A szamitas végeztével megkapjuk valamennyi pH-n az
deviacio értékeket, illetve az illesztés josagat kifejezd |Vmen — Vsuamiou| illesztési
paramétert. A kiillonbozd protonaltsagi foka komplexek deprotonalodasdnak
folyamata a 7. szamu egyensullyal irhato le (a toltéseket elhagyva):
[MpHoLe] = [MoHg 1Ll + H ()
¢s ezen folyamat egyensulyi allandoja az alabbi médon adhaté meg:
Koy, = [M,H,_1L,][H] _ Buptigaty
pabe = T [MyHoLy ] Buprgts

A ligandumok protonalédasi allandoit a SUPERQUAD programmal szamoltuk,

(8)

amely a finomitott allandokon kiviil megadja a pontos ligandum-, illetve proton
anyagmennyiségeket is. A pH-metrias adatokbodl kapott részecskék koncentracio-
eloszlasait MEDUSA program segitségével szerkesztettiik meg'®°.

A pH-potenciometrias titralasokat Mettler Toledo T50, DL50 valamint T5 tipusu
titratorokkal végeztiik, melyek Metrohm 6.0255.100 szériaszamu double junction,
(KNOs ionerdsség esetén) vagy Mettler Toledo DGi 114-SC tipusa (KCl-ot is
tartalamaz6 ionerGsség esetén) kombinalt tivegelektroddal voltak felszerelve. A
titralasokat 25,0 = 0,1 °C-on végeztiik, I = 0,20 M KNO3z ionerdsség mellett (a
félszendvics-szerkezetli platinafémionokat tartalmaz6 mintak esetén). A Pd(II)-ion
pH-metrias vizsgalata soran minden esetben korabbi eredmények alapjan I = 0,10 M
KCl-ionerdsséget alkalmaztunk, amit KNO3 hozzaadasaval 0,20 M-ra egészitettiink
ki (lot = 0,20 M).”* A hattérelektrolit KCI tartalmat az indokolja, hogy Cl—~ionok
tavollétében a Pd(II) komplexképzddési folyamatai mar az erdsen savas (mérhetd pH-

tartomany alatti) tartomanyban lejatszodnak, mig kloridionok, mint kompetitor
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ligandum jelenlétében ezen folyamatok a nagyobb, mérhetd pH-tartomanyba
tolédnak. Ugyanakkor kizarolag KCl-ot hasznalva a komplexképzddés olyannyira
lassuva valna, hogy az lehetetlenné tenné a rendszerek oldategyensulyi vizsgalatat
pH-metrids modszerrel.”* A kloridion tartlamu hattérelektrolit alkalmazasa miatt
Pd(Il)-tartalmia rendszerek kiértékelése soran a fémion kloridokomplexeinek
képz6dési allandoit is figyelembe vettiik (melyek rendre 1gg: = 4,47; 1gp. = 7,76; lgps
=10,17; lgBs = 11,54 értékek a [PACI]*, [PdCI,], [PACls]~ és [PACls]* részecskékre
vonatkozodan). Szintén a kloridion jelenlétébol adodoan a komplexbe kotott fémion
szabad koordinacios helyein pH-tdl fliggéen kloridion, viz vagy hidroxidion lehet,
ebbdl adddoan a kapott stabilitasi allandok latszolagos értékek. A mérések elott az
elektrodot Irving és munkatarsai ltal javasolt modszer szerint kalibraltuk 0,05000 M
az Irving-féle korrekcios faktort, és a vizion-szorzatot (pKw = 13,76 + 0,01).24
Meérboldatként eldzdleg kalium-hidrogén-ftaldtra meghatarozott ~ 0,2 M pontosan
Gran-féle linearizalassal értékeltiik ki.*® A titralt mintdk térfogata minden esetben
15,00 ml volt, a mintak kevertetését és oxigénmentesitését argon gaz mintan torténd
atbuborékoltatasaval végeztiik. Az oldatok koncentracidja a ligandumokra nézve az
1,25-2,88 mM koncentracid tartomanyban valtozott, a fémiontartalmti rendszerek
kozelitéleg 1:2, 1:1, 1,5:1, illetve 2:1 fémion-ligandum aranytak voltak. A
fémiontartalmu rendszerek titralasa soran a pH-egyensuly beallasaig, vagy legfeljebb
30 percig vartunk két mérési pont felvétele kozott, ahol a pH-egyensulyt a
kovetkezoképpen definidltuk az egyes mérérendszerek esetén: a mért potencial
valtozasa legyen kisebb, mint 0,01 mV 11 masodpercen beliil (Mettler Toledo DL50
titrator esetén), 0,10 mV 90 masodpercen beliil (Mettler Toledo TS5 és T50 titratorok
esetén). A regisztralt titralasi gorbéken a mért pH értékeket a lugekvivalens
fiiggvényében abrazoltuk, ahol a Ilagekvivalens a mintaban 1évé ligandum
anyagmennyiségével egyenértékli mérdoldat mennyiséget fejezi ki, negativ értéke a

mintaban 1évo savfelesleget jeloli.
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4.5 Magneses-magrezonancia spektroszkopia (NMR)
Az NMR spektroszkopia segitségével nemcsak szerves molekuldk szerkezetét
hatarozhatjuk meg, hanem a médszer egyebek mellett lehetéséget biztosit példaul a
ligandumok protonalodasi folyamatainak kdvetésére is. Mivel az altalunk vizsgalt d®
elektronszerkezetli Ru(Il)- és Rh(IlI)-ionok, valamint d® elektronszerkezetii Pd(II)-
ionok kis spinszamu, diamagneses komplexeket képeznek, lehetéségiink van a fent
emlitett fémionok komplexképzddési folyamatainak tanulményozisara is ezen
technikaval. A fémion koordinacioja altal a komplexbe kotott ligandum megfeleld
jelének kémiai eltolodasa megvaltozik és mivel a vizsgalt fémionok
komplexképzddési folyamatai az NMR idéskalan mérve tobbnyire lassuak, igy a
legtobb esetben el is kiiloniil a szabad ligandum jelétol. Ez lehetdséget biztosit arra,
hogy az egyes jelek eltolodasabol kovetkeztetni tudjunk az adott komplex
vonatkozéan nemcsak mindségi, hanem mennyiségi informaciot is szolgaltathat. Ezt
a minta fémion-ligandum aranyanak, valamint az egyes komplexek Osszetételének
ismeretében a részecskék egymasba alakulasanak sebességétdl fiiggden kétféleképpen
kaphatjuk meg. Lassti csere esetén, ahol az egyes részecskék jelei elkiiloniilnek
egymastol a megfelel6 jelek integralaranya mutatja meg az egyes részecskék
egymashoz viszonyitott mennyiségét. Gyors csere esetén, az egyes részecskék jelei
nem kiiloniilnek el egymastdl, hanem minddssze egyetlen jelet latunk, amelynek
kémiai eltoloddsa (Oops) az egymassal cseréld két részecske (A és B) kémiai
eltolddasainak moltort szerinti sulyozott atlaga, igy a mért kémiai eltolodasbol tudunk
kovetkeztetni az egyes részecskék aranyéra:
Oobs = Xa0B *+ Xg0B 9

Ugyancsak gyors csere figyelheté meg a ligandum protonalt és deprotondlt forméaja
kozott. Ebben az esetben az adott funkcidscsoport deprotonalddasi folyamatara
érzékeny jel kémiai eltolodasanak pH-fiiggését az alabbi egyenlet irja le:%t

_BIHTY
obs Z 5H iLyn prg+lj 0:3] ] (10)
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A fenti egyenlet alapjan a dni, azaz a kiilonb6z6 protonaltsagi fokt részecskék kémiai
eltolodasanak ismeretében a ligandum bruttd protonalodasi allandoi  (f)
meghatarozhatok.

Az NMR-méréseket Bruker AM 360 MHz FT-NMR, illetve Bruker Avance DRX 400
MHz FT-NMR berendezésen végeztiik, a mintak készitéséhez Euroisotop gyartmany
99,8 % izotoptisztasagl deuteralt oldoszereket hasznaltunk. A jelek kémiai eltolodasat
ppm-ben adtuk meg, melyeket az alkalmazott oldoszer jeléhez,*2 vagy trimetil-szilil-
propansav (TSP) natrium s6jahoz, mint belsé sztenderdhez viszonyitva adtuk meg.
Az NMR titralasokhoz a mintakat D,O-ban készitettilkk el, melyek ligandum
koncentracidja 5,0-10,0 mM volt, a fémion-ligandum arany 1:2, 1:1 és 2:1 volt. Az
ionerdsséget 0,20 M-ra allitottuk KNOs-tal (a szabad ligandumok, valamint a [(n%-p-
cimol)Ru]? és a [(n°-Cp*)Rh]?" fémionokat tartalmazo mintak esetén), valamint KCI
¢s KNOs 1:1 aranyu keverékével (a Pd(II)-ion tartalmu mintak esetén). A mintak pH*
értékeit (a vizes pufferre kalibralt pH-mér6 altal nehézvizes kozegben mért érték)
DNO:s és NaOD oldatokkal allitottuk be. A mért pH* értékeket az alabbi egyenlet
segitségével konvertaltuk pH-értékekké: !>

pH =pH*-0,936 + 0,412 (12)

Az elkészitett mintak a mérés elott egy orat alltak, majd 3-5 nap elteltével a
spektrumokat 1ujra felvettiik. Néhany esetben az egyes rendszerek idébeli
valtozasanak részletes feltérképezése érdekében a méréseket a mintakészitéstol
szamitott 15 perct6l 7-9 napig terjed0 intervallumban kovettik. A rogzitett

spektrumok kiértékeléséhez MestReNova 9.0 szoftvert hasznaltunk.

4.6  Elektroporlasztisos ionizdcioji tomegspektrometria (ESI-MS)
A tomegspektrometria (Mass Spectrometry, MS) egy elterjedten alkalmazott, nagy
hatékonysagu analitikai moddszer, melynek segitségével szerves és szervetlen
vegyliletek dsszetételérdl kaphatunk informaciot. A modszer 1ényege, hogy a mintat
gazfazisban ionizaljuk, majd a keletkezett ionokat tomeg/toltés értékei alapjan
detektaljuk. Az elektroporlasztasos ionizacio (Electrospray ionisation, ESI) egy lagy
ionizacios technika, melynek eredményeképp a mintdban 1évé molekulakbol

képzodott molekulaionokat detektalhatunk. A modszer nagy érzékenységének
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koszonhetéen lehetdségiink van a molekulaiont alkotdé atomok természetes
izotoparanynak megfeleld eloszlasu izotopjainak kimutatasara, valamint az igy kapott
izotopeloszlas altal a molekulaion pontos Osszetételének megadasara is. Ennélfogva a
modszer tokéletesen hasznalhaté mind az eldallitott ligandumok mindségi
jellemzésére, mind az oldatban jelenlévo komplexek 0sszetételének azonositasara. Az
vizes oldatok voltak. A vizsgalat targyatol fiiggden a kiillonb6zé pH-jii mintakban a
fémion-ligandum arany 1:1, 2:1 és 1:2 volt, a méréseket az adott rendszerben képz6do
komplexek toltésétdl fliggéen pozitiv és/vagy negativ modban végeztik. A
kisérletekhez Bruker Biotof Il ESI-TOF késziiléket, Cole Palmer 74900 pumpat
hasznaltunk és 2 pl/min aramlasi sebességnél mértiink. A szaritd gaz (N2)
hémérsékletét 100 °C-on tartottuk, a porlasztogdz (N2) nyomdésa 207 kPa, mig a
kapillarisra kapcsolt fesziiltség 4500 V, 120 V, 40 V és 30 V volt. Az adatgytijtést
BioTOF v 2.2, mig az adatfeldolgozast XmassBioTOF v 6.0.0 szoftver végezte.

4.7  Rontgenkrisztallogrdfias szerkezetvizsgalat
Egy komplexet sikeriilt rontgendiffrakcios vizsgalatra alkalmas egykristaly
formajaban eldallitani. A rontgenkrisztallografiai szerkezetmeghatarozast Dr. Bényei
Attila (Debreceni Egyetem, Fizikai Kémiai Tanszék) végezte. A mérést Bruker-D8
Venture késziiléken kivitelezte, 0,71073 A hullamhosszisagi Mo Ka rontgensugar
besugarzasaval 100 K homérsékleten. A reflexiokbol nyert adatokbdl a szerkezet
megoldasahoz APEX 3 szoftvert hasznalt, és az F? értékek finomitasat a SHELIX

program végezte.
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5 EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

5.1 A vizsgdlt peptidhidroxdamsavak szintézise
Az altalunk vizsgalt dipeptidhidroxamsavak szintézise mar ismert az irodalomban, igy
azokat a mar kozolt eljarasok alapjan allitottuk el6.14# 15 Noha az AlaGlyGlyNHOH
¢s AlaGlyGlyN(Me)OH tripeptidhidroxdmsavakat a Kutatocsoportban kordbban mar
eléallitottak az N-terminalison védett peptid N-hidroxi-szukcinimiddel képz6dé
észtere hidroxilaminnal torténd reakcidjaval,’®® ezen kétlépéses szintézis kivaltasara
egy masik eljarast alkalmaztunk. Az N-terminalison Z-védett tripeptid
karboxilcsoportjat klorhangyasav-etilészterrel aktivaltuk, és az igy in situ képz6dé
vegyes savanhidriden keresztiil alakitottuk ki a hidroxamsavcsoportot a megfeleld
hidroxilaminnal lejatszodé reakcioban.'*® Ezzel a modszerrel egy 1épésben, a korabbi
eljarashoz  képest  valamivel jobb  hozammal tudtuk eldallitani a
tripeptidhidroxamsavakat. A védett termékekr6l a véddcsoportot katalitikus
hidrogénezéssel 10 % Pd/C katalizator jelenlétében, mikozben kialakitottuk a

vegyiiletek trifluoracetat sojat.

5.2 A peptidhidroxamsavak sav-bdzis tulajdonsdgai
Az altalunk vizsgalt, teljesen protonalt di- illetve tripeptidhidroxamsavak két
disszociabilis protont tartalmaznak, a ligandum ammonium és hidroxamsav
csoportjan. A pH-potenciometrias titralasokbol kapott 1épcsézetes deprotonalodasi
allandok az 2. tdblazatban lathatok.
2. tablazat A vizsgalt peptidhidroxdmsavak savi disszociacids allanddinak tizes alapt

negativ logaritmusa (pK), t = 25,0 °C, kiilonb6z6, 0,20 M ionerésség mellett™

pPK1 pK> pK1 pK2
ionerdsség KNO; KCI + KNO3
AlaAlaNHOH 7,77(1) 8,89(1) 7,70(1) 8,80(1)
AlaAlaN(Me)OH 7,77(1) 8,70(1) 7,78(1) 8,74(1)
AlaGlyGlyNHOH 7,741) 8,82(1) 7,70(1) 8,80(1)
AlaGlyGlyN(Me)OH 7,69(1) 8,57(1) 7,73(1) 8,55(1)

*Zardjelben a 3o standard deviacio értékek szerepelnek
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A ligandumok deprotonalodasa két, egymassal atfedd 1épésben torténik pH 7-10
kozott. Az erésen atfedo folyamatok miatt az egyes csoportok savassagaban csak a
mikroallandok  ismeretében  tudunk  egyértelmi  kiillonbséget  tenni.
Kutatocsoportunkban korabban mar vizsgaltdk a primer dipeptidhidroxamsavak
deprotonalodasara vonatkozé mikrofolyamatokat, és azt talaltdk, hogy az
ammoniumcsoport valamivel kisebb bazicitdst mutat a hidroxamsavcsoporthoz
képest.1#?

Az 2. tablazat adataibol az is lathatd, hogy a szekunder peptidhidroxamsavak
hidroxamsavcsoportjai kissé nagyobb savassaggal rendelkeznek a primer
szarmazékhoz képest. Ez azzal magyarazhatd, hogy a hidroxamsavcsoport
nitrogénjén talalhato, elektronkiildé sajatsagu metilcsoport képes novelni az
elektronsiiriséget a hidroxamat anionban, igy ndvelve annak stabilitisat, azaz
csokkentve bazicitasat. Ugyanakkor a kiillonb6z6 ionerdsség mellett meghatarozott
deprotondlodasi allandokban nem mutatkozik nagy kiilonbség, tehat az alkalmazott

hattérelektrolit mindségének nincs jelentds hatasa a deprotonalodasi folyamatokra.

5.3 A [(y*-p-cimol)Rul* és [(°-Cp*)Rh]*" kélcsonhatisa
dipeptidhidroxdmsavakkal

A peptidhidroxamsavak az (0,0) donor hidroxdmsavcsoporton kiviil nitrogén
donoratomokat, mint potencialis fémionmegkotd egységet is tartalmaznak; a primer
szarmazEék esetén a peptidszeril nitrogénatomokon kiviil a hidroxamsavcsoport N-
atomja is lehetséges koordinalodo egység lehet, mig a szekunder analog esetében a
hidroxamat nitrogén nem vehet részt a fémion megkdtésében. A félszendvics
szerkezetli platinafémionok ezen ambidentdt tulajdonsagi ligandummal vald
kolcsonhatasanak feltérképezése érdekében részletes pH-potenciometrias, 'H NMR
spektroszkopias és ESI-MS vizsgalatokat végeztiink. A primer szarmazék két
fémionnal kapott titralasi gorbéi nagyon hasonld lefutasuak voltak, ezekben a
rendszerekben képzOdott részecskék Osszetétele ¢€s stabilitdsi allanddja a 3.

tablazatban lathatok.
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3. tablazat A [(n®-p-cimol)Ru]?* és [(n>-Cp*)Rh]?* dipeptidhidroxdmsavakkal képz8dd
komplexeinek Osszetétele és stabilitasi allanddinak tizes alapt logaritmusa (lgp), és az
egyes komplexek deprotonalodasi allandojanak tizes alapt negativ logaritmusa (pK) 25,0
°C-on, 1 =0,20 M KNO3*

AlaAlaNHOH AlaAlaN(Me)OH
Részecske  [(m8-p-cimol)Ru]?*  [(m®-Cp*)Rh]**  [(m®-p-cimol)Ru]?* [(m5-Cp*)Rh]*
[MHL]*  16,09(2) 15,54(1) 17,53(2) 15,89(1)
[ML]* - - 11,61(3) 9,48(3)
[MH_.L] - - 2,50(5) 2,62(2)
[MoL]* 14,95(10) 13,57(8) 14,16(2)
[MzH4L]?  11,16(5) 10,07(1) -
[MoHL]Y  4,63(6) 3,40(3) -
[MoHsL]  —4,79(9) -5,47(4) -
Illesztés (ml) 0,00683 0,00417 0,00707 0,00575
Pontok szama 302 183 201 244
PKMHL - - 5,92 6,41
pKmL - - 9,11 6,86

* Zardjelben a 3o standard deviacio értékek szerepelnek

Ahogy az a 3. tablazat adataiban is megmutatkozik, a két rendszer egyensulyi
modellje szinte teljesen megegyezik, az egyetlen kiilonbség a két fémion komplexei
kozott, hogy a [(n®-p-cimol)Ru]?" valamivel nagyobb stabilitasu komplexeket képez,
minta [(n>-Cp*)Rh]?*. Ennek kapcsan azonban fontos megemliteni, hogy noha a [(1n°-
Cp*)Rh]?*-komplexek stabilitasi allandoinak szamértéke kisebb a [(n°-p-cimol)Ru]?-
komplexekéhez képest, a [(n>-Cp*)Rh]?* hidrolitikus folyamatai alarendeltebbek, igy

az dsszességében nem koti gyengébben

1,0 ) .
e (MHL]* a ligandumot, mint a [(m°-p-

0,8 [M,H,L]>* .

T (MeHot] cimol)Ru]?". Reprezentativ példaként a

S06 ] \MHu

$o4 | 12. abran a [(n°-Cp*)Rh]*

3 3

502 ] AlaAlaNHOH rendszer 1:1 aranyra
) A SAD. ' szdmolt koncentracid-eloszlasi gorbéi

2.8 405 07 8 9 101 athatok. Amint az a 3. tdblizatbél,
12. dbra A [(n>-Cp*)Rh]?*-AlaAlaNHOH
rendszer koncentracio-eloszlasi gorbéi, ¢, =
cm = 2,00 mM (A képletekben szerepld
M a [(n®-Cp*)Rh]?*-iont jel5li)

valamint a 12. dbrabol lathato, az
[MHL]? részecskén kiviil kizarolag

kétmagva komplexek képz6dnek mar
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ekvimolaris oldatban is. A 'H NMR spektroszkopias eredményeket is figyelembe
véve megallapithatd, hogy az [MHL]?* komplexben a fémion hidroxamat kelaton
keresztiil kotédik a ligandumhoz, és a fémion harmadik koordinacios helyét
vizmolekula foglalja el, mig a terminalis aminocsoport protonalt marad (13. dbra |.
szerkezet).

A hidroxamatcsoport ezen fémion koordinacids szférajaban marad a teljes vizsgalt
pH-tartomanyban, mig a szintén erés fémionmegkotd képességii N-donoratomok
szabadon maradnak. Ezzel lehet magyarazhato az, hogy a pH tovabbi novelésére egy
masodik fémion peptidvazon keresztiili megkdtése torténik majd a peptidcsoportok
deprotonalodasa és koordinacidja révén [MoL]** (11), [MaH-1L]?* (111) és [MoH.L]*
(1V) komplexek keletkeznek, melyek szerkezetei rendre a 13. dbrdn lathatok. Mind a
félszendvics szerkezetti Ru(II)- mind a Rh(Ill)-kation tartalmu rendszerek 'H NMR
spektrumaiban a p-cimol valamint a Cp* ligandumok jeleiben nagymértékii
Osszetettség figyelhetdé meg, emiatt a spektrumok nehezen értelmezhetdk, am ez
kozvetetten alatamasztja a kétmagvia komplexek dominancidjat az oldatban. Az

ESI-MS mérések azonban kozvetlenil is bizonyitottak kétmagva komplexek

13. d@bra A [(n®-p-cimol)Ru]?*~AlaAlaNHOH rendszerben képz6d6 komplexek
feltételezett oldatbeli szerkezete
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— : képzodését, ennek  illusztralasara
reprezentativ példaként a 14. dbrdn a
[(m®-p-cimol)Ru]?* — AlaAlaNHOH
rendszerben képzédé [MoH_,L]* kation

mért ¢és szamolt izotdpeloszlasa
lathato. Erdsen lugos pH-

tartomanyban, a hidroximat kelatban

o o els o mz 1évé fémion szabad Kkoordinacios
14. dabra [(n®-p-cimol)Ru]?* — AlaAlaNHOH

rendszerben képz6dd [MaH _oL]* kation mért és
szamolt izotopeloszlasa deprotonalddasaval vegyes

hidroxidokomplex képzédik (13/V. dbra).

helyét elfoglalo vizmolekula

A szekunder szarmazék esetében a hidroxamat-N szubsztitualtsiga miatt nincs
lehetdség a peptidvaz fel6li (NHz, Namid, Nniar.) kotésmod kialakulasara, ezért ahogy a
3. tdablazat adatai is mutatjak, eltérdé részecskék képzddnek a primer ligandummal
alkotott komplexekhez képest. Az AlaAlaN(Me)OH tartalmi rendszerekben a [(n°-
Cp*)Rh]?*-al képz6dé [M.L]** komplexen kiviil csak egymagva részecskék
képz6dtek, melyek Osszetételét ESI-MS vizsgalatokkal is igazoltuk (4. tablazat). A
majdnem megegyez6 egyensulyi modell ellenére a két fémionnal képz6d6 komplexek
kotésmodja nem lehet minden részecske esetén azonos, mivel az 1:1 arany mellett
regisztralt titralasi gorbék jelents kiilonbségeket mutattak, amit a 15. dbra illusztral.
Ahogy a 3. tablazatban lathatd, az [MHL]?* komplexek stabilitasi allanddja hasonld,

mint a primer szarmazék esetén, ami alapjan ezek a komplexek is hidroxamat

4. tablazat Az AlaAlaN(Me)OH félszendvics szerkezetli platinafém-komplexeinek mért
és szamolt m/z értékei

Rendszer ta rt[());'l_ény Részecske Meért m/z SZ;I;;OM
(f-pcimohRuyz 246628 [ML]* 424115 424,117
6,28-10,00 [MHiL+K]* 462,071 462,073

5,11 - 6,49 [ML]* 426,128 426,126

[(m°-Cp*)Rh]** 6,49-816 [MH4L +K]* 464,082 464,082
5,97 [MLCL]* 734,084 734,086
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kotésmoduak. pH~5 folott mindkét
rendszerben [ML]* komplex keletkezik
mind a [(n®-p-cimol)Ru]* mind a
[(M®-Cp*)Rh]?* - tartalmu rendszerekben,
melyek képzodésére jellemzo pK értékek

rendre 5,92-nek és 6,41-nek adodtak. 1 0 1 2 3 4 £

lugekvivalens

Mivel ezen értékek joval kisebbek, minta | 15. abra A H*—AlaAlaN(Me)OH (a), a
. [(M®-Cp*)Rh]**~AlaAlaN(Me)OH (b) és
szabad ligandumok | 2'1ye-p-cimol)RuJ?*—AlaAlaN(Me)OH

ammoniumesoportjanak pK értékei (2. (c) 1:1 aranyu rendszerek titralasi gorbéi

tablazar), igy az [ML]* komplexekben a terminalis aminocsoport koordinacidja is
feltételezhet6. Az aminocsoport hidroxamat kelat melletti kotodése a félszendvics
kationok harmadik koordinacios helyére sztérikus okok miatt egy monomer
részecskében nem lehetséges, igy legvaldsziniibben egy oligomer [MyLy]**
osszetételli komplex keletkezhet. Példaként a 16/1. dbrdn a [M,L,]*" dsszetételli
részecske lehetséges oldatszerkezetét lathatjuk.

Nagy kiilonbségek lehetnek ugyanakkor az [MH._iL] 0Osszetételti részecskék
kotésmodjaban a két fémion kozott. A 3. tablazat pKw. értékeit, valamint a 15. abrdt
megvizsgalva lathatd, hogy mig az [ML]* és [MH.1L] komplexek képzbédése
jelentésen atfed egymassal a [(n>-Cp*)Rh]?* kation esetében, addig a [(n°-p-
cimol)Ru]? kationnal ezen folyamatok jol elkiiloniilnek egymastol. Ez a kiilonbség a
két fémion eltérd hidrolitikus sajatsagaibol adodhat, mivel a [(n®-p-cimol)Ru]?* sokkal
inkabb hajlamos a hidrolizisre, mint a [(n3-Cp*)Rh]*". Ebbdl adéddan az [MH1L]

16. dbra A félszendvics szerkezetii platinafémion-AlaAlaN(Me)OH rendszerekben
képz6do komplexek lehetséges oldatbeli szerkezetei
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részecske az elébbi fémion esetén feltehetéen vegyes hidroxidokomplex (16/11. dbra),
mig az utobbi fémion esetén megtérténhet a ligandum amidcsoportjanak
deprotonalodasa és koordinacidja, (NHz2, Namid, Oniar.) kotésmodu, 5,6-tagli csatolt
kelatrendszer kialakulasa kozben (16/I11. dbra).

54 A [(m®-p-cimol)Ru]* és [(n>-Cp*)Rh]*" kélcsonhatdisa
tripeptidhidroxamsavakkal

Mindkét  tripeptidhidroxdmsav ~ esetén a  [(n®-p-cimol)Ru]?**-ionnal  val6
komplexképz6dés csak pH ~ 6-ig volt kovethetd pH-potenciometriasan, mivel ezen
pH folott a folyamatok oly mértékben lelassultak, hogy a rendszerben nem allt be az
egyensuly a titralas id6tartama alatt. Emiatt a titralasi gorbéket csak eddig a pH-
értékig tudtuk kiértekelni. A képz6dd komplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit
az 5. tablazar mutatja. A pH-metrias eredmények alapjan a két ligandum ezzel a

fémionnal szemben még ebben a sziik pH-tartomanyban is jelentds kiilonbséget

5. tablazat A vizsgilt tripeptidhidroxdmsavak [(n5-p-cimol)Ru]?*-komplexeinek
Osszetétle és stabilitasi allandoinak tises alapt logaritmusa (1gf) 25,0 °C-on, | =0,20 M
KNOs*

AlaGlyGIyNHOH _ AlaGlyGlyN(Me)OH

[MHL]* 17,19(2) 17,14(2)
[ML]* 13,33(3) -
Illesztés (ml) 0,00671 0,00707
Pontok szama 165 73

* Zarojelben a 3o standard deviacio értékek szerepelnek

mutatott. Mig a primer szdrmazékot tartalmaz6 mintara 1:1 aranynal két ekvivalens
lag fogyott a vizsgalt pH-tartomanyban, addig a szekunder ligandumra pH ~ 6-ig csak
egy. 'H NMR spektroszkopias vizsgalatok is torténtek ezen rendszerek pH- és
id6fiiggésére vonatkozoan a pH ~ 2-11 tartomanyban. A 'H NMR spektrumok
idofliggési vizsgalataibol az volt megallapithat6, hogy a pH ~ 2-6 tartomanyban a
komplexképzddési egyensulyok kozel egy ora alatt bealltak, ugyanakkor a pH > 6
tartomanyban rogzitett NMR spektrumok tobb nap utan is valtozast mutattak, azaz a
redszer ebben a pH-tartomanyban nem tekintheté egyensulyinak. A 'H NMR
spektroszkopias eredményeket figyelembe véve az egy ekvivalens lag a hidroxamat

kelat kialakulasara forditodik, mig a primer szarmazéknal tapasztalt masodik folyamat
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a termindlis aminocsoport egyfogi koordinacidjara utal. Ez utobbi folyamat a
szekunder szarmazék esetén valdszinilileg az N-metilcsoport sztérikus hatasa miatt
nem jatszodik le. A [(n°-Cp*)Rh]?* tartalma rendszerek esetén a komplexképz6dés
elég gyors volt ahhoz, hogy a titralas id6tartama alatt bealljon az egyensuly, igy a
kapott titralasi gorbéket a teljes mért pH-tartomanyban ki tudtuk értékelni. A titralasi
g0rbék és az 1:1 fémion-ligandum aranyt rendszerek koncentracio-eloszlasi gorbéi a
17. abran lathatok, mig a képz6dott komplexek Gsszetétele, stabilitasi allandoja,
valamint kotésmodja a 6. tdblazatban talalhatd. A két rendszer titralasi gorbéinek
lefutasa a kozel azonos egyensulyi modell ellenére nagyban eltér egymastol, valamint
a koncentracio-eloszlasi gorbékben is jelentds kiillonbségek mutatkoznak a pH ~5-8
tartomanyban. A képz6d6 komplexek szerkezetének igazolasihoz igy H NMR
méréseket is végeztiink. A [(n>-Cp*)Rh]?" - AlaGlyGlyN(Me)OH rendszer 1:1 és 2:1
aranynal rogzitett *H NMR spektrumai a 18. @brdn lathatok. Az ekvimolaris minta *H

NMR spektrumaban megfigyelhet6, hogy pH = 2,52-nél a szabad ligandum jelei

o
)

o
»

moéltért (M%)
moéltért (M?*)

o
[N

o
=)

17. abra Az AlaGlyGlyN(Me)OH (A) és AlaGlyGlyNHOH (B) tartalmu rendszerek
titralasi gérbéi H*—L (a) valamint [(13-Cp*)Rh]?* —L 1:2 (b), 1:1 (c) és 2:1 (d) aranyt
rendserekre; A [(1>-Cp*)Rh]?* — AlaGlyGlyN(Me)OH (C) és [(>-Cp*)Rh]?* —
AlaGlyGlyNHOH (D) 1:1 aranyu rendszereinek koncentracio-eloszlasi gorbéi, ¢ =1,62
mM (A képletekben szerepld ,,M” a [(n®-Cp*)Rh]?*kationt jeloli.)
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6. tabldzat A [(n>-Cp*)Rh]?*-tripeptidhidroxdmsav rendszerekben képz6dd komplexek
Osszetétele és stabilitasi allandoinak tizes alapt logaritmusa (Igf) és az egyes komplexek
deprotonalddasi allanddjanak tizes alapt negativ logaritmusa (pK) 25,0 °C-on, | = 0,20 M
KNOs*

AlaGlyGlyN(Me)OH AlaGlyGlyNHOH

Részecske " Koordinalodo " Koordinalodo

donoratomok donoratomok
[MHL]* 15,53(4) (O,O)nicr. 15,35(4) (O,O)nicr.
[ML]* 10,56(7) (NHz, Nania) 10,42(6) (NHz, Namia)
[MH_;L] 2,42(6) (NHz, Naric) 3,42(4)  (NHz, Namig, Nriar)
[MH_.L]- ~7,02(7)  (NHz, Namig, Namige) ~ —6,91(3)  (NH2, Namig, Namic)
[MoL T 14,0(1) (0,0)hig.o'; (NH, 13,6(1) (0,0)hmcr.c;') (NH,
MHALP 9826 R ese) (e
[MaH.L)* - 129 (e N N
Illesztés (ml) 0,0123 0,00599
pontok szama 265 256
PKMHL 4,97 4,93
pKmL 8,14 7,00
PKub 1L 9,44 10,33
pKmaL 4.4 4,1
PKmM2H-1L - 541

* Zarojelben a 3o standard deviacio értékek szerepelnek

mellett () Uj jelek is lathatok (A) melyben az E protonok jele a kisebb térerésségnél
jelentkezik, mint a szabad ligandumban. Ez egyértelmiien hidroxamat koordinaciora
utal. A pH novelésével lathato egy ujabb jelcsoport megjelenése (4), amelyikben az
A protonok nagyobb térer6sségnél jelentkeznek, valamint az el6z6 részecske E
protonjainak (A) jelintenzitasa csokken, ugyanakkor a # jelek intenzitasa a szabad
ligandum E protonjaihoz kozeli & értéknél wjra novekedni kezd. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a hidroxamat kelat kiszorul a fémion koordinacids
szférajabol és az protonalddik, majd a ligandum (NHz, Namia) kelattal koordinalodik a
fémionhoz, és az igy kialakult részecske lesz meghatarozo az oldatban pH = 7,73-nal.
Eddig a pH-ig kozel két ekvivalens lug fogyott a mintara a pH-potenciometrias titralas

soran, igy ez is megerdsiti az [ML]* komplex képzodédét. A pH tovabbi ndvelése az
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-E~ protonok ,A” protonok Cp* ,E” protonok ,A” protonok Cp*
bH hL\ Hﬂ HT pH (J*—\ H: Hﬁ
10,9 L J » 10,9 M \ A
»L\__M-AJ«M L 10,6 | H
9’8O_LJ}\ D (T o
S NS N TR B
8,24 L 8,72 L,JLM. S
N Mj\\.w 7.96 J M |8
7,73 Li 4 6.57 N R
A B
47% wC M M
SO0 S S 230 |4 am e
3,98 /J& 398 |& 4y, \
3214 | A). N z'gg J’b:__m_ o
252 |®® | 257 |e e j{
3I.4' ?;.2’1I.6' 1I.4' 1I_2' B '1.I6‘ 3:5I 3|3I '3I.14 '1I.5'5| '1I.:'3| '1‘ 1I.7' 1I.6'
S (ppm) S (ppm) 5 (ppm) S (ppm)

18. dbra A [(n>-Cp*)Rh]?*- AlaGlyGlyN(Me)OH 1:1 (balra) és 2:1 (jobbra) aranyu
rendszerek 'H NMR spektrumai kiilonb6zé pH-értékeken (Az egyes protonok jellése a
11. abran lathato)

E protonok jelének folyamatos tolodasat eredményezi, ami a szabad
hidroxamsavcsoport deprotonalédasahoz rendelhetd, majd ezzel atfeddé 1épésben
ujabb A protonokhoz tartozé dublettek jelennek meg az el6z6 részecske jeleivel lasst
cserében (%), ami egy Gjabb amidcsoport deprotonalddasat és koordinacidjat jelzi,
végiil lugos oldatban ez a részecske lesz a meghatarozo. A 10,9-es pH-ju minta H-
!H COSY NMR spektruméban (19. dbra) egyfell megfigyelhetd, hogy nemcsak az
A hanem a B protonok is nagy térerésségnél jelentkeznek, ami az N-terminalis rész
fémionmegkdtésére tjabb bizonyiték. Masfeldl az is lathato, hogy az egyes glicinek

metiléncsportjanak protonjai (C €s D) a félszendvics szerkezetii fémion koordinaciodja
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révén eltérd kémiai kornyezetbe

J\ M i AM M h keriilnek, igy azok egymassal

B(cus Ly 1.2 geminalis csatolast adnak.
— ~) oo : 1 -6€ Mindezen megfigyelések
: . I N 3_2§ egyértelmiien bizonyitjak a fémion
E, %‘) P : 3_60 peptidvazhoz torténé kizarolagos
¢ o e - koordinacigjat. A fémionfelesleg
' 4I _s' 4I.6' 4|_4' 4I _ 2' 4I.0' 3| _8' 3|.6' mellett regisztralt H NMR

S (ppm)

spektrumban megfigyelhetd
19. dbra A [(n>-Cp*)Rh]%*- AlaGlyGlyN(Me)OH
1:1 aranyu rendszer 'H-'H COSY spektruma,

pH =10,9 aranyéhoz képest. Az egyik ilyen,

néhany  kiilonbség az  1:1

hogy a pH = 2,5-6,5 tartomanyban a szabad ligandum (e) és az [MHL]" komplex
jelein (A) kiviil egy Gjabb jelcsoport is megjelenik (m), melyben az A protonok kissé
jobban eltolodnak a nagyobb térerdsség felé, mint a szabad ligandum uganezen jelei.
Ezek a jelek az [M.L]** komplexhez tartozhatnak, mely jelek 1:1 ardnynal is
megjelennek ugyan, am sokkal kisebb intenzitdssal. A pH novelésével egy tjabb
jelcsoport tiinik fel a spektrumban (¢), mely intenzitasa a pH-val novekszik és pH =
6,57-re ez a részecske lesz meghatarozd az oldatban. Ezen komplex jeleiben a
ligandum egyféle jelcsoportot ad, ahol az A protonok a nagyobb térerénél
jelentkeznek, jelezvén az N-terminus részvételét a koordinacioban. Ugyanakkor az is
megfigyelhetd, hogy az E protonok kémiai eltolodasa szinte alig mutat valtozast a
hidroxamat kotésmoda [MHL]?* komplexéhez képest (18. d@bra, jobb oldal), ami azt
jelenti, hogy a hidroxamat kelatban is talalhato fémion. A fémion Cp* ligandumanak
metiljeleibdl ugyanakkor kettd is lathato a spektrumban, és egyik sem rendelhetd a
szabad fémionhoz, vagy annak hidroxidokomplexéhez. Ezen megallapitasok
Osszességébol az kovetkezik, hogy ezen a pH-n egy olyan kétmagvu komplex van
jelentés mennyiségben az oldatban, amelyben az egyik fémion hidroxamat, mig a
masik (NHz, Namid) kelaton keresztiil kotodik a ligandumhoz. A pH ndvelésével az E
protonok szinglettje Gjra a szabad ligandumhoz kozeli ppm értéknél jelenik meg, majd
a pH novelésével intenzitdsa no, kozben folyamatosan a nagyobb térerd iranyaba

tolodik. Ezzel parhuzamosan, a [{(n>-Cp*)Rh}2(u?-OH)s]* komplex jelei is
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megjelennek (#), és a lugos pH-tartomanyban a spektrumban ugyanazon jelek
lathatok, mint az ekvimoldris minta esetében. Ez egyértelmiien mutatja az egyik
fémion hidroxamat kelatbol tOrténd kiszorulasat és hidrolizisét, mikozben az
[MH_,L]" komplex keletkezik, tehat a hidroxamat kelat még fémionfelesleg esetén
sem képes ilyen koriilmények kozott komplexben tartani a fémiont.

Az AlaGlyGlyNHOH esetén egy hidroxamat-N is rendelkezésre all a fémion
megkdtésére a szekunder szarmazékhoz képest, igy 0sszeségében a rendelkezésre allo
N-donorok szdma tobb, mint a félszendvics fémion szabad koordinacios helyei. Noha
emiatt nagy kiilonbségek varhatok a primer szarmazék fémionmegkdtésében, a 6.
tabldzat adatai szerint mindkét ligandummal a megfeleld [MHL]?** és [ML]*
komplexek brutto képzédési allandoi nagyon hasonléak. Mivel a primer és szekunder

ligandum megfeleld csoportjainak bazicitdsdban nincs nagy kiilonbség, igy ezek a

képzddési allandok kozvetlentil pH
Osszevetheték, ¢és  ezen  adatok , N\ 10,7

hasonlosaga hasonld kotésmodokat is

. 10,2
jelent. Ezek alapjan [MHL]* komplex

(0,0), mig a [ML]" osszetételt részecske 9,28
(NHz, Namig) kotésmoddal rendelkezik. 751

Nagy eltérés adodik azonban az egyes
¥ 6,89

i

ligandumok  [MH.iL]  komplexének

stabilitisaban, nevezetesen a primer J\f\’\ M 5,84
szarmazék egy nagysagrenddel nagyobb 551
stabilitasu komplexet képez a szekunder —N\/\ J\h
analognal. Az 1:1 arany mellett rogzitett V/\/\K M 5,00
!H NMR spektrumokban megfigyelhetjiik P 4,35
(20. abra), hogy az [MH-:L] komplex

. of|| m 3,29
képzddésének pH-tartomanyaban egy uj,

— T T T T T T T T T T
A protonokhoz tartozo, kiilonallo dublett 15 14 13 12 11 1.0
S (ppm)

jelenik meg (), ami nem figyelheté meg
20. dbra A [(n°-Cp*)Rh]?**-
AlaGlyGlyNHOH = 1:1 rendszer A
jel nagy térer6nél jelentkezik, és csak a | jeleinek pH-fiiggd *H NMR spektruma

a szekunder szarmazék esetén. Mivel ezen
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primer szarmazéknal detektdlhatd, ezért az feltételezheté, hogy a primer
tripeptidhidroxamsav [MH_1L] komplexében a fémion harmadik koordinacios helyét
a hidroxamat nitrogén foglalja el. A pH novelésével megjelend wjabb jel hasonld
kémiai eltolodasnal jelentkezik, mint a szekunder szarmazék esetén, igy a keletkezo
[MH_,L] részecske képzO6dése soran a koordinacios mod atrendezédik (NH2, Namid,
Namia) kotésmodra. Osszehasonlitva a pKmn-1 értékeket a primer és a szekunder
szarmazék esetén megallapithato, hogy a primer ligandummal az [MH_;L]~ komplex
képzddése gatoltabb, mint a szekunder ligandum esetén, ami egyértelmiien a
hidroxamat-N konkuraldé hatasaval magyarazhat6. A fémionfelesleget tartalmazo
oldatban a szekunder szarmazékhoz képest egy 0j részecskét, az [MoH_,L]*-t is Ki
lehetett mutatni. Ezen részecske képzédése pH ~ 5,4-en torténik, és csak a primer
ligandummal, igy ebben a komplexben a két fémion (O,0) + (NHz, Namid, Nhidr.)
kelatokkal kotddik a ligandumhoz, ami nagy stabilitast hidroximato kelat kialakulasat

eredményezi.
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5.5 Pd(I)-ionok kélcsonhatdsa peptidhidroxdmsavakkal
vizsgalatokat  végeztink a  Pd(Il)-peptidhidroxamsav  rendszereken  pH-
potenciometrids és *H NMR spektroszkopias modszerek segitségével. Eredményeink
ramutattak, hogy az AlaGlyGlyNHOH tartalmi rendszer kivételével nemcsak
komplexképzddési, hanem egyéb irreverzibilis folyamatok, nevezetesen a
ligandumok Pd(I1)-indukalt hidrolizise és a Pd(II)-ionok redukcidja is lejatszodnak.
Ezen mellékreakciok ligandumtol fliggben eltérd sebességgel jatszodnak le,
tapasztalataink szerint a szekunder szarmazékokkal gyorsabban mennek végbe, mint
a primer peptidhidroxamsavakkal. Mindezek miatt a tovabbiakban szerepeltetett
egyensulyi eredmények csak a frissen készitett mintakra érvényesek. Az egyetlen
reverzibilisnek tekintheté rendszer a Pd(II)-AlaGlyGlyNHOH volt, am ebben az

esetben az egyensuly lassi beallasa nehezitette az egyensulyi vizsgalatokat.

55.1 Pd(I1)-AlaGlyGlyNHOH rendszer

Az egyensulyi vizsgalatokat pH-potenciometrias titralassal kezdtiik, a kapott titralasi
gorbék a 21. dbrdn lathatok. A titralasi gorbéken megfigyelheté, hogy a
komplexképzddési folyamatok mar az erdsen savas tartomanyban elkezdddnek, €s a
ligandum fémion-indukalt deprotonalddasa erdsen atfedd folyamatokban torténik
meg. A képzodo komplexek Osszetétele €s stabilitasi allandoja az 7. tdbldazatban

talalhato. Ahogy az a 21. dbrdn lathat6, ekvimolaris oldatban (¢ gorbe) kb. négy

ekvivalens lug fogy a mintara pH ~ 6-ig,
ami [PdH_L]  0Osszetételi komplex
kialakulasat eredményezi. Az 1.1
aranyra elkészitett koncentracio-

closzlasi diagram (22. dbra) szerint a

komplexképz6dés a [PAL]* részecske 10 1 2 3 4 5 6 7 8
lagekvivalens

kialakulasaval indul, majd a pH | 21 dbra A H-AlaGlyGlyNHOH (a) és
o , . Pd(11)-AlaGlyGIyNHOH 1:2 (b), 1:1 (c),
novelésével, atfedd  folyamatokban 1,5:1 (d) és 2:1 (€) fémion-ligandum

képzédnek a [PdH.4L] és [PdHLL] aranyu rendszerek titralasi gorbéi

komplexek, és pH ~ 6-ra ez utdbbi lesz a meghatarozo az oldatban. A kb. négy
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7. tablazat A peptidhidroxamsavak Pd(IT)-komplexeinek stabilitasi allandojanak tizes
alapu logaritmusa (Igf) és az egyes komplexek deprotonalodasi allanddjanak tizes alapt
negativ logaritmusa (pK) 0,10 M KCl és 0,10 M KNOg3 (I = 0,20 M) jelenéltében, 25 °C-
on*

Részecske AlaGlyGIyNHOH  AlaGlyGlyN(Me)OH  AlaAlaNHOH
[PdL]* 22,70(1) 22,60(2) 22,84(3)
[PdH_;L] 18,98(3) 18,69(2) 20,25(2)
[PdH_,L]~ 13,98(6) 12,2(1) 11,5(2)
[Pd2H_sL] 22,96(5) - -
[Pd2H_4L]~ 13,9(2) - -
[PdsH_4sL>] - - 44,4(3)
[PdL:] - - 33,4(3)
[PAH_1L,] - - 24,8(3)
Tllesztés (ml) 0,0165 0,0250 0,0284
Pontok szama 597 214 283
PKpaL 3,72 3,92 2,59
PKPpaLH-1 5,00 6,50 8,8

* Zarojelben a 3o standard deviaciok szerepelnek

ekvivalens lugfogyasztas az ammoniumcsoport, a két amidcsoport, valamint a

hidroxamsav-N fémion-indukalt 10

deprotonalodasahoz rendelhetd, tehat a 08 | AL (Paratr
[PdH_.L]" komplexben egy %o,e |

négynitrogénes, (NHz, Namid, Namid, Nhidr.) 50,4 1

kotésmod alakul ki, a 23. dbrdin : 0,2 4

i 0,0 -
bemutatott 11 szerkezet szerint. Ezen 23 45 675 9 10n
] o ATt p
komplex szerkezetébdl az is lathato, hogy 22. dbra A PA(I1)-AlaGlyGlyNHOH

a ligandum képes lehet fémionfelesleget | rendszer koncentracio-eloszlasi diagramja
Cegqny = €L = 3,0 MM

is megkotni a szabadon maradt

hidroxamatcsoportjan keresztiil. Ezt alatdmasztja a 2:1 fémion-ligandum ardnynal
regisztralt titralasi gorbe is, ahol megfigyelhetd, hogy tovabbi egy ekvivalens Pd(l1)
hatasara egy ujabb ekvivalens proton szorul le a ligandumrol pH ~ 6-ig [Pd2HsL]
Osszetételli komplex képzddése kozben (23. dbra, 111. szerkezet). A pH tovabbi
ndvelésére Gjabb deprotonalddas jatszodik le a pH ~ 6 és 10 kozotti tartomédnyban,

mely a hidroximat kelatban tartott fémion szabad koordinacids helyén talalhato

51



Ambidentdat peptidkonjugdatumok kélcsénhatisanak vizsgdlata platinafémionokkal
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o H > (
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23. dabra A Pd(I1)-AlaGlyGlyNHOH rendszerben képz6dé komplexek feltételezett
oldatbeli szerkezete

(0]
A\

vizmolekula deprotonaldédasahoz, vagy klorid-hidroxid ligandumcsere folyamathoz
rendelhetd, ami [PdoH.sL]™ Osszetételi vegyes hidroxidokomplex képz6dését
eredményezi, melynek feltételezett oldatbeli szerkezete a 23/IV. abran lathatd. A
ligandumfelesleg mellett kapott titralasi gérbék nem mutatnak olyan extra
lugfogyasztod folyamatot, ami biszkomplexek keletkezésére engedne kovetkeztetni.
A képz6d6 komplexek szerkezetének felderitése érdekében *H NMR vizsgalatokat is
végeztiink. A spektrumokat a mintak elkészitésétdl szamitva 1 ora elteltével vettitk
fel, ezzel eldsegitve, hogy a komplexképz6dési egyensily lehet6leg bealljon, valamint
ez az iddintervallum még Osszehasonlithatd a pH-potenciometrids titralas
id6tartomanyaval. A szabad ligandum, valamint a kiilonb6z6 fémion-ligandum
aranyu rendszerekben kiilonb6z6 pH értékeknél megjelend jelek kémiai eltolodasait a
8. tablazatban foglaltam 0ssze, mig reprezentativ példaképp a fiziologias pH-értékhez
kozeli pH-kon, kiilonboz6 fémion-ligandum arany mellett rogzitett 'H NMR
spektrumok a 24. dbrdn lathatok.

A 8. tablazat adatai alapjan az 1:1 aranynal rogzitett 'H NMR spektrumokban a szabad
ligandum jelein kiviil a pH emelésével Osszesen harom uj részecskéhez tartozo
jelcsoport van jelen. Ezen részecskék kiilonallo jeleket adnak a spektrumokban, tehat
lassu cserében allnak egymassal, ami megerdsiti a ligandum N-atomjainak részvételét
a fémion megkdtésében. A pH = 2,36-nal felvett spektrumban a B kvartett, valamint
az A dublett jelentds mértékben a nagyobb térerdsség felé tolodik fémion jelenlétében
a szabad ligandum ugyanezen jeleihez képest, ami egyértelmiien bizonyitja, hogy a
koordinacio az N-terminuson indul, (NHz, Namig) kotésmoddal (23. dbra, 1. szerkezet).
Ez a megallapitas 6sszhangban van a Pd(II)-oligopeptid kdlcsonhatasok vizsgalata

soran kapott eredményekkel.” A pH novelésével tovabbi ujabb két jelet figyelhetiink
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8. tdblazat A ligandum nem disszociabilis protonjainak kémiai eltolodasai (ppm) a
Pd(I1)-AlaGlyGlyNHOH rendszer kiilonboz6 fémion-ligandum aranyu és pH-jt
mintaiban

(C/:(ﬁ)l_lzl_) pH A B C D Részecske
0:1 3,11 1559 4,168 4,036 3,914 H.L*

6,63 1,548 4,142 4033 3914  HL*HL
819 1,405 3,835 3999 35897  HL
944 1,290 3585 3963 3828  HL/L
10,22 1,278 3,557 3956 35800 L
11 236 1,559 4,168 4,036 3914  H,L®
1,398 3582 3,977 3838  [PdL]*
318 1,559 4,168 4,036 3914  H.L*
1,398 3582 3,977 3,838  [PdL]*
1,360 3,600 3,832 3,814  [PdH.L]
498 1,360 3,600 3832 3814  [PdHL]
1,374 3651 3,876 3,779  [PdH.L]
714 1,374 3651 3876 3779  [PdHLL]
15:1 247 1,559 4,168 4,036 3914  H.L*
1,398 3582 3,977 3,838  [PdL]*
400 1,398 3582 3977 3838  [PdL]*
1,360 3,600 3,832 3,814  [PdHL]
1,365 3,602 3,841 3,723  [Pd:H.L]
2:1 247 1559 4,168 4,036 3914  H,L*
1,398 3582 3,977 3,838  [PdL]*
612 1,360 3,600 3832 3814  [PdH.L]
1,365 3,602 3,841 3,723  [PdH.L]
853 1,365 3,602 3,841 3723  [PdoH.sL]
1,363 3651 3,886 3,752  [PdHL]
10,84 1,363 3,651 3,886 3,752  [Pd:H.L]

meg a spektrumban, melyek a 3N koordinalt [PdH1L] és 4N koordinalt [PdH »L]
komplexekhez rendelhet6. A spektrumon az is 1athato, hogy ez utobbi részecske lesz
az uralkodo kb. 7-es pH-n. A fémionfelesleg alkalmazasa mellett rogzitett NMR
spektrumokban pH ~ 4 folott egy 0j jelcsoport figyelhetd meg, ami a kétmagvua
[Pd2HsL] komplexhez rendelhetd. A pH 8,5 felett megfigyelhetd, kissé kiszélesedett
jelek vegyes hidroxidokomplex képzodését igazoljak.
A komplexképzddés idébeli lefolyasanak vizsgalatdhoz az NMR méréseket hét napon
keresztiil naponta ismételtiik. A mintak pH-ja és a kapott spektrumok valtoztak ugyan

az 1d6 elérehaladtaval, am ez a valtozas a komplexképzOdési egyenstlyok teljes

53



Ambidentdat peptidkonjugdatumok kélcsénhatisanak vizsgdlata platinafémionokkal

|
o m |

42 4o 38 36 16 14
0 (ppm)

24. dbra Az AlaGlyGlyNHOH (a) és a Pd(I)-
AlaGlyGlyNHOH rendszerek *H NMR
spektrumai 1:1 (b) és 2:1 (c¢) fémion-ligandum
arany mellett (a spektrumok jelhozzarendelései a
8. tablazatban lathatok)

beallta miatti pH-valtozas és igy a speciaciobeli kiilonbségekbdl adodott. Ez azt

mutatja, hogy a komplexképzddés ezen rendszer esetén reverzibilis.

5.5.2 Pd(ID-AlaGlyGlyN(Me)OH rendszer

A szekunder szarmazék esetében a hidroxamat nitrogén nem képes koordinalddni a
fémionhoz, igy ezen ligandum Osszesen harom nitrogén donalasara képes, ezért az
el6z0 ligandummal ellentétben a Pd(II) koordinacios szférdja nem telitddhet kizardlag
N-donoratomokkal. Az ekvimolaris minta titralasi gorbéjén lathatd (25. dbra, C

gorbe), hogy a pH ~ 2,5 — 4,5 tartomanyban harom ekvivalens lag fogy, majd egy

elvald folyamatban torténik meg egy 12 _—

11 4 //
negyedik proton fémion altali leszoritsa. 7 / / //
Ez utobbi folyamat a primer szarmazékhoz T 3 | / /

6 -
képest a nagyobb pH-tartomanyban 5 | J a / // ¢
4 -
jatszodik le. A ligandumfelesleg mellett 3 e
2
regisztralt titralasi gorbe nem mutat olyan 1 0 1 2 3 4 5
lugekvivalens
lﬁgfogyaszté folyamatot’ mely 25. abra A HtAIaGIyGIyN(Me)OH (a)

¢és Pd(I)-AlaGlyGlyN(Me)OH 1:2 (b), és
biszkomplexek  képzddésére engedne | 1:1 (c) fémion-ligandum aranyt
rendszerek titralasi gorbéi

kovetkeztetni. A képz6dd komplexek
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Osszetételét és stabilitdsi allandoit a 7. tdbldazatban foglaltam 6ssze. Ahogyan a 7.
tablazat adataibol lathato, a rendszerben kizarolag egymagva részecskék képzddnek.
Mivel a szekunder és primer tripeptidhidroxdmsavak bazicitdsaban nincs nagy
kiilonbség, a stabilitasi allandok Osszehasonlitasaval kozvetleniil kdvetkeztetni
tudunk a komplexek kotésmodjara is. A két tripeptidszarmazék megfelelé [PdL]" és
[PdH_:L] komplexeinek képzddési allandoi nagyon hasonloak egymashoz, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy ezekben a komplexekben rendre (NH2, Namid) €s (NHa,
Namid, Namia) kelatok alakulnak ki. Ugyanakkor nagy kiillonbséget mutatnak a
[PAH_L] részecskék stabilitasi allandoi, ami eltérd koordinacidos modra utal. Mig a
primer szarmazék ezen komplexében egy 4N-es koordinacidés kornyezet volt
kimutathat6 a fémion koriil, addig a szekunder szarmazék esetén a fémion negyedik
koordinacios helyét a hidroxamat-O foglalhatja el, igy egy (NH2, Namid, Namid, Onidr.)
donorq, 5,5,6-tagu csatolt kelatrendszert kialakitva. A hidroxamat oxigén részvétele
az egymagvu komplex kialakitdsdban arra is magyarazatot ad, hogy ezen ligandum
miért nem képes fémionfelesleget megkotni. Hasonld (NHz, Namid, Namid, Ohiar.)
kotésmodot irtak le korabban ezen ligandum Cu(II)-komplexeiben is.2%® Elvégeztiik
a rendszerbeli folyamatok pH- és idofiiggésének vizsgalatast *H NMR modszer
segitségével. A kiilonb6z6 pH-ju és fémion-ligandum aranyt mintakban detektalt
jelek kémiai eltolodasai a 9. tdblazatban lathatok. A kapott eredmények
alatamasztottak a pH-metrias modell alapjan féltételezett részecskék képzodését,
raadasul Gjabb informacidkat is szolgaltattak azok szerkezetérdl. A mintakészitéstél
szamitott egy ora elteltével felvett spektrumokban a pH ~ 1,93-2,53 tartomanyban a
szabad ligandum jelei mellett egy wjabb jelcsoport jelent meg, melyben az A és B
protonok jelei jelentGsen a nagyobb térerdsség felé tolodtak, ami alatamasztja az
(NHa, Namig) kelat kialakulasat. Ugyanakkor ugyanezen részecskében az E proton jele
a szabad liganduméhoz képest a kisebb térerésség felé tolodott, ami felveti annak a
lehet6ségét, hogy a hidroxamsavcsoport karbonil oxigénje is részt vesz a fémion
megkdtésében a 26. abrdn lathato 1. szerkezet szerint. A pH ~ 6,46-7,20 tartomanyban
egy Uj jelcsoport lathatd, ami az (NH2, Namid, Namid, Okab.) koordinalt [PdH_1L]
komplexhez rendelhetd (26/11. dbra). Tovabb névelve a pH-t, (ijabb részecskék jelei

mutatkoznak a spektrumokban, egyre novekvd intenzitdssal. Ezen 0j részecske
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9. tablazat A ligandum nem disszociabilis protonjainak kémiai eltolodéasa (ppm) a Pd(II)-
AlaGlyGlyN(Me)OH rendszer kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyu és pH-ju mintaiban

Ardny oA B C D E  Részecske
(Craqny:CL)
01 302 1557 4,164 4050 4215 3238 HiL'
711 1,536 4,111 4,047 4,211 3,234 HoL*/HL
836 1,379 3,772 4,012 4,178 3215 HL
948 1293 3580 3,991 4,134 3,188 HL/L
11,60 1,281 3550 3,989 4,123 3178 L
1.1 253 1557 4,164 4,050 4215 3,238 HiL'
1,428 3564 4232 4,029 3,260 [PdL]*
4,05 1428 3564 4,232 4,029 3,260 [PdL]*
1,359 3,592 4,049 3,839 3,208 [PdH L]
651 1,359 3,592 4,049 3,839 3,208 [PdH.L]
1,348 3576 3,884 3,863 3,178 [PdH.L]
8,10 1,348 3576 3,884 3,863 3,178 [PdH.L]
12 2,74 1557 4,164 4050 4,215 3238 HiL"
1,428 3564 4232 4,029 3,260 [PdL]*
6,00 1557 4,164 4,050 4,215 3,238 H,L*
1,359 3592 4,049 3,839 3,208 [PdH.L]
1,407 3,600 3742 4,239 3,258 [PdLs]
791 1,550 4,143 4,038 4,212 3,238 HoL'/HL
1,407 3,600 3742 4,239 3,258 [PdLs]
1,348 3576 3,884 3,863 3,178  [PdH.L]

spektrumaban az E jel a nagyobb térerdsség felé tolodik, alatdmasztva a hidroxamat
oxigén koordinacidjat a fémionhoz az 26. dbra 111. szerkezete szerint.

Noha a pH-metria nem mutatta biszkomplexek képzédését, az 1:2 arany mellett
rogzitett 'H NMR spektrumokban a pH ~ 6-9 tartomanyban az 1:1 komplexek jelei
mellett 0jabb kis intenzitast jelek is lathatok. Ezeknek az 1j jeleknek a nagysaga az
id6 elérehaladtaval folyamatosan nd, majd 6t nap utan ebben a pH-tartomanyban ez a

részecske lesz a meghatarozo. Ez azt mutatja, hogy ligandumfelesleg mellett

N

HZN\ ',N HZN\ / H2N\ /N \
N N NS Vo N
DN SN Q) QRN
o HNT Yo (o} N” ~O0 o N~ o \
>_/ >\__/ [ NH,
- N o
HO—N I HO—N 1 T v
\ \ o)

26. dabra A Pd(I1)-AlaGlyGlyN(Me)OH rendszerben képz6dé komplexek feltételezett
oldatbeli szerkezete
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biszkomplex képzodik, melynek teljes kialakulasahoz 5 nap sziikséges, igy ez egy
meglehetdsen lasstt folyamat. Ehhez a részecskéhez mindbssze egy jelcsoport
tartozik, tehat a biszkomplex szimmetrikus, igy legvaldsziniibb szerkezete két (NHa,
Namig) kelat kialakulasaval irhato le, ahogy az a 26/1V. dbrdn lathato.

A fenti idofiiggési vizsgalatok azt is megmutattdk, hogy a spektrumokban tovabbi
valtozasok torténtek a pH ~ 5 alatti tartomanyban nemcsak 1:2, hanem 1:1 arany
mellett is. A spektrumokban megjelend 0j jelek intenzitasa a vizsgalt kilenc napos
id6éintervallumban folyamatosan nott, mialatt a tobbi jelé csokkent, és végiil kizarolag
az 0j jelek voltak detektalhatok a spektrumokban. Ez felveti annak a lehetéségét, hogy
ez id¢ alatt valamilyen irreverzibilis atalakulas tortént a ligandummal. Tekintve, hogy
korabban a Pt(Il)-glicinhidroxamat kolcsonhatdsok vizsgalata soran a ligandum

fémion indukalt hidrolizisét tapasztaltak,®>’

aminek eredményeképp glicin és annak
Pt(I1)-komplexe, valamint hidroxilamin keletkezett, feltehetden jelen rendszerben is
hasonld folyamat jatszodik le. Osszehasonlitva a kilenc nap utan regisztralt
spektrumot a Pd(11)-HN(Me)OH és Pd(IT)-AlaGlyGly rendszerek spektrumaival (27.
abra) lathat6, hogy a Pd(I1)-AlaGlyGlyN(Me)OH rendszerben is a Pd(ll) tripeptid
komplexe és N-metil-hidroxilamin keletkezik. Vizsgaltuk ennek a folyamatnak a pH-
fliggését is, aminek eredményeképp azt kaptuk, hogy a hidrolizis sebessége pH
fiiggést mutat. Ennek illusztralasara a kiilonb6z6 pH-ji mintakban 24 ora elteltével
keletkezett N-metil-hidroxilamin

jelének szazalékos integralaranyat a c)
E jelek

ligandumhoz  tartozo

integraljaihoz képest abrazoltam az 1:1 b)

aranyu koncentracié-eloszlasi

a)
diagramon (28. dbra). Az abran JJWLM l M

lathato, hogy az ez 1id6 alatt 42 40 38 36 3.4 (3.2 :)a.o 28 26 15 13
ppmM

bekovetkezett  hidrolizis  mértéke | 27. abra A PA(11)-AlaGlyGlyN(Me)OH
, . rendszer 9 nap utan rogzitett (a), Pd(II)-
korreldl a  [PAL]"  komplex | i n(Me)OH* (b) és Pd(IT)-AlaGlyGlyOH

mennyiségével. Noha a ligandum | (¢) l:1 aranyu rendszerek 'HNMR
spektrumai; pH = 2,0

hidrolizis pontos mechanizmusanak
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felderitése talmutatott a jelen
. . o . 10 25
értekezés célkitlizésein, a fenti [PdL]*
=0,8 pdci, )z ~° [PAH,L] - ZOG
megallapita IT: n = [PdH_4L] S
egallapitas arra enged E,Oﬁ | O 15
kovetkeztetni, hogy ennek az (NHo, :“!'-‘90’ 4[PHCLF L 10 ‘E—-2
5 3
Nanmid, Okarb.) kotésmoda gO,Z ] L5 T
részecskének kulcsszerepe lehet a 0,0 ———? S 0
., ., 1., 1 2 3 4 5 6 7 8 9
reakcio lejatszodasanak pH
elésegitésében. Ezt a feltételezésta | 28 dbra APd(l D'A!?GIVGWN,(MQ)OH ,
rendszer koncentracid-eloszlasi diagramja (cL =
fentebb  idézett ~ munka  is | cCpgg) = 3,0 mM) és a 24 6ra alatt végbement
2 ris 157 . ligandum hidrolizis mértéke (sziirke pontok)
megerdsiti, amiben a

glicinhidroxdmsav ~ Pt(I[)-indukalt hidrolizise feltételezett mechanizmusanak
kulcslépése az (NHz, Nhigr) kotésmodu [PtL]* komplex protonalodasa (NHz, Oxam.)
koordinacidés moda [PtHL]?" komplexszé. Az igy kialakult részecske erdsen parcialis
pozitiv toltési szénatomjan egy olddszer vizmolekula nukleofil tdmadasaval a

hidroxdmsavcsoport hidrolizise térténhet meg hidroxilamin kilépése kdzben. ™

55.3 Pd(ll)-dipeptidhidroxamsav rendszerek

Az AlaAlaNHOH ligandumban az dsszesen harom N-donoratom mellett két oxigén
donoratom all rendelkezésre a Pd(Il) megkotésére, de sztérikus okok miatt a fémion
négy koordinacios helye nem telitddhet csak egy ligandum donoratomjaival.

A 29. abrdn szerepl6 titralasi gorbék rogzitése soran az egyensiuly nem allt be a titralas
idGtartama alatt, ami nem csak a lassi komplexképz6déssel magyarazhato, hanem a
ligandum fémion-indukalt hidrolizisének megjelenését is mutathatja a rendszerben.
Ekvimolaris oldatban pH ~ 5-ig harom ekvivalens lag fogy, majd egy jol elkiiloniild
1épésben pH ~ 7 folott egy ujabb lugfogyasztdé folyamat jatszodik le. A savas
tartomanyban lejatszodo folyamatok a [PdH_1L] 0sszetételd, feltehetéen (NHz2, Namid,
Nhigr.) kotésmodi komplex képzddését eredményezik, ami a pH ndvelésével tovabb

deprotonalodik, a [PdH_,L]™ részecskét kialakitva. Ez utobbi folyamat tartozhat a
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1,0
[PAH_,L]
= 038 [PAH_,L]
506
t
$0,4 1
‘e
Eo2 -
0,0 T T T T T T T T
6 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH
1,0
[Pd;H.Lo] D
0.8 0.8 - [PAH_,L] L [PAH_,L]-
5 5 O o
30,6 30,6 -
T T [PdL]*
204 2 0.4 1 [pdCl,J>
o) ‘0
E 0,2 E 0,2 PACl,]-
0,0 T T T 0,0 T T T T T T T T
8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
pH
29. dbra A H*—AlaAlaNHOH (a), és a Pd(IT)-AlaAlaNHOH rendszerek titralasi gorbéi
1:2 (b) 1:1 ismételt (c), 1:1 (d) és 1,5:1 (e) fémion-ligandum aranyok mellett (A), A
Pd(11)-AlaAlaNHOH rendszerk koncentracio-eloszlasi diagramjai 1:1 (B), 1,5:1 (C) és
1:2 (D) fémionligandum arany mellett (¢ = 3,0 mM). A C abran szerepl6 pontok (0) a
'H NMR bél szamolt, a [Pd2H_4L2] részecskéhez tartozé fémion moltdrteket jelolik.

hidroxamatcsoport ~ deprotonalédasahoz, vagy  vegyes  hidroxidokomplex
képzodéséhez. Az 1:1 aranyl mintat titralas utan visszasavanyitva, majd azt négy nap
elteltével Ujra megtitralva a kapott titralasi gérbén ez az utolséd folyamat nem lathato,
ami egyrészt bizonyitja a ligandum Pd(ll)-asszisztalt hidrolizisét, valamint
megmutatja, hogy a [PdH_;L] részecskében a hidroxamatcsoport deprotonalt. A
ligandum képes fémionfelesleg megkotésére, &m a tripeptidszarmazékkal ellentétben,
a dipeptidhidroxamsav 1,5 ekvivalens fémiont képes fogadni, amit egy harommagv,
[PdsH 4L2] Osszetételii részecske képzOdésével értelmezhetiink. Ligandumfelesleg
mellett a titralasi gorbén pH = 5 f0l6tt egy extra lugfogyasztod folyamat lathatod, ami
biszkomplexek képzddésére utal. A képzddo részecskék Osszetétele €s stabilitasi
allandoi az 7. tabldazatban lathatok. Ahogy az a koncentracio-eloszlasi gorbéken
lathato, a komplexképz6dés mar pH = 2 alatt, a [PdL]" komplex kialakulasaval indul,

melynek képzddési allanddja kdzel azonos a tripeptidhidroxamsavak ezen dsszetételii
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komplexével, igy ezesetben is (NH2, Namid) kelat kialakulasa feltételezhet6. A pH
novelésével egy Ujabb deprotonalodast kovetden [PAH L] Osszetételi részecske
képzodik. Ezen folyamat tobb mint egy egységgel kisebb pH-n jatszodik le a
tripeptidszarmazékokhoz képest; a [PdL]* = [PdH.-iL] + H" folyamat egyensulyi
allandoja pKpay = 2,59, ami nagyfokil kooperativitasra utal. Ennek oka az lehet, hogy
mig a tripeptidhidroxamsavakban a masodik amidcsoport deprotonalodasa és
koordinacidja eredményezi a [PdH L] Osszetételit komplex kialakulasat, addig
ezesetben a kisebb bazicitasi hidroxamsav-N fémion-indukalt deprotonalddasa
torténik meg. Tovabb novelve a pH-t egy Gjabb folyamat jatszodik le, ami a szabadon

maradt hidroxamat-OH deprotonalédasahoz rendelhetd.

A képz6d6 komplexek szerkezetét *H oH . .

S N N

NMR moddszerrel is sikeresen 572

WMWMWWM
i : ANYO | ot
igazoltuk. Ahogy az 1:1 aranyt R S K e
minta pH fiiggd NMR spektrumain | 741 o~ g

421 ° °
lathat6 (30. abra), mar pH =2 alatt ] 3,23

2,32
jeleket (#) figyelhetiink meg a szabad N .
ligandum jelein () kivil, melyek | =, /575 4,140 30 38 3.7 36 3.5 3+

S (ppm)

nagymértékli eltolédast mutatnak a . L
30. abra A ligandum CH protonjainak jelei a

nagyobb térerdsség irdanyaba. Ez | Pd(ll)-AlaAlaNHOH = 1:1 rendszer *H NMR
spektrumaiban kiilonbozé pH-értékeken. A
szimbdolumok az alabbi részecskéket jelolik:

komplex (NH2, Namig) kotésmoddal | HeL™ (e), [PAL]" (#), [PdH1L] (#) és
[PAH_L] (*)

szintén alatamasztja, hogy a [PdL]*

rendelkezik. Fontos észrevenni, hogy

a pH novelésével ezen 1j jelek intenzitdsa novekszik, mikozben folyamatosan a
nagyobb térerdsség iranyaba toldodnak, majd pH = 7,41-re csak ezek a jelek ()
lathatok a spektrumban. A jelek folyamatos tolodasabol — a tripeptidhidroxamsav
komplexekkel ellentétben — gyors cserére kovetkeztethetiink a [PAL]* és [PdH 1L]
részecskék kozott. A pH ~ 9,7 folott megjelend 0j jelek (*) a deprotonalt
hidroxamatcsoporttal — rendelkez6 [PdH L] komplexhez rendelheték. A
fémionfelesleget tartalmazé mintdk *H NMR spektrumaban a 3,38-as pH-jii mintiaban
egy 0j kiilonallo jelcsoport jelenik meg, melynek intenzitdsa a pH-val né, majd pH =

7-re csak ezen jelek lathatok a spektrumban. Ezek a jelek a hArommagvi, [PdsH-4L;]
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I
31. abra Az AlaAlaNHOH [Pd3H_4L ;]
¢és [PdL;] komplexeinek feltételezett
oldatbeli szerkezete

Osszetételti komplexhez rendelheték. Mivel
ehhez a részecskéhez minddssze egy

jelcsoport  tartozik, a  komplexhez
szimmetrikus szerkezet rendelhetd, mely a
3VI. abran lathato. Hasonlo Osszetétell és
szerkezetli komplex képzddését tapasztaltak
kordbban ezen ligandum Cu(Il)-tartalma

rendszerében  is.1%

Ezen harommagva
részecske jeleinek integralja alapjan szamolt
PdA(Il)-moltort értékeket az 1,5:1 aranyu
koncentracio-eloszlasi diagramra vetitve

lathatd a jo egyezés a pH-metrids és NMR

eredmények kozott. Az eddig targyalt Pd(II)-tartalmu rendszerektdl eltéréen ebben az
esetben biszkomplexek képz6dését is ki tudtuk mutatni pH-metriasan, melyek [PdL;]
¢és [PdH 1L] Osszetétellel rendelkeznek. Mivel ezen részecskék kialakulasa pH ~ 5,
azaz a [PdH.1L] képzédésének pH-tartomanya folott indul, valészintileg mindkét
biszkomplex tartalmaz egy (NH2, Namig, Namid) kotésmodu egységet, amelyben a
fémion negyedik koordinacios helyéhez kotddik a masodik ligandum a terminalis
aminocsoportjaval (31. dbra 1. szerkezet), mikdzben annak hidroxamsavcsoportja
protonalt, vagy deprotonalt lehet. Ezt a 'H NMR spektrumok is megerdsitik, hiszen
1:2 aranynal 5-6s pH folott két 0 jelcsoport figyelheté meg, melyek csak ligandum
feleslegnél 1éteznek, és kémiai eltolédasuk folyamatosan a nagyobb térerdsség felé
valtozik a pH ndvelésével. Ez egyértelmiien bizonyitja, hogy a biszkomplexben 1év6
ligandumok eltérd kémiai kornyezetben vannak, valamint a folyamatos tolddas jelzi a
szabadon maradt hidroxdmsavsoport deprotonalodasat. Hasonldé szerkezeti
biszkomplexeket mutattak ki korabban a Pd(II)-tripeptid rendszerekben, ahol az egyik
ligandum (NH2, Namid, Naming) kotésmoddal, mig a masik, egyfoga ligandumként, a
terminalis aminocsoportjan keresztiil koordinalodott a fémionhoz.”

Az AlaGlyGlyN(Me)OH rendszernél tapasztalt fémion-indukalt ligandum hidrolizis

ebben a rendszerben is megjelent; a savas pH-tartomanyban mar két nap elteltével
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jelentds valtozasok voltak detektalhatok a spektrumokban, melyek alanilalanin, illetve

annak Pd(11)-kompexei keletkezését mutattak.

44 6ra A
17 é6ra )\
135 perc ) A
110 perc A P
95 perc A e
85 perc A A
65 perc JL e
55 perc N\ A

45 perc |\
35 perc JL A
25 perc |\
15perc N\ @ ¢
3.40 3.30 3.20 3.10 3.00 2.90
S (ppm)
32. dabra Az AlaAlaN(Me)OH
ligandum E jeleinek (®) és a
H>NMeOH* jeleinek (#) idéfiiggése;
pH=2,0

Az AlaAlaN(Me)OH rendszer pH-metrias
titralasa soran pH ~ 4 felett fém palladium
képzodését tapasztaltuk, és ugyanez tortént
az NMR mérések soran is, ahol Pd-tiikkor
valt ki az NMR cs6 falara. A fenti okokbol
kifolyolag egyensulyi vizsgalatokat nem
tudtunk végezni ebben a rendszerben. A
regisztralt 'H NMR spektrumokban a
szabad ligandum jelei mellett lathatoak
ugyan 1 jelcsoportok, melyek az iddvel
egyre markansabba valnak, am ezen jelek
nem csupan komplexképzddésre engednek
kovetkeztetni. A 32. dbrdan lathatd a pH =
2,0-n rogzitett NMR spektrumok idobeli
valtozésa, ahol megfigyelhet6, hogy a

ligandum E protonjanak jele mellett (®) megjelent Gj szinglett (¢) — amely a

H.NMeOH*-hoz tartozik — intenzitasa az id6 elteltével folyamatosan novekszik, majd

44 ora elteltével mar csak ez utobbi jel lathaté a spektrumban. Ez egyértelmiien

alatamasztja a ligandum hidroxamsavcsoportjanak hidrolizisét. A fent szemléltetett

példan kiviil a spektrumokban tovabbi valtozasok is torténtek, melyek a Pd(II)-AlaAla

rendszer részecskéinek képzddését mutattak, ugyanakkor AlaAlaN(Me)OH tartalmu

Pd(I1)-komplexhez tartozoé részecskét nem tudtunk kimutatni. Mindezen tapasztalatok

Osszessége alapjan elmondhat6, hogy ebben a rendszerben a ligandum hidrolizise

nagyon gyorsan bekovetkezik. A hidrolitikus reakcidoban keletkezett N-metil-

hidroxilamin képes redukalni a Pd(Il)-ionokat, igy feltehetéen ez okozta a fém

palladium kivalasat az oldatbol.
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5.6  Peptid-hidroxipiridinon konjugdtumok vizsgdlata

5.6.1 A ligandumok szintézise

A vizsgalt AlaAlaHP és AlaGlyGlyHP konjugitumok eldallitdsanak els6 1épése a
maltol benzilezése volt Williamson tipust éterszintézisen keresztiil. Ezutan az igy
kapott benzilmaltolt reagaltatva 1,2-diaminoetannal, megkaptuk az NH-Et-HP-
OBn-2HCI-t. Ezen vegyiiletet a szabad aminocsoportjan keresztiil kapcsoltuk az N-
termindlison Z-védett di- ill. tripeptid karboxilcsoportjahoz egy amidkdtés
kialakitasaval. A karboxilcsoport aktivalasa in situ vegyes savanhidridképzéssel
tortént klorhangyasav-etilészter segitségével N-metil-morfolin bazis jelenlétében. A
védett termékek izolalasat flash-kromatografiasan végeztiik szilikagél allofazison, a
dipeptid szarmazék esetén ezen miveletet egy tovabbi atkristalyositas is kdvette. A
benziloxikarbonil-, valamint benzilcsoportok eltavolitisa egy 1épésben, katalitikus
hidrogénezéssel tortént, mellyel egyidében kialakitottuk a termék trifluoracetat sojat.

A 33. abran az AlaGlyGlyHP szintézisének reakciolépései lathatok.

o
oH BnCI/NaOH \/@ en/NaOH \/@
‘ I MeOH/H,0/A/20 h EtOH/H,0/A/20 h |
0o NH2
A %TNQLNWOH 1) KOH/absz. MeOH/0 °C
@A I Nl 2) EtOCOCI/NMM/
absz. THF/0 °C

H,/Pd(C)
MeOH/4 h

s e OO0

33. dbra Az AlaGlyGlyHP szintézistutvonala

5.6.2 A Pd(Il)-ionok koélesonhatasa DHP-vel
Ahogy az mar az irodalmi bevezet6bdl kidertlt, a Pd(II) nagy affinitdst mutat a
peptidvaz nitrogénjei felé, ugyanakkor a vizsgalni kivant peptidkonjugatum (O,0)-

donor egységét modellez6 DHP-vel (melynek szerkezete a 11. d@brdn lathatd) vald
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kolcsonhatasra vonatkozoan nem talalhatok adatok az irodalomban. Eppen ezért a
peptidkonjugatumok Pd(II)-komplexeinek tanulmanyozasa elétt vizsgaltuk ezen
fémion kolcsonhatasat az (O,0)-donor DHP-vel. Noha a ligandum protonalodasi
folyamatait korabban mar részletesen vizsgaltdk,®® a kapott eredmények nem az

altalunk hasznalt kisérleti koriilményekre vonatkoznak, igy a ligandum

deprotonalodasi allandoit mi is meghataroztuk, melyek a 10. tdbldzatban talalhatok.

L s

képz6do Pd(11)-komplexek stabilitasi allandoinak tizes alapti logaritmusa (lgf) 25,0 °C-on, |
=0,10 M KCI + 0,10 M KNO3*

pK1 3,61(1)
pK2 9,76(1)
Részecske lgp
[PAHL]? 20,42(5)
[PdL]* 17,66(1)
Illesztés (ml) 0,00820
Pontok szama 93

PKpdHL 2,76
* Zardjelben a 3o standard devidci6 értékek szerepelnek

A teljesen protonalt ligandum két disszocidbilis protont tartalmaz. Tekintve, hogy a
molekuldban erds delokalizacio 4ll fenn, a kiilonb6z6 protonaltsagi fokl vegyiilethez
eltéré hatarszerkezeti formak tartoznak. A korabbi eredmények alapjan a
piridinongytiri  4-es C-atomjan taladlhaté hidroxilcsoport rendelkezik kisebb
bazicitassal, mint a 3-as C-atomon 1év6. Az altalunk kapott eredmények jo egyezést
mutatnak a kordbbiakkal.>®

A Pd(Il)-ionokkal valo kolcsonhatas vizsgalatat pH-potenciometrias titralassal

kezdtiik. A titralas soran mind 1:1 mind 1:2 fémion-ligandum arany mellett a pH ~ 5-

6 folotti  tartomanyban  csapadék 10

képzddott, igy az adatokat csak eddig a =08 1 jpacie PdLI*
pH-tartomanyig értékeltik. A képzodo :':;0’6 1

részecskék Osszetétele és stabilitasi ‘—g Z’: Ipacir-

allanddja a 10. tablazatban lathatd, mig 0o POHT~ ‘

az  ekvimolaris mintdra  szamolt 2 s o 5 6

34. dbra A Pd(11)-DHP rendszer
koncentracio-eloszlasi gorbéi; cPd(Il) =
cL=3,0mM

koncentracio-eloszlast a 34. dbra

szemlélteti. Ahogy az a 34. dbrdan lathato,
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a komplexképzddés mar pH ~ 2-n elkezdédik a [PdHL]?*" osszetételli részecske
képz6désével, majd a pH novelésével egy ijabb deprotonalddasi folyamat a [PAL]*
komplex képzodését eredményezi, és ez lesz a f6 részecske pH 5 folott. A
[PAHL]?* = [PdL]* + H* folyamatra jellemz6 egyensulyi allando értékébdl
(PK[PdHL]?" = 2,76) nagyfokt kooperativitasra kdvetkeztethetiink a nagy stabilitasu

[PAL]* részecske képz6désére vonatkozoan.

A komplexképzédést 'H NMR modszer [,

o o a1 6,52 [PdL]* [PdL*
segitségével is kovettik. A kiilonbdzd 4; A A==
pH-értékeken regisztralt NMR 4,00 J)U% I

— . . 3,79 Iy . N
spektrumok a 35. dbran lathatok. 363 I N
Ekvimolaris oldatban a szabad ligandum | 3% I )| 0 o
_ . i | Il i T
jelei mellett pH ~ 3 felett egy uj 307 J\me PGl AR
jelcsoport  jelenik  meg, melynek B2B0 TR T ey T 0R00 04
intenzitasa a pH emelésével | 35 dbra APA(l I)-D.HP =11 r’endszer

'H NMR spektrumainak aromas

folyamatosan novekszik. Ezen jelek igen | tartomanya kiilonbdz6 pH értékeken

kismértékii tolodast is mutatnak a kisebb térerdsség iranyaba, (Ad = 0,01 ppm) ami
két részecske, a [PAHL]?" és [PAL]* kdzotti gyors cserére utal. pH = 6,5-nél minddssze
a [PAL]* komplexhez tartozo jelcsoport lathatd, igy ezen a pH-n ez az uralkodd
részecske. Ligandumfelesleg esetén hasonld komplexképzddési folyamatokat
talaltunk, mint az ekvimolaris oldatnal. Mind az 1:1 mind az 1:2 fémion-ligandum
aranyu mintakban 4-es pH folott csapadékképzodés volt tapasztalhatd, valamint a
pH = 8 folott rogzitett spektrumokban nem talalhatok szabad ligandumhoz, vagy
fémkomplexhez tartozo jelek. Ezen megfigyelések egy igen kis oldhatosagi komplex
képzddését mutatjak. A kapott csapadékot MALDI-MS vizsgéalatnak, valamint
elemanalizisnek vetettiik ald. A MALDI-MS spektrumban két jel volt detektalhato,
m/z = 405,005 és m/z = 420,984 értékeknél, melyek rendre a [PdL, + Na]* (szamolt
m/z = 405,004) és [PdL, + K]* (szamolt m/z = 420,978) ionoknak feleltetheték meg.
A csapadékra kapott elemanalizs eredmények (C: 41,92 %, H: 4,37 %, N: 6,95 %) a
C14H1sN20sPd = [PdL,]-H20O 6sszetételnek felelnek meg (szamolt: C: 41,96 %, H:
4,53 %, N: 6,99 %). A fenti eredmények alapjan megallapithatd, hogy 1:2 valamint

1:1 aranynal is a nagyon kis oldhatdsagt biszkomplex valt ki az oldatbol.
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5.6.3 A peptid-hidroxipiridinon konjugatumok sav-bazis tulajdonsagai

Az 1j peptidkonjugatumokban a hidroxipiridinon egység egy peptidlanc C-
terminusahoz van kapcsolva amidkotésen keresztiil, igy ezen ligandumoknak harom
disszociabilis protonja van. A ligandumok disszociacios allandoi az 11. tdbldazatban
lathatok, melyben 0sszehasonlitaskként az AlaGlyGly tripeptid megfeleld értékeit is
fellintettem.

11. tablazat A vizsgalt peptid-piridinon konjugatumok disszociacios allanddinak tizes alapu
negativ logaritmusa (pK) 25,0 °C-on, | = 0,10 M KCI + 0,20 M KNOz*

AlaGlyGlyHP AlaAlaHP AlaGlyGly™
PKcoon - - - - 3,28
PKoH@) 3,32(4) 3,41(2)2 3,22(3) 3,46(5) 2 —
PKnHa+ 7,74(2) 776(1)°  7,88(2) 7,70(2) 2 7,94
pKon@) 9,46(1) 9,48(2)°  9,64(1) 9,56(4) 2 -

* Zardjelben a 3o standard devidcid értékek szerepelnek, a: *H NMR-bél

Az egyes protondisszociacios folyamatok megfelelé csoportokhoz torténd
hozzarendelése érdekében az 01j ligandumok deprotonalddasi folyamatait *H NMR
spektroszkopids modszerrel is kovettiik. Reprezentativ példaképp a 36. abran az

AlaGlyGIlyHP két kivalasztott jelének kémiai eltolodasa lathato a pH fiiggvényében.

A 11. tabldazat adataibdl lathatd, hogy | &@mom

8,0

mindkét vegyiiletnek kozel azonosak a B
. 7,5 1
savi disszocidcios allandol, igy az egyes

7,0 -

folyamatok  mindkét  ligandumban

ugyanazon csoportok 181 m

deprotondlodasahoz tartozhatnak. A 36. 10

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

dbrabol lathato, hogy a pH ~ 2-5 | 36 4pra Az AlaGlyGlyHP egyes jeleinek

tartomanyban ~ a hidroxipiridinon | PH-fliggd kémiai eltoléddsa

gylriprotonjainak kémiai eltolodasa valtozik a nagyobb térerdsség felé, ezért az elso
deprotonalodasi folyamat a gyliri 4-es helyzetii hidroxilcsoportjahoz (OH(4))
rendelhetd. A pH-t novelve, a pH ~ 7-9 tartomanyban az N-terminalis alanin
metilcsoportjanak (A protonok) kémiai eltolodasa valtozik a nagyobb térerésség
iranyaba, igy a masodik protonvesztés a terminalis ammoniumcsoporthoz rendelhetd.
Egy Ujabb, ezzel kismértékben atfedd folyamat eredményeképpen, Gjra a piridinon

gylriprotonok kémiai eltolédasa valtozik a pH ~ 8,5-10,5 tartomanyban,
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kovetkezésképpen a legnagyobb pK érték a gyliri 3-as helyzetben talalhato
hidroxilcsoportjahoz (OH(3)) rendelhetd. A *H NMR adatokbdl szamitott pK értékek
szintén a 11. tdblazatban talalhatok, melyek jo egyezést mutatnak a pH-
potenciometrias eredményekkel. A ligandumok megfeleld csoportjainak pK értékét
Osszehasonlitva az 6nall6 peptid- vagy hidroxipiridinon egység megfeleld értékeivel,
megallapithato, hogy a peptidkonjugatum megfelelé pK-értékei 0,2-0,4 egységgel
kisebbek.

5.6.4 A tripeptid-hidroxipiridinon konjugatumok kélcsonhatasa Pd(IT)-
ionnal

A Pd(I)-peptidkonjugatum kolesonhatasok feltérképezése érdekében az egyensulyi
vizsgalatokat pH-potenciometrias és 'H NMR spektroszkopiai modszerekkel
végeztik, valamint eredményeinket ESI-MS vizsgalatokkal is kiegészitettiik. A
Pd(I1)-peptidhidroxamsav rendszerekhez hasonloan, jelen rendszerben is lassu
komplexképzddési folyamatok jatszodtak le, ahol az egyensuly nem allt be teljesen a
pH-potenciometrids titralasok iddtartama alatt. Ebbol adodoan ezen rendszerekre
meghatarozott képzédési allandok csak kozelito jellegiick. A Pd(11)-AlaGlyGlyHP
rendszer 2:1 fémion-ligandum arany? titralasi gérbéjén lathat6 (37/A. dbra, d gérbe),
hogy a komplexképzddés mar az erésen savas pH-tartomanyban elkezdddik, ahol a
fémion tartalma minta titralasi gérbéje elvalik a szabad ligandumétol. A titralas soran
pH ~ 5 -ig 6t ekvivalens lug fogy, majd pH ~ 6 f6l6tt Gjabb lugfogyaszté folyamatok
lathatok. Ez az NMR informaciokkal egyiitt (1asd lejjebb) nagy stabilitasa, kétmagvi
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37. dbra A H* — AlaGlyGlyHP (a) és a Pd(II) — AlaGlyGlyHP 1:2 (b), 1:1 (c) és 2:1
(d) aranyu titralasi gorbéi (A) valamint a Pd(I) — AlaGlyGlyHP = 2:1 rendszer
koncentracio-eloszlasi gorbéje (B), a *H NMR adatokbol a [PAHL]?* (@), [PdoH_1L]**
(A) és [Pd2HoL]" (m) részecskékre szamitott fémion moltortekkel, ¢, =5 mM
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komplex képzOdését timasztja ald. Az ekvimolaris minta titralasi gérbéje kevésbé jol
strukturalt, ami egyrészt a lassan beallo egyensulyoknak koszonhetd, masrészt tobb
részecske egylittes jelenlétére is utalhat. A ligandumfelesleg mellett regisztralt
titralasi gorbe nem mutat biszkomplexek képzodésére utald extra lugfogyasztd
folyamatot. Noha a titralasok soran az egyensuly lassan allt be, a gérbék illesztésébol
kaptunk egy kozelitd egyenstlyi modellt. A képz6dé részecskék Osszetétele, €s
képzodési allandodja a 12. tdblazathban lathato.

12. tablazat Az AlaGlyGlyHP Pd(I1)-komplexeinek Osszetétele és stabilitasi allanddjanak
tizes alapti logaritmusa (Igf), valamint az egyes komplexek deprotonalddasi allanddjanak
tizes alapt negativ logaritmusa (pK) 25,0 °C-on, | = 0,10 M KCI + 0,10 M KNOz*

Részecske lgp
[PAHL]® 28,18(4)
[PdL]* 24,54(9)
[PdHL] 21,01(6)
[PdH L] 12,7(1)
[PdH_sL]> 2.4(1)
[PdH 1L 32,71(8)
[PdzH oL]* 28,99(7)
[PdzH aL] 21,8(1)
[Pd2H 4L 11,8()
Illesztés (ml) 0,0249
Pontok szama 254
PKpaHL 3,64
pKPdL 3,53
PKpdH-11 8,31
PKpdH-2L 10,3
PKpaaH-11 3,72
PKpd2H-2L 7,2
PKpdzH-3L 10,0

* Zarojelben a 3¢ standard deviacio értékek szerepelnek

A tablazat adataibol lathatd, hogy néhany képzddési allando bizonytalansaga nagy a
lassan bealld egyensulyok miatt, igy ahhoz, hogy teljesebb képet kapjunk a
rendszerrdl részletes NMR és ESI-MS vizsgalatokat is végeztiink. A 2:1 arany mellett,

kiilonbdzd pH-értéken rogzitett 'H NMR spektrumok a 38. d@brdn lathatok.
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,B” protonok ,A” protonok ,B” protonok ,A” protonok
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38. dbra A Pd(I1)-AlaGlyGlyHP 2:1 (balra) és 1:1 aranyt (jobbra) rendszerek
kiilonboz6 pH értékeken rogzitett *H NMR spektrumai

Ahogy az a 38. dbra baloldali spektrumsorozatan lathatd, a szabad ligandum jelei (@)
mellett mar 2-es pH alatt egy 10 jelcsoport (A) lathatd, mely Pd(Il)-tartalma
részecskéhez rendelhetd. Ezen jelcsoport intenzitdsa a pH emelésével ndvekszik, és
pH = 2,49-en éri el a maximumot. Ezen részecske spektrumaban az A dublett
nagymértékben a nagyobb térerd felé van eltolodva a szabad ligandum jeléhez képest,
mig a B-jeli gylriproton jelének kémiai eltolodasa csak igen kismértékben valtozik
a szabad liganduméhoz képest. Mindezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
komplexképzddés az N-terminus feldl kezdodik (NHz, Namia) kelat kialakulasaval,
mikozben a hidroxipiridinon egység teljesen protonalt marad (39. dbra 1. szerkezet).
A fentiekbdl kdvetkezéen a komplexképzddés a [PAH_1LH2]?" = [PAHL]?* 6sszetételit
részecske képzddésével indul, ami Osszhangban van a pH-potenciometrias
eredményekkel. A pH tovabbi ndvelésével ezen komplex gylirliprotonjainak jelei a
nagyobb térerdsség fel¢ tolddnak, mikdzben intenzitdsuk csokken, ez a szabadon

maradt hidroxipiridinon egység deprotonalodasat tamasztja ala. Ezzel parhuzamosan,
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39. dbra A Pd(I1)-AlaGlyGlyHP 2:1 rendszerben képz6d6 komplexek
feltételezett oldatbeli szerkezete

pH = 2,49 fol6tt 1j jelek lathatok a spektrumokban (m), melyekben a B protonok nagy
kémiai eltolodas valtozast mutatnak a nagyobb térerdsség iranyaba, mig az A jelek
kémiai eltolodasa csak kis mértékben valtozik. Ebbol egy masodik fémion (O,0)
kelaton keresztiili koordinacidjara kovetkeztethetliink, melynek eredményeképpen
[PdoH_1L]?* 6sszetételli kétmagva komplex keletkezik (39/11. d@bra). Ezen részecske
képzddésével atfedd folyamatban egy uj komplex képzddik a pH novelésével, mely a
kiilonallo jelei (#) alapjan lassu cserében van az el6z0 részecskével, amibdl egy tjabb
N-atom belépése feltételezhetd a fémion koordinacios szférajaba. Ez alapjan ezek a
jelek egy olyan kétmagva részecskéhez tartozhatnak, melyben az egyik fémion a
hidroxipiridinon egység altal (O,0) kelatban helyezkedik el, mig a masik a
peptidvazhoz (NHa2, Namid, Nami¢) donoratomokon keresztiil kotédik a 39. dbra 111.
szerkezete szerint. Ez a [Pd;H_,L]* komplex széles pH-tartomanyban uralkodd
részecske az oldatban. Ezen kétmagvi komplexek jelenlétét ESI-MS vizsgalatok is
egyértelmlien  megerésitették. A kiillonb6z6  pH-értékeken  regisztralt
tomegspektrumokban azonositott részecskék mért és szamolt m/z értékeit a 13.
tablazatban foglaltam 6ssze. Kb. pH ~ 6,5-nél kissé kiszélesedett jelek tiinnek fel a
'H NMR spektrumban (*), melyek intenzitdsa a pH-val nd, és kozben a jelek

kismértékben a nagyobb térerdsség iranyaba tolodnak. Mivel ezen 1j jelcsoport az
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13. tablazat A PA(I1)-AlaGlyGlyHP rendszer ESI-MS spektrumaiban azonositott részecskék
mért és szamolt m/z értékei

, , m/z

Részecske pH-tartomany Mért Szamoli
[PdL]* 2,7 458,0655 458,0657
[PdH_1L + CI~ 2,7-5,5 494,0259 494,0257
[PdH4L + K]* 2,7-5,5 496,0217 496,0209
[PdH.4L + 2K + CIT* 2,7-5,5 571,9531 571,9529
[Pd2H_oL2 + K]* 55 955,0795 955,0792
[Pd2H 5L + K]* 5,5-9,7 601,9097 691,9093
[PdL2 + K]* 9,7 849,1916 849,1919

el6zo6tdl elkiiloniilten jelenik meg, ezért a keletkezd 11j részecske lassu cserében van a
[Pd2H oL]*-el igy egy ujabb N kotddése feltételezheté. Ennek kovetkeztében egy
olyan kétmagvu komplex keletkezik ebben a pH-tartomanyban, ahol a peptidvaz altal
koordinalt fémion 4N-es kornyezetben talalhatd. A jelszélesedés, valamint a pH-
novelésére bekovetkezd enyhe toldodas az (O,0) kelatban tartott fémion szabad
koordinacios helyein levé vizmolekula deprotonalédasaval, vagy Klorid-hidroxid
cserével, azaz vegyes hidroxidokomplex képzddésével magyarazhaté. Az egyes
részecskék 'H NMR jeleinek integralértékébdl szamitott fémion moltorteket a
koncentracio-eloszlassal egyiitt abrazolva lathatd, hogy a két modszerrel kapott
eredmények jo egyezést mutatnak egymassal (37/B. dbra).

Az ekvimolaris oldatban rdgzitett H NMR spektrumokban (38. dbra) a
legszembetiindbb eltérés a 2:1 aranytakkal szemben, hogy kb. pH ~ 2,8 felett tobbféle
jel is lathatd az egyes mintdkban. Ez tobbféle részecske, vagy kotési izomerek
egyiittes jelenlétére utal, ami magyarazatul szolgalhat a titralasi gorbe lefutasara is. A
spektrumok elemzése arra is ramutat, hogy mindossze egyetlen olyan részecske
mutathato ki, amely mind 1:1 mind 2:1 aranynal is jelen van, ez pedig az (NHz, Namid)
kotésmoda [PAHL]* (A). Az NMR spektrumok jelgazdagsagabol egy meglehetésen
Osszetett egyensulyi rendszerre kovetkeztethetiink, ezért a  spektrumok
értelmezésének megkonnyitése érdekében a lejatszodd egyensulyi folyamatokat,

valamint a képz6d6 komplexek lehetséges oldatszerkezeteit a 40. dbrdn tiintettem fel.
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Ahogy az a 38. dbra jobboldali spektruman lathat6, pH = 2,8 folott egy 1j jelcsoport
jelenik meg (#), melyben a B protonok jelei a kisebb, mig az A protonok jelei a
nagyobb térerésség iranyaba tolodnak a [PdHL]?" részecske jeleihez képest, ami a
peptidvaz harmadik N-atomjanak deprotonalddasat és koordinaciojat mutatja, (40.
abral\V1). A pH tovabbi novelésére ezen [PAL]" dsszetételli részecske B protonjainak
jelei folyamatos tolodast szenvednek a nagyobb térerdsség iranyaba, ami a piridinon
egység OH(4) csoportjanak deprotonalodasat tamasztja alé, a széles pH-tartomanyban
jelenlévo [PdH 1L] komplex képzédését eredményezve (@, 40. dabra, V1I). A fenti
folyamatokkal parhuzamosan, pH = 2,79 fo16tt a [PdHL]?*" komplex (A) szabadon
maradt piridinon csoportjanak deprotonalddasa jatszodik le szintén egy [PdL]*
Osszetételll, 40/VIII. abran lathato feltételezett oldatszerkezetli komplex képzddése
kézben, ami a B protonok jelének folyamatos tolodasat eredményezi a nagyobb
térerGsség iranyaba. pH = 3,54-nél egy 1j jelcsoport jelenik meg a spektrumokban (#),
ami egy masik részecske képz6dését mutatja, mely egészen pH = 8,85-ig jelen van az
oldatban. Mivel az A és B protonok jelei is mutatnak kémiai eltolodas valtozast az
el6z6 részecskékhez képest, mind a N-donor peptidvaz, mind az (O,0)-donor
piridinon egység egyidejii részvétele feltételezhetd a fémion megkotésében.
Figyelembe véve, hogy ez a részecske 1:1 aranynal jelenik meg, valamint, hogy

szabad ligandumhoz tartozé jel nem lathaté a spektrumban, ez a jelcsoport olyan
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40. dbra A Pd(11)-AlaGlyGlyHP 1:1 rendszerben fennallo egyenstlyi folyamatok,
valamint a képz6d6 komplexek feltételezett oldatbeli szerkezete
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részecskéhez tartozhat, mely 1:1 ardnyban tartalmaz fémont és ligandumot,
ugyanakkor sztérikus okok miatt az N- és C-terminus egyiittes kotddése
legvaloszinibben egy dimer szerkezetli komplexben kovetkezhet be. A dimer
részecske kialakulasat ESI-MS vizsgalatok is alatamasztottak; az 1:1 arany mellett,
pH = 5,50-on rogzitett toOmegspektrumban egyértelmilen detektalhatdo volt a
[Pd2H_;L,] komplex K-addukt ionja, melynek mért és szamolt izotopeloszlasa a 41.

abran lathato.
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szimmetrikus  szerkezetre utal. | 41. dbra A [Pd;H_oL, +K]* ion mért és szamolt
izotopeloszlasa

Mindezen megallapitasokat

figyelembe véve a [Pd.H-L.] komplex lehetséges oldatszerkezete a 39/IX. dbrdan
lathat6. A pH ~ 7 folott felvett 'H NMR spektrumokban tjabb jelek tiinnek fel (¥),
melyekben a B protonok dublettjei kisebb térerésségnél jelentkeznek, mint az el6z6
részecskékben, ami a peptidvdz negyedik N-atomjanak koordindciojat mutatja
[PAH_,L] 0Osszetételii részecske képzddését eredményezve. A pH-ndvelésével ezen
komplex B protonjainak jelei folyamatos tolodast mutatnak a nagyobb térerdsség felé,
ami a szabadon maradt piridinon egység OH(3) csoportja deprotonaldédasanak
eredménye, igy erésen ligos pH-n ez a [PdH_sL]* részecske (V) lesz az uralkod6 az
oldatban. Ez utobbi két komplex rendre a 40. dbrdan lathatd X. és Xl. feltételezett
szerkezettel jellemezhetok.

Az oldategyensulyi eredmények felhasznalasaval kisérleteket végeztiink a komplexek
szilard fazisban valé el6allitasara is. Ehhez a ligandum vizes oldatahoz K2[PdCl.]-ot
adtunk, és az igy nyert elegy pH-jat ugy allitottuk be, hogy az eléallitani kivant
komplex képzddésének kedvezziink. A reakcidelegyek 0,10 M KCl-ot is tartalmaztak
annak érdekében, hogy a fémion hidrolizisét visszaszoritsuk. Ennek

eredményeképpen a 2,6-0s pH-ju reakcidelegybdl izolaltuk a [PAHLCI>]-2H.O
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komplexet, melynek Osszetételét
elemanalizissel igazoltuk. A kinyert
kristalyok  alkalmasak  voltak
egykristaly rontgendiffrakcios
vizsgalatra, a kapott
rontgenszerkezet a 42. dbrdn
lathato, a krisztallografiai
paramétereket a 14. tabldazatban,

mig a legfontosabb kotésszog és

kotéstavolsag  adatokat a  15.

tablazatban  foglaltam  Ossze. © 013

Ahogy az a 42. dbrdn lathato, a 42. abra A [PAHLCI,]-2H0 kristalyszerkezete

kristalyszerkezet alatimasztja a kordbbi feltételezéseket a [PdHL]?* komplex
szerkezetével kapcsolatban, nevezetesen, hogy a fémion (NH., Namid) kelattal
kapcsolodik a ligandumhoz, valamint a fémion siknégyzetes koordinacids szférajat
kloridionok telitik, mikézben a hidroxipiridinon egység teljesen protonalt marad. A
Pd-N kotéstavolsagok nagyon hasonlok azokhoz, amiket korabban a Pd(II)-
oligopeptid komplexeknél tapasztaltak.'®81%° A kristalyszerkezet azt is alatamasztja,
hogy a protonalt piridinon két hidroxilcsoporttal rendelkezik, melyeknek C—-OH
kotéstavolsaga fenolos jellegi C—OH kotésre utal. Erdemes megjegyezni, hogy a
peptid nitrogének kooperativ koordinacidjanak ellenére, ezen 2N + 2Cl kétésmoda
komplexet sikeriilt kinyerni, melynek koordinaciéos modja nagyon hasonld a
ciszplatinéhoz. Eppen ezért, a komplex Pt-analdgja a ciszplatin egy lehetséges
analdgja lehet, tovabba a szabadon maradt piridinon rész lehetévé teszi egy masodik
fémion, pl. Co(Ill)-megkotését, és igy varhatéban a hipoxia-aktivalast is a rakos

sejtekben.
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14. tablazat A kapott egykristaly krisztallografiai adatai

Osszegképlet C15H23Cl:NsO0sPd-2(H,0)
M, 566,71

Kristalyrendszer, Monoklin, P2,

tércsoport

Homeérseklet (K) 102

Elemi cella dimenziok

a,b,c(d) 5,7219 (2), 15,7524 (5), 12,0932 (4)
B 97,513 (1)

V (A% 1080,65 (6)

z 2

Besugarzasi Mo Ka
hullamhossz

u (mm?) 1,15

Kristaly méretei (mm) |0,37 x 0,13 x 0,10
Tiiny Tmax 0,79, 0,89
Gyijtott reflexiok 18516

Flggetlen reflexiok 4595

Megfigyelt [I > 25(1)] |4368

reflexiok

Rint 0,033

(SN 0/A)max (A 0,634

R[F? > 26(F?)], wR(F?),
S

0,021, 0,047, 1,05

Finomitott paraméterek 298
szama
Admaxs Admin (€ A7) 0,28, -0,29

15. tablazat A [PAHLCI;]-2H,0 komplexben mért legfontosabb kotéstavolsag és kotésszog

értékek
Atompar Kotéstavolsag (A) | Kotés Kotésszog (°)
N(1)-Pd(1) 2,019(3) N(1)-Pd(1)-CI(2) 94,12(9)
N(4)-Pd(1) 2,002(3) N(1)-Pd(1)-N(4) 81,33(12)
CI(1)-Pd(2) 2,2920(10) N(4)-Pd(1)-CI(1) 96,01(9)
Cl(2)-Pd(1) 2,3004(11) CI(2)-Pd(1)-CI(1) 88,99 (5)
C(13)-0(13) 1,351(4)
C(14)-0(14) 1,316(5)
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A fenti komplex DNS-sel 16
P sel valo ,B” protonok ,A” protonok

kdlcsonhatasanak modellezése

érdekében 'H NMR modszerrel &)

vizsgaltuk az el6allitott vegyiilet 9- 24 6ra

metil-guanin megkoté képességét. A —ﬂj
d)

komplexet és 9-MeG-t 1:1 aranyban

tartalmazo, 7-es pH-ji mintak id6fiiggd 16 ora
'H NMR spektrumai a 43. dbrdn )
c
lathatok.
80 perc M
Ahogy a 43. dbrdn lathato, a szabad 9- e
MeG aromés protonjainak jelei mellett b)

(®) egy Uj szinglet is megjelenik (A), 50 perc |
| T

melynek intenzitasa az id6

a)
elérehaladtaval novekszik, majd 24 ora A®
) ) ) 10 perc
elteltével szinte teljesen csak ez a jel e hil
lesz  lathat6. Ez  egyértelmiien 9.0 85 80 7.5 15 1.0 05

. . o (ppm
alatamasztja a 9-MeG koordinacidjat a (ppm)
komplexbe  kotott  fémion  szabad | 43, gpra A [PAHLCI,]-2H,0-9-metil-

guanin = 1:1 rendszer 'H NMR

koordinacios helyéhez. A vizsgalatokat NSO
spektrumainak idéfiiggése, pH = 7,0

megismételtik  9-MeG  felesleget

tartalmazo mintakon is, és azt talaltuk, hogy a komplex nem képes megkotni egy
ekvivalensnél tobb 9-metil-guanint. Egy masik jelenség is megfigyelheté az NMR
spektrumokon, nevezetesen, hogy a komplex feloldasa és 9-MeG hozzaadasa utan 10
perccel regisztralt spektrum meglehetésen jelgazdag, mely jelek részben a
komplexhez, részben egyéb Pd(I1)-tartalmti komplexekhez rendelhetok. Ezek a jelek
nagyon hasonloak azokhoz, amiket a Pd(II)-AlaGlyGlyHP 1:1 aranyu rendszerében
regisztraltunk pH ~ 7-en, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a komplex feloldas utan
disszocial a koriilményeknek megfeleld speciaciot kialakitva. Az id6 elérehaladtaval
azonban mefigyelhetd, hogy a ligandumhoz tartoz6 jelek folyamatos valtozason
mennek keresztiil, és 24 ora elteltével mindossze egyetlen ligandumhoz tartozo

jelcsoport lathat6. Megvizsgalva ezeket a jeleket megallapithato, hogy az A protonok
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jelei ugyanolyan kémiai eltolodas értéknél jelentkeznek, mint a [PdHL]*
komplexben, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az ez id6 alatt kialakult
részecskében a fémion (NHaz, Namia) kelattal kapcsolodik a ligandumhoz. Ugyanakkor
a B protonok a [PdHL]?* komplex megfeleld jeléhez képest kisebb kémiai eltolodasnal
lathatok, aminek oka az lehet, hogy pH ~ 7-en a kialakult részecskében a
hidroxipiridion gy(irti OH(4) csoportja deprotonalt, szemben a [PdHL]?* komplexszel.
A fenti tapasztalatok alapjan tehat megallapithato, hogy a 9-metil-guanin jelenlétében
kialakult részecskben a Pd(Il) az AlaGlyGlyHP-hoz (NH2, Namid) kelaton keresztiil
kotédik, valamint a fémionhoz egy 9-metil-guanin is koordinalodik annak N(7)-
atomjan keresztiil, mig a szabadon maradt negyedik koordinacids helyet kloridion,

vizmolekula, vagy a peptidkonjugatum karbonil oxigénje foglalhatja el.

5.6.5 A dipeptid-hidroxipiridinon konjugatumok kélcsonhatasa Pd(IT)-ionnal
Az eggyel kevesebb aminosavat tartalmazd AlaAlaHP dipeptidkonjugatumban
Osszesen harom N és két O-donoratom all rendelkezésre a Pd(I) megkotésére, igy
annak fémionmegkotd képessége eltérhet a tripeptidszarmazékétol. A kiilonbozo
fémion-ligandum aranyok mellett regisztralt titralasi gorbék a 44. abran lathatok.

A fémionfelesleg mellett regisztralt titralasi gorbe lefutdsa hasonlit a
tripeptidkonjugatuméhoz, ebben az esetben is pH ~ 5-ig 6t ekvivalens lug fogy a
mintara, majd a pH-t ndvelve Ujabb lugfogyaszté folyamatok lathatok. Ezekbdl
szintén kétmagva komplexek képzddésére lehet kdvetkeztetni. Az ekvimolaris oldat

titralasi gorbéje ezen ligandum esetén is tort ekvivalens lugfogyast mutat pH ~ 6-ig,

1] 1.0 [Pd,H.L
11 4 oo 2H,
10 - A / // 08 | B [Pd,H.L]*
2] 5 [PACIJ2
81 506
ICL 77 ;."
61 a] by |c]|d S 0,4 ) [Pd;H. LI
5 A g [PdHL]? [PAL]*
4 02 4 [PdCl,J-
3 4
) - ‘ 00 >~ X
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
lagekvivalens pH

44, abra A H* — AlaAlaHP (a) és a Pd(IT) — AlaAlaHP 1:2 (b), 1:1 (¢) és 2:1 (d)
arany( mintak titralasi gérbéi (A) valamint a Pd(Il) — AlaAlaHP = 2:1 rendszer
koncentracio-eloszlasi gorbéi (B), c. =5 mM

77



Ambidentdat peptidkonjugdatumok kélcsénhatisanak vizsgdlata platinafémionokkal

ami a lassan bedlld egyensulyok, vagy tobbféle részecske egyiittes képzddésének
eredménye lehet. A ligandumfelesleget tartalmazé mintaban nem lathatok extra,
biszkomplex képzodését indikald lugfogyasztdo folyamatok. A jelen rendszerben
képz6d6 komplexek Osszetétele és stabilitasi allandoi a 16. tdblazatban, mig a 2:1
aranyra szamolt koncentracio-eloszlasi gorbék a 44. abran lathatok.

16. tablazat Az AlaAlaHP Pd(I1)-komplexeinek Osszetétele és stabilitasi allandojanak tizes
alapu logaritmusa (Igf), valamint az egyes komplexek deprotonalddasi allanddjanak tizes
alapu negativ logaritmusa (pK) 25,0 °C-on, | = 0,10 M KCI + 0,10 M KNOz*

Részecske lgp
[PAHL]> 26,84(1)
[PdL]* 24,62(1)
[PdH_L] 20,35(3)
[PdH L] 10,39(5)
[PdH_sL]> -0,71(5)
[PdoH_,L]* 28,66(2)
[PdoH 5L] 20,82(4)
[PdoH 4L] 10,27(5)
Illesztés (ml) 0,0101
Pontok szama 377
PKpdHL 2,22
pKedL 4,27
PKpdH-1L 9,96
PKpdH-2 11,10
PKpd2H-2L 7,84
PKpd2H-3L 10,55

* Zarojelben a 3¢ standard deviacio értékek szerepelnek

A 44. abran lathato, hogy a komplexképzOdés ezesetben is [PAdHL]?** komplex
képzodésével indul, majd a pH ndvelésével egy erdsen atfedo folyamatban wjabb
deprotonalodas jatszodik le, a [PdL]* Osszetételli részecskét eredményezve.
Ugyanakkor pH ~ 2 f6lott mar megkezdddik egy kétmagva komplex képzddése is, €s
tovabb ndvelve a pH-t az oldatban mar csak kétmagvi részecskék lesznek jelen.
Ahhoz, hogy a fenti folyamatokban képz8d6 komplexek szerkezetét megallapitsuk *H
NMR vizsgalatokat is végeztiink. A 2:1 illetve 1:1 aranyl mintak kiillonbzé pH-n
rogzitett *H NMR spektrumait a 45. dbra szemlélteti.
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,C” protonok LA” és ,B” protonok ,C” protonok ,A” és ,B” protonok
A A A \
oH | I e B I ——
11,05 B Jape 1120 a &)1 &
—_— T | -
9,98 D S
10,03
9,04 I "
8,06 | %
603 R | R TR O
421 * ‘,J | 4,46
3,78 N J 3,89 0 L
MMJ&%I 373 a4 o
20901 |
2.86 M 308 e
2,59 Al S,
2.56 2,46
2,07 2,09
| 3 o X
A o o oA 2 e o i
3‘ 8‘.4‘ 8‘.2‘ 8‘.0‘ 7‘.8‘ 7“6 1‘.6‘ 1‘.4‘ 1‘.2‘ 1‘.( 5 ‘ 6.4 ‘ é.2 ‘ é.O ‘ 7‘.8 ‘ 7‘.6 ‘ 7‘.4 ‘ 1‘.5 ‘ 1‘.3 ‘ 1‘.1 ‘ (
& (ppm) 8 (ppm)

45, dbra A PA(I1)-AlaAlaHP 2:1 (balra) és 1:1 aranyt (jobbra) rendszerek kiilonb6z6 pH
értékeken rogzitett 'H NMR spektrumai

A fémion felesleg mellett regisztralt spektrumokon megfigyelhetd, hogy pH ~ 2 {6l6tt
Uj jelcsoport jelenik meg a spektrumban (A), melyben az A és a B protonokhoz
tartozo jelek nagymértékben eltolodtak a nagyobb térerdsség iranyaba a szabad
ligandum ugyanezen jeleihez képest (@), ami egyértelmiien mutatja, hogy a fémion az
N-terminalison kotddik a ligandumhoz, (NH2, Namid) kelaton keresztiil. Ugyanakkor
ebben az 0 jelcsoportban a C protonok jelében megfigyelhetd egy jelentds eltolddas
a kisebb térerdsség iranyaba, igy nem zarhat6 ki a piridinon egység kdlcsonhatasa sem
a fémionnal. Tekintve, hogy ebben a pH-tartomanyban [PdHL]?* komplex keletkezik,
az (NH2, Namia) kelat mellett ilyen Osszetételnél a piridinon gytriinek teljesen
protonaltnak kell lennie, igy valamilyen masodrendi, intramolekularis kdlcsonhatas
feltételezhetd a fémion és az (O,0)-donor egység kozott, melynek pontos értelmezése
még tovabbi vizsgalatokat igényel. A pH-t novelve ezen 0 jelcsoport intenzitasa

novekszik, és ekdzben az A és B protonok folyamatos, kismértékii tolodast mutatnak
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a nagyobb térerdsség felé a pH ~ 2-2,8 tartomanyban. Ez egy 0j, (NHz, Namid, Namid)
kotésmodi részecske képzddésére enged kovetkeztetni, ami gyors cserében all az
el6z6, 2N koordinalt komplexszel. Mivel ezen pH tartomanyban a C protonok kémiai
eltolodasa nem valtozik, minddssze a jelek intenzitisa novekszik, feltételezhetd, hogy
a piridinon rész tovabbra is protonalt marad ebben a részecskében. Koriilbeliil 3-as
pH-nal ismét jabb jelek tlinnek fel a spektrumban (#), amelyekben a C-protonok
nagymértékben a nagyobb térerdsség felé tolodtak, ami alatamasztja egy masodik
fémion megkotését a ligandum (O,0) donorain keresztiil, ami a [PdH_oL]* képz6dését
eredményezi. A pH tovabbi novelésével a pH ~ 8 folott a jelek kiszélesednek, ami
cserefolyamatra utal a fenti kétmagvu komplex és egy 0j részecske kdzott. Tovabb
lugositva az oldatot, az NMR iddskalan mérve valamivel lassabb folyamatban egy
Ujabb részecske képzodik (m), melynek jelei erdsen lugos oldatban valnak
dominanssd. Ezekben a folyamatokban a ligandumhoz koordinalodott két fémion
részleges hidrolizise jatszodhat le, melynek eredményeképp olyan vegyes
hidroxidokomplexek képzddnek, melyben mind az (NHz, Namid, Namid), mind az (O,0)
kelatban 1év6 fémion szabad koordinacids helyét hidroxidion foglalja el.

Az ekvimoldris oldatban regisztralt spektrumsorozatrdol megallapithaté, hogy az
kevésbé jelgazdag, mint a tripeptidszarmazékeé, igy ezesetben valamivel egyszeriibb
egyensulyi modell feltételezheté. A komplexképz6dés 1:1 aranynal is (NHz2, Namid),
majd ezzel atfedo folyamatban (NHz2, Namid, Namid) csatolt kelat kialakulasaval indul,
ez a részecske 3,73-as pH-n éri el a maximumat (#). Tovabb névelve a pH-t, a C-
protonok jelei folyamatosan a nagyobb térer6sség felé tolodnak, ami a piridinon
egység OH(4) csoportjanak deprotonaldodasara utal. Igy a [PdH4L] Osszetételii
komplex képzodik (@), ami széles pH-tartomanyban meghatarozo részecske az
oldatban. Erdemes megjegyezni, hogy ez a folyamat nagyobb pH-tartoméanyban
jatszodik le, mint a szabad ligandum esetén, ami feltehetden a mar korabban emlitett
fémionnal kialakulé masodrendii kolcsonhatassal lehet magyarazhato. A lagos pH-
tartomanyban, pH ~ 9 fo16tt a piridinon gytri 3-as helyzetben 1év6 hidroxilcsoportja
deprotonalodasanak eredményképpen a C protonok jele a nagyobb térerdsség
iranyéba tolodik, majd pH ~ 10 folott egy 1), kismértékben kiszélesedett jelcsoport

jelenik meg (%), ami a vegyes hidroxidokomplex kialakulasat mutatja.
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Osszehasonlitva az AlaGlyGlyHP és az AlaAlaHP Pd(II)-kétd képességét,
megallapithat6, hogy mindkét ligandum esetében a peptidvaz N-atomjai az elsddleges
donoratomok a fémion szamara, valamint fémion felesleg megkotésére is képesek az
oxigén donoratomokon keresztiil. Noha a 6. és 9. tablazatban szerepld pKegri €s pKpaL
értekek a tripeptidkonjugatumnal tapasztalt kotési izomerek képzddése miatt
kozvetleniil nem Osszehasonlithatok, az NMR adatokkal egyiitt ezen szarmaztatott
allandok fontos kiilonbségekre mutatnak ra a di- és tripeptid szarmazékok Pd(II)-
megkotd képességére vonatkozdan. Ezekbdl az Osszevetésekbdl lathatod, hogy az
AlaAlaHP ligandummal a masodik amidcsoport koordinacioja savasabb pH-
tartomanyban kdvetkezik be, mint a tripeptid szarmazéknal. Ennek oka az lehet, hogy
mig az AlaGlyGlyHP masodik amidcsoportja a C-terminalis glicinnel van
amidkotésben, addig a dipeptid szarmazék esetén a hidroxi-pipiridinonhoz
kapcsolodo etillanceal, igy ez utobbi amidcsoport valamivel kisebb bazicitasu lehet.
Az AlaAlaHP (NH2, Namig, Namid) kelata komplexének nagy stabilitasaval fiigghet
Ossze az is, hogy ebben a rendszerben 1:1 arany mellett nem volt tapasztalhaté dimer
szerkezetli [Pd2H oL2] Gsszetételit komplex képzédése. Mivel a fenti 3N-es komplex
mar kisebb pH-n kialakul, mint ahogy az (O,0) kelat koordinacidja kedvezményezetté
valna, sztérikus okokbol lehet akadalyozott a dimer részecske képzodése, és szintén
ezzel lehet magyardzhatdé az is, hogy fémionfelesleg jelenlétében nem tudtunk

kimutatni [PdoH_1L]?* 6sszetételii részecskét a dipeptid szarmazékkal.

5.6.6 A peptid-hidroxipiridinon konjugatumok Co(III)- és Pd(II)-tartalmu,
kétmagvi komplexei

A munkam tavlati céljaként olyan kétfémes komplex eléallitasat tervezziik, ahol a

Co(ll)-egység az ambidentat peptidkonjugatum (O,0) donoraihoz, mig a Pd(IT) vagy

Pt(I)-ion a peptidvaz N-donoratomjaihoz koordinalodik, ezért vizsgaltuk a

[Co(tren)]** ¢és Pd(II)-ionok donoratom preferencidjat a peptid-piridinon

konjugatumokkal szemben. FEhhez el6szor a ligandumokat reagaltattuk

[Co(tren)CI;]Cl-dal egy ekvivalens bazis jelenlétében, majd regisztraltuk a
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reakcioelegyek 'H NMR spektrumait. A reakcidelegyek és a szabad ligandumok
spektrumai a 46. abran lathatok.

,B” protonok »A” protonok ,C” protonok ,B”+ ,A” protonok

- Aa e
o

a M a M
— — —— ——
78 76 7.4 18 16 1.4 78 76 74 16 14 1.2
5 (ppm) 5 (ppm)
| 1

46. dbra A szabad AlaGlyGlyHP (I) és AlaAlaHP (II) (a) valamint ezek Co(tren)
komplexeinek (b) *H NMR spektrumai (c. = 10,0 mM; pH ~ 5,5)

A spektrumokon megfigyelhetd, hogy a szabad ligandum jeleihez képest a piridinon
gylrii protonjai a nagyobb térerd irdnyaba tolodtak, mig a tripeptidszarmazék esetén
az N-terminalis Ala-CHs3 dublett jelének kémiai eltolodasa nem valtozott, valamint a
dipeptid konjugatum Ala dubletjei kismértékii eltolodast mutatnak a kisebb térerd
iranyaba. Ezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a [Co(tren)]** mindkét ligandum
esetén az oxigén donoratomokhoz koordinalodik. Az is megfigyelhetd a
spektrumokban, hogy a Co(lll) koordinacidjanak hatasara bizonyos jelek
megduplazddnak, igy a Co(Ill)-komplexekben két jelcsoport lathatd, melyek
intenzitds ardnya egymashoz képest kb. 2:1, ami egyértelmiien izomerek jelenlétére
utal.

Vizsgéltuk a kapott Co(III)-komplex oldat *H NMR spektrumainak pH-fiiggését is
mindkét ligandum esetén. Reprezentativ példaképp a 47. d@bran a [Co(tren)]*" —
AlaGlyGlyHP rendszer pH-fiiggé 'H NMR spektrumai lathatok.
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Amint az a 47. dabrdn lathatd H
,B” protonok ,A” protonok abrdil fathato, a p

novelésével a B protonok kémiai

(—A—\ (_A_\ eltolodasa nem valtozik, mig az A

pH Pt protonok jele a pH ~ 6,4-88

9,98 Join . tartomanyban a nagyobb térerd iranyaba

8.84 L tolodik jelezve a peptidkonjugatum

M terminalis ammoniumcsoportjanak

7,64 Jt deprotonalodasat. Az A protonok

M jeleinek pH fiiggd kémiai eltolodasaibol

6,44 szamitott pK = 7,39(2) érték kozel esik a

e szabad ligandum termindlis

5,36 ammoniumcsoportjara  jellemzé  pK
BN i

értékhez, ami szintén megerdsiti a

[Co(tren)]** (0,0) kelaton keresztiili

4,57 JLL J
3,77 JL J

koordinacigjat. Az is megfigyelhetd a

spektrumban, hogy pH ~ 3 alatt a Co(lll)-

komplex jelei mellett egyéb jel is lathatd

WTTTF

3,05
JLL_ (o), amely a szabad ligandumhoz
220 © tartozik. Ez felveti annak a lehet&ségét,
A o hogy a  Co(lll)-komplex  savas
8|4' sl 2' 8| o' 7I sl 7. e' 7I 4V 1I g' 1.6 1 4 1 2 korilmények kozott részlegesen

5 (ppm)
disszocialhat. Tekintve, hogy a Co(III)

47. abra A [Co(tren)]** — AlaGlyGlyHP

rendszer pH fiiggd *H NMR spektrumai inert komplexeket képez, nem zarhato ki,

hogy ez a folyamat valamilyen

savkatalizalt uton keresztiil jatszodhat le, am a disszociacio pontos mechanizmusanak
felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel. A dipeptid szarmazék esetén rogzitett *H
NMR spektrumok a fentiekhez hasonléan megerésitették, hogy a ligandum terminalis
ammoniumcsoportja szabadon marad a Co(Ill) megkdtése utan, és ezesetben is
megfigyelhetd volt részleges disszociacio erdsen savas oldatban.

A fenti eredmények ramutattak, hogy a Co(Ill) szelektiven az O-donor egységhez

kapcsolodik, szabadon hagyva a peptidvaz donoratomjait, ami lehetdséget teremt a
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,B” protonok ,A” protonok
k) © ®
pH=7,38 M_
)
pH = 6,51 \ \
i)
pH =498 M
h)
9)
pH=338 [
f)
e)
PH =246 )
d) N v R v
pH = 2,31;‘ M ofl A
c)
pH = 2,20 ‘N
M. Mom___
b)
pH = 2,20 I
a)
pH=200 M
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48. dbra A H* — AlaGlyGlyHP (a), Pd(1l)-
AlaGlyGlyHP (b), [Co(tren)]®*—
AlaGlyGlyHP (c) és Pd(II)-[Co(tren)]**—
AlaGlyGlyHP (d-k) rendszerek kiilonb6z6
pH-értékeken regisztralt *H NMR
spektrumai

Pd(IT) egyidejli megkoteésére is. E célbol
[Co(tren)]3*
komplexek Pd(Il)-megkoté képességét.
A 48. dbran a Pd(I1)-[Co(tren)]**—
AlaGlyGlyHP rendszer kiilonb6z6 pH-
értékeken rogzitett *H NMR spektrumai

vizsgaltuk a tartalmi

lathatok.

A pH = 23l-en kapott H NMR
spektrum (d) meglehetdsen jelgazdag,
azonban Osszehasonlitva ezt a 48. dbra
a-c spektrumaival, megfigyelhetd, hogy
az oldat a Co(lll)-komplexen (¢) kiviil a

Co(l1)-komplex

.....

részleges

szabad ligandumot (e), és annak
[PAHL]?*" (A ) komplexét is. Ezen hdrom
részecske jelein kiviil tovabbi két dublett
figyelhetd meg a spektrum aromas
tartomanyaban (V¥), melyek intenzitasa
pH = 3,38-ig novekszik, majd afolotti
pH-n csokken. Ezeknek a dubletteknek

az egymashoz képesti integral aranya

végig kb. 2:1 marad, igy arra
kovetkeztethetiink, hogy ezek egy
[Co(tren)]® -tartalm(i  részecske  két

izomeréhez tartoznak. Ezen részecske

képzddésének pH tartomanyaban az A protonok koziil a nagyobb térerdsségnél

jelentkezd dublettek intenzitasa novekszik a pH-val, ami alapjan feltételezhet6, hogy

chhez az 0j, [Co(tren)]**-tartalmi komplexhez (NHz, Namig) kelaton keresztiil egy

Pd(Il)-ion is koordinalodik (49. dbra 1. szerkezet). A pH tovabbi novelésére jabb

jelek detektalhatok a spektrumokban (@), melyek intenzitdsa a pH-val n6, majd pH =
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7,38-ra egyeduralkodova valnak az

HoN . N\)\NH oldatban. Ezen jelek integralaranya

I HN\/\ )Q\ alapjan ezek is [Co(tren)]® -tartalmi
\HzNj részecskék izomereihez tartoznak. Ez a

O—=cCo-
/—4 szz részecske lassii cserében all az el6z6
oN_ N
i Pd }NH_\ kétmagvi komplexszel, valamint a gy(irii
Ha Q N\ protonjainak  jele kisebb térerénél
n o > ] jelentkezik, mig A protonjainak jele csak
2
HZN’F?’NJ kismértékben  valtoznak. Ezek a
N

peptidvaz  egy 1Gjabb N-atomjanak

49. dbra Az AlaGlyGlyHP [Co(tren)]*" és | deprotonalédasat és  koordinacidjat
Pd(11)-tartalmt kétmagva komplexei

sugalljak (49. dbra 1. szerkezet).

Vizsgaltuk a dipeptid szarmazék [Co(tren)]** komplexének Pd(II)-megkotd
képességét is, melynek *H NMR spektrumai a 50. @bran lathatok.

A két fémiont tartalmazo rendszer pH = 2,33-as spektrumaban — a tripeptid
szarmazéknal tapasztaltak szerint — ezesetben is megfigyelhetjiik a Co(III)-komplex
(#), a szabad ligandum (e), valamint a [PdHL]?* komplex jeleit (A). Ezen jeleken
feliil két 0j jelcsoport lathaté (V), melyek az egymashoz viszonyitott integraljai
alapjan egy jabb [Co(tren)]®* tartalmi komplex izomerei. Ezen részecske jeleinek
intenzitasa a pH-val nd, tovabba az is megfigyelhet6, hogy a pH = 2,33-2,99
tartomanyban az A és B protonok jelei folyamatosan a nagyobb térerd felé tolodnak.
Ez arra utal, hogy valojaban két részecske képzodik, amik egymassal gyors cserében
allnak. Figyelembe véve, hogy a Pd(II)-AlaAlaHP rendszerben a [PdHL]?** és [PdAL]*
részecskék hasonld pH-tartomanyban képzdédtek, melyek szintén gyors cserében

alltak egymassal, arra kovetkeztethetiink, hogy a jelen rendszerben olyan [Co(tren)]**
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,C” protonok A" +,B” protonok

8I.6 8I.4 8I.2 sl.o 7I.8 7I.6 7I.4 1I.6 1I.4 1I.2
S (ppm)
50. dbra A H* — AlaAlaHP (a), Pd(I1)-
AlaAlaHP (b), [Co(tren)]**-AlaAlaHP (c)
és Pd(IT)-[Co(tren)]**—AlaAlaHP (d-m)
rendszerek kiilonb6z6 pH-értékeken
regisztralt 'H NMR spektrumai

¢s Pd(II)-tartalmt kétmagva komplexek
képz6dnek, melyekben a Pd(I) (NHa,
Namig) majd (NH2, Namid, Namia) kelatokon
keresztiil koordinalédik a peptidvazhoz.
Ez utobbi pH-

részecske  széles

tartomanyban egyeduralkodo az
oldatban.

A fentiek eredményekbdl lathatd, hogy
mind a di- mind a tripeptid-
hidroxipiridinon konjugatumok esetén
kimutathatok oldatban Co(III)- és Pd(II)-
tartalmt kétmagva komplexek. Ezekben
a  rendszerekben fiziologias  pH-
taromanyban kizarélag olyan részecskék
talalhatok, melyekben a Co(lll)-ion a
ligandum O-donoraihoz, mig a Pd(II)
annak (NH2z, Namig, Namia) atomjaihoz
kotodik, igy ezek alapjan a vizsgalt
peptid-hidroxipiridinon
alkalmas jeloltek lehetnek Co/Pd(Pt)-

tartalmt, heterodinuklearis komplexek

konjugatumok

eldallitasara.
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6 OSSZEFOGLALAS

A mai rakterapiaban évtizedek Ota alkalmazzak a ciszplatint és egyéb masodik
generacidos Pt-alapi  kemoterapis szereket, melyek jol hasznalhatok egyes
daganattipusok kezelésében. Ezen készitmények azonban nemcsak a raksejteket,
hanem az egészségeseket is elpusztitjak, igy a szelektivitas hianyabol adoddan szamos
komoly mellékhatasaik vannak. A szelektivitas novelhetd lehet, ha a Pt-centrumot
valamilyen masik platinafémionra (pl.: Ru(Il), Rh(II)) cseréljiik, illetve ha a
megcélozzuk a normal és a raksejtek kozott fennalld fiziologias kiillonbségeket. Az
egyik ilyen kiilonbség a tumor belsejében fennalld oxigénhianyos (hipoxias)
kornyezet, ami  Co(Ill)-tartalmti, varhatéban hipoxia-aktivalt komplexek
alkalmazasaval lehet kihasznalhatd, melyek hatasa egy potencialisan rakellenes
hatas fémion beépitésével tovabb novelhet6. Az ilyen kétfémes komplexek
eldallitasahoz olyan ambidentat peptidkonjugatumok lehetnek alkalmas ligandumok,
melyekben a platinafémion a peptidvaz N-donoratmjaihoz, mig a Co(lll)-ion
valamilyen O-donor kelatképz6 egységhez (pl.: hidroxamsav vagy hidroxipiridinon
egység) kotodik. A fentiek alapjan doktori munkam soran egyszerii di- és
tripeptidhidroxdmsavakat ¢€s hidroxipiridinon konjugatumokat allitottam elé és
vizsgaltam ezen ligandumok kolcsonhatasat a félszendvics szerkezetti [(n°-p-
cimol)Ru]?*- és [(n>-Cp*)Rh]?**- ionokkal, valamint a Pt(Il) modelljeként szolgald
Pd(ll)-ionnal oldat- és szilard fazisban. A vizsgalatokba a [Co(tren)]**-iont is
bevontuk az egyes fémionok donoratom preferenciainak feltérképezése érdekében.

A félszendvics szerkezetli platinafémionok peptidhidroxamsavakkal valo
kolcsonhatasara vonatkozé eredmények ramutattak, hogy az AlaAlaNHOH mind a
[(m®-p-cimol)Ru]?* mind a [(n°-Cp*)Rh]*-ionnal azonos Osszetételii és szerkezetii
komplexeket képez, ahol a komplexképzédés pH ~ 3 alatt, hidroxamat kelat
kialakulasaval indul, majd a pH novelése kétmagvu részecskék kialakulasat
eredményezi, melyekben a masodik fémion a peptidvaz (NHz, Namid, Nhiar.)
csoportjaihoz kotédik. Ezzel szemben ugyanezen ligandum szekunder szarmazékaval
szinte  kizarélag egymagvi  részecskék  képzOddnek, mely  folyamatok

eredményeképpen lagos pH-ra a [(n°-p-cimol)Ru]* hidroxamat kotésmoda vegyes
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hidroxidokomplexet képez a ligandummal, mig a [(n°>-Cp*)Rh]?* esetén egy (NHz,
Namid, Onigr.) kotésmoda részecske keletkezik. A tripeptidhidroxdmsavakkal a [(n®-p-
cimol)Ru]?* pH ~ 6 alatt (O,0) kétésmoddal képez komplexeket, mig ezen pH o16tt
a folyamatok nagyértékben lelassulnak, igy megakadalyozva a tovabbi egyenstlyi
vizsgalatokat. A [(n%-Cp*)Rh]?* esetén ugyanakkor a komplexképzddés a teljes pH-
tartomanyban vizsgalhatd volt, ami soran az AlaGlyGlyN(Me)OH ligandummal
ekvimolaris oldatban a komplexképzodés (O,0) kelat kialakulasaval indul, majd a
pH-ndvelésével a koordinaciés mod atrendezédése (NHz, Namid, Namid) donoru csatolt
kelatrendszer kialakulasat eredményezi. Ezen ligandum egy masodik fémiont is képes
megkotni (0,0) és (NH2, Namia) kelatok kialakulasa révén. A primer szarmazék esetén
megallapitottuk, hogy a hidroxamat-N is fontos szerepet jatszik a fémion
megkotésben, mivel a pH ~ 7-10 tartomanyban (NH2, Namid, Nhiar) kotésmoda
[MH_;L] komplex alakul ki.

A félszendvics szerkezetii platinafémionokkal szemben a Pd(II)-ionok esetében a di-
és tripeptid hidroxamsavak els6dleges fémionmegkdtd helye a peptidvaz amino- €s
amidcsoportjai. Az AlaGlyGlyNHOH ligandum 1:1 fémion-ligandum arany mellett
kizarolag a N-donoratomjain keresztiil koti a fémiont, mig fémionfelesleg esetén
kétmagvih komplexek képzddnek. Ezzel szemben a szekunder szdrmazékkal csak
egymagvu komplexek képzddnek, és lugos pH-tartomanyban a fémion koordinacios
szféraja (NH2, Namid, Namig, Oniar) donoratomokkal telitédik. A  primer
dipeptidhidroxamsav esetén szintén a ligandum N-donorai a preferalt kotéhelyek a
Pd(I) szamara, am ezen ligandummal a fémion feleslegének megkdtése nem
kétmagvi, hanem harommagva, [PdsHal,]  Gsszetételii komplex kialakulasan
keresztiil torténik. Eredményeink ramutattak, hogy a komplexképzodés mellett a
ligandumok hidroxamsavcsoportjanak Pd(I1)-indukalt hidrolizise is bekovetkezik,
mely folyamat mértéke a koordinalodé N-donoratomok szamanak csokkenésével
novekszik.

A munka folytatasaként eldallitottam és jellemeztem egy-egy 1j, di- és tripeptiddel
kapcsolt hidroxipiridinon szdrmazékot, és feltérképeztem ezen ligandumok sav-bazis
tulajdonsagait, valamint jellemeztem az oldatban keletkez6 Pd(II)-komplexeit. A pH-

potenciometrids, NMR és MS eredmények ramutattak, hogy ezen ligandumok
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esetében is a Pd(I)-ionnal val6 kélcsonhatas a peptidvaz (NHz, Namig) csoportjainak
koordinacigjaval indul. A tripeptid szarmazék esetén ekvimolaris oldatban a pH
novelésével izomerek megjelenését tapasztaltuk: a pH ~ 3,5-8,5 tartomanyban az
(NH2, Namid, Namid) koordinalt [PdH_;L] komplex mellett egy (NH2, Namid)+(O,0)
kotésmodi [PdoH-»L»] Osszetételti dimer részecske is megjelenik. Ezzel szemben a
dipeptidszarmazék joval egyszerlibb egyensulyi modellt mutatott 1:1 fémion-
ligandum aranynal, ahol csakis egymagvi komplexek képzddtek, melyekben
kizarolag a peptidvaz N-donorainak koordinacidja valdsult meg. Megallapitottuk
tovabba, hogy mind a tripeptid, mind a dipeptid szarmazékok képesek
fémionfelesleget megkotni, aminek eredményeképp pH ~ 3 folott kétmagva
komplexek mutathatok ki az oldatban. A szilard fazisban elGallitott komplex
szerkezete ciszplatinszeri 2N+2Cl koordindciés moddot mutatott, tovabba
megallapitottuk, hogy a komplexben kotott fémion az egyik kloridion cseréje révén
egy ekvivalens 9-metil-guanint is képes fogadni, annak N7-es nitrogénatomjan
torténd koordinacioja révén.

A peptid-hidroxipiridinon konjugatumok [Co(tren)]**-ionnal val6 kolcsdnhatasanak
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy mindkét szarmazék esetében a Co(Ill)
szelektiven az O-donorokhoz ko6tddik, tovabba a peptidvaz N-atomjainak
részvételével Pd(II)-ion koordinaciojat is kimutattuk. Az igy kapott kétmagva
komplexek széles pH-tartomanyban detektalhatok oldatban, és fizioldgias pH-
tartomanyban a Pd(IT)-ion (NH2, Namid, Namid) koordinacids kornyezetben helyezkedik
el. Ezen eredmények alapjan tehat elmondhatd, hogy a peptid-hidroxipiridinon
konjugatumok alkalmas jeloltek lehetnek heterodinuklearis Co(IIT)/Pt(I)(Pd(IT))
tartalml komplexek eldallitasara. Ennek megfeleléen, mar folyamatban van a fenti
kétmagva komplexek szilard formaban torténd eldallitasa, jellemzése tovabba

biologiai tesztje is.
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7 SUMMARY

Cisplatin and other second generation Pt(11)-based metallodrugs are used for decades
in the chemotherapy and they are effective against certain tumour types.
Unfortunately these compounds can damage not only the cancer cells but also the
healthy ones therefore they cause serious side-effects due to the lack of selectivity.
The selectivity can be increased if the Pt-core is replaced by another platinum-group
metal ion (e.g.: Ru(ll), Rh(lI1)) as well as by targeting the physiological differences
between the normal and cancer cells. One of these differences is the hypoxic therefore
more reductive environment existing inside the tumour tissues that may allow the use
of Co(lll) complexes with likely hypoxia-activation. Their effectiveness can further
be enhanced by adding another metal ion to the complex with anticancer potential.
For the preparation of such heterodinuclear complexes ambidentate peptide
conjugates can be suitable ligands in which the platinum-group metal ion could bind
to the N-donors of the peptide framework while Co(lll) is chelated by O-donors such
as hydroxamate or hydroxypyridinone units of the ligands. Based on the above, during
my doctoral work, | have synthesized simple di- and tripeptide hydroxamic acids and
peptide-hydroxypyridinone conjugates and the interaction of these ligands with the
half-sandwich type [(n®-p-cymene)Ru]** and [(n®-Cp*)Rh]?* ions, as well as with
Pd(Il) (as a Pt(ll)-model) was studied both in solution and in the solid state.
[Co(tren)]** was also involved in the work to explore the donor atom preferences of
the metal ions towards the ligands.

The results of the study on the interaction of half-sandwich type metal ions with
peptide hydroxamic acids showed that AlaAlaNHOH forms stable complexes with
both [(n5-p-cymene)Ru]?* and [(n°>-Cp*)Rh]?* ions with identical stoichiometry and
structure. In particular, the complexation starts below pH ~ 3 with the formation of a
hydroxamate chelated species then increasing the pH results in the formation of the
dinuclear species in which the second metal ion is bound to the (NH2, Namige, Nhyar.)
donors of the peptide backbone. On the contrary, with the secondary derivative,
almost exclusively mononuclear species were formed. While under basic conditions

with [(n®-p-cymene)Ru]?* hydroxamate coordinated mixed hydroxo complex was
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proven with [(n®>-Cp*)Rh]?* an (NH2, Namice, Onyar.) coordinated species was detected.
With the tripeptide hydroxamic acids [(n5-p-cymene)Ru]?* was found to form (O,0)
chelated complexes below pH ~ 6. At higher pH very slow complexation processes
were detected hindering subsequent equilibrium studies. At the same time, for [(n°-
Cp*)Rh]?*, the complexation could be investigated in the whole studied pH-range. It
was found that with AlaGlyGlyN(Me)OH the complexation starts with the formation
ofan (O,0) chelate and, on increasing the pH, rearrangement of the coordination mode
results in the formation of (NH2, Namige, Namice) fused chelates. This ligand is also
capable of binding a second metal ion to form (O,0) and (NH2, Namice) Chelates. For
the primary derivative the crucial role of the hydroxamate-N in the metal ion binding
was proven as in the range of pH ~ 7-10 an (NH2, Namide, Nhyar.) coordinated [MH_1L]
being a predominating complex was identified.

Unlike the half-sandwich type platinum-group ions for Pd(Il) the major binding sites
of the di- and tripeptide hydroxamic acids are the amino- and amide functions of the
peptide backbone. At 1:1 metal ion to ligand ratio, AlaGlyGlyNHOH binds Pd(Il) via
its N-donors exclusively, while in the case of metal ion excess, dinuclear complexes
are formed. On the contrary, for the secondary derivative, the formation of
mononuclear complexes was only detected and under basic conditions the
coordination sphere of the metal ion was saturated by (NH2, Namide, Namide, Onyar.)
donors. For the primary dipeptide hydroxamic acid the N-donors of the ligand are the
preferred binding sites for Pd(I1) too, however, binding of metal ion excess results in
the formation of a trinuclear species with the composition of [PdsH_sL,] instead of
dinuclear complexes. Our results also revealed that beside the complexation Pd(1l)-
induced hydrolysis of the hydroxamic function of the ligands also occurred; the extent
of these processes increases with decreasing number of the coordinating N-donors.
As a continuation of my work, | have synthesized new di- and tripeptide conjugated
hydroxypyridinone derivatives and the acid-base properties, as well as the Pd(I1)-
complexation processes of these ligands were explored in solution. Detailed pH-
potentiometric, NMR and MS studies revealed that the Pd(I1) binding also starts with
the coordination of the (NH2, Namice) functions of the peptide framework. For the

tripeptide derivative formation of binding isomers was observed in the range of pH ~
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3.5-8.5. Beside [PdH_;1L] with (NHz, Namide, Namide) binding mode a dimeric complex
with (NH2, Namige)*+(O,0) coordination of the ligand was also identified with
[Pd2H_;L,] stoichiometry. On the contrary, the dipeptide derivative showed a much
simpler equilibrium model at 1:1 metal ion to ligand ratio where mononuclear species
with the exclusive coordination of the peptide framework were only detected.
Furthermore, we have shown that both the tripeptide and dipeptide derivatives are
capable of binding metal ion excess resulting in the formation of dinuclear complexes
above pH ~ 3. The molecular structure of the complex prepared in solid state showed
a cisplatin-like 2N+2Cl coordination mode. It was also demonstrated that to the metal
ion in this complex one equivalent of 9-methylguanine can bind via its N7 donor after
replacing one of the chloride ligands.

During the study of the interaction of the peptide-hydroxypyridinone conjugates with
[Co(tren)]** we have shown that Co(lll) binds selectively to the O-donors of both
ligands. Subsequent coordination of Pd(ll) to the nitrogens of the peptide backbone
resulted in the formation of heterodinuclear complexes over a wide pH-range in
which, under physiological conditions, Pd(ll) exits in an (NH2, Namide, Namide)
coordination environment in both cases. Based on the above results, it can be
concluded, that the peptide-hydroxypyridinone conjugates can be suitable candidates
for the preparation of Co(I11)/Pt(I1)(Pd(I)) heterodinuclear complexes. Accordingly,
synthesis and characterization of the above heterodinuclear complexes in the solid

state together with their biological assays are currently in progress in our laboratory.
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