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Utmutatas szerzéknek

A Magyar Kémiai Folyoirat f6 feladata egyrészt a magyar kémiai szaknyelv folyamatos apolasa, s a kémiai
tudomany fejlédéséhez, az aktualis tudomanyos Gjdonsagokhoz alkalmazasa, egyidejiileg a minél teljesebb
kor(i szakmai informacio-csere késedelem nélkiil biztositasa, s az, hogy magas szakmai szinvonalon tegye
hozzéaférhetévé az érdekl6dok szamdra a hazai és kiilfoldon ¢él6 magyar kémikusok kiemelkedd
tudomanyos kutatasi eredményeit, sikereit ¢s mutassa be a kémiai tudomanyok vilagszerte bekovetkezo
fejlodését, valtozasat, a kémia legfrissebb vivmanyait, alkalmazasait, az érdeklodés gytjtopontjaba keriild
tertileteit, masrészt, hogy segitséget nyujtson kdvetkez6 kémikus nemzedékeknek a kémiai tudomany
anyanyelven valé megismerés¢hez, a kémiai ismeretek, fogalmak szakmailag helyes és pontos magyar
nyelvii kifejezéseinek megtanulasahoz.

A Magyar Kémiai Folyéirat negyedévenként jelenik meg. Eredeti magyarnyelvi kozleményeket — az alabb
megadott, szigoruan korlatozott terjedelemben, a nemzetk6zi tudomanyos folyoiratok atlagos szinvonalat

elér6 munkak esetén — jelentet meg, eldnybe részesitve fiatal kutaték elsé onallé kozleményeit.
Osszefoglald cikkeket kozol (felkérés alapjan) hazai kiemelkedd teljesitményt kutatomithelyek hosszabb
id6 alatt elért eredményeirdl, hazai nemzetkdzi konferenciakrol, a nemzetkdzi érdeklédés gytjtopontjaba
keriilt kutatasi teriiletekrdl, bemutatva a friss eredményeket, fejlddési iranyokat, s ha van, a hazai
hozzajarulast, kilfoldon €16, sikeres magyar szarmazasi vegyész-kutatok munkdjarol, a szomszédos
orszagokban, hatdrainkon kiviill miik6dé magyar kémikusok kozzétételre érdemes tudomanyos
eredményeirdl. Helyet kapnak a folydiratban konyvismertetések, kémiai és rokontargyu kiadvanyokrol.
Kiilon rovatként kozli a kordbban mar a Magyar Kémiai Folyoirat-ba beolvadt Kémiai Kézlemények
profiljabol atvéve akadémiai székfoglalok, MTA doktora cimért megvédett értekezések és PhD-dolgozatok
Osszefoglaloit és akadémiai forumokon elhangzott egyes eléadasok roviditett valtozatat. Idegen nyelven
mar kozzétett cikkek masod-kozlését a folyodirat nem vallalja. Terjedelem tallépést csak a
szerkesztObizottsag hozzajarulasaval, a tobblet terjedelem megvaltasa ellenében fogad el.

Az egyes kdzlemény-fajtak téritésmentesen, szerkesztobizottsagi hozzajarulas nélkiil kitolthetd terjedelme
(nyomtatott oldalak):

1. Osszefoglalo kdzlemények a) jelentds, aktualis kutatdsi teriilet legujabb nemzetkdzi eredményeirdl:
max. 8 + 1 oldal angol nyelvii kivonat, b) kiemelkedé hazai kutatohelyek tjabb eredményeirdl, ill. ¢)
kiilfoldon alkoté magyar szarmazast kiemelkedd elismertségii kutatok munkassagarol: max. 6 + 1 oldal
angol nyelvii kivonat.

2. Eredeti kozlemények: 0j tudomanyos eredményeket bemutato, lektoralt magyar nyelvii kdzlemények:
max. 4 + 1 oldal angol nyelvii kivonat. Elényt élveznek fiatal kutatok (pl. kiemelkedé PhD értekezések
Osszefoglaldja) és hataron tuli magyar kutatok munkai.

3. A “Kémiai Kézlemények” rovatban a) Akadémiai székfoglald eldadasok roviditve és b) MTA Doktora
védések anyaganak Osszefoglaloi: max. 4-4, tovabba c) a Szerk. Bizottsag, vagy az MTA Kémiai Tud.
Osztalya altal kivalasztott és az Osztaly szervezésében elhangzott eldadas Osszefoglaldja: max. 2 oldal +
féloldalas angol nyelvii kivonat.

4. Konyvismertetés: max. fél oldal.

A megadott maximalis terjedelem tullépéséhez esetenként a Szerkeszt6 Bizottsag - a koltség-tobblet szerzo
altali megtéritése ellenében - hozzajarulhat.

A papir-alaka biralatokat a kdvetkezd cimre kérjiik eljuttatni: 1111 Budapest, Szent Gellért tér 4, BME
Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Szerves Kémia Csoport, Huszthy Péter szerkesztd.

Az ELTE cimet (ebben a forméban: Magyar Kémiai Folyéirat, foszerkesztd, c/o ELTE Altalanos és
Szervetlen Kémiai Tanszék, 1528 Budapest 112., Pf. 32.) csak akkor hasznaljak, ha kimondottan a
foszerkesztének szo16 levélrdl van szo (pl. reklamacio - mondjuk elfogult biralat, plagium, etc. esetében).

Az irodalmi hivatkozasoknal a DOI szamokat is kérjiik feltiintetni.

A kézirat elkészitését segitd mintafijlt, valamint a részletes formai kdvetelményeket a folyoirat honlapjan
talalja meg:

http://www.mkf.mke.org.hu
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Napjaink koordinacios kémiaja

Tobb mint 120 éve annak, hogy Alfred Werner alapvetd munkajanak eredményei kozlésre keriiltek, majd ezt kdvetdn a
komplexvegyiiletek kémidja (a koordinacios kémia) 6nallod és rohamosan fejlddd tudomanyteriiletté valt. Ezen beliil ma mar
rendkiviil szertedgazoak és allanddéan valtoznak, bdviilnek a kutatott teriiletek, az azokhoz alkalmazhaté/rendelkezésre allo
moddszerek kore. A mult szazad soran jellemzé mddon jelentds alapkutatasi eredmények sziilettek pl. egyensulyi allandok
meghatarozasaban, komplexek kinetikai jellemzésében, katalitikus szerepiik tanulmanyozasaban, stb. Mindezen
eredményekhez szdmos magyar kutatd is jelentdsen hozzajarult. A mar elhunytak kozil pl. Burger Kalman, Kéros Endre,
Inczédy Janos, Simandi Laszl6, Barcza Lajos, Gergely Arthur emlithetd. Szerencsére tobb olyan neves ,,el6d” is megnevezhetd,
akik veliink vannak, de tevékenységiik mar nem ezen teriiletre iranyuld, pl. Beck Mihaly, Marko Laszld, Horvath Attila,
Nagypal Istvan, Papp Sandor. Az alapkutatasi eredmények az utdbbi évtizedekben szamos teriileten teremtik meg a hasznosulas
lehetdségét. A bioldgia és a kdrnyezettudomany példaul, nagyon sok olyan gyakorlati problémat vet fel, amelyek a fémionok
jelenlétével, szerepével kapcsolatosak. Napjainkban igen eredményesen folynak tobbek kozott azok a
biokoordindcids/bioszervetlen kémiai kutatasok, amelyeknek céljai kozott szerepel, hogy feltarjon, értelmezzen és a kémia
nyelvén fogalmazzon meg hiteles magyarazatot bioldgiai folyamatokra, jelenségekre, tovabba segitse ezen ismeretek atvitelét
orvosdiagnosztikai, gydgyaszati, szerves szintézisbeli, kdrnyezetvédelmi 0j, hatékony eljarasok, technoldgiak kifejlesztésére.

Az MTA Kémiai Tudomanyok Osztélya, a Magyar Tudomany Unnepe 2015. évi rendezvénysorozatanak részeként, ,,Napjaink
koordinacios kémidja” cimmel tudomanyos iilést szervezett 2015. november 11-én, melynek keretében, elsdsorban néhany
biokoordindcids/bioszervetlen kémiai kutatds kdzelmultbeli eredményeit ismertették az eldadok. Az eldaddsokkal kivantuk
szemléltetni a nemzetkdzileg is kiemelkedd koordinacios kémiai kutatdsok eredményeit pl. az alabbi teriileteken: (i)
Metalloenzimek szerkezetének és az altaluk katalizalt folyamatok kémiai mechanizmusanak megismerésére iranyul6 kutatasok
(szerkezeti, illetve funkcionalis modellek révén). Ez egyrészt jelenti az életfolyamatok modellezését célzé alapkutatast, masrészt
un. bioutdnzo reakciok kidolgozasat, aminek esetleg gyakorlati jelentdsége is lehet (ii) A neurodegenerativ elvaltozasok
kifejlédésében szerepet jatszo fehérjék komplexképzési folyamatainak megismerése céljabol végzett bioszervetlen kémiai
kutatdsok. A mikroorganizmusok vas-felvételében kulcsszerepet jatszoé és gydgyaszati jelentdségli hidroxamsav-alapu
szideroforok ¢és egyéb hidroxamsavak szelektiv fémionmegkotését befolyasold tényezok feltarasa. (iii) A
ritkafoldfém-amino-polikarboxilat komplexek kutatdsa, ami kiemelten a magneses rezonancia képalkotas (MRI)
kontrasztanyagainak, els6sorban a gadolinium-komplexeknek (de mas, pl. &tmeneti fémionok (Mn(II), Cu(Il)), fécsoportbeli
elemek kationjai (Ca(II), Sr(I), Ga(IIl), In(III), TI(III), Bi(II) komplexeinek is) kémiai vizsgalatat, 0j ligandumok szitézisét, a
komplexek egyenstlyi, kinetikai és szerkezeti jellemzését, a szerkezet-hatas dsszefliggések feltarasat célozza. (iv) Elsésorban
gallium- és platinafém komplexek korében tobb laboratdriumban is folytatott széleskorii kutatasok (geometria, dsszetétel, toltés,
termodinamikai stabilitas, ligandumcsere folyamatok, redoxi tulajdonsadgok stb. vizsgalata) szamos ligandum(csalad)
bevonasaval. Bizonyitottan (vagy potencialisan) rakellenes hatasu fémkomplexek tanulmanyozasa. (v) Fémkomplex alapu
katalizatorrendszerek aktivitdsanak és szelektivitdsdnak szisztematikus ndvelésére iranyuld (kisérleti és szamitdsos
modszerekkel torténd) kutatasok. (vi) Toxikus fémionok (pl. Hg!', Cd™) érzékeny, gyors és egyszerti (akdr helyszini) kimutatasat
lehetévé tevd oligopeptid proba-molekulak kifejlesztése oldatbeli és szilard hordozén immobilizalt forméaban torténd
alkalmazasokra. (vii) Arany(I) szupramolekularis szerkezetekbe beépitése révén kialakitott komplexek (melyeknek, Gijszerti
kémiai és hasznos fizikai tulajdonsagaik révén, szamos teriileten elképzelheté gyakorlati hasznositasuk is) eldallitasa és
karakterizalasa.

Az elhangzott eléadasok alapjan késziiltek a Magyar Kémiai Folyoirat jelen szamaban olvashaté dolgozatok, melyek révén az
olvaso informalddhat a fent emlitett koordinacios kémiai vonatkozasu kutatasok koziil néhanynak az j eredményeirdl, azok
gyakorlati jelentdségérol, és az U kutatasi trendekrdl. E dolgozatok szemléltetik, hogy napjaink koordinacids kémiai kutatasai
szamos teriileten jelentésen hozzajarulnak hiteles tudomanyos eredményeken nyugvo és napjaink tobb, jelentds problémajanak
megoldasara 01j utakat és lehetdségeket kinald ismeretek szerzéséhez.

Farkas Etelka
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Rakellenes tioszemikarbazonok és fémkomplexeik: a stabilitas és
a biologiai aktivitas kapcsolata

ENYEDY Eva Anna®"

“Szegedi Tudomanyegyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Dom tér 7., 6720, Szeged, Magyarorszag

1. Bevezetés

A tioszemikarbazonok (TSK-k, 1.a. abra) és fémkomplexeik
igen valtozatos szerkezeti ¢és farmakolodgiai hatasu
vegyiiletek.!> Az a-N-heterociklusos TSK-k rikellenes hatasat
mar 1956-ban leirtak;> és a legismertebb képviseléjiik a
3-amino-piridin-2-karbaldehid-TSK  (Triapine, 1.b. d&bra)
klinikai fazis /Il tesztelés alatt 4ll.* A Triapine mono- és
kombinalt terapiakban biztatd eredményeket mutatott mieloid
leukémia esetén,’ viszont rdvid bioldgiai felezési ideje miatt
szolid tumorokkal szemben joval kevésbé hatékony és
alkalmazasat SZamos mellékhatas pl. hanyas,
methemoglobinémia kiséri.® Mindezek a problémdk tovabbi
TSK-k fejlesztését sztondzték, melyek kozott szamos igéretes
a-N-piridil TSK-t talalunk (1.c. 4bra),”” mig a 2015-ben
human klinikai kisérletekbe keriilt COTI-2 (1.b. abra) egy
tetrahidrokinolin-szarmazék.'”

a) R" (tion) v (tiol)

Triapine
N P

Z /N\
NH, \
COTI- 2
b)

Ap44mT (KP1550) Dpc s
~ JLN/
c) " Dp44mT

1. Abra. Tioszemikarbazon (TSK) alapvéz (a). Klinikai vizsgalatban 1évé
Triapine és COTI-2 (b). Néhany igéretes TSK (c).

A Triapine és szarmazékainak biologiai hatasa elsGsorban a
DNS bioszintézisében kulcsszerepet jatszd ribonukleotid
reduktaz (RNR) enzim inhibiciojan alapul. A RNR a
dezoxiribonukleotidok ~ képzddését  katalizalja,  aktiv
centrumaban két vasion és egy Tyr gyok taldlhato. A
tumorsejtekben a fokozott osztodas miatt az RNR expresszid
megnd, igy ennek az enzim gatlasa potencialis célpont a
rakterapia soran. Az altalanosan elfogadott hatasmechanizmus
alapjan a Triapine az enzim R2 alegységével 1ép
kolesonhatasba. A képz6do vas(I)-TSK komplex kdzvetleniil
vagy még inkabb az oxigénnel valo reakcidja soran képz6do
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) altal képes a katalitikus
centrumban 1évé Tyr gyokot kioltani, ami az enzim

* Tel.: +36 62/544 334 ; fax: +36 62/544 340; e-mail: enyedy(@chem.u-szeged.hu

inaktivalaséhoz vezet.!! Ennek kovetkeztében a TSK-k
vas(I/II)ionokkal képzett komplexeinek oldatbeli stabilitasa
és redoxi tulajdonsaga egyértelmiien befolyasol(hat)ja a TSK-k
biologiai hatasat.

A TSK-k alapvetden a kénen és az azometin-N-en keresztiil
koordindlédnak a vasionokhoz. A hidrazin-NH csoport
deprotonalodhat és tiolatszerti kotési mod johet létre a
tion-tiol tautomerianak (l.a. &bra) koszonhetden. Az
a-N-piridil TSK-k haromfogli, (Npiriqi1sN,S) donoratomokat
tartalmazé ligandumok, semleges vagy anionos modon
koordinalédnak."'> A koordinacids sajatsigok tovibb
varialhatok a kén egyéb kalkogénatomra (O,Se), vagy pl. a
piridil-N fenolos-OH csoportra vald cseréjével. Mindez
lehetdvé teszi a stabilis komplexképzést szamos egyéb
fémionnal is a vasionokon kiviill (pl. réz(Il), platina(Il),
nikkel(IT), cink(I), vanadium(IV/V)).'? J61 ismert az is,
hogy nem csak a TSK-k, hanem fémkomplexeik is jelentds
antitumor  hatdssal  birnak."? A komplexképzés
megvaltoztatja a lipofilitast, a toltést €s a méretet, ezaltal a
transzportfolyamatokat, de eltér6 hatdsmechanizmust is
eredményezhet. Pl. a réz(II)-TSK komplexek antiproliferativ
hatasa ROS termelddéséhez kothetd a fémkomplex
fiziologias redukaloszerek 4ltali redukcidjat kovetben.!'®
Egyes réz(II)-TSK  komplexek viszont a DNS
topoizomeréaz-Ila inhibicidjan keresztiil hatnak.'*

A TSK-fémkomplexek fizikai-kémiai karakterizaldsa
altalaban szilard fazisban és szerves olddszerek oldataban
torténik a viszonylag rossz vizben valé oldhatésaguk miatt.
A farmakoldgiai hatds megértéséhez viszont alapvetéen
fontos, hogy ismerjiik, milyen formaban vannak jelen ezen
fémkomplexek a vizes oldatokban, mert az eltérd lehet az
eredeti szilard formatdl. A kiilonbozé TSK-k RNR
inhibicidjanak megértéséhez pedig vas(Il/Ill)ionokkal valo
kdlesonhatas teljesebb ismerete sziikséges. Az irodalomban
azonban meglehetésen hidnyosak az ilyen jellegi
oldategyensulyi eredmények. Ez indokolta a 2009-t61
elinditott vizsgélatainkat,'> mely soran szamos kiilonbdz
donorcsoportot és szubsztituenseket tartalmazo TSK (2.
abra) vas(I1I/II)-, réz(II)-, gallium(III)-, nikkel(I1)-, cink(IT)-
¢és vanadium(I'V/V)ionokkal képzett komplexeinek oldatbeli
viselkedését tanulmanyoztuk. 64 A képz6dd
fémkomplexek 0Osszetételének, stabilitdsanak és redoxi
tulajdonsagainak Gsszehasonlitd jellemzése mellett az a
célunk, hogy feltarjuk ezen paraméterek hogyan fiiggnek
Ossze a bioldgiai aktivitassal. Jelen kézleményben az eddig
publikalt legfontosabb eredményeinket foglaljuk dssze.

123. évfolyam, 2. szam, 2017.
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2. A tioszemikarbazonok és fémkomplexeik oldat-
egyensulyi vizsgalata

2.1. A vizsgalt tioszemikarbazonok proton disszociacios
folyamatai és lipofilitasuk

A TSK-k jellemzdéen vizben rosszul oldodo vegyiiletek,
emiatt a legtdbb oldategyensulyi mérést
keverék-oldoszerben  (30% (m/m)  dimetil-szulfoxid
(DMSO/H,0)) végeztik. A vizsgalt TSK-k szerkezeti
képletét a 2. abra (és 1.b) mutatja.

Ri Ry Rs

| N < FISC H H H
2 PTSC H H CH
N 3 4_R 3
z ‘N)J\l;l’ ° APTSC NH, H CHs
R.

Ry R, 3 FaTSC H NH,H
AcTSC H CHyH

\ 4

O( )C()= Morf-PTSC

NCH,: mPip-PTSC Y=

=2

N JL OH s

2N J\

N NH
H 2

HoOC,
N/ L-Pro-FTSC 73
N
COOH L-Pro-STSC
| SN S
T

N NH.
H 2

2. Abra. A vizsgalt tioszemikarbazonok szerkezeti képlete és roviditésiik.
(SSC egy szemikarbazon)

Ha a ligandumok oldékonyséaga jobb volt (S = 1 mM)), ill. az
alkalmazott mérési modszer nem igényelt magas
koncentraciot (pl. spektrofotometria, fluorimetria) akkor
tiszta vizes kozegben is torténtek mérések.

Néhany TSK pH-potenciometrias mdodszerrel meghatarozott
proton disszociacios allanddjanak negativ logaritmusat
(pK,) mutatja az 1. tablazat. Az o-N-piridil TSK-knak két
disszocidbilis protonja van.'>!® Az elsé deprotonalodasi
folyamat a piridinium nitrogénhez (N'H") rendelhetd, mig a
masodik a tioszemikarbazid-rész hidrazin nitrogénjéhez
(N*H). Ebben a masodik 1épcsézetes folyamatban képzddd
L- formaban a negativ toltés foképp a kénatomon
lokalizalédik a tion-tiol tautomérianak koszonhetéen (1.a.
abra). A metil- és aminocsoportok jelenléte egyértelmiien
befolyasolja a ligandumok pK,-it (1. tablazat); a hatas
nagysaga és iranya a szubsztituensek pozicidjatol fiigg. Az
N-terminalis elektronkiildéd metilcsoportok (R3) a pK;-t
novelik, mig a pK,-t ~fél nagysagrenddel csokkentik. Az R,
pozicidban 1évé metilcsoport mindkét pK, -t noveli. Viszont
az aminocsoport ugyanezen pozicioban a pK -t gyakorlatilag
nem befolyasolja, de megnoveli a pK,-t. A Triapinban 1évd
aminocsoport (R;) jelentdsen ndveli a piridinium nitrogén
bazicitasat az FTSC alap ligandumhoz viszonyitva, de
csokkenti a hidrazin nitrogén pK,-jat. A piridin helyett
fenol-gytriit tartalmazd STSC-nek is két disszociabilis
protonja van, de a teljesen protonalt ligandum (H,L)
semleges.'® Az elsé deprotondlédas itt a fenolos
hidroxilcsoporton torténik, mig a pK, ugyantgy a hidrazin

nitrogénhez rendelhetd. A HL™ forma negativ tdltése felelds a
pK, tobb mint egy nagysagrenddel valdo novekedéséért az
FTSC-hez hasonlitva. A kénatom oxigénre torténd cseréje
(STSC — SSC) a hidrazin nitrogén pK-jat szintén
megnoveli, értéke a mérheté pH-tartomanyban mar nem
hatarozhaté meg. Igy az SSC szemikarbazon esetében pK,

------

pK, a karbamoilcsoporthoz.??

Az 1. tablazatban szerepld ligandumok fiziologias pH-n a
semleges HL formdjukban vannak jelen, kivételt az STSC
jelent. A semleges toltés segiti a vegyliletek sejtes felvételét,
viszont a rossz vizoldhatdsaghoz is hozzajarul. Az optimalis
hidro-lipofil sajatsag megtalalasa érdekében az FTSC, PTSC
¢s STSC ligandumokra disszociabilis protonokat tartalmazo
farmakofor szubsztituensek (Pro, morfolin, metil-piperazin)
kertiltek, ¢és a kapott vegyliletek mar sokkal jobb
vizoldékonysaguak voltak (2. dbra).'%-2!:23

1. Tablazat

Néhany kalkogénszemikarbazon proton disszociacios allanddjanak tizes
alapu negativ logaritmusa (pK,) *, n-oktanol-viz megoszlasi hanyadosanak
logaritmusa (IgD4)" és a ligandumok protonaltsagi allapota pH = 7,4-n.
{t=25,0°C,1=0,1 M KCl}

pKi pK: IgD74 % (pH 7,4)
Triapine  3,92°¢ 10,78°¢ +0,854 100% HL
FTSC 3,13¢ 11,13¢ +0,73+0,01  100% HL
PTSC 3,38¢ 10,54°¢ +1,15° 100% HL
APTSC 4,31°¢ 10,29°¢ +1,30 " 100% HL
FaTSC 3,15¢€ 11,61°¢ - 100% HL
AcTSC 3,64°¢ 11,52% - 100% HL
STSC 8,894 12,59 ¢ +1,74¢ 96% H,L, 4% HL"
SSC 198 9,328 +1,04 8 100% HL

a30% (m/m) DMSO/H,0 oldészerelegyben meghatarozva, L a
ligandumok teljesen deprotonalt formajat jeléli; ® Tovabbi 1gD5 4 értékek:
Morf-PTSC = +0,61,” mPip-PTSC = -0,03,” L-Pro-FTSC = <-1,7,°
L-Pro-STSC = -0,60;'°  15. hivatkozas; ¢ 18. hivatkozds; © 16. hivatkozas;
24, hivatkozas; € 22. hivatkozés, SSC szemikarbazon.

A TSK-k pK,-it UV-lathato spektrofotometria segitségével is
meg lehetett hatdrozni, mert a proton disszociacios
folyamatokat jol detektalhatd spektralis valtozasok kisérik.
Masrészt ezek a ligandumok a konjugalt elektron-
rendszeriiknek ¢és merev szerkezetilknek kdszonhetéen
fluoreszcensek, pH-fliggd emisszios spektrumaik felbontdsaval
a savi disszociaciés allandok szintén meghatarozhatok. 1819
Emisszios maximumuk a lathaté hullamhossz-tartomanyba
esik, ami lehetdvé teszi a sejtbejutdsuk ¢€s eloszlasuk
monitorozasat fluoreszcens mikroszkopiaval.?>

A "H NMR spektroszkopia segitségével nemcsak a TSK-k
deprotonalddasa kovethetd nyomon, hanem az izomerek
jelenléte is. A Z/E izoméria a C=N? kettds kotéshez
kapcsoloddan jon létre, az izomerek aranya fiigg az
oldoszertdl és a pH-tol is. Az a-N-piridil TSK-k polaris
oldoszerekben jellemzéen az E-formaban fordulnak eld. Az
N-terminalis dimetilezett szarmazékok esetén a Z-izomer
jelenléte is jelentds, pl. a PTSC-nél a Z izomer aranya eléri a
~40%-ot a 30% (m/m) DMSO/H,O elegyben semleges
pH-n.'¢
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A PTSC morfolin- és metil-piperazin-konjugatumai (2. abra)
extra deprotonal6dé csoportokat tartalmaznak (Morf-PTSC:
morfolinium-NH*, mPip-PTSC: két piperazinium-NH") a
piridinium €s hidrazin nitrogéneken kiviil. Vizes oldatukban
mért pH-fiiggd "H NMR spektrumaik elemzésével nemcsak
az E és Z izomerek aranyat, hanem a deprotonalodasukhoz
tartoz6 mikroallandokat is meghataroztuk, ahogyan a
Morf-PTSC példéja is mutatja a 3. dbran. Az izomerek eltérd
savi disszociacios allandoi az egyes protonaltsagi fokok
esetén intramolekularis hidrogénhidak jelentétével (3.b.
4bra) jol értelmezhetd voltak.?

8,4 8,2 8,0 7,8 7.6 7.4
8/ ppm
5
64 -~
b) H%F/(N)\/O HWIINJ\/’O
wtt HLE) T Tw HLZ)
c) 5 'il/ S VII
i H,L2* (E) H,L* (E
go [ LL* (E) L-(E)
< 60 - HL (E)
40 -
Lz
HL (2)
20 ~ H,L* (Z)
0 T T T T T
1 3 5 7 9 11
pH

3. Abra. A Morf-PTSC ligandum 'H NMR spektruma az aromés régioban
pH =7,58-n (10% D,0), sziirke keretben a Z izomerhez tartoz6 csucsok
vannak jelolve (a). A HL forma E és Z izomerje (b) és
koncentracioeloszlasi gorbéi a 'H NMR mérések alapjan meghatérozott
mikroallandok™ segitségével szamolva (c). {I=0,1 M KCI; t =25 °C}

A TSK-k fiziologias pH-n meghatarozott megoszlasi
hanyadosainak (IgD7 4, 1. tibldzat) 6sszehasonlitasakor fontos
figyelembe venni a vegytiletek aktualis protonaltsagi allapotat
és igy toltését, melyek a meghatarozott pK,-k segitségével
konnyen megadhatok. A vizsgdlt TSK-k lipofilitisa
nagymértékben fiigg a szubsztituensekt6l. Az FTSC-hez
a lipofilitast csak kis mértékben, mig az N-terminalis
dimetilezés nagyobb mértékben ndveli azt, a vartnak
megfeleléen.'®>* A piridin-nitrogén  helyett  fenolos
OH-csoport jelenléte a molekuldban egy nagysagrenddel
megndveli a IgDy, értéket (vé. FTSC és STSC),'® a kén
oxigénre torténd cseréje pedig csokkenti azt (vo. STSC és
SSC).22 A farmakofor szubsztituensek (Pro, morfolin,
metil-piperazin) bevezetése a hidrofilitads novelésével jart, de
eltéré mértékben. A morfolincsoport pH = 7,4-n gyakorlatilag
mar deprotonalt formaban van a Morf-PTSC-ben, a molekula
97%-ban semleges, ami miatt a IgD;, értéke a PTSC
ligandumétol a varthoz képest csak kisebb mértékben
alacsonyabb.?® Ezzel szemben a mPip-PTSC vegyiiletben a
metil-piperidinium nitrogén 74%-ban protonalt, aminek
koszonhetéen a molekula hidrofilebb.?* A Pro-konjugatumok
egyértelmiien  hidrofilebb  karaktertieck a referencia-
vegyliletikhoz képest: 1gD;4 értékikk tobb mint 2
nagysagrenddel kisebb, ami az aminosav-rész ikerionos
szerkezetének (Np, H', COO") kdszonhetd. !0

2.2. Réz(IT)komplexek

A réz(I1)-TSK komplexek rakellenes hatdsa mar t6bb mint
negyven éve ismert;% szamos olyan komplexet 4llitottak eld,
melyek a ligandumukhoz képest joval nagyobb aktivitassal
bir. A komplexek nagy szama ellenére az irodalomban
elvétve talalhatd termodinamikai adat a vizes oldatbeli
viselkedésiikre vonatkozéan.”’ Az altalunk eddig vizsgalt
réz(I1)-TSK komplexek ugyan valtozatos sztochiometriat és
koordinaciés modot mutatnak, viszont kozos jellemzdjiik,
hogy vizes kozegben bioldgiailag relevans koriilmények
kézott (pH = 7,4, uM-os koncentracidtartomany)
kiemelkedd stabilitistiak.!>1820-2223 A speciaciot és a
komplexek  szerkezetét mindig pH-potenciometria,
elektronspin  rezonancia (ESR) spektroszkopia  és
UV-lathatd spektrofotometria kombinalt hasznalataval
hataroztuk meg, az egyes publikaciokban megadott kisérleti
koriilménynek mellett.

Az o-N-piridil és a szalicilaldehid TSK-k alapvetden
haromfogii  ligandumok, a réz(Il)ionnal elsdsorban
mono-ligandumu komplexeket képeznek. Reprezentativ
példaként az STSC komplexképzése lathato a 4. abran. A
savas pH-tartomanyban képzddé protonalt komplexben
([Cuw(LH)T") a ligandum (O~,N,S) donoratomokon keresztiil
koordinalodik, mikdzben a hidrazin-N még protonalt
forméban van. Ennek deprotonaldodasaval jon létre a
ligandum (O°,N,S) dianionos koordinacidja a [CuL]
komplexben, majd a pH-t tovabb novelve képzddik a vegyes
hidroxido [CuL(OH)]" komplex.'®

OH,
O 9,=2,0945
. :[ s A=7316
sz_] /N\N)\NHZ i _
O Gy 00=2,1084 o o]
i [ Ase826 @/C“s
TN NR o=2,0891 /N\N)\NHz
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100 ]
[CuL]
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4. Abra. A réz(I1) — STSC (1:1) rendszer koncentracioeloszlasi

gorbéi, a komplexek szerkezete és izotrop ESR paraméterei.'®
{30% (m/m) DMSO/Hzo, Cstsc = Ccuan = 1 IIlM, 1= 0,1 M KC], t=25 OC}

Ugyanez a koordinaciéos séma figyelhetd meg az
L-Pro-STSC szarmazéknal,' és az a-N-piridil TSK-knal
(pl. Triapine) is,'> csak utobbi esetben a fenolato-O- helyett
a-piridin-N  koordinaloédik. Ugyanakkor az a-N-piridil
TSK-k  ligandum feleslege esetén bisz-komplexek is
képzédnek, a TSK-k (N,N), (N,S’) koordinacidjaval
kiilonboz6 kotési izomerek jonnek létre. A Triapine, PTSC
és APTS ligandumokkal ESR csendes [Cu,L;]" dimer

részecske is megjelenik pH = 5 — 9 tartomanyban, melynek
képzddését elektrospray ionizacios tomegspektrometria
(ESI-MS) médszerrel is sikeriilt igazolnunk.”> Az
L-Pro-FTSC esetén az aminosav-rész is részt vesz a
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koordinacioban, a ligandum o6tfogiiként koordinalodik a
(COO",Np,,,N,N,S") donoratomokon keresztiill négyzetes
piramisos  geometriai  elrendezésben, ¢és  kizarolag
mono-ligandumi komplexek képzédnek.?’ A morfolin és a
metil-piperazin-konjugatumok  nitrogén  donoratomja
szintén részt vesz a fémion megkotésében, és az igy 1étrejovo
négyfogu koordinacio jelentds stabilitasnovekedéssel jar az
alap PTSC ligandumhoz viszonyitva.?3

14 47
12 17

p[Cu]

Triapine
APTSC
PTSC
Morf-PTSC
mPip-PTSC
L-Pro-FTSC
STSC
L-Pro-STSC
SsC

5. Abra. A réz(I) ? TSK (1:1) rendszere a meghatérozott stabilitasi
allandok'> #2022 segitségével szamolt p[Cu] értékek pH = 7,4-n. {30%
(m/m) DMSO/H,0 vagy H,O: Morf-PTSC, mPip-PTSC, L-Pro-FTSC
esetén; ¢, = coyqn = 1 mM; 1=0,1 M KCI; t =25 °C} (SSC egy
szemikarbazon)

A réz(II)-TSK komplexek stabilitasa fiziologias pH-n a
ligandumok pK,-i és a komplexekre meghatarozott
stabilitdsi szorzatok!>!8-2022.23 segitségével szamolt pM (=

p[Cu] = —Ig[Cu]) értékek alapjan jol 6sszehasonlithatd (5.
abra). Minél kisebb a ligandumhoz nem kotott fémion
koncentracioja, azaz nagyobb a p[Cu] értéke annal nagyobb
a ligandum fémkoto képessége az adott koriilmények kdzott.
Az adatok alapjan ezen rézkomplexek stabilitasa
kiemelkedé, mert 1 puM-os oldatukban pH = 74-n a
bomlasuk < 1%-0s. A p[Cu] értékek Osszehasonlitasaval a
kovetkezo hatasok figyelhetok meg:

i) az N-terminalis dimetilezés kis mértékben noveli a
rézkomplexek stabilitasat (vé. Triapine ¢s APTSC);

ii) a piridin-N fenolos-OH csoportra torténd cseréje noveli a
réz(I1l)-kotd képességet pH 7,4-n (vé. Triapine és STSC);
iii) a S/O cserével jelentdsen csokken a réz(Il)komplexek
stabilitasa (vé. STSC és SSC);

iv) a Pro jelenléte, ha donoratomjai nem vesznek részt a
koordinacioban, akkor alig noveli a réz(Il)-kotés erdsségét
(vo. STSC és L-Pro-STSC);

v) a koordinacioban résztvevo extra donoratomok jelentésen
novelik a stabilitast (Id. Morf-PTSC, mPip-PTSC,
L-Pro-FTSC).

Az 5. abran szereplé TSK-k koziil a Triapine, APTSC, PTSC
mutat kiemelkedd proliferaciogatlast (ICso <1 pM, 41M
humén petefészek rékos sejtvonal),” mig az L-Pro-STSC
kicsi (ICsy = 62 és >100 mM, CH1 human petefészek és
SW480 vastagbélrdk sejtvonalak),!® a tobbi ligandum
elhanyagolhaté (ICs, >100 mM) hatast gyakorol.!®2022.23 A
ligandumok antiproliferativ hatasa nem korrelal a
réz(I)komplexek stabilitasaval. A Triapine €s APTSC
réz(Il) komplexének aktivitasa a ligandum sajat hatasdhoz
hasonl6,”* mig a TSK-konjugatumok (Morf-PTSC,

mPip-PTSC, L-Pro-FTSC, L-Pro-STSC) esetén a
réz(Il)komplexek antiproliferativ  hatasa egyértelmiien
nagyobb.!*2023 (A tobbi esetben még nem ismertek az ICs,
értekek.) Ezek a citotoxikus réz(Il)komplexek tobbnyire
kiemelkedd stabilitdstiak, de Onmagaban ez még nem
magyarazhatja a nagyobb biologiai aktivitasukat, bizonyara
szerepe van a redukalhatosaguknak is. Ennek dssze-hasonlito
vizsgalata jelenleg folyik laboratériumainkban; eldzetes
méréseink jelentds kiilonbségeket mutattak az egyes
donorcsoportok esetén az aszkorbinsav és glutation altali
redukciok mértékét és sebességét illetden.

2.3. Vas(Il)- és vas(IlT)komplexek

A daganatos sejtek fokozott proliferacidja miatt nagyobb a
vasfelvételiik, emiatt emelkedett a sejtfelszini transzferrin
receptor ¢s a RNR enzim expresszidja. Ez indokolta a
vaskelatorok kemoterapiaba torténd potencialis bevezetését.
Viszont a hematologiai betegségekben hasznalt klasszikus
vas(III)-kelatorok oxigén donoratomokat tartalmaznak (pl.
deszferrioxamin, deferiprone) és meglehetdsen hidrofilek,
ami miatt antitumor hatasuk csekély. Az o-N-piridil TSK-k
rdkellenes hatdsa viszont nem csupan a vas(IIl)ionok
megkotésén alapul, er6s RNR inhibitorok, amihez
sziikséges, hogy fiziologias koriilmények kozott reverzibilis
redoxi reakcidban vegyenek részt. Az o-N-piridil TSK-k
hatasmechanizmusanak jobb megértéséhez mindenképen
sziikséges a vas(Il)- és vas(Ill)ionokkal képzett komplexek
vizes oldatbeli stabilitasanak az ismerete.

A vas(Il)ionokkal az o-N-piridil TSK-k és az STSC (2. abra)
mono- ([FeLH], [FeL], [FeL(OH)]) ¢és az oktaéderes
geometridnak koszonhetden biszkomplexeket ([FeL,H] és
[FeL,]) képeznek; a wvas(Ill)ionokkal pedig dontden a
deprotonalt hidrazin-N-t tartalmazo [FeL ] és [FeL,] komplexek
jonnek 1étre a vizsgalt pH-tartomanyban. (A komplexek toltését
az egyszeriség kedvéért nem adjuk meg.) A meghatarozott
stabilitasi 4llandok!>%!® birtokaban elmondhatjuk, hogy pH =
7,4-n mindkét fémionnal az [FeL,] Osszetételi komplex az
uralkodo6 részecske. Ezekben a komplexekben a ligandumok
haromfoguként, az (N,N,S") vagy (O,N,S") donoratomokon
keresztiil koordinalédnak (6.b. abra).
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6. Abra. A vas(Il) (vagy vas(Il)) ? STSC ? FTSC (1:2:2) hipotetikus
rendszerben a fémionok megoszlasa a két ligandum ko6zott pH = 5,0 és
7,4-n a vaskomplexek stabilitasi szorzatai'®'® segitségével szamolva (a).
{30% (lTl/m) DMSO/HZO, Cpe = 1 l'l'lM, Cgrsc = CsTsc = 2 Il‘lM, 1= 0,1 M
KCI; t=25°C} Az FTSC és STSC ligandumokkal képzddé [FeL,]
biszkomplexek szerkezeti képlete (a toltés az egyszeriiség kedvéért nincs
feltiintetve) (b).
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A legegyszertibb a-N-piridil TSK (FTSC) és az STSC esetén
jol szemléltetetd a +2 és +3 toltésii vasionok felé mutatott
eltérd preferencia, melyet a 6.a. abra mutat. A vas(Il)ionok
pH = 7,4-n az FTSC-vel, mig a vas(Ill)ionok az STSC-vel
képeznek stabilisabb komplexet a hard-szoft karakteriiknek
megfelelden.

A koordinalodd donorcsoport tipusa mellett jelentdsen
kihatnak a vaskomplexek stabilitdsara az alap TSK véazhoz
kapcsolddo szubsztituensek is, melyek befolyasoljak az
antiproliferativ hatast. Valasztott TSK-k (és az SSC
szemikarbazon) sejtproliferaciot gatld hatasat jellemzd

pICsy (= —1glCs) értékeket mutat a 7.a. abra.
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7. Abra. Valasztott TSK ligandumok proliferaciot gatld hatasat jellemzd
pICs értékek (ICso: mol/dm®) humén petefészekrak sejtvonalakon (CHI,
41M) (a).'®192*® A vas(II) és vas(IT) biszkomplexek stabilitasi
szorzatainak kiilonbsége: 1gB[Fe"'L,] — IgB[Fe"L,] (b). A vas(IT) — TSK és
vas(I1l) — TSK rendszereke a meghatéarozott stabilitasi allandok'>'¢181%22
segitségével szamolt pM értékek pH = 7,4-n, ahol [M] a ligandumhoz nem
kotott vasion egyensulyi koncentracidja. {30% (m/m) DMSO/H,0 cg. = 1
mM; ¢, = 10 mM; I =0,1 M KCI; t =25 °C} (c).

Ezen TSK-k wvas(Il)- és vas(Ill)ionok fel¢ mutatott
affinitasbeli kiilonbségét jellemzi az [FeL,] biszkomplexek
stabilitasi szorzatainak kiilonbsége (7.b. bra).!> 16181922 E7
alapjan elsésorban azok a ligandumok mutatnak csekély
biologiai  aktivitdst (kis plCs, értékek), melyek
vas(ll)komplexeinek  nagyobb a Igb értéke a
vas(Il)komplexeihez hasonlitva (FaTSC, L-Pro-FTSC,
STSC, SSC). A vas(I/III)komplexek stabilitasi szorzatainak
viszonyatol figg a vas(Illl)/vas(Il) rendszer redoxi
potencialja, ez viszont csak az a-N-piridil TSK-kra ismert a
7. 4abran 1évé vegyiiletek koziil.'® A meghatarozott
formalpotencial értékek +40 — +160 mV kozé esnek az
FaTSC kivételével; egyértelmti linedris fiiggést nem
mutatnak az ICs, értékekkel. Viszont a kivételt jelentd
FaTSC komplexeihez tartozo potencial érték kisebb (E” =
-170 mV), és ez a ligandum a sorozatban a legkevésbé aktiv.
Erdemes figyelembe venni a vasionokkal képz6dé
komplexek stabilitasanak megitélésekor a fémionok eltérd
hidrolizisre valé hajlamat is. Ennek megfeleléen lettek pM
értékek szamolva pH = 7,4-n, melyeket a 7.c. abra mutat.

Ezen ¢értékek alapjan elmondhatd, hogy 0Osszefiiggést
elsésorban a pICs, és p[Fe(Il)] értékek kozott lathatunk:
minél nagyobb p[Fe(Il)], azaz a vas(II)-kotés erdssége, annal
erésebb a ligandum sejtproliferaciot gatld hatasa. Ezen
korrelacié megerdsitéséhez Gjabb ligandumok bevonasaval
tovabbi vizsgalatokat végziink jelenleg.

2.4. Gallium(IIT)komplexek

A gallium(Il)komplexek rakellenes hatdsa a fémion
vas(IIT)ionokhoz hasonlé koordinacids kémiai sajatsagan és
biokémiai anyagcsere Utjan alapul, viszont a gallium(III)
nem redoxi aktiv fiziologids koriilmények kozott és emiatt a
Fe/Ga csere utan a vastartalmi biomolekula nem képes
ellatni a funkcidjat. Szamos gallium(III)-TSK komplex
jelentés citotoxicitast mutat,'?7 de oldatbeli stabilitdsukrol
korabban nem volt informacio.

A vizsgalt gallium(III)-TSK  komplexek a vartnak
megfeleléen hasonld szerkezetlieck oldatban, mint a
vas(Ill)komplexek.'1822 A meghatérozott stabilitasi
szorzatok egyértelmli linedris korrelaciot mutatnak a
vas(Ill)komplexek megfelelé allandoival. Azaz a
gallium(III) is egyértelmiien stabilisabb komplexet képez az
(O",N,S"), (O,N,O") donoratomokat tartalmazé STSC, SSC
ligandumokkal az (N,N,S") donor a-N-piridil TSK-okhoz
viszonyitva. Ugyanakkor a stabilitasuk joval kisebb a
vas(Ill)komplexekéhez képest, olyannyira hogy pl. az FTSC
esetén a [Gal,]" komplex 0,5 mM-os oldatdban pH=7,4-na
bomléas 100%-osnak tekinthetd, de az STSC esetén is ez
52%. Biologiai hatasuk igy nem kothetd a komplex eredeti
formajahoz, valészinii a ligandum-, fémioncsere.
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8. Abra. A PTSC és a gallium(III) - PTSC (1:2) rendszer fluoreszcens
emisszios intenzitisa 470 nm-en a pH fiiggvényében vizben.'® {lzx =
395 nm; cgaam = S mM; ¢ = 10 mM; I=0,1 M KCI; t =25 °C} Beszurt
abrak: a PTSC ligandum és a gallium(III) ? PTSC (1:1) rendszer 3D
fluoreszcens spektrumai pH = 4,2-n.

Fontos megemliteni, hogy a gallium(III)-TSK komplexek
fluoreszcensek, gerjesztési és emisszios spektrumuk eltér a
szabad ligandumétol, ahogy a 8. dbra 3D spektrumai is
mutatjak. Ez lehetéséget ad a komplexképzodés
monitorozasara tiszta vizes kozegben a modszer alacsony
koncentraci6 igénye miatt. A 8. abra a PTSC és a komplex
emisszids intenzitasanak pH-fliggését mutatja. A két gorbe
lefutasanak kiilonbsége egyértelmlien ramutat arra, hogy a
fémkomplex csak pH = 2 — 6 kdzott van jelen az oldatban,
nagyobb pH-kon disszocial.
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2.5 .Vanadium(IV/V)komplexek

Az irodalomban szamos citotoxikus vanadium(IV/V)-TSK
komplexet is leirtak,> de vizes oldatbeli stabilitasukrol nem
volt adat. A pH-potenciometrids, ESR spektroszkopids és
UV-lathato spektrofotometrias vizsgalataink azt
mutatték,”??* hogy kizarélag monokomplexek képzédnek
([MLH], [ML], [ML(OH)]), és pH = 7,4-n a [VIVOL(OH)]
ill. [VVO,L] részecskék a dominansak. Stabilitasuk
nagymértékben fiigg a fémion oxidacios allapotatol: a
VVO," komplexek a nagyobb stabilitastuak; mésrészt fiigg a
koordinal6odd donoratomokrol. A stabilitasi trend mindkét
oxidacios allapota fémionnal: STSC > SSC > PTSC >
APTSC > Triapine. A vanadium(IV) Triapine-nal képzett
komplexe olyan kis stabilitast, hogy fiziologias pH-n
disszociacidja teljesnek mondhatdé mar az 1 mM-os
ligandumok koérében csak a vanadium(V)-STSC komplex
proliferdcio6 gatlasa haladta meg a ligandum 6nallé hatasat.>*

3. Osszefoglalas

Rakellenes vegytiletek fejlesztésekor alapvetden fontos a
szerkezet-aktivitds  Osszefiiggések vizsgalata. A TSK-k
antitumor hatdsa elsdsorban a vastartalmi RNR enzim
inhibicidjan alapul és igy Osszefliggésbe hozhato a vegyiiletek
vasionok felé mutatott affinitasaval. Masrészt a TSK-k egyes
fémkomplexei is jelentds antiproliferativ hatassal birnak rakos
sejteken, hatasmechanizmusuk megértéséhez sziikséges a
komplexek fiziologias koriilmények kozotti formainak és azok
stabilitasanak  ismerete. ~Mindezek miatt  végeztiink
Osszehasonlitd  oldategyenstlyi  vizsgalatokat —valtozatos
szerkezeti és koordinacios tulajdonsagi TSK-kkal. A
legfontosabb ~ eredményeket  foglaltuk  6ssze  jelen
kozleményben a ligandumok lipofilitisa, protonalddasi és
réz(Il)-, vas(Il)-, vas(Ill)-, gallium(Ill)-, vanadium(IV)- és
vanadium(V)-ionokkal valdo komplexképzési folyamataikkal
kapcsolat-ban, dsszefliggést keresve a rakellenes hatéssal.

Megallapitottuk, hogy a  vizsgalt TSK-knak a
metil-piperazin-konjugatum kivételével fiziologias pH-n a
semleges toltésti formajuk az uralkodo. Lipofilitasuk fiigg az
alapvaztol: a szalicilaldehid szarmazékok lipofilebbek, mint
az a-N-piridil tipustak; és fiigg a szubsztituensektdl is: az
N-terminalisan metilezett vegyiiletek lipofilebbek, mig a
TSK-konjugatumok  (Pro, morfolin, metil-piperazin)
hidrofilebbek.

A vizsgalt fémionok korében a réz(Il)komplexek adodtak a
legstabilisabbnak, kiilondsen kiemelkedd a stabilitas a négy- ill.
otfogli ligandumként koordinalbdé Morf-PTSC, mPip-PTSC
és L-Pro-FTSC esetében. Ezen utobbi vegyiiletek
réz(Il)komplexeinek proliferacio gatld hatasa egyértelmiien
meghaladja a ligandumok sajat hatasat. A vas(Il/Ill)ionokkal
semleges pH-n biszkomplexek képzddnek; és a TSK-k
affinitisa a vas Kkétféle oxidacios allapoti ionjahoz
nagymértékben fligg a koordinal6dd donoratomok tipusatol.
Az (N,N,S") kotésmad a vas(Il), mig az (O7,N,S") koordinécio a
vas(IIT)ionokkal valo komplexképzésnek kedvez. A komplexek
stabilitasat a szubsztituensek is befolyasoljak. Azt talaltuk,
hogy a TSK-k antiproliferativ hatdsa erdsen korreldl a

vas(Il)komplexek stabilitasaval. A TSK-k gallium(III)-
ionokkal képzett komplexeinek Osszetétele és geometridja
igen hasonl6 a vas(Il)ionokkal képzddokkel, viszont alapvetd
kiilonbség a gallium(Ill)komplexek kisebb stabilitasa. Ennek
megfelelden bioldgiai hatasuk a legtobb esetben nem kothetd a
komplex eredeti, [Gal,] formajahoz. A vanadium(IV/V)
ionokkal mono-ligandumti komplexek képzddnek, melyek
stabilitésa az o-N-piridil TSK-k esetén joval kisebb az
(O N,S) donoratomokat tartalmazé6 STSC ligandummal
képzett komplexekhez képest. A  ligandum  6nallo
antiproliferativ  hatasdit csak a vanadium(V) STSC
ligandummal képzett komplexe haladta meg.

A meghatarozott oldategyenstlyi adatok segitségével
megadhato a TSK-k és fémkomplexeik megjelenési formaja
fiziologias pH-n, vizes oldatban, mely gyakran kiilonbozik
az eredetileg szilard formaban eldallitottdl, viszont nagyobb
valészintiséggel lehet felelds a bioldgiai hatasért. Ezen aktiv
formak ismerete mindenképpen hozzajarul a hatas-
mechanizmus értelmezéséhez.
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Anticancer thiosemicarbazones and their metal complexes: relationship between stability and bioactivity

Thiosemicarbazones (TSCs) are versatile compounds regarding
their structures, metal binding abilities and pharmacological
properties including anticancer activity. Among the TSCs the
most studied representative is Triapine (3-aminopyridine-2-
carboxaldehyde thiosemicarbazone) which has already been
evaluated in several clinical phase I and II trials showing
encouraging results in the treatment of hematological
malignancies such as myeloid leukemia, although was found to
be inactive against solid tumors. A novel promising TSC,
COTI-2 has recently entered into human clinical trials. Due to
the success of these compounds TSCs and their metal
complexes have gained improving focus and attention. The
iron-requiring enzyme ribonucleotide reductase is most
probably the main target for Triapine and related TSCs. This
enzyme is responsible for the production of
deoxyribonucleotides required for the DNA synthesis, thus for
the cell proliferation. Triapine acts as an efficient inhibitor of
this enzyme via destruction of the iron-dependent tyrosyl
radical. Consequently, the iron binding ability of the TSCs and
the redox properties of their iron complexes are assumed to
affect the biological activity. Copper(Il) complexes of TSCs
show remarkable antitumor effect as well, although their
efficacy is mostly connected to their cellular redox cycling.
Some copper(Il) complexes are reported to inhibit efficiently
topoisomerase-Ila. Despite the large number of TSC
compounds studies on their solution behavior are fairly rare in
the literature. However, the knowledge of the speciation and the
most plausible chemical forms of these compounds in aqueous
solution under physiological conditions is a mandatory
prerequisite. Characterizations of these TSC complexes are

generally performed in solid phase or in the solutions of organic
solvents in most of the studies in the literature. Our aim is to
understand how the structural changes on the TSC scaffold
affect the protonation processes, lipophilicity, the metal binding
abilities and the redox properties revealing correlation between
these parameters and their antiproliferative activity. In the
present work the most important results obtained on the
copper(Il), iron(I/IIT), gallium(Ill) and vanadium(IV/V)
complexes of various TSCs are summarized.

Triapine belongs to the family of o-N-pyridyl TSCs and
possesses two dissociable protons. Its first deprotonation
process can be attributed to the pyridinium unit, while the
second one to the hydrazinic N>-H group of the
thiosemicarbazide moiety. In the latter the resulting negative
charge is mainly localized on the S atom via the thione—thiol
tautomeric equilibrium. The presence of the various substituents
such as methyl and amino groups on the a-pyridyl TSC
backbone undoubtedly affects these deprotonation processes.
Based on the proton dissociation constants determined it was
pointed out that the studied TSCs are neutral at physiological pH
except a methylpiperazine conjugate. Their hydro-lipophilic
character also strongly depends on the TSC scaffold itself and
the type of the substituents. Namely, the salicylaldehyde TSC is
more lipophilic than the corresponding a-N-pyridyl TSC, the
N-terminally dimethylated compounds are more lipophilic,
while the pharmacophoric group containing TSC-conjugates
(Pro, morpholine, methylpiperazine) display  higher
hydrophilicity, thus higher water solubility. The TSCs usually
have limited water solubility, thus most of the solution
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equilibrium studies were performed in solvent mixtures (30%
dmso/water). Notably the studied TSCs are fluorescent
compounds due to their rigid structure and the conjugated
electron system. Therefore the pK, values of these ligands could
be determined via the deconvolution of the pH-dependent
emission fluorescence spectra even in pure water at the applied
low concentrations. "H NMR spectroscopy was found to be
advantageous for the detection of the presence of Z/E isomers
with respect to the C=N? azomethine double bond and for the
determination of the microscopic proton dissociation constants
of these isomers as well.

The a-N-pyridyl and salicylaldehyde TSCs are basically
tridentate ligands coordinating via (Npy,,N,S) or (O",N,S) donor
set, respectively. The speciation and the solution structures of
the complexes were determined by the combined use of
pH-potentiometry, UV-visible spectrophotometry, fluorometry,
'H, °'V NMR and EPR spectroscopy depending on the type of
the studied metal ions. However, the studied copper(Il)
complexes display the formation of species with diversified
stoichiometry in solution (e.g. [CuLH], [CuL], [CuL(OH)],
[CuL,H], [CuL,], [Cu,L;]), a common feature was observed,
namely their significantly high stability under biologically
relevant conditions such as pH 7.4 and mM concentration range.
Among the studied metal complexes copper(Il) compounds
were found to be the most stable in solution, especially in the
case of the Morf-PTSC, mPip-PTSC and L-Pro-FTSC ligands
(Fig. 2.) which are able to coordinate to the metal center via four
or five donor atoms due to the presence of additional functional
groups. It was also observed that the N-terminally dimethylation
can slightly increase the stability of the copper(Il) complexes.
The antiproliferative activity of these latter copper(Il)
complexes exceeds that of the metal-free ligand precursors.
Based on the stability data it could be concluded that the
exchange of the pyridine nitrogen to the phenolic hydroxyl
group increases the copper(Il) binding ability of TSCs at pH 7.4,
while the sulfur/oxygen exchange in the thiosemicarbazide
moiety leads to significant decrease in the complex stabilities.
The tridentate TSCs form bis-ligand complexes with iron(II)
and iron(III) ions at neutral pH, and the affinity towards the iron
ions in the two kinds of oxidation states is strongly affected by

the type of the coordinating donor atom sets. The (N,N,S")
binding mode is favored by the iron(II) ions, while iron(IIT) ions
form higher stability complexes with ligands with (O,N,S")
donor set at neutral pH. The stability of the complexes is
modified by the various substituents. It was found that the
antiproliferative activity of the TSCs shows correlation with the
stability of the iron(Il) complexes. The stoichiometry and
structure of the gallium(IIT) TSC complexes are rather similar to
those of the iron(III) species, although their solution stability is
much lower. The stability constants of the [Ga(III)L;]
complexes are lower by 2-3 orders of magnitude showing an
unambiguous linear correlation with those of the [Fe(III)L;]
complexes. Thus gallium(II) ions exhibit higher affinity
towards ligands possessing (O’,N,S") and (O",N,O") donor sets.
E.g. in the case of the simplest a-N-pyridyl TSC (FTSC) the
[Ga(II)L,] complex suffers a complete decomposition at pH 7.4
already in the mM concentration range. Therefore the biological
effect of the gallium(IIl) complexes of TSCs in many cases
cannot be connected to the original chemical form, [Ga(III)L,],
obtained in solid phase. It should be noted that the gallium(IIT)
complexes of TSCs are fluorescent, which allows the
monitoring the complexation processes in pure aqueous
solution in fairly low concentrations. The tridentate TSCs form
mono-ligand complexes with vanadium(IV/V) ions exclusively
such as [MLH], [ML], [ML(OH)]. The predominating species
are [V(IV)OL(OH)] and [V(V)O,L] at physiological pH. The
stability of the complexes depends on the oxidation state of the
vanadium ion and the type of the coordinating donor atoms.
Namely, vanadium(V) forms the higher stability complexes and
the stability of the a-N-pyridyl TSC complexes is much lower
compared to that of the salicylaldehyde TSC.

On the basis of the determined stability constants the actual
chemical forms of the TSCs and their metal complexes in
solution can be predicted, which may differ from the original
composition and can be responsible for the biological effect.
The deeper knowledge of these active forms and their solution
stability contributes to understanding of the alterations in the
efficacy of these compounds, the mechanism of action and may
help in the development of more effective chemotherapeutics.
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A triplett-allapoti  dioxigén két partalan elektronnal
rendelkezik, stabilis és ezért szingulett-allapotd szerves
szubsztratumokkal szemben inert. A Iényegesen nagyobb
energiatartalmu, instabilabb szingulett-allapota  dioxigén
reaktivitasa nagyobb ¢és  redoxireakciokban, valamint
elektrociklikus reakciokban (pl. olefinekkel, Diels-Alder-
tipusu  reakcidkban) jol reagal. A  dioxigénnek a
redoxireakciokban mutatott viszonylagos inertsége az els6
elektron termodinamikailag kedvezdtlen felvételével is
magyarazhaté (E° = -0,32 V). A spin-tiltott folyamat tehat a
dioxigén fotooxidacios, illetve atmenetifémekkel torténd
oxidativ-addicios reakcidjaval oldhato fel.

A dioxigént felhasznald metalloenzimek (oxidoreduktazok)
¢s szintetikus modelljeik kapcsan az elsédleges kérdés, hogy
a dioxigén aktivalasa milyen modon, milyen lépéseken
keresztiil valosul meg. Ennek megértésében sokat segithet az
intermedier-kutatas, amelynek feladata, hogy az
enzimfolyamatokban és az azokat modellez6 bioutanzo
rendszerekben a reaktiv intermedierek elkiilonitésén és
spektroszkopiai jellemzésén keresztiil informaciot nytjtson
a dioxigén- ¢és rajta keresztil a szubsztrataktivalas
mechanizmusarol. A vastartalmi oxidoreduktazok az aktiv
centrumban 1évé fémionok szama szerint egy- illetve
kétmagvl, a fémek koordinacios Ovezete alapjan pedig
hem-tipusii és nem-hem-tipust csoportra oszthatdéak. A
hem-tipust enzimekben a vasiont a porfirinligandum 6vezi,
mig a nem-hem-tipust enzimekben a vasiontartalmu kavitas
két jellegzetes aminosavrészbdl; hisztidinbdl és egy savas
(aszparaginsav, glutaminsav) egységbdl épiil fel. Utdbbiak
igen valtozatos modon, egy-, illetve kétfogl, valamint
terminalis és hidhelyzetli ligandumként is részt vehetnek a
komplexképzésben.! A termodinamikailag inert dioxigén-
molekula aktivalasat reaktiv peroxo- és oxo-intermedierek
képzddésén keresztiil képzelik el, amelyek reakcidja a
megfeleld szubsztratum molekulaval mar konnyen
értelmezhetd (/. dbra).
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o—o  OOH OOH O
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1. Abra. Vastartalmu enzimek reaktiv intermedierjei

* Tel.: +36-88-624-720; fax: +36-88-624-469; e-mail: kaizer@almos.vein.hu

A nem-hem-tipustl divastartartalmi enzimek funkcidjukat
tekintve igen valtozatos kémiai reakciokért feleldsek. Ide
sorolhato pl. a ribonukleotid reduktaz (R2), a sztearil-ACP
A° deszaturaz (A°D, ACP = acilhordozé fehérje), az oldhato
metan-monooxigenaz (sMMO), a human deoxihipuszin
hidroxilaz (hnDOHH) és a hemeritrin (Hr) (2. Abra).2
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2. Abra. Néhany divas(Il)tartalmi enzim aktiv centruma.

Az R2 enzimet Escherichia coli és Salmonella typhimurium
baktériumokbol izolaltak. Utobbi esetében az aktiv centrum
rontgendiffrakcios szerkezetét is sikeriilt meghatarozni.
Ezen enzimek a DNS szintézishez elengedhetetlen
dezoxi-ribonukleotidokat allitjdk elé a ribonukleotidok
redukciodjaval. Ezen folyamat a reakcioban nélkiilozhetetlen
tirozil gydk kialakitdsan keresztiil értelmezheté.> A A°D
enzimek  segitségével a  sztearinsav  cisz-helyzetd
kettoskotést  (C°=C'%) tartalmazé telitetlen zsirsavva,
olajsavva alakul 4t,* mig a metanotro6f baktériumokban
(Methylococcus capsulatus, Methylosinus trichosporium)
talalhaté SMMO enzim a metdn metanolld torténd szelektiv
oxid4cidjat katalizalja.>®* A hDOHH enzim a hipuszin
szintézisében vesz részt. A legujabb kutatasok azt sejtetik,
hogy az enzimnek és az altala katalizalt folyamatoknak a
megértése nagyban hozzajarulhat 0j antitumor és anti-HIV-1
terapiak kidolgozasahoz.”® A Hr a dioxigén reverzibilis

megkotésében jatszik szerepet (3. Abra).%1?
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3. Abra. Néhany divas(Il)tartalmi enzim 4ltal katalizalt reakcio

A fenti enzimek redukalt formdja dioxigénnel metastabilis
intermediereket eredményez, amelyek szerkezetét UV-vis,
rezonancia-raman ¢és némely esetben rontgendiffrakcios
mérésekkel (EXAFS, X-ray) igazoltik.> Ezen eredmények
alapjan az oxidalt forma a Hr enzim esetében egy
Fell(u-O,R),(1-0)FeOOH, mig az R2 (élettartam: 2,7 perc),
A°D (30 perc), sSMMO (1 s) és hDOHH enzimek esetében egy
Felll(u-0,)Fe'!! szerkezetii peroxidhoz (P) vezet (3-4. Abra). Az
UV-vis spektrum 5-800 nm tartomdnyaban megjelend
elnyelések az 0,> — Felll toltésatvitelhez (CT), a
rezonancia-raman  spektrum  8-900 c¢m™  tartoméanydban
megjelend rezgések pedig a peroxid v(O-O) rezgéséhez
rendelheték. Az EXAFS mérések az elsé koordinacios
ovezetben uralkodd viszonyokat (kotéstavolsagokat) irjak le,
beleértve a Fe Fe tavolsagokat. Az igy kialakult intermedierek
egyfajta puffer szerepet tolteneck be, az adott szubsztratum
reakcidja a beldlik levezethetd reaktiv, magas vegyértékii
p-oxo komponensekhez (X, Q) kothetéek. A hDOHH esetében
a képz6d6 hDOHH,,.,y, enzim stabilitdsa lehetéve tette a
rontgendiffrakcios szerkezetének a meghatarozasat (5. Abra).’
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4. Abra. Divas(IT)tartalmi enzimek reaktiv intermedierjei
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5. Abra. A hDOHHjycrox0 €nzim réntgenszerkezete

A nagyfoku stabillitds (1-2 nap szobahémérsékleten) a
fémionok kornyezetében fellelheté nagyszamu hisztidinnek,
valamint ~a  karboxilatok  termindlis  helyzetével
magyarazhato.

Az irodalomban szamos peroxo-divas(Ill) szerkezet talalhato,
melyek az el6bbiekben ismertetett enzimek szerkezeti
modelljeinek tekinthetéek. Ezen komplexek jol megvalasztott
ligandumokkal képzett prekurzor vegyiiletek felhasznalasaval
késziiltek dioxigén és/vagy H,O, hatasara. Az eldallitasukhoz
vas(Il), wvas(Ill), egy ¢és kétmagva komplexek is
felhasznalhatoak.  Ezekben  tobbnyire  N-donoratomot
tartalmazo, polipiridil-tipust ligandumokat talalhatunk.

Az eddig ismert peroxo-divas(Ill) komplexek igen
véltozatos szerkezetekkel irhatoak le: Fe(u-O,)Fe!™;
Fe'l(u-0)(p-Oy)Fe™, Fe''(u-OH)(p-Op)Fe',
Fe(u-OR)(u-0,)Fe™, Fe(u-OR)(u-0,CR)(u-0,)Fel. A
legelterjedtebbek a  Fel'(u-0)(u-O,)Fe!!  szerkezetek,
melyek Fe'l(u-OH),Fe!! - dioxigén, Fe'''(u-O)(u-OH)Fe! -
H,0,, valamint Fe'' - H,0, reakcidjaval allithatok eld (6.
Abra). Ezek tobbsége csak alacsony hémérsékleten
(~40°C/CH;CN, ~60°C/CH3CN) generalhato, izolalhato.
Kivételt képez az IndH ligandummal képzett peroxid, amely
szobahémérsékleten is  képezhetd.  Fe(u-O,)Fe™
Osszetételli  szerkezethez  juthatunk Fe'  prekurzor
hidrogénperoxiddal torténd reakcidjaval. PBI és Me-PBI
ligandumok esetében az eddig ismert legstabilabb
komplexekhez jutottak. Stabilitasuk segédligandumok
alkalmazasaval (szubsztitualt piridinek) tovabb ndvelhetd. A
szintézisek soran felhasznalt ligandumok a 7. dbran
lathatoak.

123. évfolyam, 2. szam, 2017.



58 Magyar Kémiai Folyoirat - Eléadasok

O.
8 o 8
Fe”"\\\ Fe”L»IIZe“' " Eell
H -40°C H

;

H
[ /

oo, 9

Felll ’Felll<_ M A Ealll
\O/ -H,0 Fe"—O ll:e
25-100% OH

L =6-Me3-TPA, BQPA, BnBQA

|||/O“|: i 8 e pali H202 O, "
Fe\ / e —Fe\ / N —>Fe \ /Fe
g ° 0

L = 6-Me3-TPA, 6Me-BQPA

H,0
2Fe!l 272, Fel O/O\Fe“'
L = PBI, Me-PBI
OIIIIO
oFe!l H202, Felll-0—Fell H202 Fe'” /Fe'”
~
L =IndH °

6. Abra. Néhany irodalmi példa peroxo-divas(III) komplexek el3allitasara

Az eléallitott intermedierekhez az enzimekhez hasonl6éan
karakterisztikus UV-vis elnyelések ¢és rezonancia-raman
rezgések rendelhetdk. Ezek alapjan, kiegészitve a
rontgendiffrakcios mérések eredményeivel (EXAFS,
X-ray), szamos hasznos informacié nyerhetd az adott
szerkezetre vonatkozdan. Az irodalomban fellelhetd
adatokat az /. Tablazatban tintettem fel.

Az irodalomban talalhat6 adatokat elemezve megallapithato,
hogy a peroxo-divas(Ill) komplexekben a vasak kozotti
tavolsagot nagymértékben meghatarozza, hogy az ionok
kozott milyen hidligandum foglal helyet. A legnagyobb Fe-Fe
tavolsig (4,01 A) a  [Fey(HB(3,5-iPrypz);),)(1-0,)
(1-0,CCH,C¢Hs),] komplex esetében figyelhetd meg, ahol a
Fe-O-O-Fe egységet két hidhelyzett karboxilatcsoport egészit
ki. A legkisebb Fe—Fe tavolsagok (~3,15 A) pedig az oxohidas
szerkezeteknél tallhatok. Altalanossagban kijelenthetd, hogy
az oxohidak protonalasa, illetve alkilezése a Fe Fe tavolsagok
megnovekedésével jar egylitt. A szerkezeteket tekintve tehata
kotéstavolsag a  kovetkezdé  sorrendben  ndvekszik:
Fe(u-0)(m-0,)Fe™ < Fe(u-OR)(u-O,CR”)(m-0,)Fe! <
Fe(m-OH)(m-O,)Fe™. A  Fe-Fe  kotéshosszakban
megmutatkozo kiilonbségek a n(O-O) értékekben is
megmutatkoznak, értékiik linearisan valtozik a koétéshossz
értékével (8. Abra), amit elméleti szamitisokkal is
alatamasztottak. Ezen Osszefliggés alapjan a
rezonancia-raman adatok birtokdban megbecsiilhetjiik a
fémek kozotti tavolsagot, ami nyilvan kihatassal van mind az
intermedier stabilitdsara, mind a reaktivitasara.

Az irodalomban, a peroxo-divas(IIl) komplexekre fellelhetd
adatokat Osszevetve az enzimekre kapott adatokkal,
nagyfoku hasonlésagot figyelhetiink meg, ami arra utal,
hogy az eldallitott vegyiiletek szerkezetileg jol leirjak az
enzim aktiv centrumaban, a fémionok koordinacids
ovezetében uralkodo viszonyokat.
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7. Abra. A peroxo-divas(Il) komplexekhez hasznalt ligandumok

123. évfolyam, 2. szam, 2017.



Magyar Kémiai Folyoirat - Eléaddsok 59

1. Tablazat. Peroxo-divas(II)-tartalmt enzimek és modellvegyiiletek spektroszkopiai és rontgendiffrakcios adatai

Peroxo-vegyiiletek UV-vis, Ayax, / NM rRaman r (Fe-Fe) hivatkozas
(&M em™) v(0-0) (em™)  (A)
hDOHHperoxo 630 (2800) 855 3,44 (7]
sMMO 725 (1800) - - [11,12]
A’D 700 (1100) 898 - [13.14]
R2 700 (1800) 868 3,68 [15]
[Fea(u-0)(u-0,)(6-Mes-TPA)** 490 (1100); 640 (1100) 847 3,14 [16]
[Fex(u-O)(u-0,)(BQPA)** 480 (1000); 620 (1000) 844 3,13 [17]
[Fea(-O)(u-0,)(6-Me-BQPA) ** 480 (1000); 620 (1000) 853 3,15 [17]
[Fea(u-0)(u-02)(BnBQA)(CH;CN), I 505 (1300); 650 (1300) 854 3,16 [17.18]
[Fex(u-OH)(u-02)(BnBQA)(CH;CN), I 730 (2400) 925 3.41 [19]
[Fex(u-O)(u-0,)(IndH)|** 690 (1500) 874 3,16 [20]
[Fea(-0,)(PBI)4(CH;CN), > 720 (1360) 876 - [21]
[Fex(-0,)(Me-PBI),(CH;CN),J** 685 (1400) 876 - [21]
[Fe,(HB(3.5-1Prypz)3),)(1-0,) 694 (1725) 885 4,01 [22.23]
(1-O,CCH,C¢Hs),]
[Fex(N-Et-HPTB)(1-0,)(OPPhs),] 588 (1500) 900 3,46 [24.25]
[Fex(6-Mey-BPP)(1-O,)(u-OH) | 644 (3000) 908 3,40 [26]
[Fex(6-Me,-BPP),(1-0,)(1-0)] 577 (1500) 847 3,17 [26]
[Fex(Ph-bimp)(1-0,)(1-0,CCsHs)]** 700 (1700) 884 3,33 [27]

* 6-Mes-TPA = trisz(6-metil-2-piridilmetil)-amin; BQPA = bisz(2-kinolilmetil)(2-piridilmetil)-amin; BnBQA = N-benzil-N,N-bisz(2-kinolilmetil)-amin;
IndH = 1,3-bisz(2’-piridil-imino)-izoindolin; PBI = 2-(2-piridil)-benzimidazol; 3,5-iPr,pz = 3,5-bisz(izopropil)-pirazol; N-Et-HPTB =N, N, N,
N’-tetrakisz(1’-etilbenzimidazolil-2’-metil)-2-hidroxi-1,3-diaminopropan); 6-Me,-BPP = bisz(6-metil-2-piridilmetil)-amin; Ph-bimp =

2,6-bisz[bisz[2-(1-metil-4,5-difenilimidazolil)-metil) aminometil]-4-metilfenolat.
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8. Abra. Osszefiiggés a szerkezet (EXAFS) és a spektroszkopiai
jellemz&k (rRaman) kozott peroxo-divas(Ill) intermedierekre.'”

Az irodalomban a szerkezeti modellek mellett szamos
funkcionalis modell is talalhat6. Ezen rendszerek tobbnyire a
peroxo-komplexek képzddési és bomlasi kinetikajat,
valamint reaktivitasat irjak le.

A funkcionalis modellek koziil a [(BnBQA)Fe(u-OH),
Fe'l(BnBQA)]**-tartalmti rendszert emelném ki, ami nagyon
jol modellezi az R2 enzim elemi folyamatait (9. Abra). A
prekurzor komplex dioxigénnel valod reakcidja a korabban
ismertetett [Fe,(j1-O)(1-O,)(BnBQA)(CH;CN),]*" intermediert

eredményezi (A, = 650 nm, ¢, = 40 perc -40°C-on), amely
sztochiometrikus mennyiségti sav (HCIO, v. HNO;) hatasara
egy kevésbé stabilis [Fey(u-OH)(u-O,)(BnBQA)(CH;CN),|**
peroxo formava alakul at (A, = 730 nm, #;, = 140 s -40°C-on).
Ennek exponencialis bomlasa 15-20%-0s hozammal a vegyes
vegyértékli [Fe™V,(u-0)(BnBQA)*" komplexet eredményezi
(antiferromagneses csatolt vas(Ill)/vas(IV) centrum, S = %
Massbauer és ESR), amely az R2 enzim esetében az oxidacioért
felels reaktiv részecskeként (X) keriilt emlitésre.'”

H anQ
LFel” JFelll 92 Lpdn FelL (Py)

‘o/ CH5;CN ~o”

H -40°C JH+

QIIIIQ
LFel_ FeVL —S— (Fl Fe'lL (Py)
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9. Abra. Szerkezeti és funkcionalis R2 modell"

Megallapitast nyert, hogy a [(PBI)Fe'l(u-O,)Fe'(PBI)]**
Osszetételi komplex képzddési és bomlasi folyamata
reverzibilis, valamint hogy a peroxo-komplex bomlasa
dioxigént eredményez. Ez alapjan a vizsgalt rendszer a
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kétmagv kataldaz enzimek funkcionalis modelljének
tekinthetd.?!

A [Fe'(IndH)(MeCN);](ClO,), ¢és H,0, reakcioja
acetonitrilben [Fey(u-O)(u-0,)(IndH),** Osszetételii
komplexet eredményez, amely aktiv katalizatornak bizonyult
egyes oxigén atom transzfer (OAT) és hidrogén atom transzfer
(HAT) folyamatokban. Oxidélészerként hidrogén peroxidot,
modellszubsztratként szubsztitualt tioanizol ¢és benzilalkohol
szarmazékokat hasznaltak (10. Abra).2°

o e

Nz ~N

S $%
R R

HO OH

-

10. Abra. [Fe,(¢-0)(é-0,)(IndH),]*"-katalizalt OAT és HAT folyamatok®

OAT

>s

[Fex(1-0)(1-02)(IndH))?*
H,0,, 25°C, MeCN

R = -OMe, -Me, -H, -ClI, -NO,
HAT
CH,OH

[Fe(1-0)(1-O,)(IndH))2*
H,0,, 25°C, MeCN

R =-OMe, -Me, -H, -Cl, -NO,

A részletes reakciokinetikai vizsgalatok soran a szubsztitualt
szubsztratokra kapott Hammett Osszefiiggések mindkét
esetben negativ p értéket eredményeztek (p =-0,4 és -0,85),
amely értékek alapjan az oxidacioért felelds részecskéhez
elektrofil karakter tarsithato (/1. Abra). Mivel a peroxidok
nukleofil karaktertiek, ezért feltételezhet6 hogy a fenti HAT
és OAT folyamatok FeVO intermedieren keresztiil
jatszodnak le.?°
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11. Abra. A [Fey(u-O)(u-0,)(IndH),]* -katalizalt OAT és HAT
folyamatok esetében kapott Hammett dsszefiiggések. »°

A Dbenzilalkohol oxidacidja soran észlelt kinetikus izotop
effektus értéke (KIE = 9,1) alapjan valoszintisithetd, hogy a
hidrogén atom transzfer a sebesség-meghatarozo 1épésben
megy végbe (12. Abra).

-4,62
C,D,CD,0H
-4,64
T
<,
s .
O, 4,66
Ic,
<
=
-4,68
L]
-4.70 T T T ¥ T L T Y T Y T
0 200 400 600 800 1000 1200

t[s]

12. Abra. A [Fe,(u-0)(u-0,)(IndH),]*'-katalizalt HAT folyamatok
esetében észlelt kinetikus izotop effektus (K/E).

A szubsztitualt tioanizol szadrmazékok esetében a
sebességeket a redoxipotencidlok fliggvényében abrazolva
az egyenes meredeksége -0,8-nak adodott, amely alapjan
kijelenthetjiik, hogy a folyamat direkt oxigén transzferen
keresztiil jatszodik le, az elektrontranszfer, mint lehetséges
rész1épés kizarhato (13. Abra).
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13. Abra. A redoxi potenciél és a reakcidsebességi allandok kozotti
osszefiigges a [Fe,(u-0)(p-0,)(IndH),]* ~katalizalt OAT folyamatra.”’

Koszonetnyilvanitas

A kutatas az Orszagos Tudoményos Kutatasi Alapprogram
(OTKA K108489), és a Bolyai Janos Kuratorium (MTA)
finanszirozasaval valdsult meg.
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Structural and functional models of non-heme diiron oxidoreductases

Metalloenzymes with non-heme diiron centers have emerged as
important class of enzymes. Several members of them are now
structurally characterized. The following review summarizes
recent investigations with non-heme diiron oxidoreductases
(Ribonucleotide  reductase  (R2), soluble  methane
monooxygenase (sSMMO), stearoyl-acyl carrier protein (ACP)
A’-desaturase  (A’D), human deoxyhypusine hydroxylase
(hDOHH) and hemerythrin (Hr), via their synthetic models
focusing specifically on the synthesis, characterization, and
spectral  behavior of  well-defined peroxo-diiron(III)
intermediates. Fundamental biochemical processes are
catalyzed by these enzymes, such as biodegradation of
hydrocarbons, or synthesis of essential biomolecules including
DNA building blocks. Better understanding on biologically
determinant reactions may lead scientists to the discovery of
crucial drugs and even “green solutions” in industrial
applications. A brief overview on reaction kinetics, that has
afforded useful insights into the mechanism of dioxygen
activation and substrate oxidation by diiron centers, is also
included in this paper.

Synthetic diiron complexes are often investigated as structural
models of active centers in the title enzymes. They are proved to
have the potential to catalyze the oxidation of alkanes, alcohols,
sulfides in the presence of atmospheric dioxygen, or various
peroxides. Highly reactive, short lived oxygen-species have been
identified as responsible particles for most biochemical
transformations. Typical forms of these intermediates can be
described by the following general structures: Fe(ui-O,)Fe';
Fe"(u-0)(u-0,)Fe"™,  Fe(u-OH)(u-0,)Fe™,  Fe™(u-OR)
(u-0,)Fe", Fe"(u-OR)(1-0,CR’)(u-0,)Fe™. Early results in
this subject showed that high valent oxidation states of oxo-,
peroxo complexes could be maintained only at extreme
conditions (-40-60°C, specific organic solvents). Fortunately,
advances in ligand design and synthesis have improved the
lifespan. By fine tuning bi-, tri- and tetradentate N-donor ligands
the iron-oxygen species have become observable and identifiable
by all spectroscopic methods at room temperature as well.
Oxygen donor ligands (carboxylates, alcohols) are less favored,
however they are widespread in enzymes. In models, the electron
rich N-donor environment has the advantage of flexible electron
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adjustment in the iron centered N-Fe-O system. Both organic
and inorganic peroxides are suitable for synthesis. Usually, a
precursor complex (in the form of a mononuclear Fe) is
converted to an oxo-bridged Fe™ complex. The bridge moiety
strongly determines reactivity. By analyzing literature data it
can be concluded that in peroxodiiron(III) complexes reactivity
depends on the Fe-Fe distance that is naturally regulated by the
corresponding bridge ligand. Concerning the extremes: highest
Fe-Fe distance (4,01 A) was observed in a double
carboxylate-bridged
[Fez(HB(3,5-iPrsz)3)2)(11-02)(u-02CCH2C6H5)2] complex.
The shortest Fe-Fe distance was generated by a m-O bridge.
Generally, protonation of oxo-bridges and alkylation increase
bond distance. The sequence is as follows: Fe''(u-0)(u-0,)Fe'™
< Fe(u-OR)(u-0,CR)(u-0,)Fe™ < Fe(u-OH)(n0,)Fe™.
Various values of Raman n(O-O) vibrations can confirm the
differences in bond distances, furthermore articles often include
theoretical quantum chemical calculations in order to support
experimental — data.  Mossbauer  spectroscopy,  X-ray
crystallography and EXAFS are widely used for the same
purpose. Peroxodiiron(III) complexes are considered good
structural models by adequately mimicking the coordination
sphere in the active center of the corresponding enzyme.

In contrast with the above strategy functional modelling
requires chemical approach. There is less focus on structural
similarity. Mostly, the formation and self-decay of
peroxo-complexes is investigated. As an example, the
[(BnBQA)Fe"(u-OH),Fe"(BnBQA)]*"  complex can be
mentioned here. The reaction of this precursor state with
dioxygen results in a [Fey(u-O)(u-0,)(BnBQA)(CH;CN),**

form that can be transformed into an unstable
[Fea(u-OH)(1-0,)(BnBQA)(CH3CN),J*" with stoichiometric
amount of acid (HCIO, v. HNOs). The active species was
identified as a mixed-valent [Fe"™",(n-0)(BnBQA)]*" complex
responsible for oxidation in functional R2 enzyme mimicking
reactions.

The reactivity of active intermediates is often tested by small
organic substrates (thioanisole, benzyl alcohol) in oxygen atom
transfer (OAT), or hydrogen atom transfer (HAT) reactions.
Characteristic changes in UV-Vis spectra can be followed by
time-based measurements as is was done with
[Fe"(IndH)(MeCN);](ClOy),. Hammett constants, calculated by
the use of para-substituted substrates, revealed the short
presence of an Fe'VO intermediate involved in the oxidation.
Labelled, non-radioactive heavy-atoms (D, '*0) have been
successfully applied for the determination of kinetic isotope
effect (KIE). The KIFE value is an important information on the
nature of the rate-limiting step in the mechanism. During the
oxidation of benzyl alcohol (K/E=9.1) -catalyzed by
[Fey(u-0)(u-0,)(IndH),]*" hydrogen atom transfer happens in
the rate-limiting step. Thioanisole oxidation catalyzed by the
same intermediate has been found to be a direct oxygen transfer
reaction determined by the correlation between redox potentials
and rate constants.

The final aim of reaction kinetics is the discovery of an exact
enzyme mechanism. Based on the results summarized in this
article, an explicit challenge for the future is the design of new
catalysts that are able to use dioxygen or peroxides for efficient
and selective oxidation reactions that can be exploited in both
pharmacology and several industrial area.
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1. Bevezetés

A kornyezetben megjelend toxikus fémionok Ilehetnek
természetes eredetlick, de szarmazhatnak antropogén
forrasokbdl is. Ezek a fémionok a koérnyezetben kiilonb6zo
atalakulasokon mehetnek at, ami befolyasolja megjelenési
forméjukat, mobilitasukat, oldhatéosagukat ¢és ennek
megfelelden bioelérhetdségiiket is.! Toxicitdsuk miatt a
taplaléklancba kertilésiik jelentds kockazati tényezdt jelent a
taplaléklanc ~ Osszes  szerepldje  szamara.  Mindez
elengedhetetlenné teszi hatékony kimutatasukat és
meghatarozasukat, sziikség esetén eltavolitasukat a
szennyezett kozegekbdl, tovabba a mérgezések kezelését, a
detoxifikalast. A fémionok vizes kdrnyezeti mintakbol vagy
biologiai fluidumokbdl torténd kimutatdsara elterjedten
hasznalt robusztus, (nagy)miiszeres analitikai kémiai
eljarasok melletti alternativaként egyre nagyobb figyelem
fordul kémiai / biokémiai szenzorok fejlesztése felé.
Ezekben jol megtervezett molekuldk fémion megkotése az
adott fémion kimutatdsara / mennyiségi meghatarozasara
alkalmas (pl. optikai) jelet produkal.>* A teriileten beliil is
kiilondsen  érdekes  bio-inspiralt molekulak, illetve
rendszerek receptorként torténd alkalmazasa, melyek a
Htermészet altal kodoltan” hordozhatjdk egy szenzor
szamara kulcsfontossagu sajatsagokat, az érzékenységet és a
szelektivitast. Oligopeptidek, fehérjék és enzimek, vagy akar
egyszeribb sejtek, fémionokkal adott szelektiv reakcidik
révén (bio)kémiai szenzorok igéretes receptorai lehetnek. A
szakirodalomban szamos 0sszefoglalo kozlemény targyalja
ilyen tipusu receptorok optokémiai szenzorokban torténd
alkalmazésat.> A szintetikus oligopeptid szenzorok ugyan
dragabbak, mint a sejt alaptiak, azonban rendkiviil
érzékennyé ¢és szelektivvé tehetdk. Emellett az optimalis
mikddési  koriilmények  tekintetében — alkalmazasuk
rendszerint joval kevésbé korlatozott, mint akar a sejt, akar a
fehérje alapt szenzoroké.

A fluoreszcencias elven miikodé fémion-szenzorok
meglehetdsen népszeriiek,>>>10  koszonhetden eldnyds
tulajdonsagaiknak, példaul (i) érzékenység, (ii) egyszerii
alkalmazhatosag, (iii) a lumineszcens tulajdonsagok
finom-hangoldsdnak szdmos lehetdsége, és nem utolsod
sorban (iv) mérsékelt koltségiik.> Fluoreszcens szenzor
molekuldk kivaloan alkalmazhatok fémionok kimutatasara /
mérésére é16 rendszerekben is.®!! igy nem meglepd, hogy a
peptid tipusi receptoron alapuld fémion érzékeldk is
leginkabb fluorofér csoporto(ka)t tartalmaznak jelképzo

elemként.>7>12 A fluoreszcencids elven miikddd
fémion-szenzorokat a fémion-kotéhely ¢és a fluorofor
csoport(ok) egymashoz viszonyitott helyzete alapjan harom
nagyobb csoportba sorolhatjuk.!* Az Gn. 1. Tipust.
érzékelokben maga a fluorofor a fémion-koté ligandum. A
peptid alapu szenzorok szinte kizardlag a II. illetve IIL
tipusba sorolhatok (1. Abra). A II. Tipusti molekulikban a
fluorofor csoporthoz kozvetleniil vagy egy ,,spacer” révén
kapcsolodik a fémion felismerd egység. A III. tipusu
érzékelokben a receptorhoz kapcsolodd két egység, egy
fluorofor és egy masik elem kozott alakul ki kapcsolat. Ha ez
a két elem megfeleld fluorofor part alkot, FRET
(fluorescence resonance energy transfer) effektus johet létre,
illetve a fluorofér kdlcsonhatasa a masik elemmel teljesen 1)
kémiai mindséget is létrehozhat (excimer vagy exciplex
képzddik), amely egy 0j fluoreszcencia sav megjelenését
eredményezi.’

2. Tipus (Class II)

T Fluorofor - Spacer |

3. Tipus (Class 1I0)

Fluorofor

A

Recepto

ecepto

1. Abra. A peptid fémion-felismeré egységet tartalmazé fémion-érzékeldk
két jellemzd tipusa

Szamos publikacio igazolja a fenti szerkezeti csoportokba
sorolhatd fluorofdr-jelzett peptidek alkalmazhatosagat
fémionok érzékelésére. Miikodési elviik szerint ,,TURN
ON”  wvalaszt  ado CHEF (chelation-enhanced
fluorescence),!*!7 | TURN OFF” jellegi CHEQ
(chelation-enhanced quenching),'”!® illetve FRET tipusu
szenzorokat  is  vizsgaltak.'?® A szenzorikai
alkalmazhatosag szempontjabol idealis ,,TURN ON”
valaszt, de a,,TURN OFF” effektust is a fluorofor gerjesztett
allapotanak HOMO szintje és a receptor HOMO ill. LUMO

* Foszerz0. Tel.: +36-62-544335 ; fax: +36-62-544340; e-mail: jancso@chem.u-szeged.hu
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palyai kozotti belsé elektron transzfer folyamat, az un. PET
(photoinduced electron transfer) ki/be kapcsolasa okozhatja
(2. Abra).2! Mindenképpen meg kell jegyezni, hogy CHEF
vagy CHEQ  hatast mas  mechanizmusok  is
eredményezhetnek.>® A FRET mechanizmus alapfeltétele,
hogy a gerjesztett fluorofor (donor) emisszids savja atfedjen
a masik, alapallapotd fluorofér (akceptor) valamely
abszorpcidés  savjaval, melynek révén  dip6l-dipol
kolcsonhatason alapuld sugarzasmentes rezonancia energia
atmenet tud létrejonni a két molekularészlet kozott. A
transzfer eredményeként az akceptor csoport fluoreszcens
emisszidja erésodik, mig a donor emisszids intenzitasa
csokken (2. Abra).>1% A FRET kialakulasanak masik fontos
feltétele, hogy a csoportok beliil legyenek a kdlcsonhatés
hatétavolsagan, az Un. Forster-tavolsagon, melyet a
fémion-megkotése altal okozott konformacido valtozas
biztosithat. Mivel a fémion-indukalta FRET
megvalosulasdhoz tobb feltétel egylittes teljesiilése (erds
fémion-koordinaci6 valamint a donor és akceptor csoportok
kellé kozelségbe keriilése a fémion-megkotodés hatasara)
sziikséges, ezért az ilyen tipusi szenzorokkal nagyobb
eséllyel nyerhet6 fémion-szelektiv valasz.

TURN OFF
2 h-
LUMO PET
LUMO _k Fémion LUMO: _k
ﬂ koordincié LUMO =
HOMO -1— —H'— HOMO

CHEQ

HOMO -']—
—'H— HOMO

Fluorofér Receptor Fluorofér  Receptor

TURN ON

— LUMO JhJ\L"
LUMO

hlv*
LUMO _b Fémion LUMO _k
PETS& koordinacié =
—)
% HOMO
4— HOMO 4— % HOMO

Fluoroféor Receptor Fluoroféor Receptor

CHEF

HOMO

hevg, hvg,
LUMO —k —— LUMO  Fémion LUMO _FRET_k LUMO
koordinacié —
—) ﬂ
—’H'— HOMO -1— HOMO
HOMO 4— HOMO —'H'—
F1

F1* F2

FRET

F2*

2. Abra. A PET be-, ill. kikapcsolasaval miikodd ,,TURN OFF” és
»TURN ON”, valamint FRET szenzorokra jellemz6 molekulapalya
energiaszintek a fémion megkdt6dése elstt és utan'*?!

A fémionok érzékelésére potencialisan alkalmas fluoreszcens
peptideket bemutatd munkak rendszerint nagy hangsulyt
fektetnek a rendszerek analitikai kémiai szempontbol torténd
leirdsara. A fémionokkal képz6dd komplexek oldatbeli
ezekbdl a munkakbol, noha ennek esszencidlis jelentdsége
lenne a vegyiiletek alkalmazhatosagi koriilményeinek (pH- és
koncentracio-tartomany, fémion-ligandum arany) megéallapitasa,

vagy a molekulak tovabbfejlesztése szempontjabol. Ugyancsak
ritka, hogy az érzékeld rendszereket immobilizalt formaban is
vizsgalndk,'$?? ami viszont a szenzorikai alkalmazésuk
szempontjabol lenne kulcsfontossagu.

Csoportunk az utobbi években szamos olyan, cisztein
tartalmu  oligopeptid  eldallitasaval ¢és  vizsgalataval
foglalkozott, = melyek  szekvencidit  nehézfémionok
megkotésében szerepet jatszo (vagy arra potencialisan
alkalmas) fehérjék (szabalyzo, szallito vagy dajka fehérjék)
inspiraltak. A peptidek jelentds ,,szoft” fémion affinitasat
kihasznalva, moddositasuk révén olyan vegyiiletek
fejleszthetdk, melyek toxikus fémionok hatékony, szelektiv
érzékelésére alkalmasak lehetnek. A megfeleld eldallitasi
metddussal, ill. j6l megtervezett modositasokkal (fluordfor
csoportok beépitésével) mind a fémion-megkdtésre adott
valasz, mind a szilard hordozon torténd rogzités biztosithato.
Jelen kozlemény az ezen a teriileten végzett munkainkrol és
eddigi eredményeinkrdl ad 6sszefoglalo jellegi attekintést.

2. A CueR fémszabalyzé fehérjék fémion-koto szakaszat
modellezé oligopeptidek vizsgalata

s

szabalyzasa alapvetd fontossagu az €16 szervezetek, igy a
baktériumok szamara is, fémion-homeosztazisuk
fenntartdséhoz.”> A prokariétakban ezt a szerepet a
transzkripcid szintjén mikodd fémszabalyzd, vagy mas
néven fémszenzor fehérjék toltik be.”>> Ezek az un.
transzkripcidos faktorok DNS-hez valo kotddésiikkel
elésegitik vagy gatoljak a fémionok felvételében,
szallitasaban,  eltavolitasaban, raktarozasdban vagy
redoxi-atalakitasaban szerepet jatszo fehérjék
termelddését.>>2°> Funkcionalis szempontbdl ezen fehérjék
két tipusba sorolhatok, melyek a fémion felvételéért vagy a
fémion eltavolitasaért / tarolasaért felelés gének
szabalyzasat végzik.>> Szerkezeti hasonlésagaik alapjan tiz
olyan fehérjecsaladot kiilonboztetink meg, melyeknek
legaldbb egy eleme fémion-érzékeldként miikddik.? Az
egyik legnépesebb, és legvaltozatosabb csalad a MerR,
melynek tagjai transzkripcios aktivatorként mitkddnek.?326
Ebbe a csaladba tartozik a baktériumok réz-eltavolitas
folyamataiban résztvevd fehérjék termelddését iranyitd
CueR is.’” A CueR valbjdban egy, a 11. elemcsoport
egyértékii  fémionjait  szelektiven  érzékelni  képes,
természetes bioszenzornak is tekinthetd, hiszen a megfeleld
gén transzkripciojat kimagaslo érzékenységgel, de csak
Cu'-, Ag'- vagy Au'-ionok jelenlétében aktivalja.’® A
szelektiv miikodésben dontd szerepet jatszik a molekula
C-termindlis  végéhez  kozel elhelyezked6  10-12
aminosavbol allo fémion-k6td hurok, mely a végein
elhelyezkedd két cisztein kozvetlen koordinacidja és egyéb
kolcsonhatasok révén linearis koordinacids geometridba
kényszeriti a fémionokat.® A megfelelé fémion felismerése
szempontjabol tehat alapvetd kérdés, hogy milyen modon
képesek, illetve képesek-e egyaltalan egyéb fémionok
megkotédni ezen a kotéhelyen? Vajon a fentebbi egyértékii
ionokhoz hasonl6 koordinécios kémiai preferencidkkal bird
Hg?" miért nem képes indukélni a fehérje miikodését? A
funkcionalis szelektivitds a fémkotd doménhez torténd
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koordinacioban vagy az ennek kovetkeztében bekovetkezd /
elmarado fehérje-szerkezetvaltozasban keresendd inkabb? A
fenti kérdésekre adando valaszok megtaldlasa nem csak a
fehérje  mechanizmusanak megértése  szempontjabol
érdekes, de az igy nyert informaciokat fel lehet hasznalni
akar a szabalyzasi mechanizmuson alapuld bioszenzorok,

ACPGDDSADCPI (EC) E. coli CueR

SCPGDQGSDCPI (PP) V. cholerae CueR OH
CH,;CO—NH

SCPGDQGSDCSI (PS)} - sdositort s 24

SCHGDQGSDCSI (Hs) | SZekvenciak i

akar a kotéhely tovabbgondolt szekvenciajat, mint receptort
alkalmazdé fémion érzékeldk fejlesztéséhez. A fémkdotd
domén fémion-kotd sajatsagainak megismerése céljabol
tobb olyan peptidet is eldallitottunk, melyek szekvencija
valamely CueR fémkotd doménjével azonos, vagy azok
egy-két aminosavban modositott variansai (3. Abra).

V. cholerae CueR: SCPGDQGSDCPI (PP)
0

o
0 0 Y o 0 » o o
NH LN SENe L NH L —NANE LN N LN NH JNH,
! 0 o I o I o I o I

1 SOH NsH CH,
HN"Y0

CH;

3. Abra. Bakterialis CueR fehérjék fémkotd szakaszat alkotd peptidek (PP, EC) és variansaik (PS, HS) szekvenciai (a modositasok hely aldhuzassal jedlve),
valamint egyikiik sematikus szerkezete a potencialis fémion-kotéhelyek kiemelésével. (A peptidek szekvencidiban az egyes aminosavakat az egyszeriiség
kedvéért mindenhol az egybetiis kodjaikkal jeloljik. (A: Ala, C: Cys, P: Pro, G: Gly, D: Asp, S: Ser, I: Ile, Q: Gln, H: His)

A modositasok olyan poziciokban torténtek, melyek a 12.
elemcsoport fémionjaira érzékeny fehérjék fémkoto-
helyeihez tették hasonlobba a peptidek szekvencidit. Célunk
az igy nyert ligandumok ¢és kiilonbozo karakteri egy- €s
kétértékti  fémionok  (Ag’, Zn>*, Cd*", Hg®)
kolcsonhatasanak tanulmanyozasa volt pH-potenciometrias
titralasok, valamint UV-, CD- és NMR-spektroszkopiai
modszerek alkalmazasaval.

2.1. A CueR fémkoté szakaszat modellezé peptidek
kolesonhatasa Zn*'- ? ! és Cd**-ionokkal’***

crer

dtmenetifém-ionokhoz (Hg?>*- és Ag'-ionok esetében is)
UV-titralasokkal kovettiik. Erre a kdlcsonhatas létrejottét
egyértelmiien jelzé tiolatfémion toltésatviteli savok
~210-300 nm hulldmhossz-tartomanyban valé megjelenése
ad lehetéséget.** A kiilonbdzé fémion-ligandum dsszetételt
rendszerekben felvett spektrum-sorozatokkal igazoltuk,
hogy mindkét fémion mar enyhén savas pH-tartomanyban is
képes leszoritani a tiolcsoportok protonjait és pH~6-ra
kialakulnak a két koordinalodd tiolatot tartalmazdo ML

Osszetételli komplexek. Féként Cd**-ionokkal ligandum-
felesleg esetén egyértelmien kimutathatd volt a két
ligandum két-két tiolatcsoportjanak részvételével kialakulod
bisz-komplexek képzddése (1asd a két abszorbancia-valtozas
1épcsét a 4. Abran).

100
80
60

40

% Cd**
AZJS nm

valamint a 245 nm-en mért abszorbancia valtozas () pH-fiiggése. (A
diagramon L a teljesen deprotonalt ligandumot, mig H a protont jeldli.)

1. Tablazat. A Zn** és Cd*"-ionok monokomplexeinek latszolagos stabilitasi allandoi®, valamint a ligandumok javasolt kotésmodja

Ligandum Zn*, g K cd™, IgK A koordinacioban
pH=17,0 pH=8.0 pH=17.0 pH=38.0 résztvevo csoportok

PP 6,48 8,29 8,27 10,09 2x57,CO0™,(COO")

PS 6,53 8,39 8,20 10,03 2xS57,CO0,(COO")

HS 7,02 9,06 8.26 10,11 28" Nin,(COO")

EC 6,90 8,85 8,57 10,51 2x57,CO0",COO0~

sxe SIM he
II\/IZJr ]szabad Y LIszabad
"H-NMR  mérésekkel nem csak a tiolatcsoportok bisz-komplexekben = (MH,L,, MHL,) a hisztidin

sy

koordinacidjat, de legalabb az egyik Asp-karboxilat
részvételét is igazolni tudtuk a His aminosavat nem
tartalmazd  peptidek  esetében. A  HS  peptid
torzskomplexeiben (ML, ML,), illetve a protonalt

imidazolgytirlije — az oldallanc protonjai 'H-rezonancidinak
fémionok hatdsara torténd kémiai-eltolodas valtozasai
alapjan — egyértelmiien kotédik mindkét fémionhoz.
pH-potenciometrias titralasokkal meghataroztuk a fémion-
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peptid rendszerekre jellemzd6 részecske-speciaciot, valamint
a képz6dd komplexek stabilitisat. Az 4. Abra a
bisz-komplexek jelentés mennyiségben vald képzddését
szemlélteti a Cd>*—PP 0,5:1 molaranyt rendszerben. A Zn?'-
és Cd*"-ionokat valamint a PP ligandumot 1:1:1
Osszetételben tartalmazo virtudlis rendszerre szimulalt
részecskeeloszlas (5. Abra) pedig a két fémion 1:1
Osszetételli komplexeinek stabilitas-kiilonbségét tiikrozi.

Az 1. Tablazat a négy peptid Zn** ¢és Cd**
(mono)komplexeinek pH = 7,0 és 8,0-ra szamithato
latszolagos stabilitasi allandoéit hasonlitja 06ssze. Ezek
alapjan megallapithato, hogy a peptidek eltéré szekvenciai
és  donorcsoport-Osszetétele  csak  kis  mértékben
befolyasoljak az adott fémionhoz val6 affinitasukat. A tSbb
potencialis donorcsoport jelenléte ugyan az EC esetében
okoz szerény mértékii stabilitas-ndvekedést, azonban a His
koordindloédasanak hatdsa csak a Zn>* komplexek
stabilitisdban latszik, feltehetéleg a Zn>" imidazol-donor
iranti  jelentésebb preferencidgja miatt, Osszevetve a
Cd**-ionnal. A His stabilitis-noveld hatdsa valdsziniileg
azért nem jelentkezik markansabban a hisztidint nem
tartalmazo peptidekhez képest, mert ezekben az Asp
karboxilatok kotodése hasonld hozzéjarulast eredményez.

100 .

CdL

Az Ag" — peptid rendszerekben az Ag'-ion a kétértékii
fémionoktol markansan eltérd koordinacios sajatsagokat mutat.
A fémion peptidekhez valo koordinacidjat mar 2-es pH koriil
egyértelmtien bizonyitjdk UV-, CD- és NMR méréseink,
valamint a pH-potenciometrias mérések soran mar savas pH-n
megfigyelt extra lugfogyas a szabad ligandumhoz képest (6.
Abra). Az Ag" — PP 1:1 moélaranyd rendszerben meglepd
moddon pH ~ 5,5-6 felett egy spektrofotometriasan és a titralasi
gorbéken is jol kovethetd deprotonalodasi folyamat jatszodik
le, amely egyértelmien a  masodik tiolcsoport
protonvesztéséhez és koordinalédasahoz rendelhets. Ez
alapveto eltérés a kétértékl fémionokhoz képest, melyek pH =
6 koriil mar mindkét cisztein deprotonalodott tiolcsoportjahoz
kotédnek. A 6-0s és 8-as pH-n Ag*-ionok jelen- és tavollétében
felvett 'H-NMR spektrumok alatdmasztjdk ezeket a
megallapitasokat. A 6-os pH-n mért spektrumokon a o =
2,8-3,4 ppm-tartomanyban a kotott ciszteinre jellemzd és a
szabad ligandum cisztein CgH, jeleire emlékeztet6 rezonanciak
egylittes, hasonl6 intenzitasu jelenléte olyan részecskére utal,
melynek két izomer szerkezetében az egyik, ill. masik Cys
kotédik a fémionhoz, és a szerkezetek kozotti ligandumcsere az
NMR idéskalan lassa (7. Abra). pH = 8,8-nal mér egyértelmi
mindkét tiolat koordinalodasa az Ag*-ionhoz.

5_
o & e o o 15
°
...
4 . % 1.3
/
Agt-PP 1:1 /,/ 3 L

\
\
\
\\
‘\
o
A0 0m

5. Abra. A Zn*" — Cd*" — PP 1:1:1 6sszetételii rendszerre szimulalt
részecske eloszlasi diagram (cpp = 1107 M). A Zn*"-ion komplexeit
szaggatott, mig a Cd**-komplexeket folytonos vonalak jeldlik. . (A
diagramon L a teljesen deprotonalt ligandumot, mig H a protont jeldli.)

2.2. A CueR fémkotd szakaszat modellezé peptidek

kolesonhatasa Hg'- 2 ! és Ag*-ionokkal’'**

A Hg?-ionok extrém affinitisa  tioldtokhoz a
tanulmanyozott peptideknél is rendkiviil stabilis komplexek
képz8dését eredményezi.®> Az ekvimolaris dsszetételli Hg?*
- ligandum rendszerekben mar pH 2 alatt az sszes fémion
kotott formaban van jelen, és a peptidek kotésmodja UV- és
"H-NMR titralasaink alapjan a teljes pH-tartomanyban
valtozatlan {2Cys-S°} tipusi. Sem bisz-komplexek
tudtuk kimutatni a komplex(ek)ben. Cirkularis dikroizmus
méréseink szerint a két tiolatHg?" kotés kialakulasaval a
ligandumok konformécié valtozast szenvednek, melynek
révén feltehetdleg a CueR fémion-kotott allapotat is jellemz6
hurokszer{i szerkezet jon 1étre, ami biztositja a Hg?" szdméra
idealis (torzult) linearis koordindcids geometriat.3®

p F 0.9
—————— o

s PPy,uhaa r 0.7

I'I o
5 r 0.5

[
oo o ©°

T 0.3

5 6 7 8 9 10 11
pH

6. Abra. Az Ag" — PP 1:1 sszetételii rendszer és a szabad PP

ligandum-koncentracidra normalt titralasi gorbéi a ligandumra fogyott

lugekvivalenseket a pH fiiggvényében abrazolva, ill. a fémion jelen- () és

tavollétében () mért abszorbancia valtozas 230 nm-en

Ag*-PP 1:1
pH=838

Ag*-PP1:1

11

pH=6,0

44 4,1 38 35 32 2,9 2,6
ppm

7. Abra. Az PP "H-NMR spektrumanak részletei Ag'-ionok jelen és
tavollétében kétféle pH-n. Az iires nyilak a nem kotott, mig a teli nyilak az
Ag'-ionokhoz kotott Cys egységek CH, rezonanciait mutatjak.
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A pK, ~ 6,5 értékkel jellemezhetd deprotonalodast kisérd
viszonylag kicsi abszorbancia noévekedés felveti annak
lehetdségét is, hogy a mar savas koriilmények kozott
tiolatként kot6dé Cys mellett a masik Cys egység oldallanca
pH ~ 6-ig protonalt, tiol formaban koordindlodik az
Ag*-ionhoz. A protondlt tiolcsoport Ag*-koordinicidja
ugyan nem gyakori, de van ra példa az irodalomban.’’ A
{Cys-S,Cys-SH} tipust kotésmod CueR fehérje fémkotd
centrumaban is racionalis lehetdség, aminek jelentds szerepe
lehet a molekula miikddési mechanizmuséaban.!

2.3. A CueR modellpeptidek vizsgalataval nyert
eredmények hasznosithatésaga

A fémion — oligopeptid rendszerek vizsgalatanak
legjelentdsebb eredménye, hogy a modellezett CueR egy- és
kétértéki fémionokkal szemben mutatott eltérd viselkedését
a peptidek szintjén is ki tudtuk mutatni. Ez egyrészt komoly
lépés a CueR fémion-felismer6 mechanizmusanak
megértése felé, masrészt lehetdséget teremt arra, hogy a
felismeré mechanizmus révén fluoreszcencias jelet
produkdlod,  genetikailag ~ modositott  baktériumokat
tervezziink, melyek egy adott fémionra hangolhato szelektiv
fémion-érzé¢keldként mitkodhetnek. Csoportunkban jelenleg
is folynak kutatasok ebben az irdnyban. Az eredmények
masik tanulsaga, hogy a CueR fémkotd szakasza altal
inspiralt flexibilis molekuldknal rigidebb szerkezetek
sziikségesek a fémion-szelektivitas jobb
modosithatésagahoz, ugyanakkor a Hg?'-ionok 4ltal
kialakitott hurokszeri szerkezet optimalis lehet FRET
fluoreszcencids érzékeldk fejlesztéséhez.

3. Az AfArsR fehérje As(IIT)-koté szakaszat modellezo
peptid vizsgalata

Az Acidithiobacillus ferrooxidans baktériumban talalhato ArsR
arzén szabalyzé fehérje a C-terminus-hoz kozeli flexibilis
fragmensén talalhato harom Cys tiolatcsoportjai révén koti az
As(Ill)-at3® Ez a (fé)fémkotd szakasz azért keltette fel
csoportunk érdeklddését, mert modellszamitasok alapjan a
megkdtddés folyamataban el6szor két szomszédos Cys egység
kapcsolodik az As(Il)-hoz, majd ez eldsegiti a harmadik,
tavolabbi Cys-tiolat koordinaci6jat.® Ennek révén a molekula
As(I1I)-at nem koto allapotaban egymastol tavol elhelyezkedd
fragmensek a félfém megkotésének hatasara keriilnek kozel
egymashoz. Ez idedlisnak tiint egy FRET hatason alapuld
fémion-szenzor kialakitasahoz, melyben a harom Cys
biztosithatna a nagy affinitasti koétohelyet toxikus ,,szoft”
karakterti fémionok szamara (8. Abra). EbbSl a célbdl
allitottuk elé az Ac-WGENCCHGTRDCAG-Dans (ArsWD)
szekvenciaju oligopeptidet, melyben az N-terminalis Trp,
illetve C-terminalis danzilcsoport 3, ill. 2 aminosav hosszusagu
»spacer’-en keresztlil kapcsolodik a két, terminusokhoz
kozelebb es6 ciszteinhez. Az aminosav kodok jelentése: W:
Trp, G: Gly, E: Glu; N: Asn, C: Cys, H: His, T: Thr, R: Arg, D:
Asp, A: Ala.

Eredményeink targyaldsa el6tt azonban érdemes kritikailag
attekinteni  néhany, az = ArsWD-nél  révidebb,
fluorofor-parral jelzett peptid fluoreszcencias viselkedését
bemutaté munkat, és az ezekben levont kovetkeztetéseket.

Gly

Cys s Asn Glu

8. Abra. Az AfArsR As(I11)-kétéhelyérl mintazott oligopeptid (ArsWD)
szekvenciaja, és a fémion-kotés hatasara remélt FRET effektus

3.1. Rovid lanci flurofér-parral jelzett oligopeptidek,
mint FRET elven miik6dé fémion szenzorok?

A szakirodalomban tobb kozlemény targyal olyan rovid
lancu oligopeptideket, melyekben a Trp (W) / Danzil (Dans)
fluorofor par vagy kozvetleniil a néhany aminosavbdl allo
fémion-koté fragmenshez kapcsolddik, vagy attdl egy-két
aminosavval tavolabb talalhato, pl. Dans-HPGHWG-NH,,>’
Dans-CPGCW-NH,.*° A szerzék kiilonbozé fémionok
hatasara jelentés fluoreszcencia intenzitas-novekedést
mutattak ki a danzilcsoportra jellemzé hullamhossz-
tartomanyban (=500-550 nm kozott) fiiggetlentil attol, hogy
a danzilcsoport vagy a triptofan abszorpcidés savjan
gerjesztették a rendszereket. Utobbi esetben az intenzitas
novekedését a szerzok a fémionok altal indukalt FRET
jelenségként azonositottak.

HN NH
SH Ny
NH
o) o)

9. Abra. Fémion-indukalt PET gatlas az egymashoz kézeli Trp/Dans
fluorofor part tartalmazo oligopeptidekben, és a CHEF/FRET effektusok
relativ hatasa

A molekulék azonban egyértelmiien tal kicsik ahhoz, hogy a
két fluorofér csoport a szabad peptidekben a Forster-
tavolsagon kiviil*!' legyen egymastol. Ez azt jelenti, hogy
fémionok tavollétében is létrejohet rezonancia energia
transzfer a Trp donor és a danzil akceptor kozott. Ezt a
szerzOk altal bemutatott, fémiont nem tartalmazo oldatokrol
felvett fluoreszcencia spektrumok is bizonyitjak: a Trp
egységet gerjesztve gyakorlatilag alig latszik a Trp emisszios
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savja 340 nm kornyékén, mig a danzilcsoport emisszioja
jelentds. A fémionok jelenlétében a két fluorofor
kozeledésébdl fakadd extra FRET hatas, ha nem is
elhanyagolhat6, de valdszinileg csekély. A szerzok
feltehetéleg a fémion megkotodés altal eldidézett PET
kikapcsolas (lasd Bevezet6) kovetkezményét, azaz CHEF
effektust figyelnek meg, melyhez jelentdsen hozzajarulhat a
danzilcsoport  abszorpcids  savjainak eltolodasa (a
danzilcsoport szamottevoen gerjeszthetd lehet a Trp
gerjesztésére hasznalt hullamhosszon is). Ezeket a
feltételezheté effektusokat szemlélteti a 9. Abra.

3.2. Az ArsWD Kélesonhatasa Zn*'-, Cd*- és
Hg**-ionokkal

A ligandum kolcsonhatasat a 12. elemcsoport fémionjaival
UV-pH titralasokkal és spektrofluorimetriaval
tanulmanyoztuk. A tiolatfémion  toltésatviteli savok
megjelenésének, illetve intenzitds-valtozasanak kovetését
megnehezitette, hogy a jelentds tagszami peptidnek,
elsésorban a triptofan és danzil egységek miatt, jelentds
elnyelése van =210 —250 nm kdzott. Ez limitalta a mintdkban
beallithatd koncentraciét, ugyanakkor kis koncentraciok
mellett kicsi a fémion-koordinacié okozta effektus is. Ez a
Zn>"-ionok esetében gyakorlatilag meggatolta, hogy a
komplexképzddéssel kapcsolatban 1ényegi informacidhoz
jussunk. A Cd**-ArsWD rendszerben a
fémion-koordinacioval parhuzamosan csapadék képzodott,
igy csak ligandum felesleg jelenlétében, pH ~ 8 felett
végeztiink méréseket, ilyen koriilmények kozott ugyanis a
csapadék feloldodott. A csapadék feloldodasa ligandum
felesleg mellett, valamint a bazikus pH-tartomanyban
tapasztalt szignifikans abszorbancia kiilonbség 245 nm
kornyékén a szabad ligandum elnyeléséhez képest
bisz-komplexek képzodésére utal. Ennek jelét a masik két
fémion esetében nem tapasztaltuk, ami nem meglepd a peptid
mérete, ¢és a jelentds szamu potencidlis donorcsoport jelenléte
miatt (3Cys,His,Asp,Glu). A CueR fehérje fémion-kotd
szakaszat modellezd peptidekhez hasonloan az ArsWD is mar
pH = 2 koriil megkoti a Hg?*-ionok teljes mennyiségét 1:1
fémion-ligandum ardny mellett. A Hg?-ArsWD 1:1
rendszerben  semleges pH  felett 240-290 nm
hulldimhossz-tartomanyban  jelentkez6  karakterisztikus
abszorbancia ndvekedés a Hg?" koordinacios szférajanak
atrendezOdésére utal. Mig savas koriilmények kozott két
Cys-tiolat koordindcidja valészintisithetd, pH 7 felett a
harmadik Cys is részt vehet a Hg?"-megkétésében.*>* Ilyen
jellegti pH-fiiggd {2S°} — {3S7} koordinacids mod valtozast
mas szerzOk is leirtak a Hg>'-ionokat és harom
cisztein-tartalmi oligopeptideket tartalmaz6 rendszerekben.**

Az elmondottak tiikrében rendkiviil meglepd, hogy a remélt
fluoreszcencia erdsitd hatast a fémionok jelenlétében —
egyetlen kivételtdl eltekintve — nem tapasztaltuk. A
Hg”*-ionok, annak ellenére, hogy semleges pH felett
képesek a hdrom ciszteinhez koordinalodni, enyhe kioltast
okoztak mind a Trp, mind a danzilcsoport
fluoreszcencidjara. A Hg?', Pb*" és egyéb nehézfém
elemeknél ez gyakran megfigyelt jelenség,*>*® noha az
ArsWD esetében bizni lehetett abban, hogy a fémion nem

keriil a fluorofor csoportok kozvetlen kornyezetébe. A
Cd**-ArsWD 0,5:1 6sszetételii mintakban egészen bazikus
koriilmények mellett 283 nm-en torténd gerjesztést
alkalmazva a danzilcsoport emisszidjanak latvanyos
novekedését figyeltik meg (10. Abra). Ilyen véltozis
Cd**-ionok tavollétében nem torténik. A megfigyelt
FRET-jellegti effektust minden valdszinliség szerint két
ligandum  egyiittes  koordinacidja  eredményezi a
Cd**-ionhoz, melynek révén a Trp és Danzil egységek a
FRET hatotavolsagan beliil keriilnek egymashoz. A két
ligandum egyiittes koordinacidjat igényld rendszereknek
azonban csekély gyakorlati alkalmazhatosaga lehet egy
immobilizalast igényl6 érzékeld fejlesztésénél.

5000 -
4000 -
3000 -
2000 -

1000 -

10. Abra. Fluoreszcencia spektrumok a Cd** — ArsWD 0,5:1 rendszerben
a pH fiiggvényében (o, = 283 nm, carswp = 1,3510° M)

Tapasztalataink ¢és az irodalmi adatok attekintése arra
utalnak, hogy tényleges FRET effektuson alapuld
oligopeptid receptorra épiilé fémion érzékeldt a fluorofor
egységek fémion-kotdhelytdl tavolabbi elhelyezésével
lehetne kialakitani, és a molekulatervezésnél érdemes
szamitogépes modellszamitasokra timaszkodni.

4. Az Ac-YCSSCY szekvenciaji szilard hordozon
rogzitett hexapeptid Cd**-kotésének vizsgalata®’

A CXXC szekvencia (ahol X barmilyen aminosavat jelol) a
metallotioneninek mellett fémion szallito-, raktarozo-, ill.
dajkafehérjékben egyarant eléfordul. Egyebek mellett a
Hg?"-koté MerP,*® a bakterialis vagy human ATP7A és
ATP7B fehérjék,* ill. a réz-chaperon bakterialis Atx1, vagy
az ezzel analég human Atox1 (HAH1)? is ezt a szekvencidt
alkalmazza ,,szoft” karakteri fémionok megkdtésére. A
természetes szekvenciak alapjan tervezte meg csoportunk
azt a hexapeptid molekulat, melyben a CXXC fragmens
kozépsé két aminosavjanak helyére a vegyiilet hidrofil
karakterét ndoveld S (Ser) egységek, mig a terminalis
poziciokba Y (Tyr) aminosavak keriiltek. A tirozin
aminosavak, noha nem a legjobb természetes fluoroforok, a
vegyiilet oldhatésaganak biztositdsa szempontjabol jo
valasztasnak tiintek. Erdemes azt is leszogezni, hogy a
hexapeptid (YY) eldallitasaval nem egy  kivalod
fémion-szelektivitdsu receptor molekula kialakitasa volt a
cél, sokkal inkdbb a szilard hordozokon torténd rogzités
lehetdségét, illetve az immobilizalt vegylilet viselkedését
terveztik feltarni a rendkiviil egyszeri ligandum
segitségével.
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4.1. A hidrofil karakterii gyantan rogzitett YY peptid
(YY-NTG) Cd**-kot6 képessége

Az eldzetes reményekkel ellentétben a vegyiilet vizoldhatosaga
nem volt elegendden nagy ahhoz, hogy részletes oldatfazisu
vizsgalatokat végezziink, és ilyen modon is karakterizaljuk a
ligandum  fémion-affinitasat.  Fluoreszcencids — mérések
elvégzéséhez megfelel koncentraciot ugyanakkor el tudtunk
érni, s ezzel a kisérlettel igazolni tudtuk, hogy a fémion-kotés
fluoreszcenciasan kdvethetd, koncentracio aranyos kioltast
eredményez (11. Abra).

Az YY hexapeptidet egy jo duzzadasi karakterti hidrofil
gyantara (Novasyn TG amino resin) felépitettiik, majd
tanulmanyoztuk az ¢érintkeztetési id6, az 6sszeallitott mintak
kiindulasi pH-ja és a Cd?'-koncentracié hatdsat a
fémion-kotési sajatsagokra. Eredményeink alapjan 30 perc
minden esetben elegendd volt a kotd-helyek telitéséhez és
ezt kovetéen mar nem csokkent a mintdk ICP-MS
modszerrel visszamért Cd**-koncentracioja. Az sszeallitott
mintak pH-janak névelése pH ~ 4-5-ig novelte a megkdtott
Cd**-ion mennyiségét. A nagyobb pH-értékeknél torténd
mérésekhez puffer oldatok alkalmazasara volt sziikség,
ugyanis a kdlcsonhatas okozta proton-disszociacié miatt a
magasabb kezdeti pH-ra bedllitott mintdk a kisérlet ideje
alatt jelent6sen (pH~4,5-ig) visszasavanyodtak. A gyanta
elméleti kapacitasdhoz képest 1,5-szoros feleslegben
Cd**-iont tartalmazé, HEPES segitségével pH = 7,0-re
pufferelt mintabol az YY-NTG 0,243 mg/10,0 mg (gyanta)
kapacitassal tavolitotta el a fémionokat. Ez gyakorlatilag
megegyezik a peptiddel modositott gyanta elméleti
Cd*"-kotd képességével, ha ligandumonként 1 ekvivalens
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11. Abra. Az YY ligandum fluoreszcencia spektruma 1 ekv. Cd**-ion
jelen- (folytonos vonal) és tivollétében (szaggatott vonal) (zx = 278 nm,
pH=7,0, cyy = 1,010° M). A bels6 abra a 308 nm-en mért fluoreszcencia
intenzitasanak csokkenést mutatja a Cd*” : YY arény fliggvényében.”’

A modositott gyanta kimért mennyiségét savas oldatban
Cd**-ionok tavol- és jelenlétében folyamatos kevertetés
mellett NaOH mérdoldattal is megtitraltuk. A homogén
oldatokhoz viszonyitva lassabban lejatszodd folyamatok
miatt hosszabb varakozasi idokkel dolgoztunk. Figyelembe
véve egy ilyen mérés extrém korilményeit, a

szilard-folyadék hatarfeliileten lejatszodo folyamatokat, az
ionerdsség bedllitdsdnak problémajat és az egyéb technikai
nehézségeket, a titralasokkal nyert adatok jo becslésként
kezelend6k. Meg kell ugyanakkor emliteni, hogy sem a
titrlasi gorbék jellege, sem a kiértékelésiikkel nyert
képzOdési allandok*” nem utaltak a ligandumok kozeli
elhelyezkedésébol esetlegesen adddo polielektrolit-hatasra.
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12. Abra. Az YY megoszlasa a kiilsnbozé Cd*-iont kotd formak kozott a
pH fiiggvényében, a fémion-kotd vizsgalatoknal alkalmazott
koncentracio-aranyra szamolva: Cd* 1YY =0,66: 1, o+ = 1,4410 M.
(L a teljesen deprotonalt ligandumot, mig H a protont jel5li.) ¥/

A titrdldsok révén meghatdrozott protonalodasi és
komplexképzddési allandok jo 0Osszhangban vannak a
Cd*"-megkotddés vizsgalatok eredményeivel. A legtdbb
kisérletnél hasznalt Cd*": YY-NTG 0,66: 1 aranyra, illetve az
ilyen = 0Osszetételi mintdk koncentracidira  szimulalt
eloszlasgorbe (12. Abra) jol szemlélteti, hogy a
komplexképzddési folyamatok mar pH 3 felett megindulnak,
és pH ~ 6-ra az YY ligandum kinalta kotohelyek 1 ekv.
Cd?*-ion koordinalodasaval telitédnek. Fontos megjegyezni,
hogy ez a telités mar a 1:1 Cd*":YY-NTG aranyndl is
megtorténik.

A stabilitasi adatok alapjan az YY-NTG Cd?*-kotésének
erdsségét pH = 7,0-nél jellemzd latszolagos stabilitasi
alland6 is szamolhato. Ennek értéke 1gK” = 10,1, amely
kiemelkedé fémion-affinitast jelez. Ezt szemlélteti a 2.
Tablazatban feltiintetett néhany, két cisztein tartalma
oligopeptid Cd**-komplexére vonatkozé dllandoval vald
Osszevetés. A latvanyos stabilitasbeli kiilonbség a vegyiilet
rogzitésének  hatdsa, ami a peptidek Cd**-ionok
megkotddését eldsegitd orientaciojat indukalhatja.

2. TAblazat. Két ciszteint tartalmazoé oligopeptidek Cd**-k6t6 képességét

jellemzo latszolagos stabilitasi allandok (pH = 7,0, 7= 298 K). Az adatok
vizes oldatbeli mérésekre vonatkoznak, ellentétben az YY-NTG-vel.

Ligandum Ig K* (pH=17,0) Referencia
Ac-GCASCDNARAAKK-NH, 7,96 51
Ac-CPCP-NH, 8,39 52
Ac-MTCSGCSRPG-NH, 8,30 53
¢(GMTCSGCSRP) 9,20 53
YY-NTG 10,10 47

123. évfolyam, 2. szam, 2017.



70 Magyar Kémiai Folyoirat - Eléadasok

4.2. Az iiveg és kvarc hordozokon rogzitett
hexapeptid fémion-koté képessége

Egy hazilag épitett reaktorban téglalap alaku kétoldalas tiveg
és kvarc lapokra is felépitettiik az YY peptidet (13. Abra). A
kvarc lapokon a szilanizalast kdovetd peptidszintézis 100
%-0s sikerességét feltételezve, a szilanolcsoportok
becstilhetd feliileti boritottsdga alapjan a lapok elméleti
Cd**-kot6 kapacitasa ~ 0,351 ug Cd**/lapka.

NH—YY

NH—YY NH—YY
NH—YY? NH—YY§
. i
/10
Si O O | . Sj
—~ oo Si !
0 \\O/Sn (I ~o |\
g e ke g
LT T
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13. Abra. Az iiveg vagy kvarc lapon immobilizalt hexapeptid feliilethez
valé kapcsolddasi modjanak sematikus dbrazolasa

sy

Cd**-ion tartalmt oldatba helyeztiik, melyek pH-jat HEPES
pufferrel pH = 7,0-re allitottuk. Az igy elkészitett mintakbol
szdmolhat6 Cd**-kotd kapacitas 0,225 pg-nak adodott, ami
az elméleti érték 64,1 %-a. Ez igazolja a szintézis
folyamatanak sikerességét, és egyuttal a hexapeptid, mint
receptor molekula megfelelé mikodését is.

5. Osszefoglalas

Kutatasaink olyan, metalloproteinek fémkotdhelyei altal
inspiralt, oligopeptidek kifejlesztését célozzak, melyek
hatékony és szelektiv fémion-koto képessége kihasznalhato
fémion-érzékelésre alkalmas rendszerek fejlesztéséhez. A
CueR réz-efflux szabalyzo fehérjék fémkotd doménjét
modellezd oligopeptidek vizsgalataval a fehérje miikodési
mechanizmusdban is potencidlisan szerepet jatszo
kiilonbséget tartunk fel az egyértékii Ag*-ion, illetve a
kétértékii Zn?*-, Cd**- és Hg?*-ionok koordinaciés moédja
kozott. Reményeink szerint az eredményeket egyarant
hasznositani tudjuk fémion-receptor molekulak
tervezésénél, illetve a CueR miikddési mechanizmusan
alapuld sejtes fémion-jelzérendszer fejlesztésénél. Az
AfArsR félfém-kotdhelyén alapuld, terminalis poziciokban
Trp és danzilcsoportokkal jelzett oligopeptid vizsgalataval
nyert tapasztalatok arra mutatnak, hogy egy jol miikodd
FRET szenzorhoz a fluorofor csoportok fémion-kotohelytdl
tavol(abb)i pozicionalasa sziikséges. A vizes oldatbeli
vizsgéalatok mellett egy CXXC motivumot tartalmazo
hexapeptidet tobbféle szilard hordozon rogzitve is
elééllitottunk. Az immobilizalt ligandum kivalé Cd>*-kotd
képességet mutatott mind gyanta hordozon, mind kvarc és
iveg matrixokon. Ezzel igazoltuk a szintézisiink
sikerességét, ill. annak alkalmazhatosagat tovabbi,
hatékonyabb és szelektivebb fémion-megkdtésre alkalmas
molekuldkra.

6. Kisérleti rész
6.1. Eléallitott vegyiiletek

A tanulmanyozott, terminalis poziciokban védett (acetil és
savamid) oligopeptideket az Fmoc stratégian alapuld
szilardfazisu szintézissel’* éllitottuk el Rink Amide AM
gyantat  alkalmazva. Az  C-terminalis  helyzetben
danzilcsoportot tartalmazo peptid eldallitasa Dansyl
NovaTag hordozon tortént. A gyanta matrixokon rogzitett
ligandumok szintéziséhez kiemelkedd sav-stabilitasu,
kiilénboz6 duzzadasi képességii hordozokat
(benzhydrylamine resin - BHA-resinHCI ill. Novasyn TG
amino resin) hasznaltunk. A szintézis befejezésével az
N-terminalis aminocsoportokat —acetil-véddcsoportokkal
lattuk el, az oldalldnci véddcsoportokat pedig 92% v/v
trifluorecetsav (TFA) tartalmu eleggyel hasitottuk. Az {iveg,
ill. kvarc hordozon torténd peptidszintézishez az anyagok
feliiletét egy oxidalo, erésen savas oldattal tisztitottuk (cc.
H,S0, és 30% v/v H,0, 3:1 aranyu keveréke), majd szaritast
kdvetéen 10% v/v (3-aminopropil)trietoxiszilan-t (APTES)
tartalmazo vizes oldattal szilanizaltuk. Az APTES szabad
aminocsoportjara modositott Fmoc-mddszerrel®® épitettiik
fel az oligopeptid lancokat. A szilard hordozordl lehasitott
peptideket Shimadzu LC-20 tipust HPLC késziiléken egy
SUPELCO Discovery BIO Wide Pore C18 (25%x10 mm, 5 m)
félpreparativ  kolonna alkalmazasaval tisztitottuk. A
vegyiiletek eldallitasanak részletei megtalalhatok az idézett
hivatkozasokban.3247

6.2. Kisérleti modszerek

pH-potenciometria:** 3247 A ligandumok protonalddasi és
komplexképzddési folyamatait  vizes oldatokban
pH-potenciometrias titralasokkal kovettik (/ = 0,1 M
NaClO,4, T=298,0+ 0.1 K). A gyantan rogzitett oligopeptid
vizsgalatakor ~ 0,03 g tomegli peptiddel-dekoralt
gyantaszemcsét is kevertettiink a megtitralt mintakban. A
titralasokat szamitogép altal vezérelt, Dosimat 665
(Metrohm) automata biirettabol, Orion 710A digitalis
pH-mérébdl és Metrohm Micro pH iivegelektrodbol
felépitett automata titrald rendszerrel végeztik. A
protonalddasi és komplexképzddési egyensulyokat az alabbi
altalanos folyamattal, és az arra vonatkozd képzddési
allanddval jellemeztik:

pM +qH +1L =M HL, (1)
5 M HL,
Metabe T M HII LY )

Az egyenletekben M a fémiont, H a protonokat, mig L a
ligandumot jeloli.

UV-Vis és CD-spektroszkopia:>* 32 Az UV-Vis méréseket
Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR vagy Thermo Evolution
220 spektrofotométercken végeztiik 1,0 cm thosszu, teflon
dugoval ellatott cellakban. A szinkrotron radiacios CD
(SRCD) spektrumokat az Aarhusi Egyetemen, Danidban, az
»SRCD facility at the CD1 beamline on the storage ring
ASTRID at the Institute for Storage Ring Facilities (ISA)
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komplexumban vettiik fel 0,1 mm uathossza kvarc cellakat
(SUPRASIL, Hellma GmbH, Germany) alkalmazva,
175-260 nm hullamhossz-tartomanyban.

Spektrofluorimetria:*’ A fluorimetrias  vizsgalatokat

Hitachi-F4500 spektrofluoriméteren végeztiik 1,0 cm x 1,0
cm méretli, Teflon dugoval ellatott kvarc cellat alkalmazva.
Az emisszios spektrumokat az adott fluorofér(par)nak
megfeleld6  hullimhossz-tartomanyban ¢és  gerjesztési
hullamhosszak alkalmazasaval vettiik fel (tirozin: gx = 278
nm, gy = 285-400 nm; triptofan: gx = 283 nm, gy =
295-700), rendszerint 5 nm és 10 nm slit-eket alkalmazva a
gerjeszto, illetve emittalt fénysugarra. A spektrumokat az
Onabszorpcid ¢€s a belso filter hatasok figyelembevételével
korrigaltuk.*!

IH-NMR  spektroszképia:29-32 A 1H-NMR méréseket
500,132 MHz-es Bruker Avance DRX 500 spektrométeren
végeztik. A spektrumokat 7 = 298 K hdmérsékleten,
rendszerint H,O:D,0 90:10% v/v olddszerben vagy tiszta
D,0-ban vettiik fel a zgpr vagy zgcppr pulzus szekvenciat
alkalmazva a H,O/HDO rezonancidk preszaturacidja
céljabol. A D,O-ban végzett méréseknél a pH* értékek (a
deutérium-effektussal nem korrigalt pH-méter leolvasas)
beallitasat NaOD adagoléasaval végeztiik.

ICP-MS:*7 A szilard hordozékon immobilizalt peptidek
fémion-megkdtd képességének vizsgalatdhoz a mintak
7700x ICP-MS késziilékkel végeztik. A tobbpontos
kalibracios gorbék felvételéhez kereskedelmi forgalomban
kaphat6é standard oldatokat (Inorganic Ventures) ¢és
nyomelem analitikai tisztasaga ioncserélt vizet (Millipore
Elix Advantage 5 + Synergy) alkalmaztunk. Az adatok
értékeléséhez a '''Cd tomegesucsat hasznaltuk.

A kiilonboz6 rendszerek vizsgalatakor alkalmazott kisérleti
koriilményeket, muszerbeallitasokat és egyéb technikai
részleteket a modszerek neve mellett megjeldlt hivatkozasok
tartalmazzak.
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Oligopeptide probes for toxic metal ion sensing, inspired by the metal binding domains of metalloproteins

Toxic metal ions appear in the environment from natural and
anthropogenic sources. The detection and removal of these ions
is essential due to their potential adverse effects to every life
form. Besides the well-known and broadly applied, robust
analytical techniques used for the analysis of metal ions from
environmental and biological fluids, an increasing attention is
devoted to the development of novel, alternative detection
techniques based on the use of chemical/biochemical sensors. A
particularly interesting sub-category of chemical sensors utilize
bioinspired molecules or systems as receptors that naturally
possess the properties being essential for a sensory element:
sensitivity and selectivity. Oligopeptides, proteins or even
simple cells may be efficient receptors of (bio)chemical sensors,
based on a response that is induced by their selective reactions
with metal ions. Sensors based on synthetic oligopeptides are
generally more expensive than full-cell based biosensors,
however, the former ones could be developed and fine-tuned to
bear outstanding sensitivity and selectivity. Besides, their
applicability is much less limited in terms of the required
conditions for an optimal operation, as compared to protein- or
cell-based sensors. In recent years, our research group has been
working on the synthesis and investigation of numerous
cysteine containing oligopeptides that had been inspired by the
metal binding domains of various metalloproteins (regulators,
transporters, chaperons). Gaining a benefit from the large
affinity of these sequences for soft metal ions, the modification
of the ligands may lead to compounds that can be successfully
used in the efficient and selective sensing of toxic metal ions.
Introducing  well-designed modifications (i.e. attaching
fluorophore units into proper positions), these molecules may be
capable for providing a metal-ion mediated response and at the
same time their immobilization to solid matrices may also be
possible. This publication provides a brief summary of our
efforts and achievements within this field.

We have synthesized several, terminally protected, 12-mer
oligopeptides possessing two cysteine residues close to their C-
and N-terminus. The amino acid sequences of these ligands are
either identical to the metal binding domain of the bacterial
metalloregulatory protein CueR?’ (from E. coli or V. cholerae)
or their slightly modified variants with amino acid substitutions
at one or two positions. The transcriptional activator CueR
displays an outstanding functional selectivity for the group
eleven monovalent ions while it does not respond to Zn** or
Hg*".*® It was shown that the coordination of the two cysteines
from the metal binding loop of CueR, together with other
interactions (H-bonding or electrostatic), restrict the bound
monovalent metal ions into a linear coordination geometry.*®

The major result of our studies on the various metal ion —
oligopeptide systems is a finding that the model ligands possess
fundamentally distinct binding features for the monovalent ion
Ag" and the divalent ions Zn*", Cd*" and Hg”".**** The binding
of Ag" to the ligands under acidic conditions (even at pH = 2)
was proved by UV-, CD- and 'H-NMR experiments, as well as
pH-potentiometric titrations (Figure 6).>' Spectroscopic data
suggest the coordination of at least one of the Cys-sidechain
donors as a thiolate to Ag” in the Ag" — PP 1:1 system (PP = Ac-
SCPGDQGSDCPI-NH,). However, a deprotonation process in
the pH-range of pH ~ 5.5 — 8 can be clearly observed both on the
pH- and UV-titration curves (Figure 6.) that can be attributed to

the proton release of the second thiol group of the ligand. This
pH-dependent change in the coordination environment of Ag’,
shown also by the recorded 'H-NMR spectra (Figure 7),
represents a remarkable difference as compared to divalent
metal ion — ligand systems where both cysteines are bound to the
metal ions as thiolates at or below pH ~ 6. The Ag'-promoted
thiol-deprotonation (pK, ~ 6.5), vide supra, is accompanied by a
modest change in the recorded absorbances, especially if
compared to the absorbance increase induced by the addition of
Ag" to the peptide under acidic conditions (Figure 6.). This may
lead to an assumption that below pH ~ 6 the second cysteine
sidechain group is also bound to Ag” in its protonated form (as a
thiol), besides the coordinated thiolate moiety. Indeed, a
{Cys-S",Cys-SH} type coordination environment around the
monovalent metal ions is also possible in the metal binding site
of CueR.’' These results are an important step towards the
deeper understanding of the mechanism of operation of the
protein. At the same time, our findings also provide an
opportunity for utilizing the complex recognition mechanism of
the protein in the development of genetically modified bacteria
that produce a fluorescence signal as a response to a specific
metal ion and thus behave as a metal-responsive biosensor.
There is an ongoing research in our group in this direction.
Another experience of these studies is that more rigid structures,
as compared to the flexible CueR model peptides, are needed for
the efficient tuning of metal ion selectivity. Nevertheless, a loop
structure formed by Hg®” when binding to the ligands might be
utilized in the development of FRET-based metal ion sensing
molecules.

We have also studied an oligopeptide, comprising the
arsenic-binding C-terminal flexible loop of the ArsR-family
metalloid regulator protein AfArsR, encompassing three Cys
residues for the binding of the regulated metalloids. We have
introduced a Trp and a danysl unit as a fluorophore pair into the
two termini of the ligand in order to initiate a FRET-response
via metal ion chelation. (The sequence of the investigated
ligand, ArsWD, is: Ac-WGENCCHGTRDCAG-Dans.)
However, FRET-effect was observed only with Cd** and only in
the presence of ligand excess at high pH (pH > 9). This is likely
to be the result of bis-complex formation bringing the two
fluorophores into close proximity. However, systems that
require the simultaneous binding of two receptors to the metal
ion have little, if any, applicability in sensory elements with
immobilized receptors. Based on literature data and our own
results, we believe that in order to obtain a real FRET-based
metal ion sensing oligopeptide receptor one should position the
fluorophore units in a larger (optimal) distance relative to the
metal ion binding centre. Computational model calculations
should assist the rational design of such molecules.

Besides aqueous studies we have also synthesized, on various
solid supports, a hexapeptide ligand (YY: Ac-YCSSCY),
encompassing the well-known CXXC-motif found in a number
of metalloproteins. The two tyrosine residues were used as
natural fluorophore units with less hydrophobic character as
compared to tryptophane while the two serine units were
introduced to provide reasonable water solubility for the ligand.
In spite of this the solubility of the hexapeptide was not enough
for detailed studies and for the characterization of the
metal-binding affinity of the compound in aqueous solution.
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Nevertheless, we could perform a series of fluorescent
measurements where the concentration ratio of Cd*" and the
peptide was systematically varied. These experiments revealed
that the coordination of Cd*"-ions by the ligand could be
monitored by this technique and that Cd**-binding resulted in a
concentration-dependent  quenching of the  tyrosine
fluorescence (Figure 11). It is important to note that the YY
hexapeptide was meant to be a simple fluorescent probe
allowing us to investigate the possibilities of immobilization on
various solid matrices and to study the metal binding features of
a cysteine containing peptide in its immobilized form. Besides
the Cd*"-capturing experiments where metal ion binding by the
immobilized peptide was monitored ICP-MS we also performed

pH-potentiometric titrations with a resin-bound form of YY in
the absence and presence of Cd**-ions. The species distribution
diagram, calculated from the formation constants of the various
Cd*"-coordinated adducts of YY, correlate well with the results
of metal ion capturing experiments. These results demonstrate
that Cd*'-binding occurs already from pH ~ 3 and that the
immobilized metal binding sites are filled by one equivalent of
Cd* ion per ligand (Figure 12). In summary, the immobilized
peptide showed an excellent Cd**-binding property either when
attached to a resin or to glass or quartz matrices. This finding
verified the success of our synthetic approach and, at the same
time, it also showed the feasibility of the procedure in the
immobilization of more efficient metal-receptor candidates.
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1. Bevezetés

A hidroformilezést, vagy masik, kevésbé elterjedt nevén,
oxo reakciét Otto Roelen fedezte fel 1938-ban.! A reakcid
Iényegét tekintve szénmonoxid és hidrogén olefinekre
torténd addicidja, mely valamilyen atmenetifém katalizator
segitségével megy végbe. A C=C kotés funkcionalizalasara
épiilo eljarasok koziil az egyik legsokoldalubb, ¢és
leghatékonyabb szintetikus modszernek tekinthets. A
reakcid hészinezetét tekintve exoterm, és termékként
aldehid izomerek keletkeznek (1. Abra). Ha a kettés kotést
formazé sp? szénatomok egyenértékilek, gy csak egy
aldehid képzddik (a). Egyszeresen szubsztitualt prokiralis
olefinekbdl kiindulva a linedris aldehidek mellett kiralis
elagazo aldehidek johetnek létre, amennyiben a katalizator is
optikailag aktiv ligandumot tartalmaz (b). A lchetséges
keletkezé izomerek szdma megnd, ha a reakcié alkén
izomerizaciéval kombinalodva megy végbe (c).

kat.
H,C=CH, +CO +H, —> CH3CH,CHO a)
H H
kat.
ArCH=CH, +CO +H,—> ArCH,CH,CHO + Hac/K"’CHO + Ar’k"'CHO b)
Ar CHj
(S) (R)

kat.
RCH=CHCHj; + CO + Hy— RCHCH,CH,CHO + RCH2(|2HCH3+ R?HCHZCHa
CHO CHO c)

1. Abra. A hidroformilezési reakcié etilén (a), aromas olefinek (b) és
belsé olefinek (c) esetében

Katalizatorként szamos atmenetifém-komplex johet szoba
kobalt,? rédium,**¢ platina,’ és iridium® kdzponti atomokkal.

A homogénkatalitikus eljarasok koziil a hidroformilezés a
legnagyobb volument, évenként tobb mint 10 milli6 tonna oxo
termék el8allitisaval.” Ennek a legnagyobb része az aldol
dimerizacioval 2-etil-hexanolla alakithatd butiraldehid, mely a
mianyaglagyitoként népszerti dioktil-ftalat egyik alapanyaga.
Az aldehidek oOnmagaban is értékes termékek Ilehetnek,
azonban (gyakran tandem, vagy domind reakcidban'?)
tovabbalakithatok  alkoholokka,  karbonsavakka, — vagy
aminokka. A kiralis aldehideket eredményezé aszimmetrikus
hidroformilezés az enantiomerikusan tiszta termékek irant
egyre nagyobb igénnyel fellépd gydgyszer- és novényvéddszer
ipar szamara valik jelentdssé.

A hidroformilezéssel kapcsolatos eredményeket az utdbbi
iddszakban is szamos Osszefoglalo tanulmany dolgozta fel,

ezek koziil csak az alternativ fémeket,!! az iparilag jelentés

* tkegl@gamma.ttk.pte.hu

alkalmazasokat,'> és a hidroformilezéssel kapcsolatos

elméleti szamitasokat'3 5sszegytijté munkakat emeljiik itt ki.

A hidroformilezés altalanos mechanizmusat tekintve
viszonylagos konszenzus alakult ki az elmult két évtizedben.
A fobb elemi lépések megegyeznek, fliggetleniil attol, hogy a
katalizator kobalt,'* rodium,'> vagy platina'® kozponti
atomra épiil (2. Abra).

Id hid redukt "I" b

aldenia requktilv | o

m / T olefin koordinacié
; o

L, M—H

!
L M H LM— lR
H2 oxidativ
addlmé
olefin
inzercié
T B
. Mk ,/< L M—(
\ ?o

L, M
\ w CO koordinacié
|
L"M—( co
R

2. Abra. A hidroformilezés altalanos mechanizmusa

A reakcid egy atmenetifém-hidrido komplexre torténd olefin
koordinacioval indul, majd folytatodik az alkén
fém-hidrogén kotésbe torténd formalis beékelddésével
(olefin inzercid), mely valdjaban inkdbb a hidrido ligandum
valamelyik  (eredetileg alkén) szénatomra  torténd
vandorlasat jelenti. Ha az olefin az etilénnél nagyobb
szénatomszamu, akkor itt eldgazik a reakciomechanizmus,
ugyanis attol fiiggden, hogy a hidrid melyik szénatomra
keril at, alakul ki elagazo, vagy linearis atmenetifém-alkil
komplex. Ha az alkén prokiralis, akkor az elagazé alkil
komplexek kozott mar megjelenik a két optikai izomer is. A
koordinative telitetlen komplexre altalaban exoterm
reakcidban koordinalodik egy szénmonoxid a kiilsd
gaztérbol, majd ez karbonil ligandumként beékelddik a
fém-alkil szén kotésbe, ily modon koordinative telitetlen
acil-komplex izomerek alakulnak ki. A dihidrogén molekula
oxidativ addicidja ezen acil-komplexekre torténik meg, majd
az igy létrejove dihidrido-komplexek egyik hidrogénje
atkertil az acil szénre a reduktiv eliminacids 1épés soran. A
korfolyamat végeztével megkapjuk az aldehid termékeket,
és visszakapjuk a hidrido-komplex katalizatort.
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Az egyszerl, halogeno és foszfan ligandumokat tartalmazo
platinakomplexek ritkdn mutatnak katalitikus aktivitast a
hidroformilezés ~ soran.  On(II)-halogenidek jelenlétében
azonban hatékony katalizatorok alakulhatnak ki. A
szakirodalomban elszor Hsu és Orchin 1975-ben egy rovid,!”
majd Schwager és Knifton 1976-ban'® egy hosszabb
kozleményben szamolt be Pt/Sn-tartalmu aktiv hidroformilezd
rendszerekrdl. Jelen kozlemény célja a Pt/Sn rendszerekben, az
on(Il)-halogenidek elektronikus sajatsagairdl szolo ismeretek
Osszefoglalasa, alapvetéen a szamitdsos kémia teriiletén
szilletett ~ eredményekre alapozva. Az  on(Il)-fluorid
beékelddésével ¢és az igy kapott Pt-SnF,Cl komplex
elektronszerkezetével kapcsolatos eredmények ugyanakkor
jelen kozleményben keriilnek elszor ismertetésre.

2. Alkalmazott elméleti modszerek

Valamennyi szamitast a DFT (strGségfunkcional elmélet)
modszerrel végeztiik el, a gradiens-korrigdlt PBEPBE!’
funkcional alkalmazéasaval, mely atmenetifém-komplexek
szamitasara  altalaban  megbizhaté  eredményt ad.
Baziskészletként a platindhoz a tripla-{ def2-TZVP bazist*°
valasztottuk, mig az Osszes tobbi atomot a dupla-
def2-SVP? baziskészlettel szamoltuk az Sn és Pt atomokon
a megfelelé pszeudopotenciallal. Vibracids analizissel
igazoltuk a kapott egyenstlyi geometridk valodi minimum
(nincs imaginarius frekvencia) vagy atmeneti allapot jellegét
(egy imaginarius frekvencia). A Bader-analizist az AIMAIl
programmal®! végeztiik el. Az NBO analizisheza GENNBO
5.0%% programot alkalmaztuk. A szdmitasokhoz a Gaussian
09?3 programcsomagot hasznaltuk.

2.1. Bader-analizis

A Bader-féle QTAIM (Quantum Theory of Atoms in
Molecules) analizis?* a haromvéltozds p(r) elektronsiirtiség-
fiiggvény topologiai vizsgalatan alapul. Kiindulopontja a
kritikus pontok keresése, melyek a p(r) fiiggvény
széls6értékei, azaz azon pontok, ahol a gradiens, azaz Vp(r)
=(0,0,0). A kotéskritikus pontban szamitott elektronstirtiség
ugyanakkor a kotések erésségére is enged kovetkeztetni,
kiilondsen, ha hasonld jellegii kotéseket hasonlitunk dssze.

Két atom kozott, az un. kotéskritikus ponton keresztiil
definialhatd egy-egy utvonal (kotésutvonal), mely a
maximalis elektronstiriségli pontokat koti 0Ossze. A
kotésutvonal megléte egyben a két atom kozti kovalens kotés
meglétének sziikséges (de nem elégséges!) feltétele is. Az
utvonalak segitségével informaciot nyerhetiink a kotések
erdsségérol és formajarol (pl. hajlitottsag) is. Harom, vagy
tobb atom kozott a  kotésutvonalak  gylriibe s
szervezddhetnek, ilyenkor a gylirtin belill talalunk egy un.
gyurtikritikus pontot is, ahol az elektronsiiriiségnek (a
gylrtin beliil) minimuma van. Talalunk még olyan
utvonalakat is, melyek az elektronstirtiség gradiensét kdvetik
és egy-egy kotéskritikus pontban végzddnek: ezek az un.
atomi medencéket hataroljak el egymastol. Ily moddon
egyfajta szemléletes képet kaphatunk az egyes atomok
,vonzaskorzetérol”.

2.2. NBO analizis

Egy adott Y hullamfiiggvényhez rendelhetd természetes
orbitalok (NO) az egyelektronos redukalt siiriségoperator
sajatfiiggvényeiként definidlhatok (1. egyenlet):

n

Lo, = p.o, (1

ahol a p; sajatértékek az egyes ¢, természetes orbitalok
populécidinak feleltethetok meg. A természetes orbitalok
teljes ortonormalt fiiggvényrendszert, azaz bazist alkotnak.
Betoltottségiik a Pauli-elv figyelembe vételével (zart héju
rendszerre) 0 és 2 kozott barmilyen értéket felvehet.
Kivalasztasuknal szempont, hogy az elektronstriség a
lehetd legkevesebb orbital kozott legyen elosztva. Ezt ugy
érhetjiik el, ha az elsd kivalasztott probaorbitalt varidcids
modon maximalizaljuk, majd ugyanezt elvégezziik az Ssszes
tobbi orbitallal, szem eldtt tartva, hogy mindegyik
ortogonalis legyen az dsszes tobbivel.

A természetes atomorbitdlok (NAO) { ;™) az ,A” atom
lokalizalt egycentrumos orbitaljai molekularis
kornyezetben.”> Jellemzdjiikk, hogy mind intraatomosan,
mind interatomosan ortogonalisak:

<¢J‘(A) | @iB)> = 5],1( 5A,B 2

Az egyes NAO-k populacioibol és a magtoltésbol (ZA)
szamithatok az egyes atomok parcialis toltései:

O,=2Z,~ zpé’” 3)

A természetes kotdorbitalok (NBO) természetes hibrid
orbitdlokbol (NHO) {h,} éallnak 0Ossze, melyek az
NAO-khoz hasonldan teljes ortonormalt fiiggvényrendszert
alkotnak. Az NHO-k az NAO-k linearkombinacioi az adott
centrumon:

hy =Y apl @)
k

Az egycentrumos NBO-k koziil az atomtorzsi orbitalok
jellemzden tisztan NAO karakteriek, mig a maganos parok
(LP) egy-egy normalt NHO-bol allnak elé. A kétcentrumos
NBO-k az egymashoz rendelt (,,egymas felé mutato”)
NHO-k linearis kombinaciojaval jonnek létre:

Q. =ah, +azh, ®)

Az a, és ap polarizacios koefficiensekre igaz, hogy a,° + az’
=1. Az ortogonalitds megodrzése miatt minden egyes kotd
NBO-t ki kell egésziteni egy ellentétes fazisu lazitd
NBO-val:

Q4 = aghy —ah, (6)

A lokalizalt NBO-k Osszessége az adott molekulara egy
Lewis-jellegi hatarszerkezetet (,,idealis Lewis-szerkezet”)
jelol ki.

Az NBO-k kozotti donor-akceptor kolcsonhatasok
kiszamitasa egyelektronos Hamilton-operator (azaz a Fock,
vagy DFT esetében a Kohn-Sham operator) segitségével
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torténik, NBO bazison. A diagonalis (vagyis perturbalatlan)
elemek az orbitdlenergidkat adjak meg:

&= <QI‘FQ/>’ g; = <Qj

ﬁQj) (7)
Az egyelektronos operator matrixreprezentacidjanak
diagonalistél eltérd elemeibdl a két orbitdl kozti
donor-akceptor kdlcsonhatds energidja szamithato ki:

(i)

8'/ —-&;

AE,,, ==2 (®)

Ha egy Lewis-tipust NBO-t a lehetséges perturbacios
kolcsonhatasok, ¢€s az azokkal kapcsolatba hozhatd
toltésatvitelek segitségével kiegészitjlik az 6sszes lehetséges
Qj* nem Lewis NBO-val, akkor eljutunk a természetes
lokalizalt molekulaorbitdlokhoz (NLMO), melyeknek
pontosan kétszeres a betoltottségilik, azaz egy-egy
elektronpart reprezentdlnak. Az &brdzolasuk (egy erre
alkalmas program segitségével) hasznos segitséget nyujthat
az egyes donor-akceptor kolcsonhatasokban résztvevo
elektronparok vizualizacidjahoz.

3. Eredmények

A Pt-foszfin-on-klorid rendszereket mind in situ [PtCly(P,)]
+ SnCl,, mind ’kipreparalt’ [PtCI(SnCl;)(P,)] (ahol P, két
monofoszfant, vagy egy difoszfant jelol) szoktak
alkalmazni. Bar a platinatartalmu katalizatorok aktivitasa
elmarad a roédiumtartalmu rendszerekétdl, jelentdségiik
mégsem elhanyagolhatd, elsésorban az aszimmetrikus
hidroformilezés teriiletén, a jo kemoszelektivitas, azaz a
hidrogénezett termékek csekély aranya, valamint szamos
esetben a jo enantioszelektivitds miatt.

Kokatalizatorként az on(II)-fluorid sikeres alkalmazasara is
taldlunk példat.?® A [PtCl,(P,)] + SnF,, rendszerek az
on-kloridos rendszerckhez képest kisebb Kkatalitikus
aktivitdssal, ugyanakkor Iényegesen jobb termikus
stabilitassal jellemezhetok. A rendszer masik el6nyds
tulajdonsaga az alacsony hémérsékleten elérhetd nagyobb
optikai hozam volt.

3.1. A katalitikusan aktiv species kialakulasa

Altalanosan  elfogadott, hogy a  Pt/Sn-katalizalt
hidroformilezési reakcio aktiv katalizatora a [PtH(SnCl;)(P,)]
komplex, mely az analég kloro-komplexbdl alakul ki, a
hidrogénnyomas hatasara. A [PtCI(SnCls)(P,)] prekurzor a
megfeleld dikloro-komplexbdl allithato elé az dn-halogenidnek
a Pt-Cl kotésbe torténd beékelodésével. A  beékelddés
mechanizmusat Rocha és Almeida szamolta MP2/HF elméleti
szinten” (a geometridkat a Hartree-Fock modszerrel
szamitottdk ki, majd az energiaértékeket a masodrendii
Mirller-Plesset szinten pontositottak) ¢és azt talaltak, hogy a
triklorosztannato-komplex kialakulasa igen kis aktivalasi
energiagattal megy végbe. Hasonld eredményre jutott
Wasserscheid ~ munkatarsaival®®  amikor a  cisz-
[PtC1(SnCl;)(PH3),] képz6dési mechanizmusat vizsgaltak DFT
modszerrel, a B3LYP hibrid funkcional alkalmazasaval. Azt
talaltak, hogy elsé Iépésben az SnCl, adduktot képez a

Pt-komplexszel, annak kloro ligandumjan keresztiil, és
ennek viszonylag jelent6s kotési energiaja (18,7 kcal/mol)
megmagyarazza, hogy a beékelddést leird atmeneti allapot
energiaja miért lehet kisebb, mint a kiindulasi allapoté, azaz
dikloro-komplex és az on-klorid energidjanak az Osszegéé
(3. Abra).

E rel [kcal/mol]
° 9 o
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S \
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7N ol —_— / |
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3. Abra. Az 6n(Il)-halogenid Pt-Cl kotésbe torténd beckelddésének
mechanizmusa. A fekete szinnel jelolt energiaértékek az 6n-kloridra
(28-es irodalom), a sziirkével jeloltek az on-fluoridra (sajat eredmények)
vonatkoznak. A relativ energidk az 6n-halogenid addukthoz viszonyitva
keriiltek feltiintetésre.

Az oOn(ID)-fluorid  beékelodését mi a  PBEPBE
stiriségfunkcional modszer segitségével vizsgaltuk meg.
Jelentds hasonlosdg figyelhetd meg az oOn-klorid tartalmu
rendszerrel, azonban a cisz-[PtCly(PH3),—SnF,] addukt
képz6dése még nagyobb energianyereséggel (23,0 kcal/mol),
ugyanakkor maga a beékelddés kisebb aktivalasi energiaval jar
(13,6 kcal/mol). Lényeges eltérés viszont, hogy a
cisz-[PtCI(SnF,CI)(PH;),] komplex energidja az addukthoz
képest alig alacsonyabb, mindossze 1,1 kcal a kiilonbség. A
kapott eredmény arra enged kdvetkeztetni, hogy az on-fluorid
beékelédése  nagyjabol  egyensulyi  folyamat, ami
megmagyarazza, hogy az NMR-spektroszkopia segitségével
miért nem talalunk jol definidlt [PtCl(SnF,CI)(P,)]
komplexeket.

3.2. Az o6n-halogenidek hatisa a Kkatalitikus ciklus
néhany lépése soran

A propilén Pt-monofoszfin—on-klorid rendszer altal
katalizalt hidroformilezését els6 izben Schwager és Knifton
vizsgalta részletesebben.'® DFT szamitasok segitségével mi
arra kerestiik a valaszt, hogy az elterjedt B3LYP funkcional
kozepes bazissal kombinalva alkalmas-e a kisérleti linearis
regioszelektivitas visszaadasara. Masrészt vizsgaltuk, hogy
mind az elagazo, mind a linearis butiraldehid izomerek
keletkezése milyen reakcidcsatornan keresztiil torténik.?
Abban az esetben, ha a reakcio egyik elemi 1épése (vagyis itt
az olefin koordinaci6 ¢és az azt kovetd beckelddés)
kinetikailag kontrollalt és irreverzibilis folyamat, ugy két
kivalasztott regioizomer koncentracid aranya az egyes
reakciocsatornak sebességi allandoibol, azok pedig az
aktivalasi szabadentalpiakbol hatarozhatok meg:
_AGH Anh
C_l = ﬁ = ¢ Ri = 67 R; (9)
c2 k, A%

e R1
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Az oldoészerhatds figyelembe vételével, katalizatorként
egyszeri cisz- és transz-[PtH(SnCl;)(PH3),] komplexeket
alkalmazva a linearis regioszelektivitasra 83% értéket kaptunk,
ami igen j6 egyezést mutat a 85%-os kisérleti adattal.

Az olefininzercids 1épés kitiintetett jelentdsége miatt gorcso
ala wvettik a kiilonféle hidrido-olefin  komplexek
elektronszerkezetét, hogy magyarazatot talaljunk azok
termodinamikai stabilitasban mutatkozé kiilonbségeire. A
komplexek alapvetéen két csoportra oszthatok, aszerint,
hogy a triklorosztannato ligandum ekvatorialis, vagy axialis
poziciot foglal el. A 4. Abran lathaté, propén ligandumot
tartalmaz6 adduktok esetében az ekvatorialis komplex
egyenetlenebb elektronsiirliség eloszlast eredményez a
Pt-C-C sikban. Ezen harom atom (vagyis a kozponti fém és a
két olefines szénatom) kozott minden esetben talalunk
gyutrtikritikus pontot, és ezek az axialis adduktokban
nagyjabol egyenld tavolsagra helyezkednek el a két Pt-C
kotésutvonaltol. Az ekvatorialis komplexekben azonban a
gyurtikritikus pontok joval kozelebb talalhatok az SnCly
ligandumto6l tavolabb es6¢ Pt-C tutvonalhoz képest. Az
elektronstiriiség torzulasaval Osszhangban, a
kotéstavolsagokban is valtozas figyelheté meg. A Pt-Sn
kotésutvonallal kisebb szoget bezard Pt-C kotés tavolsaga
kisebb, mig a tdvolabbié nagyobb lesz. A C-C kotéshossz
ugyanakkor csak elhanyagolhatdo mértékben valtozik.

(ekv.) = (ax.)

4. Abra. A triklorosztannat ligandumot ekvatorialis (balra), illetve axialis
(jobbra) pozicidban tartalmazoé [PtH(SnCls)(PHs)x(propén)] olefin
adduktok Laplace-térképe. A kotéstavolsagok L mértékegységben vannak
megadva.

Az NPA toltéseket Osszehasonlitvan az 6n atom esetében
nagyjabol azonos értékeket kaptunk, azonban a Pt kevésbé
pozitiv, a hidrid hidrogének viszont kevésbé negativak, ha az
SnCl;y ligandum ekvatoridlis helyzetben van. Ilyenkor
nagyobb eltérés mutatkozik a kétféle foszfan ligandum
(axialis és ekvatorialis) foszfor atomjanak parcialis toltése
kozott; az axialis P atomok pozitivabbak és gyengébben
koordinal6dnak, mint az ekvatorialisak.

Az olefin inzercios 1épést vizsgaltuk kiralis modell esetében
is. A szubsztratum sztirol volt, mig az optikailag aktiv
ligandum szerepét a 2,3-(difoszfano)-butan (chiraphosH)
toltdtte be.3® A reakciot benzol oldoszerben Consiglio és
munkatarsai vizsgaltak és elagazo regioszelektivitasra 62%,
mig enantioszelektivitisra 45% értékeket kaptak.’! Az
(R)-2-fenil-propanal keletkezett nagyobb mennyiségben. A
szamitasaink soran a PBEPBE funkcional segitségével
meghataroztuk az 0Osszes lehetséges atmeneti allapot
geometriajat és relativ szabadentalpiajat, majd a regio-,
valamint enantiszelektivitast a 9-es egyenlet szerint
szamitottuk ki. A PBEPBE geometridkon MP4(SDQ) szinten

is meghataroztuk az energidkat. Kiilondsen az ily modon
korrigalt értékek adtak igen jO egyezést a kisérleti
enantioszelektivitasra (47%), mig az elagazo
regioszelektivitas esetében a becslés kevésbé bizonyult
pontosnak (86%). Az eltérés oka az egyszertisitett modellben
keresendd, nevezetesen a kiralis ligandum fenil csoportjainak
elhagyasaban, mely a sztérikusan amiigy gatoltabb elagazo
atmeneti  allapotokra a valdsnal kisebb energiakat
eredményez. Az optikai hozamra adott kitind becslés viszont
arra enged kovetkeztetni, hogy a kirdlis indukcioért
elsésorban a ligandum véaza, nem pedig a foszforokon
talalhato fenil csoportok kiralis elrendezddése felelds.

AGF=21.0 AG¥=20.5 AGF=197 AGY =246
23.7 223 21.4 24.3
00 ', Q ‘
d D
10.8% 21.1% 62.2%
2.9% 19.7% 62.7%
TS-lin TS-S TS-R TS-R2

ocH @:P @®:Sn (O:Pt

5. Abra. A sztirol inzercijat leir6 dominans atmeneti allapotok
egyszertsitett szerkezete. Az aktivalasi szabadentalpiak kcal/mol
mértékegységben vannak megadva. Fekete szinnel a PBEPBE, mig
sziirkével a PBEPBE geometrian az MP4(SDQ) modszerrel korrigalt
értékek lathatok.

Az 5. Abran a dominans (legalacsonyabb energiaju) atmenet
allapotok lathatok, melyek egyenként a linearis, az (S) és az
(R) reakciocsatornakat jelolik ki. Feltind, hogy ezek
mindegyikénél ekvatorialis pozicioban helyezkedik el a
triklorosztannato ligandum. Ha pl. a TS-R atmeneti allapotot
Osszehasonlitjuk, az analdg, am az SnCl; ligandumot axialis
helyzetben tartalmazd TS-R2 atmeneti allapottal, akkor
lathatjuk, hogy utobbi érezhetden kisebb termodinamikai
stabilitassal rendelkezik. Ha az elektronszerkezetben
mutatott kiillonbségeket a Bader-analizis segitségével
megvizsgaljuk (6. Abra), akkor azt tapasztaljuk, hogy a
TS-R2-ben kotéstutvonalat talalunk a platina és mindkét
olefines szénatom kozott, mig a TS-R esetében nem. Ez
Osszhangban van a TS-R atmeneti allapotban megfigyelhetd
nagyobb Pt-C kotéstavolsagokkal is. Az ekvatorialis
triklorosztannat tehat nagyobb mértékben képes aktivalni a
koordinalt olefineket, csdkkentvén igy a hidridvandorlas
energiagatjat.

« Kotéskritikus pont
TS-R « Gyiiriikritikus pont TS-R2

6. Abra. A TS-R és TS-R2 4tmeneti allapototokra kapott kétéstitvonalak,
a kotés- és gytiriikritikus pontok feltiintetésével.

A hidroformilezés katalitikus ciklusanak fontos 1épése az
oktaéderes dihidrido-komplexekbdl kiindulé reduktiv
elimindcio, mely aztan az aldehid termékekhez vezet.
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Ismeretesek olyan esetek, amikor nem az olefin inzercio,
hanem a végsé reduktiv eliminaci6 a reakcid
sebességmeghatarozd 1épése.>> Nem meglepd, hogy a
jelentdsége van az egyes komplex izomerek stabilitasara és
az aldehid eliminacio sebességére. A monofoszfanokat
tartalmazé modell esetében ugy taldltuk, hogy azon
dihidrido-komplexek jatszanak Iényeges szerepet a
reakciomechanizmusban, ahol az SnCl; ligandum az acil
csoporthoz képest transz helyzetben talalhato. A 7. Abran
lathato, a propén hidroformilezése soran keletkezd linearis
acil komplexek esetében példaul a transz komplex
stabilitdisban mutatkozé elénye 13,9 kcal/mol a cisz
komplexhez képest. A nagyobb stabilitas feltehetdleg annak
koszonhetd, hogy az acil csoporthoz viszonyitott transz
pozicié kiegyensulyozottabb toltéseloszlast eredményez,
ahogy ez az NBO szamitasok alapjan megallapithato.

(transz)

7. Abra. Oktacderes Pt-dihidrido-acil komplexek szamitott szerkezete. A
kotéstavolsagok L mértékegységben vannak megadva. Az NBO
modszerrel szamitott parcialis toltések dolt betiikkel vannak jeldlve.

sy

kiralis difoszfint tartalmazé rendszer reduktiv eliminacios
Iépésében is. Amennyiben mind az acil csoport, mind a
triklorsztannato ligandum elhelyezkedése ekvatorialis, ugy a
dihidrogén oxidativ addiciéja joval kisebb energiagattal
megy végbe, és a keletkezd dihidrido-komplex is 9,0
kcal/mol-lal stabilisabb az axialis acil ligandumot tartalmazo
komplexhez viszonyitva (8. Abra).
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8. Abra. Az elagazo (R)-2-fenil-propanalhoz vezetd dihidrogén addicios,
majd reduktiv eliminacios lépések mechanizmusa. A szabadentalpia
értékek kcal/mol-ban vannak megadva.

Az aldehid reduktiv eliminacids lépés harom atmeneti
allapoton keresztiil mehet végbe. Az egyik lehetséges
esetben az acil csoport axialis helyzetben van, és ez reagal az
egyik hidriddel. A masodik reakciout az ekvatorialis acil és
az axialis hidrogén kozott zajlik le. Végiil, messze a
legkedvezobb eset, amikor mindkét tavozd csoport a
triklorosztannato  ligandumhoz  képest  ekvatorialis
helyzetben van.

3.3. Az SnX; ligandum transz-hatasa: NBO
szamitasok

A triklorosztannat ligandum platina-foszfan kompexekben
betdltott specidlis szerepére mar igen koran, a 60-as években
felfigyeltek. Chatt ¢és Shaw 1962-ben kiilonbozd
transz-[PtHX(PEt;),] komplexeket karakterizalt a Pt-H
kotés vegyértékrezgése alapjan.’3 Megallapitottdk, hogy az
SnCl; az erdsebb transz-hatast ligandumok kozé tartozik,
mivel az X=CI esethez képest a karakterisztikus rezgés
alacsonyabb hullamszdmnal volt megfigyelhetd. A Pt-H
kotés er6allanddjanak csokkenésére szemléletes
magyarazatot kaphatunk az NBO modszer segitségével. A 9.
Abran a  transz-[PtHX(P),] komplexekre jellemzé
donor-akceptor kolcsonhatast lathatjuk, mely az 6n maganos
péarja és a 6 .y lazitdé NBO kozott jon létre. A szdmitasok
egyszerlsitése végett foszfan ligandumként a PH; szerepel,
mig az SnXj ligandumok koziil a triklorosztannaton kiviil
vizsgaltuk az SnF, beékelddésével keletkezd SnF,Cl-t is,
melynek jelentdségét a nagyobb termikus stabilitds és
potencialisan a jobb elérhetd szelektivitas adja.?

O

NLMO ns,

NBO ns, — Ok

9. Abra. A trihalogenosztannat ligandum s-donor kélcsénhatasat
reprezentalo elektronpar (természetes lokalizalt molekula orbital — balra),
illetve a maganos par és a s'punr NBO-k kézotti atfedés a
transz-[PtH(SnF,Cl)(PH;),] komplexben.

A transz-hatasért leginkdbb felelds ng,—>G p.y kolcson-
hatashoz igen jelentds stabilizacios energia rendelhetd hozza (1.
Tablazat, utolsé sor). Az SnF,Cl ligandum esetében szamitott
kolcsonhatasi energia meghaladja az SnCl; esetében kapott
érteket, és mindketté nagyobb, mint a kloro ligandumra kapott
DE. A donor-akceptor kélcsonhatast reprezentalo elektronpart
az ng, NBO-bdl szdrmaztathatdé NLMO jeleniti meg, melyen
markénsan latszik a dominans akceptor palya, azaz a s"p.yy
szerepe.

A kolcsonhatasi  energidkban mutatkozo  kiilonbség
Osszhangban van a szamitott n(Pt-H) hullamszamokkal, a
Pt-H kotéstavolsagokkal, valamint a természetes atomorbital
bazison szamitott Wiberg kotésindexekkel (WBI). A hidrido
ligandum ¢és a platina kdzponti atom parcidlis toltései is
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egyértelmii tendenciat mutatnak, mivel az erésebb
donor-akceptor kolesonhatas kovetkezménye az
elektronstiriség hangsulyosabb atvitele az X ligandumtol a
Pt és a H atomok felé. A hidrid karakter az egyre nagyobb
transz-hatassal egyiitt igy a CDhSnCl;»SnF,Cl sorrendben
egyre erésebbé valik, ami magyarazatot adhat a katalitikusan
aktiv  hidrido-komplexek  reaktivitasban = mutatkozo
kiilonbségére is.

1. Tablazat. A H-Pt kotés erésségének jellemzésére szolgalo paraméterek
a transz-[PtHX(PH;),] komplexekben.

X=Cl X=SnCl; X=SnF,Cl
r(Pt-H) (A) 1,590 1,608 1,614
v(Pt-H) (em™) 2139 2062 2035
q(th) -0,007 -0,131 -0,151
q(PY) 0,113 0,128 0,152
WBI 0,594 0,482 0,460

AE, s (kcal/mol) 90,2 673,6 1306,1

Koszonetnyilvanitas

A szerzd kdszonetet mond a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij
programnak és az OTKA K113177 projektnek az anyagi
tdmogatasért.
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The role of tin-halides in platinum-catalyzed hydroformylation

The hydroformylation or oxo reaction, discovered by Otto
Roelen' is the transition metal mediated formal addition of
carbon monoxide and dihydrogen to the double bond of an
alkene. It is one of the most versatile methods for the
functionalization of C=C bonds and therefore can be considered
as a very robust synthetic tool. Substituted alkenes afford at least
two aldehyde isomers. Prochiral olefins provide a racemic
mixture of chiral aldehydes when achiral catalyst is used. By
utilization of chiral catalysts enantioselectivity can be achieved
(Fig. 1). Asymmetric hydroformylation is of great interest for the
pharmaceutical and agrochemical industry, since the demand for
enantiomerically pure products is constantly increasing. For
instance, the hydroformylation reaction of vinyl aromatics may
give rise of intermediates toward optically active functionalized
2-arylpropanoic  acids, which serve as nonsteroidal
anti-inflammatory agents. A wide variety of transition metal
complexes may serve as catalyst for hydroformylation, with
cobalt, * rhodium,** platinurn,7 and iridium® central atoms. The
platinum/tin-catalyzed hydroformylation of alkenes was first
reported in the literature by Hsu and Orchin'’ in 1975, and
Schwager and Knifton'® in 1976. Soon, the Pt-containing
catalytic systems were successfully applied for asymmetric
hydroformylation employing various chiral phosphanes.
Remarkable enantioselectivities were reported both for
“preformed” PtCIl(SnCl;)(diphosphane) catalysts and for in situ
PtCl,(diphosphane) + tin(II) chloride systems. Apart from SnCl,,
tin(II)-fluoride was also successfully employed as cocatalyst.*®
It is generally accepted, regardless of which metal is centered in
the catalyst, that the initial step of hydroformylation is the
coordination of the olefin onto the hydrido complex, which is
usually formed when the precursor reacts with H, under
hydroformylation conditions. The formation of the alkyl
complex via migratory insertion followed by CO addition and
insertion, then the oxidative addition of H, onto the acyl
complex and the reductive elimination resulting in the initial
hydrido complex and the aldehydes as products.

The goal of this study is to give an insight into the electronic
structure of platinum-tin complexes and its impact for the various
elementary steps of hydroformylation, such as the formation of the
active catalyst, the olefin insertion of the reductive elimination of
aldehyde. For the computational studies Natural Bond Orbital
(NBO) analysis™ and the quantum theory of atoms in molecules™
(QTAIM) by Bader were employed.

It is assumed for Pt/Sn catalyzed hydroformylation, that the active
catalyst is complex [PtH(SnCl;)(P,)] (where P, stands for
diphospane or two monophosphanes) which forms from the
analogous chloro complex under hydrogen pressure. The precursor
[PtCI(SnCl3)(P,)] is either pre-prepared or can be generated in situ
from [PtCI(SnCl;)(P;)] and SnCl, via the insertion of tin(Il)
chloride into the Pt-Cl bond. The mechanism of SnF, insertion into
the Pt-Cl bond in complex [PtCl,(PH3),] has been investigated by
means of DFT calculations employing the PBEPBE functional.
The formation of the adduct was found to be a rather exothermic
process with somewhat higher interaction energy found for the
insertion of SnCl, by Wasserscheid and co-workers.”® The barrier
for the insertion is similar for the two tin-halides, however, the
formation of complex [PtCI(SnF,CIl)(PH;),] is almost an
equilibrium process, which is not a case for the [PtCl,(PH;),] +
SnCl, — [PtCI(SnCl;)(PH3),] reaction. This observation might
explain why no Pt-CISnCIF, complex has been detected by NMR
spectroscopy.

The mechanism of Pt/Sn catalyzed propene hydroformylation®
and asymmetric styrene hydroformylation® was investigated by
us previously, employing DFT methods. The regioselectivity
and the enantioselectivity were found to be determined in the
olefin migratory insertion step in both cases. The estimated
regioselectivitiy for the Pt-bis(monophosphine) system, based
upon the computed relative rates of the individual reaction
channels (83%), revealed an excellent agreement with the
experimental ones reported by Schwager and Knifton (85%)."®
For the chiral system, which was intended to model the
Pt-chiraphos system employed by Consiglio and co-workers,”'
an enantiomeric excess of 47% was computed agreeing
reasonably with the experimentally determined value of 45%.
Our results suggested that the enantioselectivity is determined
by the chiral backbone of the Pt-diphosphine moiety, rather than
the chiral arrangement of the phenyl groups attached to the
phosphorus atoms.

The QTAIM analysis revealed ring critical point in all Pt-olefin
complexes with more pronounced distortion in the electron density
distribution for complexes where the SnCl; ligand accommodates
the equatorial position (Fig. 4.). The energetically more preferred
transition states for the asymmetric model possess SnCl; in
equatorial position as well with increased Pt-C distances.
Moreover, no bond path can be observed between platinum and the
internal olefinic carbon atom whereas Pt-C interactions are notably
stronger for the higher energy transition states, where SnCls is in
axial position (Fig. 6).

The position of the SnCl; ligand is profound for the barrier of the
aldehyde reductive elimination step. The frans arrangement with
respect to the acyl group results in a more even electron density
distribution (Fig. 7). The preferred pathway for the oxidative
addition of H, and the reductive elimination of the aldehydes is
found to be the one when the arrangement of the hydrogen atoms is
perpendicular to the Pt-C,,; bond (Fig 8). The dominant route for
the aldehyde elimination involves the diphosphane ligand with
axial-equatorial arrangement and the equatorial SnCl; trans to the
hydride ligand migrating to the acyl carbon.

The role of trichlorostannate was the subject of various studies
even in the early 60s. Based on IR studies, measuring the Pt-H
stretching frequency, Chatt and Shaw characterized a number of
complexes of the trans-[PtH(X)(PEt;),] type and found that SnCl;
has a moderately strong trans-influence.” The decrease of the
force constant of the Pt-H bond can straightforwardly be
interpreted by means of NBO calculations. Fig. 9 depicts the
donor-acceptor interaction characteristic for frans-[PtH(X)(P,)]
complexes taking place between the lone pair of tin and the
antibonding 6*p.y NBO. The Ng,—>0 py interaction accounts for
the trans influence and it can be associated with a high stabilization
energy. The interaction energy is the highest for ligand SnF,Cl
(1306.1 kcal/mol) followed by SnCl; (673.6 kcal/mol) and it is
much lower for the complex containing the chloro ligand (90.2
kcal/mol). This tendency is in accord with the structural (Pt-H
distance) and IR (n(Pt-H)) descriptors as well as with the decrease
of the Pt-H Wiberg bond index in the order of SnF,Cl—-SnCl;—Cl
(see Table 1). The stronger the s-donor ability, the higher the
electron density which is transferred from the lone pair of tin
towards the H and Pt atoms which is in line with their more
negative partial charge. The more pronounced hydride character in
complex trans-[PtH(SnF,Cl)(PH;),] might provide an explanation
for the change of reactivity and selectivity for the tin(II) fluoride
containing systems.
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1. Bevezetés

A ,Ritka(fold)fém” kutatocsoport feltehetéen a Debreceni
Egyetem Kémiai Intézetének egyik leghosszabb ideje
azonos  témateriileten  dolgozd, a  ritkafoldfém-
aminopolikarboxilat komplexek koordinacids kémiajaval
foglalkozd egysége. Az 1960-as ¢években még a
ritkafoldfémek ioncserés elvdlasztasa jelentette a fo célt,
amit 1980 utdan inkabb az orvosi képalkotas fontos
modalitasanak, a magneses rezonancias képalkotasnak
(MRI) a kontrasztanyagaként elterjedt Gd**-vegyiiletek
vizsgalata kdvetett. A Magyar Kémiai Folyoirat hasabjain és a
Magyar Kémikusok Lapjaban rendszeresen publikaltunk
kutatasi eredményeket és Osszefoglald attekintéseket! és a
félévszazad fontosabb eredményeit ebben a cikkben és az
abban idézett irodalmakban talalhatja meg az érdeklédo olvaso.

Munkank célja a fémkomplexek eldallitasa és fizikai-kémiai
jellemzése a koordinacios kémia eszkozeivel. Ez tobbnyire a
ligandumok szintézisét, a fémkomplex oldatban és/vagy
szilard formaban valo eldallitasat, az egyensulyi allandok
meghatarozasat, a szerkezet vizsgalatat, a képzodés ¢és a
bomlas kinetikdjanak tanulmanyozasat jelenti, amit
esetenként specialis tulajdonsagok (pl. a paramagneses
hatast  jellemzO  adatok, fotofizikai  paraméterek,
oldékonysag) mérése is kiegészit. A ritkafoldfém ionok
(Ln*") mellett vizsgalataink gyakran kiterjednek az emberi
szervezetben el6forduld  (esszencialis) kationok  ¢és
(endogén) anionok komplexeire is. Ujabban jelentdssé
valtak szamunkra is az alternativ MRI kontrasztanyagoknak
tekinthetd Mn?*-komplexek, de dolgozunk olyan elemek
fémkomplexeivel is — nem radioaktiv izotopokat hasznalva —
amelyeknek sugarzé izotopjai a radiodiagnosztikaban
(Single Photon Emission Computer Tomography, SPECT,
Pozitron Emission Tomography, PET), vagy a
radioimmunoterapiaban (RIT) birnak egyre ndvekvd
fontossaggal. Az integralt alkalmazas, a diagnosztika és a
terapia egylittes megvalodsitdsa az un. teragnosztika ma mar a
vilag néhény vezetd korhazéban napi gyakorlat.?

A jelen attekintés, ami a ,,Napjaink koordinacios kémiaja”
tudomanyos iilésen (T6th, I., MTA, 2015. NOVEMBER 11.)
elhangzott, a csoportnak az elmult fél évtizedben elért
eredményeit veszi szamba, tartalmazva az egyiittmikodo
partnereink jelentds hozzéjaruldsat is: Prof. A. Dean Sherry
(University of Texas at Dallas, Richardson, TX, USA), Dr.
Kovacs Zoltan (University of Texas Southwestern Medical

Center, Dallas, TX, USA), Prof. Dr. Mark Woods (Portland
State University és Oregon Health Sciences University,
Portland, OR, USA), Prof. Dr. Carlos Platas-Iglesias
(Universidade da Coruna, A Coruna, Spanyolorszag); Prof.
Dr. Jakab-T6th Eva (Centre de Biophysique Moléculaire,
Orleans, Franciaorszag), Prof. Dr. Silvio Aime (University
of Turin, Olaszorszag), Prof. Dr. Mauro Botta (Universitf
degli Studi del Piemonte Orientale “A. Avogadro”,
Alessandria, Olaszorszag), Prof. Dr. Raphaél Tripier
(Universite de Bretagne Occidentale, Brest, Franciaorszag),
Prof. Dr. Goran Angelovski (Max Planck Institute for
Biological Cybernetics, Tiibingen, Németorszag), Dr.
Christian Vanasschen (Forschungszentrum Jiilich Research
Center, K6ln, Németorszag), mig az ipari partnerek koziil a
Dr. Alessandro Maiocchi és Dr. Fulvio Uggeri altal képviselt
Bracco Imaging SpA-t, (Milano, Olaszorszag) tartjuk
fontosnak kiemelni.

2. MRI kontrasztanyagok

A modern orvosdiagnosztikai képalkotd eljarasok 6
feladata, hogy nem invaziv modon informaciot
szolgaltassanak az emberi testrdl, illetve az €16 szervezetben
lejatsz6dd  folyamatokrol. Az MRI  vizsgalatoknal
paramagneses anyagokat (komplexek, fémoxidok, stb.)
alkalmaznak kontrasztanyagként, amelyek koziil a Gd**-ion
és komplexei valtak piacvezetévé az elmult 30 évben.® A
Gd**-alapti kontrasztanyagok sikertdrténetét két dolog is
bearnyékolja. Az egyre novekvd szdmu kontrasztanyagos
vizsgalat hatdsara folyamatosan né az ivovizek Gd-tartalma,
ami a nagyobb diagnosztikai kozpontok kornyezetében
pozitiv Gd*'-anomalia néven valt ismertté.* Sokkal
komolyabb problémat jelentett viszont a 2000-es évek elején
Nefrogén Szisztémas Fibrozis (NSF) néven ismertté valt
betegség, amiért a csokkent vesefunkcidji vagy
transzplantacio el6tt allo paciensek esetében, a szervezetbdl
vald lelassult kiiiriilés eredményeképp, a nyiltlancu
ligandumok komplexeibdl felszabadulo toxikus Gd*" tehetd
feleléssé.”> Alkalmazasi iranyelvek bevezetésével az NSF
betegséget ugyan sikeriilt visszaszoritani, de a torténtek
hatasara egyrészt a kimagasloan inert Gd**-komplexek
keresése Ujabb lendiiletet vett® masrészt az esszencialis
fémionokra  épiilé  (Mn2*,  Fe*, Fe*',  stb))
kontrasztanyag-kutatds is érezhetéen megélénkiilt.” Az
elmult 1-2 évben ugyanakkor olyan eredmények keriiltek
napvilagra amelyek azt bizonyitjak, hogy egészséges
vesefunkcidju  paciensek  esetében is  tOrténhet

* Tel.: +36-52-512900/ ext. 22371 ; fax: +36-52-518-660 ; e-mail: imre.toth@science.unideb.hu
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Gd(IIT)-visszamaradas/felhalmozodds,  amennyiben a
betegek tobbszori kontrasztanyagos MR vizsgalaton esnek
4t.8 Ezen figyelmeztetd tapasztalatok a szervezet altal jobban
toleralt paraméagneses fémionokra (pl. Mn”") alapozo
kontrasztanyagok kutatasara helyezik a4t a hangsulyt,
amellyel a 2.2 fejezetben foglalkozunk részletesebben.

2.1. Gd-alapu komplexek

Célunk a jelenleg kereskedelmi forgalomban 1évd
Gd(III)-alapu kontrasztanyagokénal jobb fizikai-kémiai
mutatokkal rendelkez6 komplexek kifejlesztése. Ennek
alapvetd eszkdze a ligandumok szerkezetének céliranyos
modositasa. Egy masik fontos célkitlizésiink a jelenleg
forgalomban 1évé komplexek kinetikai tulajdonsagainak
részletes vizsgalata, a bioldgiai rendszerekben lejatszodo

.....

megértése.

2.1.1. Az oldallancok alfa-szénatomjan metilcsoportokat
tartalmazé makrociklusos ligandumok

Az oktadentat DOTA ligandumot a diagnosztikai és terapias
alkalmazasok ,arany standard"-jaként emlegetik a
komplexei kiemelked6en nagy stabilitasa és inertsége miatt,
de a szerkezetileg analdég, az acetat oldallancok
alfa-szénatomjan metilcsoportokat tartalmazé6 DOTMA
komplexek fizikai-kémiai paramétereit korabban alig
vizsgaltak.

Munkank soran a DOTMA ligandum ¢és szarmazékai egyes
endogén (Ca%*-, Mg?*-, Cu?*- ill. Zn**-) és Ln>*-ionokkal
képz6dé komplexei egyensulyi és kinetikai (képzddés-,
bomlas-, ill. olddszercsere) jellemzését végeztiik el. Ezen tal
a szabad ligandum, a kétszeresen protonalt Cu>*-komplex,
ill. a Gd**-ionnal képz8dé kelat szerkezetét is sikeriilt szilard
fazisban rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozni. Az
eredményeink azt mutatjdk, hogy: 1. a ligandum
donoratomjainak a bazicitasa a metilcsoport hiperkonjugativ
elektronkiild6 hatasanak eredményeként nagyobb a
szerkezetileg analdg DOTA komplexképzd esetében
tapasztalt értékektdl, és a 4. protonalddasra jellemzd
1épcsdzetes allandd nagyobbnak adddik az dsszes vizsgalt
ionerésség mellett (0,15 M NaCl, 1,0 M KCl, ill. 1,0 M
MeyNCl), mint a log K5, amit a ligandum protonalodas
hatasara bekovetkezo konformacio-valtozasaval
értelmeziink. 2. a komplexek stabilitisa a Cu®*-ioné
kivételével az dsszes vizsgalt fémion (K*, Na*, Ca®*, Mg?",
Mn?*, Zn?*, Ce’*, Eu*, Gd3" és Yb>™) esetében kisebb, mint
a megfelel6 DOTA komplexeké, ami a komplexképzd
metilcsoportjai  sztérikus hatdsdnak tudhato be.’ 1 A
Cu®*-ion esetében tobb fiiggetlen modszer segitségével
(kdzvetlen, ill.  ligandumkompeticiés  UV-lathato
spektrofotometria és ESR spektroszkopia) igazoltuk, hogy
az irodalomban mas makrociklusos ligandum (pl. DOTA,
DOTAM, stb. 1. abra) esetére publikalt stabilitasi allandok
korrekciora szorulnak. Ez azt is jelenti, hogy Cu?-ion
esetében is a DOTMA-komplex a kisebb stabilitasu. A
[Cu(DOTAM)]** tetragonalis piramisos szerkezeti,
amelyben a Cu’-iont a makrociklus nitrogénatomjai és egy
kloridion koordinalja.'®

Bl Rl X

RZOC/\N/ W TCOR, |
HO,C, N CO,H

[ j N N—
R,0C—/ N\_/N\./CORZ R K,de R

hl §1 A C
DOTA (R,=H, R,=OH) R COM

DOTMA (R,=CH;, R,=OH), PCTA (R=H)
PCTMA (R=CHj)

DOTAM (Rl =H, R2=NH2),

HOZC/( N\ )\COZH HO,CN/ \ /~CO,H

) ()
HOZC\(N\ '/’N\/COZH Ho,c— NN\ coH
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5-555-NB-DO3MAA S5-RRRR-NB-DOTMA

1. Abra. Az acetat oldallancok alfa-szénatomjan metilcsoportokat
tartalmazé makrociklusos komplexképzok

A [Cu(H,DOTMA)] kétszeresen protonalt komplexben az
egyik proton a makrociklus nitrogénatomjat, a masik pedig
egy karboxiltcsoportot protondl, ami a Cu?’-ionra nézve
siknégyzeteshez kozeli geometriat eredményez. Ez [ényeges
kiilonbség a Cu,DOTA-4H,0- és a H,CuDOTA-komplexek
[Cu(DOTA)]* -egységeiben  tapasztalt  geometridhoz
viszonyitva,'' ahol a fémiont koordinalé donoratomoknak
oktaéderes az elrendezddése. 3. A ritkafoldfém(III)-
komplexek esetében az oldatban Ilehetséges négyzetes
antiprizmas (NAP) és torzult négyzetes antiprizmas (TNAP)
izomerek kozil tilnyomoéan a TNAP izomer fordul el
([GA(DOTMA)(H,0)]  esetében szilard fazisban is), ami
nagyobb Gd-H,O kotéstavolsaggal ¢és  kozel egy
nagysagrenddel nagyobb vizcseresebességgel rendelkezik,
tehat a kontrasztanyagként ez az értékesebb izomer. 4. A
vizsgalt  [Ln(DOTMA)]-komplexek  képzddése a
DOTA-komplexek esetében leirtakhoz hasonléan tSbb
egymast kovetd 1épésben megy végbe, de tobb mint két
nagysagrenddel lassabban. 5. Az [Ln(DOTMA)]-
komplexek savkatalizalt disszociacidja a megfeleld
[Ln(DOTA)(H,0)]-komplexekhez mérten 30-400-szor
lassabb. Osszegezve, a DOTMA ligandummal képz3dd
Ln3"-komplexek ~stabilitisa kisebb és lassabban is
képz6dnek, mint a megfelel6 DOTA komplexek, amit
ellenstilyoz  a [Ln(DOTMA)]-komplexek  nagyobb
inertsége, ill. a Gd*'-kelat [Gd(DOTA)]-komplexszel
megegyezo, jo relaxivitasa.” 12

A bifunkcios S-SSS-NB-DO3MAA ¢és S-RRRR-NB-DOTMA
komplexképzok az Ln*'-ionokkal oldatban kiilénbdzé
izomereket képeznek. Az §-SSS-NB-DO3MAA
komplexképzdvel kizdroan TNAP izomer képzddott, mig az
S-RRRR-NB-DOTMA esetében a NAP izomer oldatbeli
megjelenésével kell szamolni (tehat a két izomer kozott
fennall6 dinamikai egyenstly megszintethetd). Ezek alapjan
lehetdségiink nyilt két nagyon hasonlé szerkezet(i ligandumra
nézve az egyes NAP ¢és TNAP izomer komplexeik
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stabilitdsat, képzodési-, €s bomlas-kinetikai paramétereit
meghatarozni egyazon fémion esetére. A tisztan tudomanyos
eredményeken tul ez egy eddig nem ismert 0j ,,eszkozt”
szolgaltat a Ln*"-komplexek stabilitasanak, képzddési- és
bomlaskinetikai paramétereinek a hangoldsara is. Ezt a sikert
némiképp bearnyékolja az a tapasztalatunk, hogy a
makrociklushoz kotott para-nitrobenzil-csoport miatt a
komplexképzddés soran regioizomerek is képzdodtek (amit
korabban is tapasztaltak, de racememizacioval értelmeztek),
ami aztdn az izomerek HPLC technikdval torténd
elvalasztasat teszi sziikségessé.!?

1.1.1.2. A PCTMA ligandumot (1. 4dbra) a PCTA" és
DOTMA® ligandumokkal kapott eredményeink alapjan
terveztiik meg, és piklén, ill. az L-tejsav-metil-észterének
triflatja kozotti reakcidban keletkez6 észter
szappanositasaval allitottuk eld.'* A PCTMA ligandum
Mg?*-, Ca®*-, Mn**-, Zn>*- és Cu*'-ionokkal képzddd
komplexei oldategyensulyat mononuklearis komplexekkel
tudtuk leirni, a Mg?"-ion esetében tisztan ML, a Ca®>"-ionnél
ML ¢és MHL, mig a tovabbi fémionok esetében MH,L
komplexek képzdddsével is szamolni kell, de vegyes
hidroxido-komplexek képzddését egyik rendszer esetében
sem tudtuk kimutatni. A Mg?" és Ca®" ionok esetében a
megfeleld6 PCTA komplexeknél valamivel kisebb stabilitdsu
komplexek képzddtek, a Zn>"- és Mn?"-ionok esetében a
stabilitas 6sszemérheté. A Cu®*-komplexek esetében tobb
nagysagrenddel nagyobb a stabilitdsi allandd, amit csak
spektrofotometrias modszerrel sikeriilt meghataroznunk (log
Kicupetmay=23,93(0,09) vs. log Kicypcray=18,79). A
Gd**-ionnal végzett relaxometrids kisérleteink alapjan log
KiGa1j=20,68(2), ami 0,3 log K egységgel nagyobb, mint a
[GA(PCTA)]-komplexre kapott érték. A [Gd(PCTMA)]
relaxivitdsa 8,51 mM's™! (25 °C-on és 20 MHz-en), ami
kozel a dupldja a klinikai gyakorlatban legjobbnak vélt
kontrasztanyag, a [Gd(DOTA)(H,0)], relaxivitasanak, ill.
nagyobb az Osszes kereskedelmi forgalomban 1évé
Gd**-alapti  4gens relaxivitas értékénél. Ez az adat
vérszérumban 8,15 mM-!s™! értékre csokken, ami a komplex
és a szérum komponenseinek a kolcsonhatasara utal. A
vizsgalt bioligandumok koziil a laktationnal tapasztaltuk a
legstabilabb vegyeskomplex képzddést. A
[Gd(PCTMA)(H,0),]-komplex nagy relaxivitasa a kdzponti
fémionhoz két vizmolekula koordindcidjanak (amit
lumineszcencias modszerrel tamasztottunk ald), ill. azok
gyors cseréjének (ezt "O-NMR modszerrel igazoltuk) az
eredménye. A [Gd(PCTMA)(H,0),]-komplex savkatalizalt
savkoncentracié tartomanyban k,;=(1,40+0,06)'10> M-!s,
Ez megkozeliti [GA(DOTA)]-komplexre ko6zolt
(k,=8,4"10 M!s"!, ill. £,=1,8"10"° M!s"!) adatokat, és tobb
mint egy nagysagrenddel kisebb a PCTA ligandum
Eu’*-komplexe esetében tapasztalt értéknél (k;=5,1'10"
Mg ), 131516 Hasonloé  kdvetkeztetésre jutottunk a
Mn?*-komplex vizsgélatakor is, bar ebben az esetben a
sebességi allandd értékében tapasztalt csdkkenés kisebb
mértékii, mindossze kétszeres. A [Gd(PCTMA)]-
komplexszel végzett képzddéskinetikai vizsgalataink

ugyanakkor ramutattak a PCTMA ligandum egy kevésbé
elényos tulajdonsagara is: a komplex képzdodési sebessége
kisebb a DOTA komplexénél. Ezek alapjan a PCTMA
komplexképz6 jol ,,6tvzi” DOTMA és PCTA ligandumok
tulajdonsagait, és a [Gd(PCTMA)] a fizikai-kémiai jellemzoi
alapjan képes felvenni a versenyt a [Gd(DOTA)]-alapt
Dotarem MRI kontrasztanyaggal.

2.1.2. Nyiltanci EDTA-szarmazékok szerkezetének
hatisa a Ln*'-komplexeik oldategyensiilyara és
inertségére

Az elmult években nagyszamu EDTA szarmazékot
vizsgaltunk (ezek egy része a kereskedelmi forgalomban is
kaphatd, de néhanyat mi magunk is eldallitottunk),
amelyekben az EDTA két imino-diacetat-csoportjat (IMDA)
0sszekotd  etilénhidat  formalisan  kiilonbozo,  akar
donoratomokat is tartalmazé ,,egységgel” helyettesitettiik
(pl. foszfinatcsoport (BIMP), metilhidrazin-csoportokat
tartalmazo piridin egység (HYD), éteres oxigén (OBETA),
geminalis helyzeti  metilcsoportok (DMPDTA),
cisz-izoforon-diamin (cisz-IPDTA)).!72! Ezaltal ralatasunk
van az emlitett csoportok ¢és a képzodé komplexek
fizikai-kémiai sajatsagai kozotti osszefliggésekre, amik igen
hasznosak 1) komplexképzék (akar makrociklusos
ligandumok) tervezésekor és eldallitasakor.

Az egyensulyi vizsgalatok szerint a képzodd komplexek
stabilitasa csokkent, amennyiben az IMDA-csoportokat
0sszekoto egység nem tartalmazott koordinalédé donoratomot
és ezzel parhuzamosan nétt a ligandum kétmagva komplexek
képz6dbsére valod hajlama is (DMPDTA és cisz-IPDTA).!7-18
Az cisz-izoforonszarmazék esetében ez a csokkenés még
szamottevobb, ami arra az ismert tényre utal, hogy az
IMDA-csoportok kozotti dsszekotdelem elérendezettsége és
,hossza” nagymértékben befolyasolja a képz6ddé komplexek
stabilitasat. A lancban donoratomot tartalmazo komplexképzék
esetében a foszfinatcsoport IMDA-csoportok kozé torténd
Hllesztése” a BIMP komplexek esetében nem javitja a
ligandum  komplexképzé — sajatsagait. (A Ln**-ionok
komplexeinél pl. a megfelel6 [Ln(EDTA)]-komplexhez képest
kisebb stabilitas a jellemzd, és megjelennek a kis stabilitast (log
K=3,0-3,5) kétmagvii komplexek is).1? Az
[Ln(BIMP)]*-komplex savkatalizdlt bomlésara jellemzd
sebességi allandd kisebb, ugyanakkor a fémion kozvetlen
tamadasaval lejatszodo reakciora jellemzo sebességi egyiitthatd
nagyobb, mint azt a megfelel [Ln(EDTA)]-komplex esetében
tapasztaltak, de Osszességében a Cu?-ionnal lejatsz6do
cserereakciok nagyon gyorsan jatszodnak le, és csak a
,.stopped-flow” technikdval kovethetdk.!” A koordindlodo
éteres oxigénatomnak koszonhetben viszont az OBETA
ligandummal képz8d6 Ln**-komplexek stabilitisa és inertsége
is javul a megfeleld [Ln(EDTA)]-komplexekhez mérten.?’
Amennyiben merev metilhidrazin-csoportokat tartalmazo
piridin egységet (HYD) ,€keltiink” a két IMDA-csoport kozé,
mar sokkal jobb, a kereskedelmi forgalomban [év6 és
leggyakrabban alkalmazott nyiltlanctt MRI kontrasztanyagra, a
[Gd(DTPA)]*- komplexre jellemzé bomléskinetikai adatokhoz
hasonl6 sebességi allandokat kaptunk.?!
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2. Abra. A vizsgalt nyiltinct komplexképzok szerkezete

A fiziologias koriilménynek mellett (pH=7,4, ccpp=1 €M)
szamitott felezési id6 ebben az esetben még nagyobbnak is
adédott (¢,,=5298 6ra), mint a [Gd(DTPA)]*-komplexre
jellemzo érték (¢,,=202 6ra). Ez felettébb meglepd, mivel a
HYD ligandumban egy donoratommal kevesebb koordinalja
a kozponti fémiont, ami ramutat a komplexképzd merev
szerkezetének a képzodd kelat kinetikai inertségére
gyakorolt hatasara, ill. annak fontossagara. Lumineszcencias
mérésekkel igazoltuk, hogy a [Gd(HYD)]-komplexben a
kozponti fémionhoz két vizmolekula is koordinalddik,
amely '7O-NMR spektroszkopias modszerrel kapott
adataink  szerint gyorsan cserélodik az  olddszer
vizmolekulakkal (k.2%%=7,8x10° s'). A két koordinalt
vizmolekulanak koszonhetéen a [Gd(HYD)]-komplex
relaxivitasa nagyobb, mint azt a kereskedelmi forgalomban
kaphato, a belsd koordinacids szféraban egy vizmolekulat
tartalmaz6 komplexek esetében talaltak (ry,= 7 7 mM-'s! 20
MHz-en, és 25 °C-on vs. 4,5-4,8 mM's!, ami a kis
molekulatdmegli  [Gd(DTPA)]*- és  [Gd(DOTA)]-
komplexre és szarmazékaikra jellemz6 érték). Ezen tul, a
[Gd(HYD)] -komplex nem képez stabil vegyeskomplexeket
a legfontosabb bioligandumokkal (citrat-, foszfat-,
karbonat-, stb.) fiziologids pH-n, igy Osszességében
(stabilitas/ inertség/ vizcsere sebesség/ relaxivitas) jobb,
mint a kereskedelmi forgalomban kaphaté [Gd(DTPA)]*-
nyiltlinct  kontrasztanyag. Az  EDTA-szarmazékok
méretszelektivitdsa, ami pl. a lantaidak elvalasztasanak
fontos, a két IMDA csoport kozotti molekularész
flexibilitasatol fiigg. A komplex stabilitasi allandok
ndvekedésére pl. az EDTA és EGTA esetében a La’'-t6l a
Lu*'-ig 4,7 és 2,05 logK egység. A két IMDA csoportot az
1,4-diazepan két N-atomjahoz kapcsolva a kapott ligandum
méret szelektivitasa- logKy,; — logK7 ,;=8,22 — valamennyi
eddig ismert liganduménal nagyobb a kisméretli ionokra
kedvezd merev szerkezet kdvetkeztében.”!

2.1.3. Nyiltincu és makrociklusos egy, ill. két
pikolinat csoportot tartalmazé ligandumok: labilis és
a rendkiviil inert komplexek

Nyiltanct (etilén-diamin és transz-1,2-ciklohexan-diamin)
és  makrociklusos  (1,4,7,10-teraazaciklododekan  és
1,4,8,11-tetraazacikloteradekan) aminok oldallancaiban
egy, ill. két pikolinatcsoportot tartalmazé ligandumok (3.
abra) egyensulyi és kinetikai vizsgalataihoz az EDDADPA
komplexképzoére vonatkozo 10 éve publikalt kdzlemények
jelentették a kiindulépontot.?

Az irodalmi adatok elemzése alapjan megallapitottuk, hogy a
etilén-diaminhoz kapcsolt két pikolinatcsoport eredményesen
hasznalhaté antennaként az Eu’- és a Tb*'-ionok
lumineszcencidjanak érzékenyitésére. Ezen tul igéretes az is,
hogy a Gd**-komplex relaxivitdsa a kereskedelmi forgalomban
1év6 kontrasztanyagokra jellemz6 értékekkel megegyezo vagy
azokat kismértékben meg is haladja?®® A Ca’"- és
Gd**-ionokra meghatarozott  stabilitasi 4llandok alapjan
ugyanakkor az EDDADPA kikeriilt a kutatok 14t6szdgébdl és
részletes egyensulyi, szerkezeti, ill. kinetikai vizsgalatok nem
torténtek vele.”?® A ligandum eldallitasat elsésorban a
bomlaskinetikai adatok hianya inspirdlta, de a Ca’*- és
Gd* -komplexekre kozolt stabilitasi allandok és a DTPA
azonos fémionokkal képz6dé komplexei stabilitdsanak
Osszehasonlitasa is ,,gyanut kelté” volt. Az EDDADPA
komplexek stabilitdsanak meghatarozasa rendhagy6 volt, mivel
a Ca®" és Mg?*-ionok egyensilyi rendszereit kivéve, minden
tovabbi fémion esetében kompeticios modszert kellett
kidolgoznunk (kiilonb6z6 ligandumokra, pl. ciklén, TTHA (2.
4bra), és fémionokra, pl. Gd**-ionra alapozva) a Zn>*, Cu?*- és
Ln**-komplexek stabilitasi allandéinak meghatarozasihoz.??
Az irodalmi adatokkal ellentétben a HyEDDADPA ligandum
nagy stabilitisi komplexeket képez az Ln'-ionokkal
(logK7 51 =20,13(7), logKsq1=20,23(4) és logK7 1 =20,49(5)).
UV-lathaté, 'H-NMR spektroszkopias és DFT szamolasok
segitségével alatimasztottuk, hogy a Zn*- és a
Cu’*-komplexek esetében a komplexképzé hatfogn
ligandumként koordinalodik a fémionokhoz ¢és az acetat
oldallancok nem vesznek részt a koordinacioban.

HOL—\ /—/\ /—COH HOzC—\Q /—COzH

N N = N
N

HOC COH HO,C COZH
EDDADPA CDDADPA
HO,C N/ = RN =
2 [N Nj \_/ Hoc N Nj N_/
N coH /N N, COH
HO,C—"\__/ \—~CO,H NC Ma
DO3A-PIC DODPA (R=H)
Me2DODPA (R=CH)
HO,C SN
NS CO,H COLH
MGZTEDPA cB- TEDPA

3. Abra. A vizsgalt egy és két pikolindtcsoportot tartalmazo ligandumok
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Az Ln*"-komplexek esetében a ligandum nyolcfogli és a
fémion belsé koordindcids szférdjadban egy koordinalt
vizmolekula is talalhatd. Amint azt a fentebb bemutatott
allandok értékei mutatjak, a Ln**-komplexek stabilitasi
allandoi alig valtoznak az ionméretek fiiggvényben. Ennek a
furcsa tapasztalatnak a magyarazatat DFT modszerrel tortént
szamolasok adtdk meg. Az [Ln(EDDADPA)]-komplexek
esetében a kozponti fémion és a nitrogén atomok kozotti
kolcsonhatas erdssége csokken a kisebb méretii fémionok felé
haladva, amit a novekvo elektrosztatikus kolcsonhatas nem
képes feliilirni az Ln*"-ionok névekvd hidraticids energidi
miatt. (Ez utobbi a ritkafoldfém sorozaton beliil a ndvekvd
kotési energidk ¢s az ionok hidraticids szabadenergiai
ereddjének a fiiggvénye.) A [GdA(EDDADPA)] - komplex és a
Cu?*-ion kozotti fémioncsere reakci6 vizsgalataval a komplex
inertségét mértiik fel. Nagy pH ¢és fémion koncentracid
tartomanyban kapott adatokbol kiszamitottuk az egyes
reakci6 utakra (savkatalizalt, a Cu?* kozvetlen tdmadaséval
lejatszodd reakcid, stb.) jellemzd sebességi allandokat,
amelyeket az EDTA és DTPA Gd**-komplexeire publikalt
adatokkal hasonlitottunk &ssze. A [Gd(EDDADPA)]-
allando (k;=11,8+2,4 M's!) a [GA(EDTA)]- (k;=87 M's™")
és a [Gd(DTPA)]*-komplexekre jellemzé allandok (k;=0,58
Mls) kozzé esik, de a Cu’?" kozvetlen tamadisival
lejatsz6do reakcid az EDTA és a DTPA komplexek esetében
tapasztaltaknal gyorsabban jatszodik le.?* A komplexek
kinetikai inertségét fiziologids koriilményekre vonatkoztatva
(pH=7.4, ccpo+=1 mM) gyakran a felezési idok kiszdmitasaval
hasonlitjak 6ssze, amely a [Gd(EDDADPA)]-komplex
esetére 7,,=0,15 oranak adddik, igy az adott kelat nem
javasolhaté in vivo vizsgilatokra.??

Az EDDADPA ligandum Ln**-komplexei esetében tapasztalt
kinetikai sajatsdgok javulasat a komplexképzo alapvazanak a
modositasatol vartuk. Irodalmi példak alapjan a flexibilis
etilén-diamin ,,hid” fransz-1,2-ciklohexan- diaminra torténd
cseréjétdl a képzodd komplexek inertségének a javuldsa
véarhat6,> ami a CDDADPA komplexképzé ligandum
megtervezését és eldallitasat eredményezte. A CDDADPA
ligandum komplexeinek stabilitasa kis mértékben meghaladja a
megfeleld EDDADPA komplexekét (log Kgq=20,68 vs.
20,23), mig az MRI kontrasztanyagoknal fontos paraméterek (a
koordinalt vizmolekuldk szama és az azzal Osszefliggésben
1évé relaxivitds értéke) nem valtoztak rossz irdnyba.®® A

kelat esetében tapasztalt mechanizmus szerint jatszodik le, de
annal nagysagrendekkel kisebb sebességgel. A fizioldgids
koriilményekre (pH=7,4, ccp+=1 €M) extrapolalt felezési id6
t,=1,49x10° 6ra, ami az Osszes nyiltlanct kereskedelmi
forgalomban 1évé Gd**-alapti kontrasztanyag esetében ismert
értékektdl 2-3 nagysagrenddel nagyobb. A szamolasaink
eredményeként kapott felezési id6 megkozeliti néhany
makrociklusos Gd**-komplexre publikalt felezési id6 értékét
(pl. [Gd(DO3A)]), amely alapjan a [Gd(CDDADPA)] kitind
MRI kontrasztanyag-jeldltnek tekinthets.%

A ligandum alapvazaban végrehajtott valtoztatasoknak a
komplexek sajatsagaiban  megnyilvanulo hatasat
makrociklusos komplexképzok esetére is vizsgaltuk.
Eléallitottunk két 1,4,8,11-teraazaciklotetradekan

dipikolinatot (Me,TEDPA ¢és CB-TEDPA), ezek a
komplexképzok egy és ugyanazon  makrociklus
flexibilisebb, ill. egy etilén keresztkotésnek kdszonhetden
merev szarmazékainak tekintheték.%*26 A
Ln**-komplexekre vonatkozé egyensilyi adatokat ezen
komplexképzokre egyelére nem sikeriilt szamszeriileg
meghatarozni, mivel a Me,TEDPA komplexei vizes
kozegben semleges pH-koriil termodinamikailag nem
stabilak és beldliik a fémion mar pH=7,0 koriil is hidrolizal.
Ezzel szemben a keresztkotott 1,4,7,10-tetraaza-biciklo
[5.5.2]tetradekan makrocikluos dipikolinat Ln?*-komplexeit
(noha ezek stabilitasi allandoi sem voltak mérhetdek)
csoportunkban sikeriilt els6 izben eldallitani mikrohulldmu
reaktorban  nagy  hdomérsékleten (140-150  °C-on
n-butanolban), hossza reakcididéket (40 6ra) alkalmazva.%
Az [Ln(CB-TEDPA)]"-komplexek rendkiviil inertek, mivel
a 2 M sosav-oldatban kozel fél év soran a bomlas mértéke
nem haladja meg az 1%-ot, de a Cu®>*-ion nagy feleslegének
(pH=4,6), bioligandumok (a H,PO,/HPO,* ionoknak
250-szeres feleslege pH=7,4-nél), ill. nagy stabilitasu
komplexeket képz6é multidentat ligandumok (a TTHA
ligandum 250-szeres feleslege pH=5,0-nél) jelenléte sem
képes detektalhato bomlast eredményezni. Ezen adataink
alapjan az [Ln(CB-TEDPA)]"-komplexek bomlas nélkiil
alkalmazhatok lehetnek in vivo koriilmények kozott is, bar a
fémionhoz koordinalt vizmolekula hianyaban, a gyenge
relaxacidos hatas miatt MRI kontrasztanyagként nem jo,
helyette olyan alkalmazasok johetnek szamitasba, ahol a
koordinalt oldészer molekuldk jelenléte nem elvaras, vagy
kifejezetten hatranyos is (pl. lumineszcens probak).®

Hasonlo  kovetkeztetésekre jutottunk a DO3A-PIC
komplexképzé két vegyértékii és Ln>*-ionokkal képz6dd
komplexei vizsgalata soran is: a képzodo komplexek
stabilitasa meghaladta az DO3A ligandum Ln3*-komplexei
esetében tapasztaltat, ami a pikolinatcsoport koordinaciojara
utal.?”? A komplexképzddést a DO3A- és DOTA
komplexek esetében mar tankonyvi példaként ismert lassu
reakciok jellemezték. A Gd*'-komplex savkatalizalt
megfeleld6 DO3A- és DOTA-komplexek sebességi allandoi
kozé estek. A vizsgalt két vegyértékli fémionok esetében
DFT modszerrel végzett szdmolasaink szerint a pikolinat
csoport koordinacidja csak a nagyobb méretii Ca’'-, ill.
Pb?"-ionok esetében kovetkezik be, mig a Mg>*-, Zn>"-,
Cu?'-, Cd*"-ionok esetében az oldallancok koziil csak az
acetat karok koordinalodnak.?®

2.1.4. Egyensulyi és bomlaskinetikai vizsgalatok
fiziologiashoz kozeli koriilmények kozott

A Gd*-komplexek fiziologids koriilmények —kozott
lejatsz6dod reakcidinak megértése érdekében meghataroztuk
hat klinikai gyakorlatban is alkalmazott ligandum (DTPA,
DTPA-BMA, BOPTA, DOTA, HP-DO3A, DO3A-BT, 4.
dbra) Gd*, Zn?>*, Cu®" és Ca’" ionokkal képzett
komplexeinek stabilitasi allandojat 0,15 M NaCl ionerdsség
alkalmazasa mellett 25°C-on. Az egyensulyi adatok
ismeretében  modellszamitasokat ~ végeztink  olyan
plazmamodell alkalmazasaval, ahol figyelembe vettik a
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vérplazmaban jelenléV('S fébb komponensekbél kép26d6
rosszul oldodd részecskék oldhatosagi szorzatalt (20
komponens, 350 oldhaté és 8 oldhatatlan részecske). A
plazma  modellel  végzett  szadmitdsaink  szerint
[GA(DTPA-BMA)] jelenlétében a plazmaban pH=74
érteken kialakulé egyensulyban a [Gd(DTPA-BMA)]-
komplex 17%-a disszocidl, mig az ionos nyiltlanct
kontrasztanyagok  disszociaciojanak  mértéke  sokkal
kisebb.2%30 A disszocialt Gd**-ion GdPO, csapadékot képez,
mig a szabad ligandum a plazmaban 1évé kismennyiségii
kicserélhetd Cu®*- és Zn *-ionokkal képez komplexeket A

nagyobb mennyiségli ligandum [Ca(L)]-komplexeket is
képez, amit kapillaris elektroforézissel mutattunk ki.3% A
nyiltlanct kontrasztanyagok Gd**-komplexei és Cu®*-ionok
kozotti cserereakci(')k endogén ligandumok jelenlétében a
endogén ionok, foként a bikarbonat- /karbonat— kisebb
mértékben a foszfat- és citrat-ionok katalizadlnak vegyes
komplexek képzddésével. 2 A makrociklusos Gd**-
végbe (ami pH=7,4 esetén rendkiviil lassu), az endogén
ligandumoknak nincs hatésa a disszociacié sebességére.>>3!
A paciensekbe injektalt Gd**-tartalmi kontrasztanyagok az
extracellularis térben tortént eloszlas wutan, normalis
vesemiikddés esetén aranylag gyorsan, kb. 1,5 oras felezési
id(’ivel (tip) a Vesén keresztiil tirtilnek ki. A Gd3+ komplexek
ideje a legkevésbé inert [Gd(DTPA -BMA)] esetén is 10 6ra
koriili, ezért a testfolyadekokban a komplex egyensulyok
mértéke az egyensulyl viszonyokra szamitottnal 1ényegesen
kisebb. A kitiriilés sebessége a vesebetegek esetében
ugyanakkor joval kisebb (#,,=10- 100 (')ra is lehet), ezert a
disszocialt Gd** az NSF kialakulasanak egyik riziké faktora.
A [Gd(DTPA)]* és [GA(DTPA-BMA)] és a TTHA kozotti
ligandumcsere reakciok dontéen a TTHA-nak a komplexen
torténd tdmadasaval folynak le és a [Gd(DTPA-BMA)]-val
torténd reakcio sokkal gyorsabb .2%°

2.1.5. ,,Smart” és dualis kontrasztanyagok

Intelligens (“smart”) kontrasztanyagoknak tekinthetjiik
azokat a Gd**-komplexeket amelyek relaxacids paraméterek
valtozasaval képesek reagalni a kornyezetiikben torténo
valtozasokra (pl. a homérséklet értékében, az oxigén
parciélis nyoméséban (hipoxia) az enzimaktivitésban a
valtozasara) A pH mérésére ,,in vivo” koriilmények kozott a
vizsgalt etil-amin funkcidés csoportot tartalmazdé DO3A
szarmazékok (AE-DO3A) koziil a N-methoxietil-N-metil-
aminoetil  oldallaincot  tartalmazé [Gd(AE-DO3A)]-
komplexet talaltuk a legalkalmasabbnak, mivel a fiziol6gias
pH tartomanyhoz kozel a komplex olyan deprotonalodasi
folyamatban vesz rész, ami befolyasolja a fémcentrumhoz
koordinalt vizmolekuldk szamat (és ezaltal a relaxivitas
értékét is).>?

Vizsgalataink alapjan a szulfonamid-oldallancot tartalmazé
DO3A szarmazék ligandumok (DO3A-SA)
Gd(1II)-komplexei is alkalmasak erre.’! Tanulmanyoztuk a
DO3A-SA ligandum ¢és szamos fémionnal képzett
komplexének egyensulyi, szerkezeti viszonyait, képzodési
¢és disszociacios reakcioik kinetikai, valamint [Ln(DO3A-
SA)]-komplexek dinamikai sajatossagait.

o} Q
Q‘ ol

N P N './N/\|\\
et YH* pH=4-10 fo ] ( )’—-_Y
’ :| )\/N’ : ‘NJ
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[Gd(HR-DO3A)(H;0); 5]* Gd®*= O H,0= [Gd(R-DO3A)(H20)o,1

R= AE MAE DMAE MEM-AE

Y = -NH, -NHMe -NMe, -N(Me)CH,CH,OMe

4. Abra. A Gd(AE-DO3A) komplexek szerkezetének véltozasa a pH
figgvényében (DO3A=1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7-triecetsav)

Az alkalifoldfém- és atmenetifém-ionok kisebb koordinacios
szama miatt DO3A-SA komplexeikben a szulfonamid csoport
deprotondldédasa és koordinacidja a fémionokhoz nem
kovetkezik be, igy ezek szerkezete nagyon hasonlo a megfelelo
DO3A  komplexekhez. A  deprotonalt és koordinalt
szulfonamid ~ csoportot  tartalmazé  [Ln(DO3A-SA)]J-
komplexekben az acetat karok rotacidja lényegesen gyorsabb,
mint a megfelelo [Ln(DOTA)]-komplexekben. Disszociacios
kinetikai vizsgélataink alapjan a [Gd(DO3A-SA)]-komplex
elegendoen inert a biologiai vizsgalatokhoz.?!

Egy masik példank az ,o0kos” kontrasztanyagokra a
nitroimidazol (azomicin) Legységet” tartalmazo
[GA(DO3A-NIM)]-komplex. A ligandum szerkezetébol
adédéan a Gd3'-komplex termodinamikailag stabil,
kinetikailag inert, amely képes hipoxias sejtekben dusulni (a
nitroimidazol ,,egység” nitrocsoportja reduktiv kdzegben
aminocsoporttd redukalodik, amely képes kovalens kotés
kialakitasara a sejten belil talalhatdo  kiilonbdzo
makromolekulakkal, ez pedig gatolja a komplex
Jkitiriilését”).33

Nyolc aril-foszfonat és fludrozott-aril-foszfonat oldallancot
tartalmazd6 DO3A szarmazék Ca?'-, Zn*'-, Cu®'- ¢és
Ln*"-ionokkal képzodo komplexeinek a sajatsagait
hataroztuk meg. A  fluorozott-aril-foszfondt DO3A
szarmazékok Ln**-komplexei alkalmasak lehetnek 'H- és
19F-MRI kettos kontrasztanyagoknak.>*

2.2. Mn-alapu komplexek: nyiltlinci és makrociklusos
példak

A Mn*"-ion komplexdldsira olyan ligandum alkalmas,
amely termodinamikailag és redoxi szempontbdl is stabil,
kinetikailag inert komplexet képez vele, és a vegyiilet
tartalmaz koordinalt vizmolekulat is, hogy megfeleléen nagy
relaxivitassal rendelkezzen.
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A [Mn(DOTA)]*-komplex stabilitisa és  kinetikai
paraméterei alapjan kivalo jeldlt lenne, de a fémionhoz
koordinalt vizmolekula hidnya miatt nem rendelkezik kell6
relaxacios hatdssal.>®® A [Mn(EDTA)J*-komplex ezzel
szemben jo relaxacios hatassal bir, amihez viszont kis inertség
pérosul,3*® ezért a fentebb feltiintetett kritériumokat kielégitd,
a Mn?"-ion komplexalasara alkalmas komplexképzé(k)
megkeresése a nyiltlancu és makrociklusos ligandumok
korében egyarant elérelépést hozhat.

Munkénk soran ezért egyrészt nagyszami, a kereskedelmi
forgalomban is kaphat6 ~EDTA-szarmazék Mn”'-
komplexének a disszociacids kinetikdjat vizsgaltuk (2. abra).
Vizsgalatainkat a makrociklusos komplexképzokre is
kiterjesztettiik. Tudni  akartuk, hogy: 1. melyik
makrociklusra (9-aneN3, 12-aneN4 ¢és 14-aneN4) érdemes
¢épiteni a tovabbi fejlesztéseinket; 2. a 12-aneN4 DOTA
ligandum oldallancainak szamat (pl. DO3A, ciszDO2A és
transzDO2A) és mindségét (DO3AM, DO3P, stb.). A 12
tagi makrociklusban talalhato donoratomokat (ODO3A,
PCTA, stb.) valtoztatva is kerestiik a megfeleld ligandumot.

Nyiltlanct (pl. EDTA, CDTA, BIMP, OBETA, stb., Isd. 2.
abra) ¢és ciklusos (AAZTA, 6. abra) ligandumok
Mn?*-komplexeinek a kinetikai viselkedésérél a Cu?*-ionnal
lejatszodd  cserereakcioik tanulmanyozasaval — gy(jtottiink
informaciot. ~ Megallapitottuk,  hogy a  nyiltlanca
komplexképzok kozil egyedil a tramsz-ciklohexan-
diamin-tetraecetsav (transzCDTA) képez inert komplexet a
Mn?*-ionnal (fiziologias kdriilményre szamitott felezési id6 ¢/,
= 12 6ranak adédott). Ezt tudva, ill. a Gd**-komplexek esetére
fellelhetd, elsdsorban amid tipusti ligandumokra publikalt
adatokra alapozva 1) transzCDTA-bisz(amid) szarmazékokat
allitottunk  eld, és megvizsgaltuk a Mn?"-komplexeik
egyensulyi ¢és kinetikai viselkedését, ill. meghataroztuk a
komplexek relaxivitasat. Az amidcsoportok természetének
megvalasztasaval  (primer/szekunder/tercier) a  képzddd
Mn?*-komplexek kinetikai inertsége tovabb hangolhato, igy
elsésorban a transzCDTA-bisz(piperidin)-amidjait allitottuk
el6.32 Az eldallitott komplexképzk Mn?*-komplexei olyan jo
paramétereket mutattak (a makrociklusos [Mn(DOTA)]*-val
Osszemérheté disszociacios felezési id6, a kereskedelmi
forgalomban 1évé [GA(DTPA)*- és [Gd(DOTA)]-
komplexekkel Osszemérhetd relaxivitas, stb.), hogy ezekbdl
szabadalmi bejelentés sziilethetett’® és mér ipari partner, a
Bracco Imaging Spa érdeklddését is felkeltette.

A makrociklus iiregméretének a  Mn?"-komplexek
fizikai-kémiai tulajdonsagaira ¢és szerkezetére gyakorolt
hatasardl a 9-aneN3, 12-aneN4 és 14-aneN4 makrociklusok
monopikolinat-szarmazékainak vizsgalataval (NOMPA,
DOMPA ¢és TEMPA) kaphattunk informéciot.?” A
Mn?*-komplexek stabilitdsi alland6i alapjan a Mn?*-ion
komplexalasara a DOMPA ligandum a legalkalmasabb. A
relaxometrids méréseink ugyanakkor azt mutattdk, hogy
csak a NOMPA komplexe tartalmaz a belsé koordinacios
szférajaban vizmolekulat, amit a komplexek
rontgenszerkezetei is alatAmasztottak. A Cu?*-ionnal
lejatszodé  fémioncsere reakciok vizsgalatai alapjan
megallapitottuk, hogy a [Mn(DOMPA)]*- és a

T
/—N N— N N— N N—
R K,<N\) R § K,<N\) R R K/<N\) R
R R R
DO3A (R=COOH) PCTA (R=COOH) ODO3A (R=COOH)
DO3AM (R=CONH,) PCTAM (R=CONH,)
DO3P (R=PO3H,) PCTAMPP (R=CON(CH,)s) HNONOYTS
PCTA36ly (R=CONH-CH,-CO,H) f\_” N
N CoH
'\|;\ u/\N z N NOMPA (n=1)
= 7N g N DOMPA (n=2)
Ca )™ R
ZI|-<
R NH NS
iszDO2A (Z=H, R=COOH)  #ranszbO2A (R=COOH) [ N~
¢iszDO2MA (Z=CH;, R=COOH) transzDO2P (R=PO3H,) NHHN COH
isZDO3AMME (Z=H, R=CON(CH;),) 2
ciszDO3AMPP (Z=H, R=CON(CH,)s) TEMPA

5. Abra. A Mn*"-ion komplexélaséra alkalmazott makrociklusos
ligandumok

[Mn(NOMPA)]"-komplexek bomlaskinetikdja nem fligg a
kicseréld fémion koncentracigjatél ¢és a disszociacid
spontan, ill. savkatalizalt uton jatszodik le a korabban
vizsgalt ~ Mn?"-komplexek  esetében  tapasztaltaktdl
nagysagrendekkel gyorsabban. A két komplex kozil a
[Mn(DOMPA)]"-komplex az inertebb, tehat a tovabbi
fejlesztéseket is ezzel a makrociklussal érdemes végezni.’

A haromszorosan helyettesitett 1,4,7,10-tetraazaciklododekan
szarmazékok Mn>*-komplexeinek a relaxometrids vizsgilata
alapjan megallapitottuk, hogy ezek belsé koordinacios
szférajaban nincs vizmolekula, tehat a donoratomok szamat
tovabb kell csokkenteni. Ez a cisz- ¢€s transzDO2A
szarmazékok vizsgalatat eredményezte. Mivel a DO3A és
szarmazékai kelld mennyiségben alltak rendelkezésiinkre,
indokoltnak latszott ezek Mn>"-komplexeivel is részletes
egyensulyi és kinetikai vizsgalatot végezni, mert ez is tovabbi
ligandumok tervezéséhez nyujthatott segitséget. Ezen
vizsgalatok eredményeit Osszefoglalva megallapitottuk: 1. a
karboxilatcsoportok foszfonatcsoportokra torténd cseréje a
Mn?"-komplex stabilitisi 4llandojanak a novekedését
eredményezi, de ha figyelembe vesszik a ligandumok
bazicitasat is (pl. latszolagos stabilitasi allando, vagy pM-érték)
akkor kidertil, hogy a foszfonatcsoport egyensulyi szempontbol
nem elényds. A [Mn(DO3P)]-komplex Cu?'-ionnal
lejatszodd  disszociacioja  viszont rendkiviil gyorsan, a
nyiltldncu  ligandumok esetében tapasztalt sebességgel
jatszodik le, amely kizarja ezt az oldallancot a tovabbi
fejlesztések soran alkalmazando ,.épitdelemek™ korébol. 2. a
makrociklus piridincsoport altal torténé merevitése minden
szempontbol elényos. 3. az oldallancban az acetat csoportok
amidokra t6rténd cseréje jelentdsen ndveli a Mn?"-komplexek
kinetikai inertségét, mikozben megfelelden nagy marad a
termodinamikai  stabilitds. Ezek alapjan az amid
funkcidscsoport hasznos ,,épitdelem”.3®

A kétszeresen helyettesitett 1,4,7,10-tetraazacikolododekan
szarmazékok, a transzDO2A és a ciszDO2A ligandumok
Mn?*-ionnal képz6dd komplexeirél azok egyenstlyi, redoxi,
kinetikai és a relaxacios tulajdonsagainak a vizsgalataval
gyljtottiink adatokat. Megallapitottuk, hogy az acetat
oldallancok helyzete gyakorlatilag nincs hatdssal a

123. évfolyam, 1. szam, 2017.



Magyar Kémiai Folydirat - Eléadasok 89

komplexek stabilitdsara és kinetikai inertségére. Koordinalt
vizmolekula csak a cisz-szarmazékban talalhatd, amely
redoxi szempontbol is stabilabb, igy a tovabbi fejlesztések
alapjat is ebben a ligandumban lattuk.3® Ezen informaciokat
az elozoekben bemutatott szisztematikus vizsgalatok
eredményeivel ,,0sszefésililve” megterveztik, eléallitottuk és
vizsgéltuk az oldallancok alfa szénatomjan metilcsoportot
tartalmazd  ciszDO2MA, ill. az  amidszarmazék
ciszDO2AMM®? és a ciszDO2AMPP ligandumokat.*%* A
ciszDO2MA  ligandummal kapott eredményeinket a
[Mn(ciszDO2A)]-komplexre jellemzo adatokkal
Osszehasonlitva a  ciszDO2MA  komplex nagyobb
termodinamikai, de kisebb redoxi stabilitasat tapasztaltuk. A
jellemzd sebességi allandd 1/6-a a ciszDO2A esetében
tapasztalt allandonak, ami jo 6sszhangban van a DOTA —
DOTMA®’ és a PCTA — PCTMA! ligandumok
Gd**-komplexeire kapott eredményeinkkel. Az
acetatcsoportok amidcsoportra torténd cseréje ugyanakkor a
stabilitasi alland6 csokkenését (log Ky, =12,64(5)), de a
relaxivitdas ¢és a kinetikai inertség tovabbi javuladsat
eredményezi.*04!

3. A nuklearis medicina teriiletén hasznosulé komplexek
vizsgalata

Az MRI-ben és a fémes elemek radioizotopjait a SPECT, a
PET ¢és a olekularis sugarterapidban fémkomplexekként
alkalmazo eljarasokban a ligandumok nagyfoku egybeesése
nyilvanval6 hasonlésagokat sejtet a kémiai problémak terén
is. Ugyanakkor a nuklearis technikdk nagy érzékenysége
olyan kis (sub-nM-os, azaz < 10~ M) koncentraciokat enged
meg, ami az MRI mM-os tartomanyaval valé kozvetlen
Osszevetéseket korlatozza. A ligandumok szintézise,
beleértve a bifunkcids kelatorokat is (amelyek fémkoto
helyet és a célba juttatasért felelés biovektor kovalens
kotésére alkalmas horgony csoportot is tartalmaznak),
nyilvanvaléan  azonos  fontossdggal bir  minden
modalitasban. Emellett a radiokémikusoknak is hasznos adat
lehet a komplex stabilitasi viszonyainak ismerete, nem is
beszélve a képzddési reakcid kinetikdjanak a leirdsarol,
kiilonosen, ha rovid felezési idejii izotoppal végzi a jelolést.
Ezekhez az adatokhoz a koordinacios kémia eszkoztaraval,
,hideg izotdpokkal” dolgozva is eljuthatunk. A nagyszami
lehetséges radioizotop koziil azokat vesszilk szamba,
amelyek hideg izotopjaival ilyen jellegli vizsgalatokat
végeztiink a kozelmultban.

A PET-ben jelenleg alkalmazott B*-sugarz6 izotopok mellett ('°F,
1C, 130 és 13N) egyre jelentésebb a generatorbol nyerhetd
fémizotopok (pl. %Ga: 3Ge/*®Ga; **Sc:  *Ti/**Sc)
felhasznélasa.*? A %®Ga-cal elényds radiokémiai sajatossagai
[89% B tp 68 perc, Ei =189 MeV],
hozzaférhetosége és kedvezd ara miatt intenziv kémiai és
sikeres klinikai kutatasok folynak.> A ciklotronban
termelhetd %*Cu (1,, = 12,7 6ra) is elénydsen hasznalhat6
folyamatok hosszabb id6n at torténd kovetésére. A SPECT a
9mTe dominanciaja mellett hasznal '''In-készitményeket is
(pl. [In(DOTATOC)], a P-terapiaban pedig rohamosan
terjed a nagy energidgji °Y- és a kozepes energidju

17TLu-komplex alapt készitmények hasznalata. (Ezen két
elem esetében a ritkafoldfém kémia kompetenciaja
nyilvanvalo.)

cu?*, Ga**, In*" és ujabban Sc**-ionok gyors komplexaldséra
alkalmas ligandumok eléallitasa és vizsgalatai soran kapott
eredményeink az alabbiak szerint foglalhatok Ossze. Az
AAZTA komplexképzd (6. abra) stabil komplexet képez a
Cu**- (log Kjcu 722.27(2)), a Ga¥*- (log K6,17=22.36(2)) és
az In*"-ionokkal (log Kp,j=29.86(5)).* A Ga**-komplex
transzferrin, ill. Cu?*-ionok hatésara lejatszodé disszocidcios
reakcioira jellemzo sebességi allandokkal szamitott felezési
idék (¢,,=21-24 6ra 7,4-es pH-n) a Ga**-radioizotop felezési
idejével valo (#,=67,7 perc) Osszehasonlitasa alapjan
megallapithaté, hogy az AZZTA ligandum hasznos a *Ga
PET izotdp (gyors) megkdtésére és in vivo alkalmazésara is.
A komplex stabilitasanak és inertségének a javitasa érdekében
eléallitottuk  és  vizsgaltuk a  merev  transzl,2-
ciklohexan-diamin alapra épiiléd komplexképz6t (6. abra).

/N /~\
R/\{l_ _N)AR HO,N N">coH HO,.” N N">co,H
¥ X N
R HO.C ) HOL )
NOTA (R=CO,H) HOLL HOLL
AAZTA CYAAZTA

TRAP(CHX);
(R=P(O)OH)(CH,),CONHCH, )

6. Abra. ANOTA, TRAP(CHX);, AAZTA és CyAAZTA ligandumok
szerkezete

A CyAAZTA ligandum érdekes modon nem elényds a
Ga’"-ion komplexalaséra, (noha a komplexképzd bazicitasa, ill.
a Ga’*-komplex stabilitasa megegyezik az AAZTA ligandum
esetében kapott allandokkal), mert gyorsabban disszocial
(t,,=8,5 ora 7,4-es pH-n), ami a fiziologias pH-n képz6do
[GaL(OH)] vegyeskomplex kisebb inertségébdl ered.®

Tanulmanyoztuk a [Ga(DOTA)]-komplex képzddésének
sebességét etanol-viz  elegyekben. A [Ga(DOTA)]
képzddési reakcidinak sebességmeghatarozo 1épése a
kétszer protonalt *[Ga(H,DOTA)]" koztitermék
deprotonalddasa és végtermékkeé torténd atrendezddése. A
*[Ga(HDOTA)] koztitermék protonalodasi allandoja, a
DOTA ligandum logK "' és logK,! értékeihez hasonldan,
adott H' koncentracional a [Ga(DOTA)]" gyorsabb
képzbédését eredményezi etanolban.*¢

A Cu**-ion komplexaldsira harom foszfinatcsoportot
tartalmazd triazaciklononan szarmazékot (plL
TRAP(CHX);) is kiprobaltunk, ez a ligandum a
[Cu(NOTA)]-komplexnél 3-5 log egységgel kisebb
stabilitasi komplexeket képez.4”

Foglalkoztunk két halogenid, a fluorid és a jodid vegyeskomplexeinek
vizsgalataival is. Nem kovalensen kotott halogén radioizotopok
hordozojaként tujabban szelektiven célba juttathatdo fémkomplexet is
alkalmaznak. Az [AI(NOTA)]-komplex az els6 ilyen céllal vizsgalt kelat,
amely fluorid formajaban '8F-izotop megkotésére képes stabil és
vélhetden inert vegyeskomplex képz6dés soran.*® Az
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[AI(NOTA)]-komplex stabilitasat kiilénmintas
pH-potenciometrids, 'H- és 2’Al-NMR technikdk
kombinaciojaval hataroztuk meg (log Kia=17,9(1) és
vizsgaltuk a keldt vegyeskomplex képzd hajlamat is.** A
komplex savkatalizalt iton nagyon lassan bomlik, és a
hogy a komplexet in vivo alkalmazhassék. Ezzel szemben a
[TI(DOTA)]-komplex esetében (ami ugyancsak kirivod
kinetikai inertséggel bir) nem sikeriilt vegyeskomplexet
eldallitani a diagnosztikai és terdpids izotopokkal egyarant
rendelkezd jodidionnal>® A [TI(DOTA)]-komplex a
Gd**-komplexszel Osszemérheté inertséggel rendelkezik,
igy a komplexbdl in vivo koriilmények kozott
(**'Tl-izotoppal mért) gyors Tl-felszabadulds®' a fémion
redukciojanak lehet a kdvetkezménye.
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Synthesis of Linear and Macrocyclic Aminopolycarboxylate Ligands and Chemical Characterization of their Metal

Complexes for Safe Use in Medical Imaging

In recent years there is an active interest in the chemistry of
linear and macrocyclic aminopolycarboxylate complexes of
lanthanides (Ln(III)), Ga(III), In(IIT), Sc(IIT), Cu(IT) and Mn(II)
ions because several of them are used or have been proposed for
use in medical diagnosis and therapy as radiopharmaceuticals,
optical probes and Magnetic Resonance Imaging (MRI) contrast
agents (CAs). The use of complexes in living systems
necessitates the knowledge of their in vivo behaviour which is
generally characterized by in vitro studies of the complexation
properties, such as stability constants and structures of the
complexes and their formation and dissociation rates. Since
biofluids contain a lot of complex forming ligands and metal
ions which compete with the components of the
Gd(IIT)-aminopolycarboxylate complexes administered to the
patients (often referred to as competitive biological media),
these complexes must be highly inert in order to reach the target
organ or tissue. So for the characterization of the complexes
used in medical diagnosis or therapy, the knowledge of the
kinetic properties (mainly the rate of dissociation) is particularly
important. The main fields of our interest are the synthesis and
study of the Gd(IIT) and Mn(IT) based MRI CAs. Some of the
ligands prepared to complex Gd(IIT) and Mn(II) ions are also
suitable for the complexation of the radioactive isotopes of
Ga(IIT), In(IIT), Sc(IIl) or Cu(Il) and in this respect we have
studied the complexes of these metal ions, too. Since it is known
that the more rigid ligands may form more inert complexes, we
have synthesized some ligands by modifying the structure of the
known macrocyclic DOTA and PCTA ligands, by the
attachment of methyl groups to the acetate moieties. The
stability constants of the Mg(II), Ca(Il), Cu(Il), Zn(Il) and
Ln(IlI) complexes formed with the DOTMA ligand are
somewhat lower than those of the DOTA complexes, but the
rate of acid assisted dissociation of [GA(DOTMA)] is about one
order of magnitude lower than that of [Gd(DOTA)]. The
[GA(DOTMA)] also exists predominantly in the form of
twisted square antiprismatic (TSAP) isomer for which the water
exchange is more favourable. By the attachment of a
nitrobenzyl group to the DOTMA, a bifunctional ligand is
obtained which can be attached to biological macromolecules.
The linking of the nitrobenzyl group (after its reduction to
amine functionality) has essentially no effect on the
complexation properties of DOTMA. The ligand PCTMA is the
polymethylated analogue of the PCTA. The two ligands have
similar complexation properties but the relaxivity of
[GA(PCTMA)] is double of that of [GA(DOTA)]" and the rate of
its acid catalyzed dissociation is close to that of [GA(DOTA)]".

The complexation properties of several known and some newly
synthesized EDTA derivative ligands have also been
investigated. The stability constant data indicate that the length
and the rigidity of the chain bridging the two IMDA groups and
the presence of any functional groups in the chain strongly
affect the complex forming properties of the ligands. The
presence of a phosphinate group does not improve the
complexation properties of the ligand BIMP. The
pyridine-based ligand with two hydrazine functions has very
favourable complexation properties and the [Gd(HYD)]
complex is as kinetically inert as the [Gd(DTPA)]* and its
relaxivity is relatively high, because two water molecules are
coordinated in the inner sphere of Gd(IIl) in [Gd(HYD)]". By

attaching the two IMDA groups to 1,4-diazepane, the obtained
cisIPDTA ligand is highly selective for the Ln(III) ions of lower
size. The stability constants of the complexes from La(III) to
Lu(IIl) increase by 8.22 log K units, which is the highest
increase in log K values along the Ln-series known so far.

The influence of the picolinate functional group(s) on the
stability constant of the complexes is very significant. By
replacing the acetate groups in the linear EDTA or CDTA and in
macrocyclic DOTA, the resulting ligands form complexes of
very high stability. The ligand EDDADPA is octadentate in the
Ln(IIT) complexes while hexadentate in the Zn(IT) and Cu(II)
complexes as the 'H NMR studies and the DFT calculations
indicated. The stability constants of [Ln(EDDADPA)]
complexes do not change with the increase in the lanthanide
atomic numbers which was interpreted by DFT calculations.
The kinetic inertness of [GA(EDDADPA)]" complex is
relatively low, but the replacement of the ethylene bridging unit
in the skeleton by a rigid diaminocyclohexane linker provides a
ligand (CDDADPA) with more favourable Gd(III)-complex
properties for a potential CA. When two picolinate groups are
attached to the 14-membered cyclam, the stability of complexes
formed with the Me, TEDPA ligand is low and the coordinated
Ln(III) ions hydrolyze at pH ~7. However, by bridging the two
nitrogen atoms in opposite positions in cyclam (cross-bridged or
reinforced cyclam) the ligand behaves exceptionally. The
Gd(III) complex [Gd(CB-TEDPA)]" (which was prepared in
n-butanol at high temperature) is extremely inert, its
dissociation could not be observed in strong acids or in the
presence of high TTHA excess. Unfortunately there is no water
molecule in the inner sphere of Gd(III), so it can not be regarded
as a potential CA.

Because of the discovery of the disease Nephrogenic Systemic
Fibrosis (NSF) and its association to Gd(IlI)-based CAs, the
re-examination of the physico-chemical properties of the
clinically used CAs became a point of interest. The stability
constants of six commercial CAs have been re-determined
under similar conditions (25 and 37 °C at 0.15 M NaCl ionic
strength). By the use of the stability constants equilibrium
calculations have been made, indicating the species distribution
in a simplified plasma model (20 components, about 350
complexes). The calculations have shown that near
physiological conditions, only phosphate ions can compete with
the ligands of CAs because of the low solubility of GAPO,. The
kinetics of decomplexation of the linear and macrocyclic CAs
differ considerably. At near—physiological conditions the
decomplexation of linear CAs occur through the dissociation of
Gd(IIT) complexes assisted by the endogenous ligands, mainly
bicarbonate/carbonate. The role of proton—, citrate— and
phosphate—assisted dissociation is lower. The decomplexation
of macrocyclic, DOTA-derivative, Gd(III) complexes occurs
through the proton assisted dissociation and this is very slow at
pH=7.4. The extent of in vivo decomplexation of CAs depends
on the rates of dissociation and elimination of Gd(III)
complexes from the body. The dissociation takes place by
transmetallation as [Zn(L)] [Cu(L)] and [Ca(L)] complexes and
GdPO, are formed. Based on the kinetic and pharmacokinetic
data, an open two-compartment model has been developed to
predict the extent of in vivo dissociation of Omniscan
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([GA(DTPA-BMA)]). The relaxivities of Gd(III) complexes
formed with DO3A derivative ligands containing different
ethyl-amine substituents as the fourth functional group show
changes in the pH range of 6 — 9, because of the deprotonation
and coordination of the amine nitrogen. These Gd(III)
complexes can be regarded as promising pH-sensitive (“smart”)
contrast agents. The fourth side chain in the ligand can also be a
sulphonamide group where the stability of the Gd(III) complex
is higher and the relaxivities are pH-sensitive because of the
changes in denticity of the ligand. The [Gd(DOTA)] having a
2-nitroimidazol moiety attached to one carboxylate group via an
amide linkage has been prepared and studied as a
hypoxia-sensitive MRI CA.

Because of the association between the Gd(IIT)-based CAs and
the disease NSF, the interest in the Mn(II)-based CAs has
recently also increased. Detailed studies on Mn(II) complexes of
different EDTA and transCDTA derivative ligands indicated that
only the transCDTA complexes of Mn(Il) are sufficiently inert
for use as MRI CAs. The kinetic behaviour of the Mn(Il)
complexes of transCDTA-bis(amide) derivative ligands are even
better in spite of the lower stability constants. We have
synthesized fransCDTA-bis(amide) derivative ligands with the
use of different amines and found the way to tune the kinetic
properties of the Mn(II) complexes. The inertness and relaxation
properties of some Mn(Il) complexes are similar to those of the
[GA(DTPA)]*. The studies on the 9-, 12- and 14 membered

macrocyclic ligands containing a picolinate group indicate that
for the complexation of Mn(II) the DOMPA ligand is the most
suitable. Unfortunately this complex does not accommodate a
water molecule in the inner sphere of Mn(Il). The
decomplexation of [Mn(DOMPA)]" occurs via spontaneous and
proton assisted pathways, and its inertness is not sufficiently
high. The replacement of acetate side chains for phosphonates
results in increased complex stability but the rate of proton
assisted dissociation of the complex is quite high. However the
attachment of amide functional groups instead of carboxylates
leads to the increase of the kinetic inertness of the complexes. By
studying the complexation properties of the cisDO2A,
cisDO2MA, cisDO2AM and transDO2A ligands we have
obtained information about thermodynamic and kinetic stabilities
and also on the redox stabilities of the Mn(II) complexes.

For the complexation of radioactive isotopes of Cu(II), Ga(IlI),
In(IIT) and Sc(I1I), used or having potential of the use in Nuclear
Medicine, similar ligands are suitable as for the complexation of
Mn(II) and Ln(III) ions. The formation rates of [Ga(DOTA)]
increases with increasing ethanol content of water-ethanol
mixtures. The AAZTA ligand is suitable for the complexation
of Cu(ll) and Gd(II). Studies are in progress about the
formation of ternary complexes with fluoride and iodide ions
and [AI(INOTA)]and [TI(DOTA)] complexes which seem to be
suitable to transport the radioactive isotopes of fluorine or
iodine, respectively.
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1. Bevezetés

A nativ enzimekhez hasonld aktivitassal, szelektivitassal
és/vagy mukodési  mechanizmussal rendelkezd  kis
molekulatdmegli fémkomplexek vizsgalata mind elméleti (a
metalloenzimek miikddésének jobb megismerése), mind
gyakorlati (bioutanzé katalizatorok/ mesterséges enzimek)
szempontbol értékes eredményeket szolgaltathat. A Szegedi
Tudomanyegyetem  Bioszervetlen = Kémiai  kutato-
csoportjaban (TTIK, Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszék) a kis molekulatomegti biomimetikus katalizatorok
fejlesztése 15-20 éves multra tekinthet vissza. Az elsd
idokben tobbnyire alkoxo-hidas kétmagvi komplexeket,
késébb multihisztidin peptidek fémkomplexeit vizsgaltuk,
de a tripodalis (multipodalis) ligandumok munkank soran
mindvégig jelen voltak.

A tripodalis vegyiiletek szamos elényds tulajdonsaggal
rendelkeznek a linearis ligandumokkal szemben. A
kelatgytirik nagyobb szama ¢és az Un. preorganizalt
szerkezet, ami alatt a ligandum korlatozott konformacios
szabadsagat szokas érteni, jelentésen noveli a komplex
stabilitasat. Masrészt a tripodalis ligandumokra jellemz6
facialis koordinaci6 szabad teret enged a szubsztrat
megkotédésének, ami a legtobb fémion-katalizalt folyamat
meghataroz6 1épése. A labak megfelelé derivatizalasa
ugyanakkor egy olyan modularis rendszer kialakitasat teszi
lehetévé, amelyben viszonylag konnyen valtoztathatd a
ligandum donorcsoportjainak szama/mindsége, igy annak
fémion affinitasa, vagy a kialakul6é komplex szerkezete. De
tovabbi funkciok kiépitése is lehetévé valik: (i) pl. tovabbi
fémion megkt')tése ami a tébbmagvﬁ aktiv centrumokra
katalitikus ciklusban, (ii) valamint beépithetdek olyan
molekularészek, melyek elésegitik a szubsztrat megkdtését,
vagy annak aktivalasat (pl. sav/bazis katalizis révén).

A fenticknek megfeleloen munkéank soran eldallitottuk és
vizsgaltuk  néhany  egyszerli tripodalis  platform
(cisz,cisz-1,3,5-triamino-ciklohexan, trisz(2-aminoetil)
amin, nitrilo-triecetsav) kiilonbozéképpen szubsztitualt
szarmazekat. Célunk az volt, hogy feltérképezzik a
szubsztituensek szamanak és mindségének hatasat réz(Il)- és
cink(Il)-komplexeik  0Osszetételére,  szerkezetére  és
termodinamikai stabilitasara. Vizsgaltuk tovabba, hogy ezek
a sajatsagok hogyan befolyasoljak a fémkomplexek
hidrolitikus ¢és redoxi reakciokra gyakorolt katalitikus
hatasat.
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1. Séma A jelen dolgozatban targyalt ligandumok sematikus szerkezete

2. A ciszcisz-1,3,5-triamino-ciklohexan (tach) és
egyszeri szarmazékainak fémkomplexei

A tach (L', 1. séma) egy jol ismert, facialis koordinaciot
eredményezd tripodalis ligandum.! Minthogy a fémionhoz
ko6tédoé hidroxidion, mint nukleofil reaktans, a hidrolazok
funkciondlis modelljeinek fontos eleme, a CuL!(OH)
komplex a hidrolitikus reakcidk viszonylag aktiv
katalizatora. Azonban a 2CuL!(OH) Cu,L',(OH),
dimerizacios egyenstlyban (K = 5750)? képz8dd inaktiv
dimer miatt a rendszer 0sszességében kis hatékonysagu.
Azonban az erésen kotddd szubsztratok koordinacioja
megakadalyozhatja az inaktiv dimer komplex képzddését.
Ennek megfelelden a CuL' komplex hatékonyan képes
elésegiteni a nem-aktivalt dipeptidek (DP) hidrolizisét.?
Eredményeink szerint a pH 7-10 tartomanyban képz6do
CuL!(DP) vegyes komplex felelds a tapasztalt hidrolitikus
hatasért. A DP = Gly-Gly. Gly-Leu és Leu-Gly esetekben a
hidrolizis a hidroxidion ill. viz nukleofil tamadasa révén
valdsul meg (a folyamat pH-fiiggd), s a fémion szerepe csak
a karbonil oxigén Lewis-sav aktivalasa. Ugyanakkor a
Gly-Ser hidrolizise el6z6eknél joval gyorsabb, és a hidrolizis
sebessége alig fiigg a pH-tol. Ez a viselkedés a szerin
hidroxilcsoportjanak, valosziniileg a réz(Il) altal eldsegitett,
intramolekularis nukleofil tdmadasaval magyarazhato (1.
abra). A rendszer érdekessége, hogy az ‘aktiv
komplex—szubsztrat’ adduktumot a Gly-Gly esetében
egykristaly formaban is sikeriilt kinyerni, s a rontgen
vizsgalatok a dipeptid kétfogu {NH,, C=0} koordinacidjat

* Gajda Tamas. Tel.: 06-62-544335; fax: 06-62-544340; e-mail: gajda@chem.u-szeged.hu
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bizonyitottak. A hidrolizis pH 10 felett mar nem jatszodik le,
Osszhangban a  vegyeskomplexben kotott — dipeptid
amidcsoportjanak fémionindukalt deprotonalodasaval.

1. Abra A [CuL'(Gly-Gly)]" komplex rontgenszerkezete és a Gly-Ser
dipeptid CuL' komplex 4ltal elésegitett hidrolizisének javasolt
mechanizmusa®

A hidrolazok/nukleazok legtobbjének aktiv centrumaban két,
esetleg hdrom fémion talalhatd, melyek jol szervezett
egyiittmiikodése biztositja a hatékony hidrolizist.} gy a
mesterséges foszforsav-diészterazok (nukleazok)
kifejlesztésének kézenfekvd stratégidja lehet kétmagvu
komplexek kialakitasa. Ez elényds lehet a szubsztrat
hatékonyabb megkoétése, annak Gn. dupla Lewis-sav aktivalasa,
a két fémion kozott hidként kotddd PO 4-tetraéderben indukalt
fesziilés megjelenése, valamint a tavozo csoport stabilizalasa
szempontjabol.

A tach ligandummal rokon 1,3,5-triamino-1,3,5-trideoxi-
cisz-inozitol és ennek N-metil-szarmazékai (tdci (L?), tmci
(L3) 1. séma) szamos, a fémion koordinaci6é szempontjabol
kedvezé tulajdonsaggal rendelkeznek.* E ligandumok harom
ekvivalens {O,N¢,O,,} facidlis kot6hellyel birnak, melyek
egy-, két- ill. harommagvu komplexek kialakulasat is
lehetéve teszik. Valoban, egyensulyi vizsgalataink szerint a
réz(11)-L? rendszerben a pH-t6l ill. a fém/ligandum aranytél
fliggben, kiilonb6z6é protonaltsagi allapota egy-, két- ill.
hdarommagvi  komplexek  képz8dnek,>  melyekben
alkoxo-hidak kotik 6ssze a fémionokat. Meghataroztuk, egy
otmagv, Cus(L?H_,)(L%);(OH),(NO;),](NO3)46H,0
Osszetételli komplex kristalyszerkezetét (2. abra), amely egy
igen érdekes CusOq4 klasztert tartalmaz. A komplex azonos
ligandumhoz kot6dd fémionjait alkoxo-hidak kotik Ossze,
ami megerdsiti az oldatfazisban képz6édé komplexek
szerkezetére vonatkozd megallapitasainkat. Masrészt, az
alkoxo-hidas fémcent-rumokban a fémionok egymastol
3,63-3,78 A tavolsagban helyezkednek el, ami hasonlatos a
kétmagvii metallo-foszfoészterazok aktiv centrumara
jellemzd fémion szeparéaciora.> Mindezen sajatsagok alapjan
a tobbmagvi komplexek hatékony foszfoészteraz
modelleknek igérkeztek.

2. Abra A [Cus(L’Hy)L%(OH),(NOs),]* kation ORTEP abréazolasa’®

A tobb egy-, két- ill. harommagva Cu(Il)-L? komplex
képzddése miatt a tapasztalhato hidrolitikus hatas varhatéan
erdsen fligg a kozeg pH-jatol és a fém/ligandum aranytol.
Valoban, a komplexeknek a bisz-4-nitrofenil-foszfat (bnpp,
DNS modell) hidrolizisére gyakorolt hatasa
maximum-gorbe szerint valtozik, mind a pH, mind a
fém/ligandum ardny fiiggvényében (3 abra).
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3. Abra A bnpp hidrolizisének fiiggése a fém/ligandum aranytol (fent, pH
= 8,60, [L*] = 0,46 mM, T = 298 K); A bnpp (®), az npp () ill. a dnpep
(A) hidrolizisének pH-fiiggése a réz(1I)- L’ rendszerben (lent,
[Cul=2[L*], T =298 K). M. A: [Cu]= 0,88 mM, O0: [Cu]=3 mM.
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Figyelembe véve oldategyensulyi eredményeinket, a
tapasztalt hidrolitikus hatds a kétmagva Cu,H ;L2
komplexhez rendelhetd. Bar e komplex emlitésre méltd
foszfomonoészteraz aktivitast is mutat a 4-nitrofenil-
foszfattal (npp) szemben (3. abra), azonos koriilmények
kozott a bnpp hidrolizisének sebessége ~ 150-szer nagyobb.
Azaz a komplex hidrolitikus hatasa szelektiv a
foszforsav-diészterekre. Optimalis koriilmények kozott 4
mM kétmagvi komplex 35 millidszorosara gyorsitja fel a
bnpp autohidrolizisét. Az aktiv komplex javasolt szerkezete
(4. abra) alkoxo-hidas fémcentrumot és két terminalis
hidroxidiont  tartalmaz. A  komplex  kiemelkedd
hatékonysaga a bnpp hidrolizise soran Dbifunkcios
mechanizmussal, a két fémion altal biztositott Gn. dupla
Lewis-sav aktivalassal ¢s a fémhez kotott hidroxidion direkt
nukleofil katalizisével értelmezhetd.

4. Abra Az 6tmagvii komplex egy fragmense és a bnpp hidrolizis javasolt
mechanizmusa

Fenti kétmagva komplex az Gn. nem aktivalt foszfoészterek
hidrolizisét is képes eldsegiteni, 2,5 mM-os koncentracioban
26000-szeresére gyorsitja fel a cAMP autohidrolizisét.®

Az irodalombdl jol ismert, hogy szamos foszfoészteraz (pl.
biborsav foszfataz, protein foszfatdz 1 ill. 2B) tartalmaz
vegyesmagvil aktiv centrumot,® amelyekben a két fémion
eltér6 kémiai sajatsagai hasznosulnak. A tdci biner
rendszereinek tanulmanyozéasa soran felvetddott a kérdés,
hogy a két alkalmazott fémion (réz(Il) és cink(Il)) egyiittes
jelenléte eredményez-e sebességndvekedést a ciklikus
nukleotidok  (vagy  dinukleotidok)  hidrolizisében.’

Eredményeink  szerint 2,5 mM  koncentracioju
vegyes-magvu terner komplex 120000-szeresére képes
felgyorsitani a cAMP autohidrolizisét, azaz kb. otszor
(negyvenszer) hatékonyabb, mint az analog biner réz (cink)
kétmagvi komplex. Ez a megndvekedett hatékonysag egy

H 0

5. Abra A vegyesmagvi Cu,Zn-komplex altal katalizalt cAMP hidrolizis
javasolt mechanizmusa.

az 5. abran megadott trifunkcionalis mechanizmussal
értelmezhetd: (i) dupla Lewis-sav aktivalas, (ii) a réz(Il)-hez
kotott OH -csoport  altalanos bazis, valamint (iii) a
cink(Il)-hez kotott vizmolekula altalanos sav katalizise
(tavozo-csoport stabilizalas).

Végiil emlitést érdemel, hogy az egyszeresen metilezett
aminocsoportokat tartalmazé tmci ligandum (L3, 1. séma) a
korabban targyalt tdci-hez nagyon hasonld egy-, két- és
harommagvu réz(I1) komplexeket képez. Ugyanakkor a tdci
analog kétmagvii komplexével ellentétben katalitikus hatasa
szelektiv a foszforsav-monoészterek hidrolizisére.® Mig a
Cu,H ;L2 komplex 150-szer gyorsabb hidrolizisét
eredményezi a bnpp-nek mint az npp-nek, addig az analdg
tmci  komplex mintegy 2500-szor hatékonyabb a
foszforsav-monoészter npp hidrolizisének eldsegitésében.
Bar ennek a latvanyos eltérésnek a pontos oka ismeretlen,
fenti tapasztalat ravilagit a fémcentrumok koérnyezetében
talalhato nem koordinal6dd csoportok sztérikus hatasanak
alapvetd jelentéségére.

3. A cisz,cisz-1,3,5-triamino-ciklohexan (tach) és a #risz(2-
aminoetillamin (tren) N-szubsztitualt szarmazékainak
fémkomplexei

A Bevezetésben emlitetteknek megfeleléen a tripodalis
ligandumok labainak megfeleld derivatizalasa egy olyan
moduldris rendszer kialakitasat teszi lehetdvé, amelyben
valtoztathatd a ligandum fémion affinitasa
(donor-csoportjainak szdma/mindsége), valamint tovabbi
fémkoto-helyek beépitése révén tobbmagva komplexek
allithatoak eld. Ebbdl a célbol munkank soran a tach és tren
tripodalis platformok jonéhany N-szubsztitualt szarmazékat
allitottuk eld, melyek koziil jelen publikdcidban négy
ligandum fog emlitésre kertilni.

Erdekes Osszehasonlitisra ad lehetéséget a tren3pir (L4) és
tach3pir (L%) ligandumok koordinicids sajatsigai. E
ligandumok viszonylag egyszeri koordinacios kémiai
sajatsaggal birnak, hiszen a piridin és az amino-nitrogének nem
képesek kelatgytri kialakitasara (vagyis ugyanazon fémionhoz
kotddni). Ennek ellenére jol példazzak az ilyen modularis
rendszerekkel elérhetd egyszeri sajatsagokat. Bar a
piridin-nitrogének elvileg alkalmasak tovabbi fémion(ok)
megkdtésére, oldatfazisban mindkét ligandum csak egymagvi
komplexeket képez (L* esetén kristilyos formaban izolaltunk
egy 2/1 réz(Il)/ligandum aranyt 3D polimert).
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6. Abra A CuL* és CuL® komplexek sematikus szerkezete
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Vizes oldatban az L* ligandum réz(II) komplexeinek
mindegyikében a tren alegység négy nitrogénje koordinalja a
fémiont. E komplexek trigonalis bipiramisos szerkezetiiek
(6. abra), amint azt jellegzetes lathato és ESR spektrumuk is
bizonyitja. Az 6tddik pozicidban kétédé vizmolekula pH 8
felett deprotonaldodik. A piridingytrtik sztérikus hatdsa miatt
ez az Otdodik koordinacios pozicié nagyobb ligandumok
szamara nehezen hozzaférhetd, igy ezek a komplexek nem
rendelkeznek szdmottevo enzimutanzé hatassal. Az analog
CuL® komplex azonban jéval nyitottabb koordinacids
szféraval rendelkezik (6. dbra). A fémion kdrnyezete nagyon
hasonlé a tach platform CuL! komplexéhez (1. 4bra).
Jelentds kiilonbség azonban, hogy mig a CuL! komplex
komplex deprotonaldodésa egy dihidroxo-hidas dimert
eredményez, addig piridingylrik sztérikus hatdsa miatt
CuL® komplex deprotonalodasa egymagvia vegyes hidroxo
komplexeket eredményez, ami igéretes a hidrolaz enzimek
funkcionalis  modellezése  szempontjabol. ~ Valoban,
eredményeink szerint a CuL.S(OH) komplex hatékonyan
képes eldsegiteni a foszforsav-diészter bnpp hidrolizisét, és
az észlelt katalitikus hatas egyértelmlien a monohidroxo
komplexhez rendelhetd. Ez érthetd is, ha meggondoljuk,
hogy a viz ebben a komplexben kdnnyen lecserélhetd a
szubsztratra, és a fémionhoz kotott hidroxidion nukleofil
tamadasa inditja el a hidrolizist (7. abra).

7. Abra A CuL’(OH) komplex éltal katalizalt bnpp hidrolizis javasolt
mechanizmusa.

A kovetkezé példa két pirazol-szarmazék (L6, L7 1. séma)
sajatsagait hasonlitja 0ssze. A tripodalis platformok ebben az
esetben is a tren és a tach voltak. A ligandumok szekunder
aminocsoportjai €s a gylrli-nitrogének itt mar képesek kelat
pozicidban kotddni a fémionokhoz, ami jelentésen noveli az
ML komplexek stabilitasat az alapvegyiiletekhez (tach, tren)
képest. A tren-szarmazéknal a trigondlis bipiramisos
szerkezet miatt egyetlen, a tach-szarmazéknal fémiontol
fliggben 2-3 gylirlinitrogén koordinacioja valosul meg. A 8.
4bra L° ligandum cink(II) komplexének rontgenszerkezetét
mutatja, amelyben a ligandum 6 donorcsoportjaval kotédik a
fémionhoz. A abrabol ugyanakkor az is kideriil, hogy a
pirazol-gytirik nem koordindlédé nitrogénjei itt mar
tényleges lehetdséget Dbiztositanak tovabbi  fémion
megkotésére. Ennek megfeleléen LS ligandum réz(Il)
jelenlétében két egymagvi és harom  kiilonb6zd
protonaltsagi allapotd harommagvi komplexet képez (9.
abra). A 9.a abra jol példazza a négyzetes piramisos

8. Abra A ZnL® komplexek szerkezete

szerkezetli ~ CuL®  komplexnek a  pirazol-gytirtik
koordinacidja miatti Kkitlintetett stabilitasat. Az 1/1
rendszerben pH 6-nal kék szini oldat magasabb pH-n
vorosbor szintivé valik, ami a 4-500 nm-nél jelentkez6
intenziv toltésatviteli savoknak koszonheté (9.c abra).
Ugyanezen savok 3/2 fém/ligandum aranynal mar pH 5-7
koriil kialakulnak (9.d ébra), és egyértelmiien a hArommagva
fémkomplexek képzddéséhez rendelhetdek. Figyelembe
véve a ligandum szerkezetét is, ezek a deprotonalodas soran
kialakulo toltésatviteli savok pirazolat-hidas tobbmagvi
fémcentrumok kialakulasat jelzik.
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9. Abra A Cu(I)-L® 1:1 (A) és 3:2 (B) rendszerek eloszlasgorbéi és az
506 nm-nél mérhetd fényelnyelés pH-fiiggése, valamint a Cu(II)-L° 1:1
(C) and 3:2 (D) rendszerek pH-fliggé UV-Vis spektrumai

A négyszeresen deprotonalt harommagvi komplex
meglehetsen egyedi rontgenszerkezete (10. abra) igazolja
ezt a feltételezést. A linearisan elhelyezkedd harom rezet
négy pirazolathid koti ossze, a Cu-Cu tavolsagok 3.8 A
koriiliek. A két széls6 réz(Il) a Jahn-Teller torzulas
kovetkeztében megnyult négyzetes piramisos szerkezetli. A
kozEépsd rézhez négy pirazolat-gytrt kotddik dsszenyomott
tetraéderes geometria szerint.

10. Abra A [Cus(H»L%),]*" komplex kation szerkezete
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A [Cuy(HpL%,)*" komplex domindns megjelenése
ekvimoldris oldatokban igen nagy termodinamikai stabilitasra
utal (a kiindulasi CuL® komplex is nagy stabilitas, raadasul a
harommagvi komplex képzédése egy kotott ligandum
felszabaduldsaval jar). A folyamatban két egymagvi komplex
oly modon aktival/pozicional négy pirazol-gytirat, hogy egy
nagy affinitdasi harmadik rézkotéhely képzodik. Azaz a
harommagvu komplex képzddése alloszterikusan kontrollalt a
keét sz¢€ls6 réz és a pH altal.
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11. Abra A harommagvi komplexek eloszlasgorbéi a Cu(Il)-L°
(folytonos vonal) és a Cu(IT)-L” (szaggatott vonal) rendszerekben 3/2
fém/ligandum arany esetén.

Az analdg tren-alapti L7 ligandum hasonld koordinacios
sajatsaggal bir. Ebben az esetben is képzddnek harommagva
komplexek, viszont jelentésen eltér azok relativ stabilitasa (11.
dbra). Mivel ebben az esetben az egymagvii CuL’ komplex
trigonalis bipiramisos szerkezetli, az két szabad (nem
koordinalodo) pirazol-gylriit is tartalmaz. Emiatt a kétszer
deprotonalt harommagva komplex kitiintetett stabilitassal bir.
Egyrészt mert mar két pirazolat-hid kialakulasa esetén is
elegend6 donorcsoport all rendelkezésre a kozépsd réz erds
kotddéséhez, masrészt mert a kovetkezé deprotonalodasok a
sz¢els6 rezek geometriavaltasat idézik eld. Ilyen moédon a
tripodalis  platformtol fliggben az egyébként hasonld
Osszetételli harom ¢és négy pirazolat-hidat tartalmazo
harommagvu komplexek képzddése két-harom pH egységgel
tolodik el (11. abra).

E ligandumok segitségével a dioxigént aktivalni képes
oxidacios katalizatorokat szerettiink volna eldallitani. Ennek
érdekében vizsgaltuk komplexeink pirokatechin oxidaz
aktivitasat a széles korben hasznalt di-terc-butil-
pirokatechin (H,dtbc) modell szubsztrat segitségével,
aminek képzddése konnyen kovethetd a termék kinon (dtbq)
400 nm-nél jelentkezd elnyelési savja alapjan. A dtbq vizben
rosszul oldadik, ezért 50 % etanol-viz elegyben dolgoztunk,
¢és az autooxidaciot minden esetben korrekcidba vettiik.

Vizsgalataink szerint az egymagvi Cul komplexek
egyaltalan nem, a harommagvi komplexek viszont igen
hatékonyan képesek a H,dtbc oxidacidjat elésegiteni. A két
ligandum  harommagvi  komplexeinek  képzddésére
vonatkozo fent emlitett eltérések a kinetikai sajatsagokban is
megmutatkoznak. A pirokatechin oxidaz aktivitds mindkét
rendszerben maximum gorbe szerint valtozik, viszont az
optimalis pH két egységgel eltér (12. abra). A tren-alapu
ligandum esetén tapasztaltuk a magasabb pH-optimumot,

ami megfelel annak, hogy ennél a ligandumnal a
haromszorosan deprotonalt komplex képzddése is eltolodik a
magasabb pH-k felé (11. abra). Azaz a H,dtbc oxidacidja a
fémionok koordinacios kornyezete, végsé soron a tripodalis
platform altal meghatarozott és ennek révén szabalyozhato is.

Ugyanakkor, az optimalis pH-n mindkét rendszer kiemelkedd
¢és kozel azonos pirokatechin oxidaz aktivitassal bir. Kinetikai
eredményeink a 13. abran megadott egyszerlsitett
mechanizmussal irhatdak le. A harommagvii komplexek koziil

0.0037
[ ]
“-g 0.0027
xe
0.0017
0.0007 : . : . .
4 5 6 7 8
pH

12. Abra A dtbc oxidécio sebességének pH fliggése a réz(IT)-LE () és a
réz(11)-L7 () 3/2 fém/ligandum arényu rendszerekben 50% EtOH/viz
elegyben (T =298 K, [Cu®*]/3 = 0.05 mM, [dtbc]o = 1.8 mM).

csak a haromszorosan deprotonalt, azaz harom pirazolat-hidat
tartalmaz6é komplex tekinthetd katalitikus szempontbol
aktivnak. Ez stabil terner komplexet képez a pirokatechinat
dianionnal, és egy intramolekularis elektrontranszfer révén
dioxigén visszaoxidalja a réz(I) centrumokat. Minthogy az
egymagviu komplexek inaktivak, feltételezésiink szerint a
kozépso, még telitetlen koordinacids szféraval rendelkezd réz
alapvetd szerepet jatszik a szubsztrat megkotésében ¢és
oxidacidjaban.
Cu;H,,L, -H*
(inaktiv)

Cu;H L,
(inaktiv)

Cu;H ;L, = Cu'Cu''Cu"

OH
H,dtbe
t-Bu t-Bu
Cu'Cu'l(dtbc)Cu! —— Cu"'Cu'(dtbq)Cu’

+ H,dtbe, O,

— dtbq
o

o
t-Bu t-Bu

13. Abra A dtbe katalizalt oxidacidjanak egyszeriisitett mechanizmusa
4. A tripodalis peptidek fémkomplexei

Az elmualt 10 évben szamos hisztidinben gazdag
oligopeptidet vizsgaltunk a metalloproteinek fémkoto ill.
katalitikus sajatsagainak modellezése céljabol.” 14 Az
enzimek funkcionalis modellezésére a peptid komplexek
kézenfekvd valasztasnak tlinnek, hiszen elvileg az aktiv
centrumhoz nagyon hasonl6 fémion kornyezet alakithato ki.
Ennek ellenére a SOD enzim kivételével'? kevés példa akad az
irodalomban enzim mimetikus vizsgélatokra.” Ennek oka
nagyrészt az, hogy a kisméretii lineéris peptidekkel a fehérjék
harmadlagos szerkezete altal meghatarozott aktiv centrumhoz
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hasonlé kormyezet nem, vagy csak specidlis esetekben
alakithatd ki. Bar néhany altalunk vizsgalt metallopeptid
emlitésre méltd aktivitassal birt,!* mindegyiknél gond volt a
preorganizalt szerkezet hianya. Jellemzd példaként emlithetd a
matrix metalloproteinaz 13 (MMP13) minimalista modelljének
tekinthetd, az enzim fémkdoté-fragmensével — azonos
szekvenciagju, = Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH,  peptid
cink(Il) komplexe.’> A peptid 1ényegében tripodalis
ligandumkeént viselkedik, hiszen pH 6-7 kozott, az MMP13
aktiv centrumahoz hasonléan, a fémion 3 imidazol-gytirt altal
koordinalt, sét a nukleofil reaktins Zn-OH’ egység is a nativ
enzimmel azonos pH-tartomanyban képzddik (14. dbra). Ennek
ellenére mind a peptid cink-affinitdsa, mind a komplex
hidrolitikus hatasa messze elmarad a nativ enzimétdl.

il o e

(Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH,)

OH

14. Abra Az Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH, peptid cink(II)
komplexeinek sematikus szerkezete

Fenti problémak elkeriilése miatt, figyelmiink a tripodalis
peptidek iranyaba fordult. Azt reméltik, hogy ezek
tobbé-kevésbé preorganizalt szerkezete segithet az enzimek
aktiv centrumahoz hasonld kornyezet, pl. egymashoz képest
megfeleléen pozicionalt fémcentrumok kialakitdsdban. E
célbol tren és nitrilotriecetsav (nta) platformokbdl kiindulva
eléallitottunk két hisztidin-tartalm(i tripodalis pszeudo-
peptidet (His3tren (L8) és ntaHis3 (L?), 1d. 1. séma). Az els6
esetben a hisztidinek N-terminalis, a masodikban
C-terminalis pozicidban talalhatoak, ami alapvetden eltérd
koordinaciés kémiai sajatsagot eredményez réz(Il)
jelenlétében. A tren-szarmazék (L®) esetén ekvimolaris
oldatokban és a semleges pH tartomanyban bisz-hisztamin-
szerli koordinacioval rendelkezé komplexek képzddnek.
Ugyanakkor az nta-alapt ligandumndl (L°%) széles
pH-tartomanyban egy a glicil-hisztidinhez hasonld
szerkezet'® alakul ki (15. abra). Mindkét esetben szabad
donorcsoportok allnak rendelkezésre tovabbi fémionok
megkotésére, igy fémion felesleg mellett 3/2 illetve 2/1
fém/ligandum aranyt komplexek képzddnek.

Cu(Il)-His;tren (L®) Cu(Il)-ntaHis; (L°)

NiT
NH
/=N NHy /— u,\ \\/ I’t»
HN PN
= e nz\ \/\ &) \olh NH
o NH NH I -
H
H ° g
N
N N
L G o
) /;{\ 3 . \ﬁ g o
N | Nm
ATV 2 o g
NN Ny s\ \ / @ d N
— it "\/§\ NHy Wi 011
N N A A\ i Nt
; P N

15. Abra A Cu(IT)-L® és —L° 1/1 és 3/2 fém/ligandum aranyu
rendszerekben pH 8-9 koriil dominans komplexek sematikus szerkezete

123. évfolyam, 2.

Magasabb pH-n, ahogy az a peptidek rézkomplexeinél szokasos,
az amid-nitrogének is részt vesznek a koordinacioban.

A koordinacioés kémiai sajatsagok tisztazasa utan vizsgaltuk a
réz(I)-LYL° rendszerek pirokatechin oxidaz aktivitasat.
Elézetes eredményeinkbdl kitlint, hogy a tSbbmagvu
komplexek mindkét esetben nagyobb aktivitassal birtak, de
csak az nta-szarmazékndl (L) volt jelentds ez az aktivitas
ndvekedés az egymagvu komplexekhez képest. A 16. dbra a
telitési kinetikai eredményeket hasonlitja Ossze az adott
rendszerre optimalis koriilmények kozott. A
Michaelis-Menten modell alapjan szdmolt paraméterek (16.
4bra) szerint az nta-szarmazék (L) kétmagvti rézkomplexe
kb. hatszor hatékonyabb mint a hirommagva Cu(Il)-L8
komplex. Eredményeink szerint ez jorészt annak koszonhetd,
hogy a harommagvti Cu(Il)-L® komplexben a fémcentrumok
nagyobb tavolsaga miatt azok izolaltan mikdodnek, mig a
kétmagvu komplex kisebb réz-réz tdvolsaga a fémcentrumok
kozotti kooperaciot is lehetdvé teszi.

4.0E-06

Z 3.0E-06
=)
& K, (s Ky (M)
£ 2.0E-06 Cu(ID-L%:  0.071 1,12x10~
z Cu(Il}-L%: 0387  1,07x10~
2
£ 1.0E-06
= = £1
0.0E+00 + T T T 1
0 0.001 0.002 0.003 0.004

Corae [M]

16. Abra A H,dtbc oxidacio kezdeti sebességének ﬁiggése a Hpdtbe

koncentraci6jatél a Cu(Il)-L¥/L’ rendszerekben. Cu(Il)-L? (O, [Cu]/[L] =

3/1, [L¥ = 10%° M, pH = 7.8); Cu(I)-L° B, [Cu]/[L¥] = 2/1, [L*].x =
1055 M, pH =9.0)

5. Osszefoglalas

Egyszeri tripodalis platformok (tren, tach, nta) modularis
funkcionalizalasa lehetdséget teremt a koordinacios kémiai
sajatsdgok, a képz6édé komplexek Osszetételének,
szerkezetének, stabilitasanak finomhangolasara. Ezek
ugyanakkor alapvetden meghatarozzak a komplexek
katalitikus sajatsagait, igy tervezhet6vé valnak olyan
enzimszeri tulajdonsdgok, mint a Kkatalitikus aktivitas
pH-fiiggése, a Kkatalitikus fémion megkdtddésének
alloszterikus kontrollja, vagy a fémionok kooperacioja.
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Biomimetic complexes of polidentate tripodal ligands

In order to create highly efficient low molecular weight enzyme
mimics, recently  we synthesized ~ several new
tris(2-aminoethyl)amin (tren), cis,cis-1,3,5-triaminocyclohexane
(tach) and nitrilotriacetic acid (nta) based tripodal ligands
possessing quite different coordination properties. From the
enzyme mimetic point of view, the tripodal ligands have several
advantages over the linear and even macrocyclic ligands. These
ligands have enhanced chelate effect, and preorganized structure
(reduced number of relevant binding conformations) resulting
higher stability of the complexes. Tripodal ligands enforce ‘facial’
metal binding and (partly) enclose the metal ion, similarly to
metalloenzymes. By adequate substitution of the tripodal platform
it is possible to fine tune the metal binding ability by varying the
number and type of donor atoms. Designed substituents may also
directly influence the steric environment around the metal centre or
may provide additional metal binding site, inducing metal-metal
cooperation during the catalytic cycle.

Earlier, we reported that the copper(Il) complexes of
cis,cis-1,3,5-triaminocyclo-hexane (tach, L') is an efficient
metallopeptidase mimic. Tach is an excellent platform to create
tailored properties of metal complexes, too. The dinuclear Cu(II)
and Zn(Il) complexes of cis,cis-1,3,5-tris (dimethylamino)-2,4,6-
trihydroxycyclohexane (tdci, L*) provide outstanding rate
acceleration for the hydrolysis of phosphodiesters, but possess
considerably lower efficiency toward the hydrolysis of
phosphomonoesters. The related monomethylated ligand (tmci,
L?) is less rigidly preorganized due to the decreased intraligand
repulsions between the methylamino groups, which strongly
influences the properties of its metal complexes. Indeed, in contrast
to tdci, the dinuclear Cu(Il) complexes of tmci do not promote the
hydrolysis of phosphodiesters, but allow selective cleavage of
phosphomonoesters.

We also prepared several N-substituted derivatives of tren, tach
and nta. Since the pyridine nitrogens in L* and L are not able to
coordinate the metal ion bound to the tripodal units, the ML
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complexes have similar structure to the corresponding
complexes of tren and tach. At higher pH mixed hydroxo
complexes are formed. The presence of pyridine rings in L’
hinder the formation of the dihydroxo bridged dinuclear
complex observed in the Cu(Il)-tach system. The species
CuL’(OH) is an active catalyst for the hydrolysis of
phosphodiesters.

Since the pyrazole nitrogens in L® and L7 ligands are in
chelating positions, these ligands form stable 5/6N coordinated
ML complexes with Cu(Il) and Zn(II). In the cases of both
ligands, the pyrrole nitrogens of the Cu(II)-bound pyrazole rings
create a further metal binding site via pyrazolato bridges, and
thus tricopper complexes are formed. The formation of CusHsL,
species even in equimolar solution is noteworthy, and can be
regarded as a pH-driven spontaneous self-assembly. In the
crystal structure of [CusH 4(L°),](Cl04),3H,0 the two outer
copper(Il) are SN coordinated in square pyramidal geometry,
while the central copper(Il) is bound to four deprotonated
pyrrolic nitrogens in tetrahedral geometry. The tricopper
complexes of both ligands are highly active catecholase mimics
working at surprisingly low pH (5-7). Since the mononuclear
CuL% species do not show catecholase activity, we assume that
the central tetrahedral copper(II) ion has fundamental role in the
catechol binding and oxidation.

The presence of C- and N-terminal histidines in the two tripodal
peptide derivatives (L* and L°) results in basically different
structures in their copper(Il) complexes. In the neutral pH range,
the mononuclear Cu(Il) complexes of L¥L° have
Gly-His-like/bis-histamine-like coordination mode, respectively.
In both cases the loosely bound or non-coordinating donor groups
create a further metal binding site, therefore dinuclear (L) and
trinuclear (L%) complexes are formed. Above pH 7, the
oligonuclear complexes of both L* and L’ have efficient
catecholase-like activity, but the cooperation of the metal centres is
operating only in the latter case.
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Potencialisan rakellenes hatasu platinafémionok kolcsonhatasa
hidroxamsavakkal és szarmazékaikkal
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1. Bevezetés

A rékellenes hatasi fémkomplexek fontos teriiletet
jelenthetnek a kor kezelésében, hiszen ezen vegyiiletek
tulajdonséagai (geometria, dsszetétel, toltés, termodinamikai
stabilitas, ligandumcsere folyamatok, redoxi tulajdonsagok
stb.) széleskoriien szabalyozhatok a kdzponti fémion(ok) és
a ligandumok modositasaval. A jelenleg hasznalt terdpias
szerek kozott a siknégyzetes, @® Pt(I) komplexek (1. abra)
kiemelkedd jelentéségiick elsdsorban egyes szaporitdszervi
daganatok kezelésében. Ugyanakkor az alkalmazas soran
gyakran lépnek fel sulyos mellékhatasok és alakul ki
sejtrezisztencia, ami azzal magyarazhatd, hogy ezek a
vegyiiletek nem szelektivek, nem csak a rdkos sejtekben
fejtik ki hatasukat.!-?

oxaliplatin

HaNg,  (WCI

Pt
H3N( \CI
ciszplatin karboplatm

1. Abra. A rakterapidban alkalmazott néhany platina(Il) komplex
szerkezeti képlete.

Alternativat jelenthetnek az utobbi évtizedekben a kutatas
eloterébe keriilt egyéb platinafémion-tartalmt komplexek.>*
Ezek egy jellegzetes csoportjat képviselik az un.
félszendvics szerkezetii, fémorganikus [(1°-arén)M(XY)Z]
(arén = aromas ligandum; M = Ru(ll), Os(Il)) és
[(M*>-Cp)M(XY)Z] (Cp = ciklopentadienil; M = Rh(III),
Ir(IIT), XY = kelatképzo, Z = egyfogt ligandum) dsszetételi
vegyliletek (2. abra). Ezeknek a komplexeknek jellegzetes,
»zongoraszek” geometriajuk van; a hexa- vagy pentahapto
koordinécioju arén vagy arenil ligandum mellett még harom
koordinaciés helyre kothetnek donoratomok. A m-donor
aromas rendszer egyrészt stabilizalja a fémion kis oxidacios
allapotat, masrészt felelds a komplex hidrofob jellegéért, ami
megfeleld molekularis felismerést és igy nagyobb biologiai
hatékonysagot eredményezhet.>® A hirom koordinacios
helybdl kettét altalaban egy (N,N), (N,O) vagy (O,0) donor
kelatképz6 ligandum foglal el és a komplex biologiai
hatasaért lehet felelds, mig a harmadik helyen egy egyfogu
ligandum, példaul kloridion lehet. Utobbi, oldatban kénnyen
vizmolekuldra cserélédhet, igy ez tekinthetd a vegyiilet
reaktiv helyének.>¢

@@

/ \”I// 7 / \"I// 7

NS NG

M = Ru(lI), Os(I) M = Rh(III), Ir(II)

2. Abra. Félszendvics tipusu platinafém komplexek sematikus szerkezete.

Az R;C(O)N(R,)OH altalanos Osszetételli hidroxamsavak
régota ismert, fontos bioldgiai hatast vegyiiletcsalad. Az R
alkil- vagy arilcsoportot jelolhet, mig R, = H esetén primer,
R, = alkil- wvagy arilcsoport esetén szekunder
hidroxdmsavakrol beszéliink. Elobbi ligandumok az NH
deprotonalddasa utdn a nitrogénen keresztiil is képesek
fémion-megkdtésre, hidroximato komplexeket kialakitva. A
fo  fémion-megkotéhely azonban az  OH-csoport
deprotonalddasa utdn a két O-donoratom, melyek nagy
stabilitasu, Ottagli hidroxamato keldtot alakitanak ki a
fémionokkal. Ezzel a kivalo komplexképzo tulajdonsaggal
értelmezhetd a hidroxamsavak jelentds biologiai szerepe.
fgy ezek a ligandumok fontos szerepet jatszanak az
alacsonyabb rendii é18lények fémion- (Fe*") felvételében és
széllitasaban: a szideroférok egyik csaladjat is alkotjak.” A
hidroxamsavak emellett hatékony inhibitorai szamos
fémiontartalmt biokatalizatornak, metalloenzimnek is. A
hiszton-deacetilaz enzimek gatlasara képes hidroxamsavak
kozil példaul a szuberoilanilid-hidroxamsavat (SAHA, 3.
abra) rakellenes szerként alkalmazzak elsdsorban T-sejtes
non-Hodgkin limfomak kezelésére.®

OH

Iz

3. Abra. A szuberoilanilid-hidroxammsav (SAHA) szerkezeti képlete.

A Debreceni  Egyetem  Bioszervetlen = Kémiai
Kutatécsoportjdban a tobb évtizedes oldategyensulyi
tapasztalatokra tamaszkodva valamint az utobbi évtizedben
kialakitott preparativ infrastruktura segitségével, egyebek
mellett, a 2. abran lathato, potencidlisan rakellenes hatasu

* Tel.: +36 52/512900/22305 ; fax: +36 52/xxxxxx ; e-mail: buglyo@science.unideb.hu.
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komplexeket képezé fémionok kolcsonhatasat vizsgaljuk
kiilonbozé  tipustt  bioligandumokkal. Oldategyensulyi
kutatdsaink a fenti fémionok hidrolizis folyamatainak
részletes  feltérképezését, a ligandumokkal képz6do
komplexek Osszetételének, szerkezetének és stabilitdsanak
vizsgalatat jelentik, mig a szilard formaban eldallitott és
jellemzett komplexek biotranszformacids folyamatainak a
tanulmanyozasa a szerkezet-biologiai hatas Osszefliggések
megismerését segitheti.

Mivel a hidroxamsavak egyes képviseldi bizonyitottan
rakellenes hatastak az utdébbi kdzel egy évtizedben
szisztematikus vizsgalatokat végeztiink, egyebek mellett,
ezen ligandumok ¢és szarmazékaik valamint a 2. abran
bemutatott, ugyancsak jelentés biologiai potenciallal
rendelkez6  platinafémionok  kozotti  kolesonhatasok
felderitésére. Ez a munka a terlileten mar kozolt
eredményeinket 6sszegzi.”'

2. Monohidroxamsavak Kkolcsonhatasa félszendvics
szerkezetii platinafémionokkal

2.1. Komplexképzddés szilard fazisban

A fémion-ligandum kolcsonhatasok feltérképezésére, a
képzddo vegyiiletek molekulaszerkezetének megismerésére,
a jelenlévo egyéb segédligandumok a képzédé komplexek
szerkezetére, nuklearitasara, stabilitdsara  gyakorolt
hatdsanak megértésére szamos platinafém-hidroxamatot
allitottunk el6 és jellemeztiink szilard fazisban kiilonbozo
analitikai modszerekkel.

Eredményeink szerint a relative konnyen hozzaférhetd
[(M*p-cym)MCL], (M = Ru,  Os; p-cym =
1-metil-4-izopropilbenzol) vagy [(n>-Cp*)MCl,], (M = Rh,
Ir) prekurzorokbdl illetve az ezekbdl nyerhetd triflat vagy
nitrat sokbol metanolban, bazis jelenlétében jo6 hozammal
allithatok eld a monohidroxamat komplexek. Abban az
esetben, ha nem vagy csak gyengén koordinalddni képes
egyéb ligandum van a reakcioelegyben mind primer mind
szekunder =~ monohidroxamsavakkal  kétmagva,  2:2
Osszetételi  komplexek  képzédését  tapasztaltuk.®'0
Példaként a 4. és 5. abran egy benzohidroxamato és egy
N-metilacehidroxamato komplex egykristaly
rontgendiffracioval meghatarozott molekulaszerkezetét
tiintettiik fel. Lathatd, hogy a ligandumok a karbonil
oxigénjiilkkel egy-egy fémionhoz kapcsolodnak, mig a
hidroxamat oxigének hidként kotik 6ssze a két fémcentrumot
telitve ezaltal azok koordinacids szférajat. A fémion és
karbonil-O kozotti kotéstavolsagok egyértelmiien kisebbek,
mint a fémion hidroxamat-O értékek.>!°

Egyéb, erdsebb koordinaciora képes egyfogi ligandumok
jelenlétében tigy valtozik a képzddd komplexek szerkezete,
hogy a hidroxamatok 6ttagt (O,0) kelatot alakitanak ki és a
harmadik koordinacios helyre az egyfogu ligandum 1ép be. A
fentebb irottakra szolgaltat példat az [(n®-p-cym)Os(meaha)Cl]
(6. abra) és a [(M°-p-cym)Ru(bha)(py)]CF5SO; (7. 4bra)
molekulaszerkezete, melyekben egy kloridion vagy piridin (py)
koordinalédasaval semleges illetve kationos, zongoraszék
szerkezet{i komplexek képzddtek.'

4. Abra. A [(n°-p-cym)Ru(u-bha)],*" kation szerkezete.

R

7. Abra. A [(n°-p-cym)Ru(bha)py] kation szerkezete.

Primer hidroxamat-Os(II) reakcidelegyekbdl azonban nem
tudtunk egységes terméket izolalni, amit a fémion kisebb redoxi
stabilitasaval értelmeztiink, Osszhangban a VO(IV)- vagy
Fe(Il)-hidroxamat ~ rendszerekbeli ~ mar  leirt  redoxi
folyamatokkal.!>?° Ezt a kisebb stabilitést timasztja ala annak a
vegyes vegyértékli Os!//OsV! vegyiiletnek a képzédése is, ami az
[(M°-p-cym)Os(meaha)],(CF;SO;), aceton/hexan oldatabél aeréb
korilmények  kozott  kristilyosodott kil A nyert
[{(n®p-cym)Os(meaha)} (m-0O){OsO(meaha), } |CF;SO; komp-
lexben a félszendvics szerkezetii Os egységben két koordinacios
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helyet egy hidroxamat ligandum foglal el, mig a harmadik helyre
kapcsolddd oxocsoport egy masik, oktaéderes Os=O centrumhoz
is kotodik (8. abra). Itt az axidlis helyzetli oxocsoportok mellett
tovabbi két hidroxamat (0,0) kelat van jelen az Os(VI)
koordinacios szférajaban.'?

8. Abra. A [{(n’-p-cym)Os(meaha)}(u—O){OsO(meaha),}]" kation
szerkezete.

2.2. Komplexképzodés vizes oldatban

A félszendvics szerkezetii platinafémionok és a hidroxamat
ligandumok kozotti  kdlecsonhatast pH-potenciometrias,
NMR, UV-Vis és ESI-TOF-MS moddszerek kombinalt
alkalmazasaval tanulmanyoztuk azért, hogy meghatarozzuk
a képzodo komplexek Osszetételét, stabilitasi szorzat értékeit
¢és hogy javaslatot tegyiink azok legvaldsziniibb
oldatszerkezetére.

A szamolasokhoz sziikséges figyelembe venni a ligandumok
protonalodasi és a fémionok hidrolitikus folyamatait is. Utobbi
teriileten semmilyen irodalmi elézmény nem  allt
rendelkezésiinkre a munka megkezdésekor, igy részletesen
tanulmanyoztuk a modelliil véalasztott [(®-p-cym)Ru(H,0);]**
kation hidrolitikus folyamatait 0,20 M klorid- illetve nitration
ionerésség jelenlétében.>!? Kimutattuk, hogy nitrationok
jelenlétében a pH ndvelésével kizarolag egy részecske, a
[{(n-p-cym)Ru},(m>-OH);]" képzddik, melyben a két
fémcentrumot harom hidroxidion k&t 6ssze hidligandumként.
0,20 M KCl ionrésség mellett a 9. dbran 1athaté modon, pH =2
esetén a fémion jelentds mértékben [(h®-p-cym)Ru(H,0),CI]"
és [{(n%p-cym)Ru},(u>-Cl);]" formajaban van jelen, majd a
pH emelésével, a kloridionok cseréjével  vegyes
klorido/hidroxido komplexek is megjelennek a rendszerben. A
gyengén de koordindlodni képes kloridionok a nagyobb pH-k
tartomanyaba toljak a fémion teljes hidrolizisét, a
[{(M°-p-cym)Ru},(u>-OH);]" komplex megjelenését.'

1
Xm

[Mx(OH):]*

08

0.6

04
[MCl5]"

- [MOH),CIT"

N

[My(OH)CL,I"

2 3 4 5 6 7 8 9 10 PH 11

9. Abra. A H'-[(m’-p-cym)Ru(H,0);]**-CI" rendszerben képz6dé
részecskék koncentracio eloszlasi gorbéi, cg, =2 mM, cxc;=0.20 M, t=
25.0 °C. ,M” a [(n’-p-cym)Ru egységet jeldli.

Tovabbi vizsgalatokkal azt is kimutattuk, hogy a hexahapto
kotésmodu  aromds rendszer elektronellatottsdgaval, a
benzolgytirithoz ~ kapcsolodd  szubsztituensekkel —a
[(m®-arén)Ru(H,0);]*" (arén = benzol, toluol, 1-metil-4-
izopropilbenzol, 1,3,5-triizopropilbenzol) kationok
hidrolitikus sajatsagai finomszabalyozhatoak illetve, hogy a
megfeleld 4d és 5d kationparok ([(n®-p-cym)M(H,0);]*" M
= Ru, Os; [(-Cp*)M(H,0);]*" M = Rh, Ir) kéziil a nehéz
platinafémek  kationjai  sokkal  hajlamosabbak a
hidrolizisre.'3

A monohidroxamsavakat is tartalmazo rendszerekben a csak
(0,0) koordinaciora képes szekunder reprezentativokkal (pl.
meahaH) széles pH-tartomanyban jelenlevd stabil, 1:1
komplex képzddését igazoltuk, amelyet pH 8,5 felett vegyes
hidroxido komplex képzédése kdvet (10. abra).’

1 -
Xm

04 - [(MAH.,)]

0.2 -

2 4 6 8 10 pH

10. Abra. A [(n®-p-cym)Ru(H,0);]*"-meaha (A) rendszerben képz3d6
részecskék koncentracio eloszlasi gorbéi, Cry = Cmeana = 2 mM, [ =0.20 M
(KCI), t=25.0 °C. ,M” a [(n°-p-cym)Ru egységet jeldli.

Ugyanazen rendszerben a kolcsonhatdss 'H NMR-rel is
kivaléan tanulmanyozhato volt. Ahogy azt a 11. abra
mutatja, pH 2,12-nél a két dublet, amelyek a fémionhoz
kapcsolddé p-cimol izopropilmetil csoportjainak a jelei, két,
az NMR iddskalan lasst cserében allo részecskéhez tartozik.
A fiiggetlen mérésekbdl ismert akvakomplex (1,32 ppm)'?
melletti 0j jel (1,26 ppm) a [(n%-p-cym)Ru(meaha)(H,0)]*
komplexhez rendelhet6. A jel pH 8,0 felett a nagyobb
térerGsség iranyaba eltolodik, ami egy olyan 11j részecske
képzddésére utal, amely gyors cserében 4ll az
[(M®-p-cym)Ru(meaha)(H,0)]*-val és  megfeleltethetd
[(M®-p-cym)Ru(meaha)(OH)]-nak. Az is megfigyelhetd,
hogy a [{(h®p-cym)Ru},(1>-OH);]"-hoz tartozé dublet
(1,20 ppm) csak pH 9,0 felett jelenik meg nagyobb
mennyiségben; a ligandum tehat ezen rendszerben még 1:1
fémion-ligandum aranynal is hatékony fémionmegktd.”

Primer hidroxamsavak (pl. ahaH) esetén, ahol a
hidroxamat-NH  deprotonalodasa is bekovetkezhet, azt
tapasztaltuk, hogy vizes oldatban 1:1 komplexek
feltételezésével ugyancsak jol leirhatok a pH-potenciometrias
titralasi gorbék, azonban a pKjm6.pcymru@hayioy = 6,69
értéke (meahaH esetén ez az érték 9,37), tovabba a rendszerben
potenciometrids és NMR modszerrel is kimutathatd
[(h-p-cym)Ru(ahaH_;)(OH)]~ jelenléte arra utal, hogy a
komplexképzddés masképpen torténik mint a szekunder
hidroxamattal. A fenti adatok és a DFT szamitasok eredményei
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alapjan a formalisan [(n°-p-cym)Ru(aha)(OH)] &sszetételii
részecske  képzodése a primer hidroxamattal —azért
kedvezményezett, mert igy stabil intermolekularis H-kotés tud
kialakulni a komplexben (11. ébra). A pH tovabbi ndvelésével,
a H-kétés felbomlasaval [(M®-p-cym)Ru(ahaH_,)(OH)]™ jén
létre az erésen lugos pH tartomanyban; megallapithatd tehat,
hogy a primer hidroxdmsav kivald komplexképzdje ezen
fémionnak.!”

1,50 1,40 1,30 1,20 1,10
8 (ppm)
11. Abra. A [(n®-p-cym)Ru(H,0);]*"-meaha rendszer pH-fiiggd NMR

spektrumainak alifas tartomanya, Cry = Cineana = 2mM, 1=10.20 M (KCI), t
=23°C.

=< &<

—&=<

Ru, Ru
o l \OHZ l OH o | \OH
K SN €
HyC “r\{H Bye r{H By r{
[(n°-p-cym)Ru(aha)(H,0)]" [(n°-p-cym)Ru(aha)(OH)] [(n®-p-cym)Ru(ahaH_)(OH)]

12. Abra. A [(n®-p-cym)Ru(H,0);]*"-aha rendszerben képz6dé
komplexek javasolt oldatszerkezete.

2.3. A komplexek antiproliferativ tulajdonsagai

A szilardan eléallitott komplexek koziil néhannyal biologiai
teszteket is végeztiink raksejt vonalakon, meghatarozva a
vegyiiletek 1Cs, értékeit. Eredményeink azt mutattak, hogy
az alkalmazott A2780 és A2780cisR (ciszplatin rezisztens)
sejtvonalaton a megvizsgalt komplexek nem mutattak
antiproliferativ hatast a vizsgalt 0-200 UM koncentracio
tartoméanyban.® A negativ eredmények azzal értelmezhetdek,
hogy bar nagy stabilitasu komplexek képzddnek fiziologias
pH-n a rendszerekben, ami megakadalyozza a bioldgiailag
inaktiv [{(n®-p-cym)Ru},(u>-OH);]" jelentdsebb
koncentracioban vald megjelenését, a képzédo 1:1
Osszetételli komplexek kinetikai inertsége valosziniileg nem
megfeleld, igy mar azel6tt részt vesznek biotranszformacios
reakciokban, mieldtt a célsejteket elérnék.

3. Aminohidroxamsavak kolcsonhatasa félszendvics
szerkezetii platinafémionokkal

Az aminohidroxamatok olyan aminokarboxilatokbol
levezethetd molekuldk, amelyekben a karboxilatcsoport
hidroxamatra van cserélve. Ezekben a kelatképzo
ligandumokban a hidroxamatcsoport oxigénjei mellett a
hidroxamat-N és az aminocsoport részvételével egy tovabbi
donoratompar is rendelkezésre all fémionok megkotésére.
Ahogyan az a 13. abran bemutatott, a vizsgalatainkban
szerepl6 kiilonb6z6 aminohidroxamatok szerkezetén lathato,
a kialakulé (N,N) kelat gytritagszama ¢és igy stabilitasa is
szabalyozhto az 6sszekotd lanc hosszanak a valtoztatasaval.
Mivel az M-N (M = félszendvics vagy siknégyzetes
szerkezetli platinafémion) kotés joval inertebb az M-O
kotésnél, igy azt feltételeztiik, hogy az
aminohidroxamatokkal képz6dd platinafém komplexekben
a ligandumcsere folyamatok sebessége kisebb lesz, ami
megndvekedett biologiai aktivitast eredményezhet.

3.1. Komplexképzddés oldatfazisban

A modelliil valasztott [(n%-p-cimol)Ru(H,0);]>" és a 13.
abran bemutatott o-alahaH, B-alahaH illetve y-abhaH k6zotti
komplexképzddési folyamatokrél megallapitottuk, hogy
mindharom ligandum kiilonb6z6 protonaltsagi foka 1:1 és
2:1 fémion-ligandum aranyu részecskéket képez (14. abra);
az  (N,N) koordinacioju ligandumot is tartalmazo
[{(M%-p-cym)Ru},(u*-aminohidroxamatH_;)]**  komplex-
ionok stabilitdsa a Y — o irdanyban né.'® A varakozasnak
megfeleléen, a ligandumok ezen sorrendjében, a
komplexképzddési folyamatok az aminocsoport jelenlétében
jelentésen lelassultak, megbizhatdé szamszerli adatokat
tartalmaz6 oldategyensulyi modellt csak a g-abhaH
rendszerében tudtunk szamolni (reprezentativ példa a 14.
abran lathato).

o-alahaH B-alahaH y-abhaH

13. Abra. A vizsgalt aminohidroxamsavak szerkezeti képletei.

[(MAH.1)]

2 3 4 5 8 7 8 9 1'0 1

pH
14. Abra. A [(n6-p-cym)Ru(H20)3]2+-g-abha (A) rendszerben képz6do
részecskek koncentracio eloszlasi gorbéi, cry = Cg_apha =2 mM, [=0.20 M
(KNO3), t=25.0 °C. ,M” a [(n(’-p-cym)Ru egységet jeloli.
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Az 'H NMR spektrumok a 2,0 < pH < 7,0 tartoméanyban
konzisztensek voltak a koncentracid eloszlasi gorbékkel,
ennél lugosabb mintak esetén azonban, azok dsszetett volta,
nem tette lehetévé a jelek teljes hozzarendelését.
Ugyanakkor az egyensulyi modellekben szereplé egyes
részecskeféleségekre ESI-TOF-MS technikaval nyert mért
és szamitott m/z értékek kivaldo egyezése (1. tablazat) is
alatamasztotta a felallitott oldategyensulyi modellt.
Fiiggetleniil a nitrogének részvételével kialakuldo (N,N)
kelatgytirik tagszamatél mindharom aminohidroxamat
kivalo liganduma a fémionnak és hatékonyan képes
megakadélyozni annak hidrolizisét fiziologias pH-n.!8

Récsecske m/z m/z
(mért) (szamitott)

[(n°-p-cym)RuCI]* 270.980 270.982
[(n°-p-cym)Ru(a-alaha)]* 339.069 339.064
[(n°-p-cym)Ru)x(a-alahaH-;)]** 286.535 286.536
[((n*-p-cym)Ru)y(a-alahaH-)] + H* 677.150 677.123
[(n°-p-cym)Ru)y(a-alahaH-,),] + K* 715.109 715.078
[(n°-p-cym)Ru(B-alaha)]* 339.059 339.064
[(n°-p-cym)Ru(B-alahaH-,)] + K* 377.014 377.020
[(n*-p-cym)Ru)x(B-alahaH_ ),] + H* 677.117 677.123
[(n*-p-cym)Ru)x(B-alahaH_; ;] + K* 715.071 715.078
[(n-p-cym)Ru(y-abha)]* 353.075 353.080
[(n®-p-cym)Ru),( y-abhaH-;)(C1)]* 623.051 623.056
[((n®>-p-cym)Ru)y( y-abhaH-),] + H* 705.149 705.154
[(°-p-cym)Ru)y( y-abhaH_),] + K* 743.104 743.110

1. Tablazat. A [(n6—p—cym)Ru(H20)3]2+—amin0hidroxamét rendszerekben
detektalt részecskék mért és szamitott m/z értékei 1:1 fémion ligandum

aranynal.
3.2. Komplexképzddés szilard fazisban

Az oldategyensulyi modellben, kiilondsen az a-alahaH
rendszerben dominéns [{(n°®-p-cym)Ru},(u?-a-alahaH._)]**

részecske  stabilitdsanak, pontos kotésmodjanak  és
molekulaszerkezetének ~ a  megismerésére  néhany
aminohidroxamat  komplexet  szilard  fazisban s

eléallitottunk és  kiilonb6z6 analitikai  modszerekkel
karakterizaltunk. Az egykristdlyként is megvizsgalt
[{(n®-p-cym)Ru},(u2-0-alahaH_;)(H,0)Br]BreH,0 és
[{(N*-p-cym)Ru} 5 (u>-0-alahaH. )(H,0)CIIBF,+H,0
molekulaszer-kezete a 15. és 16. abran lathato.'®

15. Abra. A [{(n*-p-cym)Ru},(u’*-a-alahaH.,)(H,0)Br]Br<H,0
molekula-szerkezete.

16. Abra. A [{(n®p-cym)Ru},(u*-0-alahaH_,)(H,O)CI|BF+H,O
molekulaszerkezete.

Mindkét komplexben a ligandum egy fémionhoz hidroxamat
(0,0) kelatot képezve, mig a masikkal a hidroximato—N és
az aminocsoport részvételével koordinalodik. Az (N,N) kelat
mellett a fémion harmadik koordinacidos helyét egy
halogenidion, mig az (0,0) kelatok kiegészitéseként
egy-egy vizmolekula foglalja el.

3.3. A komplexek antiproliferativ tulajdonsagai

A szilard formaban jellemzett kétmagvi aminohidroxamat
komplexek antiproliferativ hatasat is megvizsgaltuk A2780,
MCF-7, SKOV-3, HCT-116 és HeLa raksejt vonalakon. A
biologiai tesztek eredményei alapjan a komplexek nem
mutattak citotoxicitast a vizsgalt 0-200 mM koncentracid
tartoméanyban.'® Az inaktivitds alapjan feltételezhetd, hogy
az aminocsoport altal biztositott kinetikai inertségnovekedés
még nem megfeleld, a vizsgalt kétmagvi komplexek
oldatbeli atalakulasa hamarabb megtorténik, mint ahogy
hatasukat ki tudnék fejteni.

4. Osszefoglalas

A jelenleg a rakterapiaban alkalmazott Pt(II) komplexek
mellékhatasai illetve a gyakran kialakuld sejtrezisztencia
miatt intenziv kutatomunka folyik szelektivebb, kisebb
dézisban is hatékony, kevesebb mellékhatassal rendelkezd
fémion-tartalmu szerek kifejlesztésére. Fontos alternativat
jelenthetnek  olyan egyéb platinafém  vegyiiletek,
amelyekben a fémion bizonyitottan bioaktiv kis oxidacios
allapota fémorganikus vegyiiletként arén vagy arenil
ligandummal stabilizalhat6. Ezek a komplexek a
szervezetben  biotranszformacidos  reakciok soran
atalakulhatnak, igy a megfeleld [(n®-arén)M(H,0);]*" (M =
Ru, Os) vagy [(n*-Cp*)(H,0);]*" (M = Rh, Ir) kationok,
mint  modellek,  komplexképzddési  folyamatainak
tanulmanyozasa fontos informaciokkal szolgalhat a
szerkezet-bioldgiai hatas 0sszefiiggések feltérképezésében.

Az R{C(O)N(R,)OH o&sszetételii hidroxamsavak egyes
képviseldi, példaul a hiszton deacetilaz inhibitor SAHA,
ugyancsak rakellenes hatastiak. Munkank célja a két bioaktiv
egység Osszekapcsolasaval 1), platinafém-hidroxamat
komplexek  eldallitasa,  jellemzése és  oldatbeli
viselkedésének a megismerése volt.

Mivel a fenti fémionok hidrolitikus tulajdonsdgaira
vonatkozéan nem alltak rendelkezésre szamszerti adatok az
irodalomban, munkank kezdetén részletesen tanulmanyoztunk
ezeket a folyamatokat. Megéllapitottuk, hogy kloridionok
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tavollétében egy trihidroxid-hidas kétmagva részecske,
[{(n%-arén)M},(u>-OH);]" (M = Ru, Os) képzddik és van jelen
pH 7-nél. I = 0,20 M KCI ionerdsség jelenlétében, pH = 2
esetén, a fémionok [(mb-arén)M(H,0),CI]" és
[{(nS-arén)M},(u>-Cl);]" form4jaban vannak jelen, majd a pH
emelésével, a kloridionok cseréjével vegyes klorido/hidroxido
komplexek jelennek meg a rendszerekben; a teljes hidrolizist a
kloridionok visszaszoritjak.

Eredményeink alapjan mind a primer mind a szekunder
monohidroxamatok nagy stabilitasa, 1:1 Osszetétel
komplexeket képeznek vizes oldatban a fémionokkal, 6ttagh
(0,0) kelatokat kialakitva. A primer hidroxamatokkal, ahol
a hidroxamat-NH deprotonalodasara is lehetéség van, belsd
hidrogén-hiddal stabilizalt részecskét azonositottunk.
Szilard fazisban mindkét ligandumtipus olyan 2:2
sztochiometriajui  komplexeket képez a félszendvics
szerkezeti fémionokkal, amelyekben a ligandumok
karbonil-O-jei egy-egy fémionhoz kapcsolodnak, mig
hidroxamat-O-jei hidként kotik dssze a két egységet. Egyes
Ru(Il) és Os(II) komplexek citotoxikologiai vizsgalata
A2780 ¢és A2780cisR sejtvonalakon nem mutatta azok
aktivitasat, amit a komplexek nem megfeleldn nagy kinetikai
inertségével értelmeztiink.

A vizsgalt fémionokkal ki{ilonboz6é méreti (N,N) kelat
kialakitasara is képes a-, b- és g-aminohidroxamatokkal az
elsd két esetben lassu komplexképzddési folyamatokat
tapasztaltunk, Osszhangban az M-N kotés inertebb
karakterével. Minden rendszerben kimutattuk, hogy a
ligandumok egy masodik fémion megkdtésével stabil
[ML,AH_;]" 6sszetételli komplexeket is képeznek és
hatékonyan képesek meggatolni a fémionok hidrolizisét a
lugos pH-tartomanyban. Az (0O,0) és (N,N) kotésmoda
kétmagvi komplexeket szilardan is eldallitottuk és egyebek
mellett  egykristaly  rontgendiffrakcios  modszerrel
jellemeztiik. Kiilonbozd raksejtvonalakon tortént in vitro
vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a mikromolos
koncentracié tartomanyban a Ru(II) komplexeknek nincs
jelentds citotoxikus hatasa.
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Interaction between platinum metal ions with anticancer potential and hydroxamic acids or their derivatives

Platinum(II) complexes currently used in cancer therapy are
known to have serious side effects and often drug resistance
develops during the treatments. Therefore the development of
novel metal complexes with higher selectivity and effectivity at
even lower concentration is currently in the focus of intensive
research. Half-sandwich type platinum metal complexes with
promising antiproliferative potential represent an important option
in this field. After administration these complexes may be involved
in various biotransformation reactions therefore the study of the
complex formation processes of [(hﬁ—arene)M(HZO)ﬂ2+ (M =Ru,
Os) or [(hS-Cp*)(HZO)g]B (M = Rh, Ir) cations as models can
provide with valuable informations regarding structure-activity
relationship.

Among other chelators, some representatives of the ligand
family hydroxamic acids with R;C(O)N(R,)OH general
formula also exhibit proven anticancer activity. Suberoylanilid
hydroxamic acid (SAHA) with histone deacetylase inhibitor
activity, for example, is currently used in the treatment of
cutaneous T-cell lymphoma. The aim of our work, therefore,
was to incorporate these bioactive entities into one molecule
with the synthesis and characterization of novel half-sandwich
type hydroxamate complexes and to explore the composition
and stability of the complexes formed in these systems under
physiologically relevant conditions.

Since no information was available at the beginning of our work on
the hydrolysis of the above model cations detailed solution
equilibrium studes have been carried out in this field. It was found
that in the absence of chloride ions a single hydrolytic product,
[{(n°-arene)M},(u>-OH);]" (M = Ru, Os) with three bridging
hydroxide ligands is present at pH = 7. Using 0.20 M KCl ionic
strength, under acidic conditions beside the aquo complex,
[(m°-arene)M(H,0); %", [(M°®-arene)M(H,0),Cl]" and
[ {(°-arene)M},(*-Cl);]" species could be identified. As it was
proved by the combined use of pH-potentiometricc NMR and
ESI-TOF-MS techniques, on increasing the pH the hydroxide ions
are capable of replacing the chloride ligands resulting in the
formation of [{(n*-arene)M},(u>-OH)s]"; chloride ions were
shown to hinder the hydrolysis of the cations effectively.
Regarding the electron donating effect of the hexahapto
coordinating arene ligand, it was shown that there is a linear
relationship between this capability (in the order of benzene <
toluene < p-cymene < 1,3,5-triisopropyl-benzene) and the stability
of the aquo complexes against hydrolysis allowing the fine tuning
of the hydrolytic behavior of the half-sandwich type cations.

We have found that both primary and secondary
monohydroxamates are capable of forming (O,0) chelated 1:1
complexes with high stability with the above metal ions in
aqueous solution. Under basic conditions mixed hydroxo
complexes were also identified. For primary hydroxamates
where deprotonation of the hydroxamate—NH is also possible
this species stabilized with an internal H-bonding was identified
and above pH 10 a further deprotonation process resulting in the
formation of [MAH ,] type complexes was detected. Both types
of ligand family were shown to form 2:2 complexes with the
half-sandwich type metal ions in the solid state. In these
complexes carbonyl-O donors coordinate to one of the metal
centres while the hydroxamate—O-s bridge the two units. With
the osmium-containing half-sandwich core redox reactions
were also found during wich partial oxidation of the metal ion
with subsequent loss of the arene ring and formation of an
oxo-bridged dinuclear Os"/Os"" hydroxamato complex was
identified. Some of the Ru(Il) and Os(I) complexes were
screened against human-derived A2780 and A2780cisR
(cisplatin resistant) cancer cell lines and showed no activity.
This was interpreted with the low kinetic inertness of the
complexes.

Regarding the amino derivatives of the hydroxamates having a
terminal —NH, group in chelatable position to the
hydroxamate-NH, formation of stable (0,0) and mixed
(O,0)(N,N) chelated mono- and dinuclear species was found in
partially slow with 4-alahaH and B-alahaH or in fast processes with
a-abhaH over a wide pH-range indicating the generally more inert
character of the M—N bond in these complexes. The presence of the
latter [M,AH |]" type dinuclear species hindered effectively the
hydrolysis of the metal ion under basic conditions and their
stability showed a strong correlation with the size of the (N,N)
chelates being the five membered one (o-alahaH) is the most
stable. Stoichiometry of these complexes was also proven in the
solid state by the determination of the crystal and molecular
structure  of [ {(M°-p-cym)Ru},(u*-a-alahaH.,)(H,0)Br]BreH,O
and [{(m"-p-cym)Ru},(u’*-4-alahaH.,)(H,0)CI]BF,+H,0. Test of
these Ru(Il) complexes for their in vitro cytotoxicity using human
ovarian carcinoma (A2780), human breast cancer (MCF-7),
human ovarian adenocarcinoma (SKOV-3), human colon
carcinoma (HCT-116) or human cervix adenocarcinoma (HeLa)
cell lines indicated no anti-proliferative activity in the micromolar
concentration range.
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