Részletes szakmai beszamold

Dendrimer pszeudofazisok fizikai kémiai tanulmanyozasa:
dendrimerek moédositasa, oldategyensulyainak, szerkezetének és
dinamikajanak vizsgalata

ciml OTKA nemzetkozi kiegészité palyazatarol

A beszamold jelentbs részeket valtozatlanul vett at az OTKA 49044-es tematikus palyazat

zaréjelentésébbl, mert annak kiegészité palydzata volt.

Bevezetés

A bevezetés néhany nem szakmai momentumot is tartalmaz, abbdl a célbdl, hogy
a munkatervt6l vald idGbeli és szakmai eltérést megindokoljam. Amikor a palyazatot
elnyertem, még a Debreceni Egyetem Fizikai Kémiai Tanszékének beosztott docense
voltam. Az Otletet 2003-as amerikai (Ann Arbor Michigan) utamrdl hoztam magammal,
ahol a PAMAM dendrimerek templatként vald alkalmazasaval CeO, nanorészecskék
elGdllitdsaval foglalkoztam [1]. Azt tapasztaltam, hogy az oldatbeli szerkezet és
egyensulyok ismerete nélkil nagyon sok felesleges kisérletet kellett végeznilink. Itt
kezdtink el Balogh Lajossal (University of Michigan, Department of Bionanotechnology)
beszélgetni. A palyazat megnyerése utdn a munkat Magyarorszagon harmasban kezdtik
el, Berka Marta (DE Kolloid- és Koérnyezetkémiai Tanszék) csatlakozott a csoporthoz. Ra
egy évre egy nemzetkozi OTKA kiegészitést nyertlink, és igy Balogh Lajos is hivatalosan
csoport tagja lett. Igy alakult ki a nemzetkozi kiegészitd csoport.

Mire ez megtértént, Balogh Lajos Ann Arbor-bdl a Buffalo-i (NY) Rosswell Park
Cancer Institute-hoz kerillt és bar ott tdmogattdk a kozds kutatast (a tédmogatasi
szerzOdést mar ott irtdk ald), 6 inkdbb csak a tandacsaival vett részt az elméleti
munkaban, mert orvosi alkalmazott kutatasokra allt at. A nemzetkozi egylttmikodés
keretében Dr. Berka Marta 6 hetet (2007-2008-ban) Banyai Istvan 6 hetet 2008-ban
toltott Buffalo-ban. Dr. Balogh Lajos az OTKA palyazat idGtartama alatt harom
alkalommal t6ltott Magyarorszagon 4-6 hetet, és itt nyilt alkalmunk az elméleti jellegl
munkara, valamint az utols6 évben gyakorlatilag a kisérleti munka attelepitésére.

A kémiai része a munkanknak a dendrimerek oldatbeli vizsgalata volt. ElsGsorban
NMR és potenciometridas moddszerekkel. A palyazat és a terv lényege az volt, hogy a
kismolekulakkal valé kélcsénhatason keresztiil fogjuk a nagy molekulak oldatbeli
viselkedését tanulmanyozni. A nagymolekulédk a poli-amido-amin (PAMAM) dendrimerek
voltak. A kismolekulak, a ,kémmolekulak” a tervek szerint a viz, a foszfation és bar nem
molekulak a fluoridion, valamint néhany fémion. A Buffalo-i csoport MRI kontraszt

anyagokat is kutatott. Itt jott az oOtlet nem gadolinium alapd kontrasztanyagok



szintézisére. A terv dendrimerek profirinnel valé funkcionalizdldsa volt, majd mangan(III)
komplexek el6allitdsa. Azonban ezt mar Buffaloban a csoport leépitése miatt nem tudtak
megcsinalni. Itt Debrecenben mi megkezdtik a mangan(lll)-profirin komplexek
bevizsgalasat, és meghataroztuk a vizcsere sebességet. A jelen helyzet szerint
beszereztiik a megfelel6 mennyiségl dendrimereket és a porfirinnel valé funkcionalizalast

megprobaljuk, mert igéretesnek tlinik a projekt.

Eredmények a denrimerekkel kapcsolatban

A dendrimerek szintézise és analitikaja.

Ez gyakorlatilag az ismerkedés volt a dendrimerek kémiajaval. A kisérletek a
palyazat megnyerése el6tt Ann Arborban késziiltek, a dolgozatokat pedig késObb irtuk
meg [1-4]. Az CeO, nanorészecskékrol szélé eredményeket, csak kéziratban létezik, a
tarsszerzOk egyelGre visszatartjak, valoszinlileg mert nem egyeznek az eredmények a
varakozasaikkal. Nem igazan tudhatd, hogy 5-6 éve mire varnak még, de természetesen
csak akkor k6zo6lhetd, ha beleegyeznek. A kézirat készen van.

A PAMAM dendrimerek analitikajaban kulcskérdés a denrimer tokéletessége.
Megallapitottuk, hogy a kapillaris elektroforézis csak kvalitativ minGsitésre alkalmas, akar
a generaciok kozotti vizsgalatokat nézzik, akar azonos generacioknal a szubsztitlcids
szazalékot vizsgaljuk. [2,3] Kombinalt kapillaris elektroforézis és 1-2 D multinuklearis
NMR mérésekkel megallapitottuk, hogy mar az els6 generacidos dendrimereknél is
szerkezeti deviancidk vannak (generacids természetesen nincs) ezek jelent0s része
oroklédhet a generacidokon at. A szubsztitlcios deviancia ennél a |épésnél keletkezik, és
terjedhet.[4] E kutatasok el6zték meg a diffuziés NMR technikanak az alkalmazasat és a

kismolekulak ,,bevetését”.

Az 6tédik generacids dendrimerek diffuzidja vizben

Az alapgondolat az volt, hogy megmérjiik a dendrimerek és a viz latszélagos difflizids
egyltthatéjat kialénbdzé koncentracidkon, pH-kon és két kilonb6z6 dendrimer esetében.
A egyik dendrimer az alapvegyiilet, azaz egy NH, végcsoportu, o6tdodik generacios
etiléndiamin alapid PAMAM dendrimer: PAMAM_E5.NH,. Ez 126 protonalhaté tercier
nitrogént és 128 protonadlhatd primer amin csoportot tartalmazott. A masik dendrimer
egy a végcsoportokat 100 %-ig borostyankdsavval funkcionalizalt PAMAM_E5.SAH. Ez a
dendrimer protonalhatd a tercier nitrogénen, mig a karboxilat végcsoportok esetében
deprotonalddas kovetkezik be megfelelé pH-n.

A kapott eredmények a kovetkezok:

A teljes koncentracié fliggvényében a dendrimerek latszélagos diffuzié egylitthatdja

csOkken még igen hig oldatokban is. Megallapitottuk, hogy elsGsorban a diffazids



obstrukcio a felelGs ezért, azaz ugy viselkednek, mint a merevfall gémb alaku kolloidok.
A hidrodinamikai sugarakat a diffuzid6 egyitthaték zérus koncentracidra extrapolalt
értékeib6l meghataroztuk. A pH fliggvényében a meghatarozott pK-knak megfeleléen az
E5.NH, diffizids egyltthatéja monoton nd, amint fokozatosan vesziti el a toltését, mig a
E5.SAH diffuzié egyiltthatdja maximumot mutat az izoelektromos pontjan, ahol a

legkisebb a mérete.
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A viz (D;0) ¢és az E5.NH,X dendrimerek diffuzidsebességének pH fliggése. Az 0 és m
szimbolumok a viz mig az A and A dendrimerek diffuzio sebességét mutatjak. ES.NH, az
iires(c= 0.37 mmol kg' 300 K) az E5.SAH a tele szimbolumoknak felel meg(c = 0.41

mmol/kg, T =293 K)

Y

A viz diffazi6 egyiltthatéja szintén csokkent a dendrimer koncentracidjanak
fuggvényében (1. abra), amit a diffuziés obstrukcid, és a hidratacidé segitségével irtunk
le, és meghataroztuk a hidrataciés szamot. Levezettilk a megfeleld egyenletet, az

obstrukcioval korrigalt diffuzié egyutthatéra és a molaris koncentraciéra vonatkoztatva:
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1. 4bra Az E5.SAH (bal) és az E5.NH, (jobb) oldataban a viz (D,0) diffazio sebessége a

crer

Megallapitottuk, hogy mind a 3.05 nm, mind a 3.37 nm hidrodinamikai sugard dendrimer
mintegy 4000 vizmolekulat tartalmaz (nwq). [5, 6]. Ez a szam |ényegesen nagyobb, mint
a molekuladinamikai modellekb6l adodoé szam, illetve kisszégl neutronszérasbol
szarmazo adatok. Amit mi meghataroztunk az azoknak vizmolekuldknak a szama,
amelyek egyutt diffundalnak a dendrimerekkel, de gyorsan cserélédnek a tombfazisban
Iévo vizzel. Ennek fényében, még az is elképzelhet6, hogy ez sem a teljes hidratacios

szam.

A PAMAM_E5.NH, kélcsénhatdsa foszfattal

A foszfation valasztdsanak két oka volt. Az egyik, hogy igen j6I mérhet6 NMR mag a 3'P.
A masik pedig az, hogy a méretkizarasos kromatografia egyik leggyakoribb puffere a
citrat mellett a foszfat. Voltak indikaciok az analitikai eredmények hibaira. Az orvosi
alkalmazasok esetében a dendrimerek gyakran nem kovalens kotéssel kotédo
gyogyszereket szallithatnak. A vérben lév6é foszfat ionok konnyen kiszorithatjak a
gyogyszermolekuldkat a dendrimerekbdl, ezért kélcsdnhatds ismerete igen fontos.

A foszfat puffer 3P NMR spektruma érdekességet mutat dendrimerek jelenlétében. A
kémiai eltoléddsa gyakorlatilag nem valtozik, azonban a vonalszélesség igen. A pH
figgvényében jellegzetes maximumot mutat. A vonalszélességnek nincs gyakorlatilag

homérsékletfliggése, azaz relaxacids effektusrdl van szé.
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2. bra A foszfat puffer °'P jelének vonalszélessége a pH fiiggvényében, E5.NH, jelenlétében
(kék) és anélkiil (piros).

I. Tablazat Diffuzid egyltthatdk a foszfat jelenlétében és tavollétében

D(E5.NH,)/ [D(D,O+de) [D(PO4+de)  [D(POy) D(D,0)
pH (m?/s) (m?/s) (m?/s) (m?2/s) (m2/s)

245 550x101Y  190x109  5.30x1010] 8.36x10710
6.60] 6.74x101Y  190x109  513x1010 7.69x1010  1.93x109
07711 6.45x101Y  192x109  5.60x1010] 7.38x10710

Foszfat nélkl

206  452x10'1Y  1.76 x10°°
10.08]  7.00x10°1Y 1821079 1.93 x109
1313 7.13x10°1Y 168 %109

Az 1. tabldzatban mutatjuk a diffuzi6 mérések eredményeit. A tabldzat 1-3. sordban
foszfat jelenlétében mérheté diffuzid adatok vannak, mig az 5-7. sorban annak
tavollétében. Az els6 oszlop azt mutatja, hogy a foszfat a dendrimer méretét nem nagyon
valtoztatja, azaz a méretkizdrasos kromatografianal nem okozhat a foszfat puffer
jelentés hibat. A masodik oszlop, amely szerint a foszfat jelenlétében a dendrimer nem
igazolni, és utdna magyarazni. A foszfat diffiziésebessége viszont 35 %-kal csokken,
aminek alapjan jelentés mennyiségl foszfat diffundal a dendrimerrel, mintegy 120
foszfation van egy molekulaban.
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3. &bra Az E5.NH, dendrimer '"H-NMR spektruma foszfat jelenlétében (alsé és fels§) és

tavollétében (kozépso).

A 3. abra azt mutatja, hogy a foszfat, a 19 és 20-as és a 21 és 22-es szénatomon |évo
hidrogének kémiai eltolddasat valtoztatja meg a legjobban, amelyek a tercier nitrogének
melletti hidrogének (4. &bra). A pH flggés vizsgalata azt mutatja, hogy a
(terc)N...H...OPOsH tipusu H-hid szerkezet alakulhat ki pH ~ 6 korll. Savas és lugos

kozegben viszont a foszfat kikertl a molekula ,felszinére”.

F H
o H o 24 N\H
| 3 18,12,16,20 o1
6,10,14,18 T
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4. &bra A PAMAM E5.NH, egy karjanak, ,,dendronjanak™ rajza. A szamok az NMR azonositasra

szolgalnak.



Kélcsénhatasok fémionokkal

E programpont eredetileg szintén a ,kémmolekula” (ion) terv része volt, azonban a
fémionokkal valé kolcsonhatas gyakorlati aspektusai ezt hattérbe szoritottak. A
fémionokkal valo kélcsonhatdsok nem olyan egyszer(iek, mint a semleges molekulak és
az anionok esetében, igy az észlelések a dendrimerek szerkezeti aspektusaira kozvetett.
A dendrimerekben |évé sok donoratom miatt, vissza kellett térniink a tradicionalis
koordinacids kémiai mddszerekhez a jelenségek megértése céljabdl. Ezzel magyarazhato
a lassabb haladas.

A dendrimerek a Cu®*-ionokat - nem meglepd médon - erdsen kétik. Méréseink a
»~Sztohiometriat” tudtak meghatarozni, mintegy 80 rézion kotddik meg maximalisan az
E5.NH,-ben. A pH-metrids és fotometridas parhuzamos titralasok sokféle koordinaciot
sugallnak. A kvantitativ kezelése a szokasos kiértékel6 szoftverekkel kudarcba fulladt:
nem tudtuk a feladatot még definidlni sem. A fellleti komplexképzddés konstans
kapacitdas modellje mikoédoképesnek tilnik, igen jo illesztéseket kapunk, azonban a
kolloid részecskék kapott kapacitasa értelmezhetetlenlil nagy. Ennek megoldasan,
jelentésén és értelmezésén dolgozunk.

Az NMR vizsgalatok azt mutatjak, hogy a komplexképzddés itt is a tercier nitrogéneken
kezdddik, amint az 5. dbra 'H-NMR spektrumain tiikréz8dik, paramagneses jelszélesedés

formajaban.

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 H

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22
(ppm)

5. 4bra Az E5.NH, 'H-NMR spektrumai novekvd (feliilrél lefelé) rézion koncentracid
mellett, pH 9-10 koz6tt.



Erdekesebb a helyzet a vanadium esetében. Ekkor az °'V-NMR mérések szerint
nem taldlunk specifikus koordinaciét. Ez nem meglepd, mert a vanadatok inkabb oxigén
donor atomokat kedvelik. A vanadatok speciacidja (a kémiai eltolédas alapjan)
Iényegében nem valtozik a dendrimerek tavollétében |év6hoz képest (H,VO, és tetramer
izopolisav), azonban az igy kialakult komplexek relaxaciés sebessége (vonalszélessége)
dramaian megnoévekszik (6. abra). A vanadatot tartalmazé oldatban a dendrimer
diffGziésebessége mintegy kétszerese a vanadiumot nem tartalmazé dendrimerének,
azaz csokken a méret. A jelenség teljes vizsgalatat, amiben ezeknek az észleléseknek az

s

tervezzik megjelentetni.

-530 -540 -550 -560 -570 -580 -590 -600 -610 -620

AN

530 540  -550  -560 -570 -580  -590  -600  -610  -620
(ppm)

6. 4bra >'V- NMR 40 mM vanadat oldatban pH=7.8. A dendrimer mennyisége 1/25-szorose a

vanadatnak.

A dendrimerekkel kapcsolatos altalanos ésszegzés

A dendrimerekkel kapcsolatos Ujabb eredményeink publikaldsat masfél éve
kezdtik meg a diffuzi6 mérésekkel. Az els6 rovid kozleménylinket a Langmuir-ben
Iényegében elfogadtak, néhany Ujabb kisérletet kértek. Ennek végzése soran derilt ki,
hogy az a&ltalunk leirt hidrataciés szam meghatarozasi mddszere nem Uj, 1982-ben
publikaltdk az alapelvet nem ionos tenzidekre. Ennek fényében teljes atdolgozast
hataroztunk el, a kozleményt a szerkesztével egyetértésben nem vontuk vissza, hanem

Iényegesen atdolgoztuk és azt el6zetes kommunikacid helyett teljes dolgozatként kiildtik



be ugyanebbe a folydiratba. Ez nagyon sok idOt vett igénybe, de az elméleti részt is
atdolgozva (bizonyos aspektusaiban tovabbra is Uj!), nagy valdszinlséggel értékes
kozlemény keletkezik beldle.[5]

A foszfationokat tartalmazé dendrimerek eredményei készen vannak, itt Balogh
Lajos és Kéri Mdénika mar irja a kdzleményt, amelyet marciusban véglegesitlink, amikor
egyéb programjanak megfeleléen Balogh Lajos Ujra Debrecenbe jon.

A vanadiumos rendszer esetében a *'V -NMR mérések kulcsszerepet jatszanak. Az
a gondolatunk tamadt, hogy az ionos folyadékok jé modellrendszerei lehetnek a
dendrimerek belsejében levd allapotoknak, legaldbbis NMR spektroszkdépiai szempontbdl.
Ez sajnos (szerencsére) ,nem jott be”, ehelyett egy szép kozlemény sziletett (a jelen
OTKA tamogatasaval), amelybdl a tanulsagok mellett arra jutottunk, hogy a vanadatok

reakcioba |épnek az ionos folyadékokkal (!). [6]
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Altalanos 6sszegzés

Véleményiink szerint a dendrimerek és a poliaminosavak kutatasa jelentls
eredményekre vezet. A dendrimereket mint kézel tékéletes, bar igen draga vegylileteket
modellanyagként lehet alkalmazni a kutatdsok mddszertananak megtervezésére és
eredményei értékelésének kidolgozasara.

E makromolekulak mérete az 1-10 nanométeres tartomanyba esik. Ez megfelel a
nanotechnoldgia legbiztatobb mérettartomanyanak. Ez altalanosabb alkalmazasi

perspektivakat jelez elbre.



A nano-méretli anyagok kutatasi teriiletének ,gyors lerablasa” ugy tinik
befejez6détt. Most e teriilet stabilizalasa folyik, azaz tere van a megfontolt
alapkutatasnak. Ez kevésbé koéltséges, mint a fejlesztés, azonban a haszna is csak
kézvetett. Mindenesetre e palyazat o6t éve alatt a Debrecen Egyetem Kolloid- és
Koérnyezetkémiai Tanszékén kialakult egy erbs kutatdcsoport, amely a kolloid (nano)
méretl ligandumok és fémkomplexeik kémiajaval foglalkozik. Hatékonyan alkalmazza az
NMR spektroszkdpiat, mint f6 szerkezetvizsgald moédszert, ebben egylittmiikédésre kész,
,Szabad vegyértékei” vannak. Tervezni és kivitelezni tudunk Uj ligandumokat, azok
mindsitését is el tudjuk végezni. Meg tudjuk vizsgalni alkalmazasukat fémmegkdoto

flokkulensekként és kolloid (nano) méretii katalizatorként.



