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1. Bevezetés

Kiilonbozé fémionok fontos szerepet jatszanak az ¢él6 szervezetek szerves
molekulainak szintézisében és szallitasaban, illetve biologiai rendszerek sav-bazis- és
redoxifolyamatainak a katalizalasdban. Az egyik legfontosabb fémmegkdtohelyet a
proteinek képezik. Ezek talalhatok meg a metalloenzimekben is, ahol a fémionok a
polipeptidlanc  specialis aminosavjaihoz (pl. a hisztidin aminosav imidazolil-
oldallancahoz) kotddnek. Metalloenzimeknél a fémion lehet csupan az enzim
harmadlagos szerkezetét stabilizald passziv tényezd, azonban igen gyakran aktiv
szerepet is jatszik a katalizis folyamataban. Részt vehet a szubsztrat kotésében vagy a
reakcio intermedierjeinek a stabilizalasaban. Emellett a fémiont tartalmazo
enzimeknek egy jelentds csoportja redoxifolyamatokat katalizal, amelyekben a
fémionnak alapvetd szerepe van.

A hisztidil-oldallanc irdnyabol vizsgalva a metalloenzimek aktiv centrumat, a
hisztidin  kétféle szerepet jatszhat: egyrészt a fémiont koordinalja az
imidazolnitrogénjén keresztill. Ez a fajta koordinacid minden, aktiv centrumban
hisztidint tartalmazé metalloenzim esetében kimutathato. Altalaban 2—4 imidazolil-
oldallanc koti ilyen médon a fémiont az aktiv centrumban. A masik lehetséges
kapcsolodasi mod sokkal ritkabb, ehhez ugyanis az imidazolil-oldallanc pirrol-N(1)H-
csoportjanak deprotonalodasa és koordinalddasa sziikséges fiziologias koriilmények
kozott. Ebben az esetben a hisztidin hidligandumként koti 0ssze a két fémcentrumot,
mint pl. a réz(Il)- és cink(Il)iont tartalmazé Cu-Zn-szuperoxid-diszmutazok (SOD)
esetében.

A hisztidin szinte valamennyi létfontossagu 3d atmenetifém (Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn) szamara fontos kotési hely, de a legstabilisabb komplexek az utols6 harom elem,

azaz a 3d° " atmenetifémek ionjaival alakulnak kit""?.

Ezen fémionok koziil a réz a ndvény- és allatvilagban egyarant elterjedt, és
redoxireakcioi szamos bioldgiai oxidacids folyamatban jatszanak szerepet. Az €l
szervezetben a réz éppen az erds komplexképzo sajatsaga miatt tobbnyire fehérjékhez
kotott formaban (rézproteinekben) fordul elé. A biologiai szempontbol aktiv
rézproteineket harom 6 tipusba lehet sorolni™:

— 1. tipusii vagy “kék’-rézproteinek™ azok a proteinek, amelyek egyetlen rezet
tartalmaznak egy erdsen torzult, [2-N(imidazol), S(tiol), S(tioéter)]-donoratomok
altal meghatarozott koordinaciés kornyezetben. Ez a réz(Il)ionra jellemzo
siknégyzetesen torzult oktaéderes (4N-donoratom) és a réz(l)ionra jellemzd
tetraéderes (4S-donoratom) koordinacié kozotti atmenetet jelenti. Ezek a
metalloenzimek féleg redoxireakciokat katalizalnak. Ilyen enzim pl. a novényekben



eléforduld lakkaz és aszkorbinsav-oxidaz, valamint a emlésokben megtalalhato
ceruloplazmin.

— A 2. tipusu rézproteinekben szabalyos monomer réz(Il)komplexekre jellemzd
torzult oktaéderes koordinacio valosul meg, erés ekvatoridlis €s igen gyenge axialis
kolcsonhatasokkal. Ebbe a tipusba tartoznak a fentebb mar emlitett szuperoxid-
diszmutazok.

— A 3. tipusu rézproteinek két réz(I)iont tartalmaznak kb. 360 pm tavolsagra.
Ezekben a metalloenzimekben a réz a fehérjéhez hisztidil-oldallancokon keresztiil
kapcsolodik. Ezen enzimek az oxigénmolekula szallitasaban és aktivalasaban
vesznek részt, mint pl. a puhatestiieckben eléfordulé hemocianin.

Ujabban egy 4. tipust is javasolnak, ami egy harom réz(Il)ionbol allo egységet
jelol. Az imidazolnitrogén a 3. és 4. tipus esetén is fontos kotési hely.

Szintén nem sorolhat6 az elsé harom csoportba a citokrém-c oxidaz, melyben a
kétféle rezet Cua- és Cup-ként jelolik. Az elsé (valdszinlileg egy dimer) a
mitokondrium membranjan kiviil helyezkedik el, mig a masik egy vasatommal
csatolva a membranon beliil talalhato.

A nikkel biologiai szerepe egészen 1975-ig ismeretlen volt, amikoris az ureaz
enzim nikkeltartalmat egyértelmiien azonositottak. (Magat a ‘“jack bean urease”
enzimet korabban is ismerték mar, s6t ez volt az elsé enzim, amit kb. 50 évvel ezel6tt
kristalyos formaban eldallitottak; azonban akkor még gy gondoltak, hogy nem
tartalmaz fémet.) Az ureazok szamos baktériumban és ndvényben megtalalhatok, és a
karbamid hidrolizisét katalizaljak. A kiilonb6z6 modszerekkel végzett vizsgalatok
(spektrofotometria, rontgendiffrakcio, EXAFS, ESR, magneses cirkularis dikroizmus
mérések) azt mutattdk, hogy az ureaz enzimek aktiv centrumaban két nikkel(II)ion
talalhato, melyek karboxilatcsoporton keresztiil kapcsolodnak™. Az enzim aktiv
centrumaban az egyik nikkel(Il)iont ezenkiviil két hisztidil-oldallanc koordinalja, mig
a negyedik kotési helyen a karbamid szubsztrat koordinalodik. A masik nikkel(II)ion
trigonalis bipiramisos szerkezeti, és szintén két hisztidinhez kotédik .

Nikkeliont tartalmazé metalloenzimek emellett a baktériumokban el6forduld
[NiFe]- és [NiFeSe]-hidrogendzok, melyek az oxigén és a hidrogén vizzé valo
alakulasat katalizaljak. Ezen enzimekben a nikkel koordinacidés szama 5 vagy 6, és
kén-, nitrogén- és oxigén donoratomok altal vegyesen koordinalt. Az oxidacios allapot
a redoxifolyamatok soran +3, +2 és +1 kozott valtozik.

Ezekhez hasonldéan a szénmonoxid-dehidrogendz enzim is tartalmaz vasat a
nikkel mellett, és a szénmonoxid széndioxidda valé oxidacidjat katalizalja. Emellett
kis spinszamu, siknégyzetesen torzult nikkel(I[)ion talalhaté a metil-koenzim M
reduktazban, mely a széndioxid metanna valé konverzidjiban vesz részt’ ..

Nikkel(IT)- mellett réz(I)iont tartalmaznak az “ATCUN motif” (Amino Terminal
Cu(Il)-, Ni(II)-binding) modellek, melyben a ligandum barmilyen, szabad N-
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terminalis aminocsoportot ¢s harmadik helyen hisztidint tartalmazo peptid lehet!'”. A
korabbi vizsgalatok azt allapitottak meg, hogy a kiilonféle allatokbol és az emberbol
izolalt szérum albumin ugyanezt a jellegzetes N-terminalis X-Y-His- szekvenciat
tartalmazza (ahol az X és Y aminosavban nincs koordinal6dé oldallanc). Az albumin a
vérplazmaban legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérje. Az egyik legfontosabb
feladata kiilonboz6 kismolekuldk és ionok szallitasa, beleértve a szervezetben
eloforduld fémionokat is. A réz(Il)- és nikkel(Il)ion is foleg albuminhoz ko&tott
formaban szallitodik. Ezen peptidek alkalmasak emellett a DNS-lanc specifikus
hasitasara, azaz mesterséges restikcios endonukleazok. Ezeket az endonukledzokat
alkalmazzak a DNS-lanc szekvenciajanak feltérképezésére, illetve a hibas DNS-
szekvencia kivagasara.

A cink biologiai szempontbdl az egyik legfontosabb fémion, az élet szinte minden
formajahoz nélkiilozhetetlen. A cink(Il)ion metalloenzimekben is sokkal elterjedtebb
kozponti ion, mint a réz(Il)- vagy nikkel(Il)ion. Azok az enzimek, amelyek
karbonsavészterek, amidok, peptidek vagy foszfatok hidrolizisében vesznek részt,
majdnem mindig cink(Il)iont tartalmaznak az aktiv centrumban. Cink(II)iont
tartalmazo enzim pl. a szénsavanhidraz (az els6 cinktartalmi enzim, amit 1940-ben
fedeztek fel), a karboxipeptiddz (mely az emésztési folyamatban a fehérjék C-
terminalis peptidkotését hasitja), a termolizin, alkohol-dehidrogenaz, egyes
szuperoxid-diszmutazok és az elasztaz. Ezen enzimekben is a peptidlancban talalhato
hisztidin aminosavak imidazolil-oldallancai a szerkezeti (harmadlagos szerkezet
kialakitdsaban résztvevd) ¢és katalitikus (aktiv centrumban 1évé) fémionok f6
kotohelyei.

A cink egy ujabban felfedezett szerepe azokhoz a fehérjékhez kapcsolodik,
amelyek a DNS bazisszekvencidjanak a felismerésében jatszanak szerepet, a DNS
replikacidja soran a genetikai informaci6 atadasat szabalyozzak. Ezek az ugynevezett
“cink ujjak” (zinc fingers) 9-10 cink(Il)iont tartalmaznak tetraéderes koordinacioban.
Ezekben az enzimekben szintén fontos koordinacidos hely az imidazolnitrogén;
leggyakrabban [2-N(imidazol), 2-S]-koordinaci6 valosul meg!'!l.



1.1. Célkitizések

Az imidazolnitrogén elézéekben bemutatott, enzimekben betdltott alapvetd
szerepe miatt a kiilonb6z6 poliimidazol-vegyiiletek igen jo enzimmodellek lehetnek.
Vizsgalataink célja az volt, hogy egy, a korabbi irodalmi adatok alapjan a
metalloenzimek aktiv centrumanak a modellezésére alkalmas kelatképz6 ligandum, a
bisz(2-imidazolil)-metil-amin ~ (BIMA)  kiilonb6z6  aminosav- és  peptid-
szarmazékainak réz(I)-, nikkel(I[)- ¢és cink(Il)ionnal vald6 komplexképzését
tanulmanyozzuk. Célul tiztik ki a komplexkémiai rendszerek oldategyensulyi
szempontbol vald jellemzését és a kialakuld komplexek szerkezetvizsgalatat.

Mivel a vizsgalt, ligandumként a bisz(2-imidazolil)-metil-amin aminosav- és
peptidszarmazékait tartalmazé rendszerek igen Osszetett képet mutattak — jelentds
részben az imidazolcsoportok két-két nitrogén donoratomjanak tulajdonithatéoan — a
vizsgalatokat kiegészitettik a bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazékoknal egyszerlibb
modellrendszer, az aromas gyurtinként egy nitrogén donoratomot tartalmazo bisz(2-
piridil)-metil-szarmazékok komplexkémiai vizsgalataval.

Ilyen szintetikus modellvegyiiletek tanulmanyozasa révén fontos elérelépést
tehetiink a metalloenzimek hatasmechanizmusanak megértése terén''”l. A kiilonféle
oligopeptid-szarmazékokkal képzett fémkomplexek vizsgalata eldsegiti a fémionok ¢és
proteinek kozotti kdlesonhatas megértését. Ezek a kismolekulak alkalmasak lehetnek a
metalloproteinek aktiv centrumanak a modellezésére, illetve — ezen molekulak
fémionhoz vald specialis, igen erés kotddését kihasznalva — metalloenzimek szelektiv

gatlasara is!"*.



2. Irodalmi el6zmények
2.1. Peptidek sav-bazis és komplexkémiai viselkedése

Az altalunk tanulmanyozott ligandumok az egyik szempontbol aminosav-,
illetve peptidszarmazékoknak tekinthetok, ezért sziikséges roviden attekinteni az
aminosavak, illetve peptidek koordinacios kémiajat. A koordindcios kémia utoébbi 50
évben tapasztalhatd fejlodésének az eredményeként ma mar jelentds mennyiségii
informacio all rendelkezésre a fémion—protein kdlcsonhatasok jellegérél, igy néhany
altalanos torvényszertiséget is sikeriilt megallapitani.

Jol ismert, hogy az aminosavak kiilonb6z6é atmenetifém-ionokkal stabilis bisz-
vagy triszkomplexeket képeznek. Ezen komplexekben a fémion az a-amino- és a
karboxilatcsoporthoz koordinalodik, stabilis Ottagu kelatot képezve. Ez az alapvetd
koordinacios mod modosulhat, ha az aminosav oldalldnca is tartalmaz valamilyen
koordinalodasra hajlamos — pl. hisztidin — donorcsoportot.

o Di-, tri- és oligopeptidek esetén az amino- €s a

I 7 . (o . .
HsN*—$H—C—NH—(|3H—C< karboxilcsoport mar tulsagosan tavol helyezkedik el

Ri Re egymastol, igy nem tud ottagu kelatgyliri képzodni a

1. abra: Egy dipeptid altalanos

S két terminalis helyzetii csoporton keresztiil. Azonban az
szerkezeti képlete

atmenetifém-ionok egy része (pl.: arany(Ill)-,
palladium(II)-, réz(II)-, nikkel(Il)- és néhany esetben a cink(II)ion) kiilonféle peptidek
esetében képes eldsegiteni az amidnitrogén deprotonalodasat. fgy ezen fémionok
szamara mar a dipeptidekben is minimum négy potencialis donoratom talalhato:
karboniloxigén, karboxilatoxigén, aminonitrogén és amidnitrogén. Utobbi harom
donoratom stabilis, csatolt kelatszerkezetet alkot, és ezek egyiittes koordinalodasaval
kialakul a peptidszerti koordinacié a fémion koriil. Emellett peptidek esetében is
lehetnek egyéb kotohelyek az oldallancban, és ez nagyon valtozatos Osszetételi
fémion—peptid komplexek kialakulasat teszi lehet6vé.

2.1.1. Nemkoordinal6dé oldallancot tartalmazé aminosavak és peptidek

Minden dipeptid minimum héarom, egymastol elkiiloniild funkcidscsoportot
tartalmaz: terminalis aminocsoportot (—NH,), terminalis karboxilatcsoportot (—COQ")
és amidcsoportot (azaz peptidcsoportot, —CONH-). Ketténél nagyobb tagszamu
oligopeptidek esetében is ugyanezek a funkcidscsoportok jelennek meg azzal a
kiilonbséggel, hogy a terminalis csoportok messzebb keriilnek egymastol és tobb (egy
n aminosavegységet tartalmazo oligopeptidlanc esetében (n—1)) amidcsoport talalhato
a molekulaban. Ezeknek az oligopeptideknek a sav-bazis sajatsagait tanulmanyozva
azt talaltdk, hogy ha az oldallancban nincs valamilyen funkciéscsoport, akkor az
oligopeptidnek csak két savi disszociacios allanddja van a mérhetd pH-tartomanyban
(0 < pH < 14)1*17,



1. tablazat: Glicin aminosav ¢és glicint tartalmazd peptidek savi disszocidocios allandoi
(mérési koriilmények: T =298 K; I = 0,1 mol-dm > KCI)

Ligandum pKy(-NH;)  pKi(-COOH)
Gly!'® 9,60 2,37
Gly-Gly!'* "] 8,13 3,21
Gly-Gly-Gly!"> 17 7,96 327
Gly-Gly-Gly-Gly!'*> ") 7,97 3,24

Az 1. tablazat adataibol latszik, hogy az amino- és a karboxilcsoport
deprotonalodasi 1épése jol elkiiloniil az aminosavak és a peptidek esetében. A két
csoport pK-ja kozotti kiilonbség az aminosavaknal a legnagyobb, ugyanis a peptid-
kotés csokkenti mind az aminocsoport bazicitasat, mind a karboxilcsoport savassagat.
A tri- ¢és tetraglicin pK-értékei kozti hasonlosdg alapjan ujabb glicinegységek
peptidszer( kapcsolddasa mar nem lenne jelentds hatassal a peptid két pK-értékére.

Az amidcsoport két lehetséges fém- vagy protonmegko6td donoratomot,
karboniloxigént ¢és amidnitrogént tartalmaz. Azonban az aminocsoportban még
nemkotd elektronpart tartalmazo nitrogén elvesziti a bazicitasat, amikor amidcsoportot
alakit ki, mivel az amidcsoportban a karbonilcsoport C=0 n-kotése a CON atomokon
delokalizalodik, aminek kovetkeztében a C—N kotés részben kettdskotés jellegiivé
valik. Emiatt a peptidkotés széles pH-tartomanyban semleges, €s csak nagyon bazikus
vagy savas oldatokban képes igen gyenge savként vagy bazisként viselkedni. Ez a
tartomany potenciometridssan mar nem mérhetd. Szintén a delokalizdcid miatt a
kialakult peptidkotés planaris szerkezeti.

Erds sav hatdsara azonban a

R M AN AN dktés ke .
//C—N\R’fH = 5 //c—N;: = 5 //C_N\H +H"| peptidkotés epes protona-
.2 2 l6dni.  Elészér M. Liler

H+ . , 7

2. abra: Az amidkotés protonalodasi vizsgdlta NMR modszerrel a

és izomerizacids egyensulyai proton helyzetét, és azt talalta,

ING R1\C - hogy az legnagyobb szazalék-
=N =—= = Lo .
o' R, o' R, ban a nitrogénen helyezkedik

el Ezzel szemben R. B.

Martin a protoncseresebességeket vizsgalva azt allapitotta meg, hogy az amidok hig

savas oldatban elsdsorban az oxigénjiikkon protondlodnak. N-metil-acetamid esetében
az O- és N-protonalt részecskék molaranya nagyobb, mint 10°. Ezen protonalddasi
1épéseken keresztiil a molekula savkatalizalt cisz-transz izomerizacioja is lejatszodik
(2. abra)"” ") Ezek a folyamatok azonban csak igen savas kozegben mennek végbe,
igy az amidcsoport semlegesnek tekinthetd.

Az amidcsoport neutralitdsa miatt a peptidekben a terminalis amino- ¢és
karboxilatcsoport a legfontosabb fémmegkotdhely. Annak a valdsziniiségét azonban,
hogy a két terminalis csoport ugyanahhoz a fémionhoz koordindlodhasson, a két
csoport egymastol valdo nagy tavolsaga gyakorlatilag elhanyagolhatova teszi. Az
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amino- és a karboxilatcsoport igy egymastol fliggetlen kotéhelyei a fémionoknak, €s a
kolesonhatasok er6ssége nagyban fiigg a fémion kémiai jellegétol.

Az N-acetil-glicin és a glicinamid a két legegyszeriibb vegyiilet a peptidek C-,
illetve N-termindlis végének a modellezéséhez. Ezen kismolekuldk komplexkémiai

sajatsagait vizsgalva azt tapasztaltak, hogy az N-acetil- o
glicin  egyszerli karboxilatként koordinalodik a H3C—g—NH—CH2—Ci/
fémionokhoz*"**!. Ez a viszonylag gyenge kotés nem o OH

képes megakadalyozni semleges pH-ju vizes oldatban a HZN_CHZ_I(I:_NHZ

fémhidroxid csapadék levalasat. Az amidcsoport o
flr o, 3. abra: Az N-acetil-glicin és
kelatképz6 helyzetben van ugyan a karboxilat- a glicinamid modell-

csoporthoz képest, de ennek a koordinicidja csak az vegyiilet szerkezete

amidnitrogén deprotondlodasa utdn mehetne végbe. Az amidcsoport azonban kis
bazicitasi, deprotonaldédasat csak az  N-acetil-hisztidin  vegyesligandumi
komplexeiben sikeriilt korabban kimutatni, ahol a gyenge karboxilat horgonycsoport
mellett egy erésebb hisztidincsoport is talalhato!®*).

A monodentat koordinalodasi lehetoség kovetkeztében a peptidek terminalis
karboxilatcsoportja gyenge fémmegkotohely, igy szerepe csak a komplexképzodés
iranyitasaban lehet. Ugyanezeket mutatja a glicinamid komplexkémiai viselkedése
is™*!: a koordinacié savas pH-n a terminalis aminocsoporton kezdédik. Azonban a
glicinamid ottagu kelatot képezhet nemcsak az amidnitrogén, hanem a karboniloxigén
koordinalodasaval is (mig az N-acetil-glicin esetében a karboniloxigénen keresztiil
csak gyengébb, hattagii kelat alakulhatott volna ki). Azt, hogy ezek koziil a

koordinacios modok koziil melyik valosul meg, az " o
hatarozza meg hogy az amidnitrogén az adott _< ’ _<
koriilmények kozott deprotondlodhat-e, és igy | HeN /2,0 pH>7 MN_ ,é.NH'
PR . . . ; . Cu** cu*
lehetové valik-e a peptidszerli (amino- és amid- N o HN N
nitrogénen keresztiili) koordinacié. A karbonil-
oxigénen keresztiil kialakuld kotés ([CuL,]*" _NH, ©
. . S [CuL® [CuLzH_5]
komplex, 4. abra) az aminosavak koordinaloda- 4. Abra:
sara hasonlit. Az aminosavkomplexek azonban | A  réz(ll)-glicinamid  rendszerben
toltés nélkiiliek, és igy stabilitasi allandojuk | Kulonbozd pH-érickeknél kepzods
) 4 ) ] komplexek szerkezete
valamivel nagyobb, mint az amino-karbonil

koordinacioju glicinamid- vagy peptidkomplexeké, és joval nagyobb, mint az N-acetil-
glicinnel vagy N-terminalisan védett peptidekkel kialakulé karboxilatkomplexeké. A
karboxilatkomplexekhez viszonyitott stabilitisndvekedés glicinamid esetén lehetdvé
teszi a fémion oldatban maradasat gyengén bazikus kozegben is, ahol mar az
amidnitrogén deprotonalodhat és koordinalodhat a fémionhoz. Ebben az esetben a két
terminalis aminocsoport és a két deprotonalt amidnitrogén képes teliteni a réz(Il)
koordinacios szférajat ([Cul,H »] komplex; 4. abra, 7. oldal).



Dipeptidek esetében ugyanigy kiala- Ry R °
. /" ey | 2,
kulhat a peptidszeri koordindcid. A | Ry  NH—CH—COO ;CH V%
réz(I)-diglicin ~ rendszerben  képzods |, N pH >4 O\\rN\ 4
N Cu=*
[CuLH ] o0sszetételi komplex (5. abra) cuzt R/CH\NII—iI L‘{\OH
. . 1 2 2
két ottagu kelatgyirit is tartalmaz, ami a [cuy’ [CULH_.]
komplex megnovekedett stabilitisahoz és 5. abra:
. ., . . . A réz(Il)-diglicin rendszerben kiilonb6z6 pH-
az amidcsoport pK-janak a csokkenéséhez | ¢ ekeknel képzsds komplexek szerkezete

(pK = 4,23) vezet®",
Osszegzésképpen  megéllapithatjuk, hogy az oligopeptidek terminalis

aminocsoportja az atmenetifém-ionok elsddleges koordinalédasi helye. Savas pH-
tartomanyban (pH <4) az aminonitrogénen ¢és a szomszédos peptidcsoport
karboniloxigénjén keresztiil kdzepes stabilitasu, 6ttagu kelatszerkezet képzodhet. Ezt a
szerkezetet az aminosavkomplexekénél kisebb stabilitasi allandoval ugyan, de minden
vizsgalt fémion esetében sikeriilt kimutatni. Lugos kozegben azonban csak az
amidnitrogén deprotondlodasa és koordinaldédasa képes megakadalyozni a fémion
hidrolizisét. Ezt a deprotonalddasi folyamatot csak néhany fémion képes indukalni. A
legfontosabb ilyen fémion a palladium(Il)-, platina(ll)-, réz(Il)-, nikkel(Il)- ¢és
arany(Ill)ion. Ezek a fémionok az amidnitrogén deprotonalodasat a fiziologias pH-
tartomanyba vagy akar az ala is képesek leszoritani.

Réz(IT)komplexek:
A réz(Il)ion oligopeptidekkel elsésorban 1:1 0Osszetételli, tetragonalis

térszerkezetii komplexeket alkot. A réz(Il)—diglicin rendszerben!'***>"

savas
tartomanyban csak egyféle, [CuL]" 6sszetételii komplex alakul ki az aminonitrogénen
és a karboniloxigénen keresztiili koordindlodassal (lasd: 5. abra). Azonban 4-es pH
felett az amidnitrogén deprotonalodik és kialakul a peptidszerti koordinacié. Az igy
képzodott [CuLH ;] 0Osszetételi komplexnek van egy szabad koordinaciés helye,

#4-27. 51 deprotonalt ligandum,

ahové a pH-t6l és a fémion/ligandum aranytol fiiggéen
vizmolekula vagy OH -ion kotodhet. Biszkomplexek esetében a masodik ligandum
axialis-ekvatorialis helyzetben kotodik az N-terminalis amino- és karbonilcsoportjan
keresztiil. Ekkor nem torténik meg a masodik ligandum amidnitrogénjének a
deprotonalodasa, és ez gyengébb kotddést eredményez. Az igy kialakuld koordinacios
mod nem képes megakadalyozni pH =9 koriil kiilonbdz6 vegyes hidroxokomplexek
kialakulasat. Erre utal az abszorpcids spektrumban megfigyelhetd gyenge voOrds
eltolodas és a redoxipotencial csokkenése is™™.

A réz(Il)—di-, tri- és tetraglicin rendszerekben nagy (akar ezerszeres) ligandum-
felesleg esetén végzett — foleg ESR spektroszkopias — mérések még tobbféle bisz-
kompex jelenlétét mutattdk ki: savas pH-n [2-COO ]-koordinacid, mig semleges és
gyengén lugos koriilmények kozott  diglicinnel [(NH,, CO)(COO)]- és
[(NH,, N7, COO )(COO)]-koordinacio, tri- ¢és tetrapeptidek esetében pedig
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[2:(NH,, N)]- és [(NH,, N, CO)(NH,, CO)]-koordinacié valosul meg, ez utobbi a
négy nitrogén donoratom ekvatorialis sikban valo koordinalodasaval®!l,

Tri- és tetraglicin esetén!'>'7-2%3]

szintén végbemegy réz(Il)ionnal az
amidnitrogének deprotonalodasa, és igy a terminalis aminocsoport mellett az
amidnitrogének telitik a réz(Il)ion koordinicios szférajat. Az egymast kovetd
amidnitrogén deprotonalodasi 1épések pK-értéke novekszik, de sokkal kisebb, mint a
szabad ligandumé (ami potenciometrias modszerrel nem is mérhetd, altalaban 14—15-
0s pH koriil van). Az amidnitrogén deprotonalédasat nemecsak a potenciometrids
adatok, hanem a kalorimetrias, spektrofotometrias, ESR spektroszkopias és rontgen-

26:32361 valamennyi,

diffrakcios mérések eredményei is egyértelmiien aldtamasztjak!
az elébbiekben leirt szerkezet kialakuldsanal azonban jelentOs szerepe van a szabad
terminalis aminocsoportnak, mely horgonycsoportként eldsegiti a kotések kialakulasat
mar savas pH-tartomanyban is. Ezzel szemben N-terminalisan védett aminosavak és
peptidek (pl. N-acetil-aminosavak ¢és -peptidek) esetén a ligandum csak a karboxilat-
csoportjan keresztiil, egyfogn ligandumként tud koordinalodni®. Ha ezek a
molekuldk tartalmaznak erdsen koordinalodo tiol-, foszfo- és imidazolcsoportot, ezen
csoportok az aminocsoporthoz hasonlé horgonydonor szerepet jatszhatnak, azaz

szintén eldsegitik pl. az amidnitrogén(ek) deprotonalodasat és koordinalodasat® >,

Nikkel(IT)komplexek: OY\ 6. 4bra: A nikkel(Il) diglici
. . abra: nikkel(IT)-diglicin
Gyengén lagos kozegben a | e

O rendszerben ligandum-

. o, . o . Lo e

nikkel(Il)ion is képes indukalni az amid- N--o NiZr_ felesleg esetén képzods
. . s e . : : 2

nitrogén deprotonalodasat és koordina- HNSE A [NiLaHoJ™ komplex
o O szerkezete

lodasati**™®l A keletkezé komplexek

sztochiometridja és szerkezete azonban

eltétr a réz(lkomplexekét6l. A  nikkel(Il)-diglicin rendszerben mind a
potenciometrias, mind a spektrofotometrias adatok alapjan biszkomplexek képzddnek,
és pH = 10 koriil mar mindkét kapcsolddo ligandum amidnitrogénje deprotonalddott és
koordinalodott. Az itt jelen 1évé [NiL,H ] és [NiL,H ,]* osszetételii komplexek (6.
abra) oktaéderes szerkezetiiek és paramagneses tulajdonsaguak. A rontgendiffrakcios
vizsgalatok is kimutattdk a hatos koordinacioji nikkel(Il)komplex jelenlétét az
oldatfazisban'*. Ezzel szemben a nikkel(Il)—triglicin és a nikkel(Il)—tetraglicin
rendszerben siknégyzetes, diamagneses, intenziv sarga szinii komplex kialakuldsa
jellemzd. A potenciometrias adatok alapjan pH = 8-9 koriil a ligandum mar triglicin
esetében két, tetraglicinnél harom extra protont (amid-protont) veszitett. Az
amidnitrogének deprotonalodasanak pK-értékei nem allapithatok meg pontosan, a
deprotonalodasi 1épések kooperativ moédon mennek végbe (azaz a [NiLH |
Osszetételii komplex koncentracidja minden fémion/ligandum aranynal és minden pH-
nal elhanyagolhatd) a geometriavaltds miatt*>. A [NiLH ,] (L = triglicinnél), illetve
[NiLH 5]* (L = tetraglicinnél) komplexek siknégyzetes geometriajuak, tehat
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hasonloéak a réz(Il)-tri- és tetraglicin komplexekhez, de itt nincs axialis helyzetben
fémion—ligandum  kolcsonhatas. A feltételezett  koordinaciét  igazolja a
rontgendiffrakcios  kristalyszerkezet*®, az abszorpciés spektrum és az NMR

ok . . [32,41,43
vizsgalatok eredménye is">*"

I Az oligopeptidek nikkel(Il)komplexeinek masik
fontos jellemzdje a kiilonbozé deprotonalt formak egymasba vald lassu atalakulasa. A
kinetikai inertség, és ezzel egyiitt a potenciometrias mérés nehézsége novekszik a

deprotonalt peptidcsoportok szamanak a ndvekedésével.

Cink(II)komplexek:

Savas és gyengén bazikus oldatban még a cink(Il)—peptid rendszerek is
vizsgalhatok csapadék levalisa nélkil”, pH >35 esetén kelatgyirii képz6dik a
terminalis aminocsoporton és a szomszédos karbonilcsoporton keresztill. Bar a
peptidmolekuldk koordindlni tudjak a cink(Il)iont, egyszeri (oldallancban
donorcsoportot nem tartalmazo) dipeptidek esetén a cink nem képes eldsegiteni az
amidnitrogének deprotonalddasat.

2.1.1.1. Oldallancban 1évd, nemkoordinalédo csoportok
hatasa a koordinaciora

Az aromas fenilalanin-, tirozin- vagy triptofan-oldallanc a kialakulé komplexek
stabilitasat tobbféleképpen befolyasolhatja: kozvetlen elektrosztatikus kdlcsonhatason
keresztiil, aromas gyirik kozott fellépd stacking kdlcsonhatassal, valamint hidrofob
kdlcsonhatason keresztiil. Ezeket a kolcsonhatasokat vizsgaltak mar mind aminosavak,

432 Altalanossagban  megéllapitottak, hogy ezen

mind peptidek esetében'
oldallancoknak csak igen gyenge hatdsa van a komplexképzddésre, és minél hosszabb
a peptidlanc, annal kisebb ezen kolcsonhatasoknak a stabilitasi allandora gyakorolt
szerepe.

A prolin az egyetlen olyan, természetes peptidekben és fehérjékben megtalalhato
aminosav, amely szekunder aminocsoportot tartalmaz; azaz ha a prolin a peptid N-
terminalis végén helyezkedik el, akkor a primer aminocsoporthoz hasonléan
horgonycsoportként viselkedik. Azonban lanckézi helyzetben — amikor a prolin
szekunder aminocsoportjaval és egy tetszOleges, szomszédos aminosav
karboxilcsoportjaval alakul ki a peptidkotés — a kotés nem tartalmaz amino-NH-
csoportot, igy nem is mehet végbe annak deprotonalddasa és koordinaldédasa. Azaz a
peptidlancban 1évé prolin megallitia a peptidekben bizonyos fémion hatdsara
bekovetkezd 1épesdzetes amid-deprotonalodast és -koordinalodast (7/a. abra)l>>).
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a b. Q c
Q //O N //O Q _0
< C\ s C\ < (i/
H2N~/_ \ /NH HZN./_ \ NH-CH, H2N~/_ \\0 N
\Cu’2/+ HZC\ ‘o2t o h =0 \Cu?:+ /‘:>
=0 -l o \ o ~N—C
/ \“’// C \ W\
Q\ _NH_ -~ CoO | | -‘00C—NH
C CH, HZC\ NH
o cH
CoO
7. abra: Néhany prolintartalmu peptid réz(IT)komplexének a szerkezete:
a.: [CuL]’ (L = Gly-Pro-Gly-Pro-Gly) pH =5-7, 1:1 arany
b.: [CuL] (L = Gly-Pro-Gly-Pro-Glu) pH =5-8, 1:1 arany
c.: [CuLH 4] (L = Gly-Pro-Pro-Gly-Gly) pH>7, 1:1 ardny

A prolin masik, koordinacios tulajdonsagokra gyakorolt hatasa, hogy ugynevezett
"break-point", azaz a peptidlancban a prolinnal egy térés van, igen merev szerkezettel.
A prolintartalmit peptidek komplexeiben gyakran alakulnak ki makrokelat
szerkezetek, melyekben a peptidnek az aminovége és egy tavolabbi csoport
koordinalodik. Ez a tavoli donorcsoport lehet a peptidnek egy oldallanca (7/b. abra) —
akar olyan oldallanc is, ami a prolint nem tartalmaz6 peptidek esetében nem vesz részt
a koordinacioban, mint pl. a tirozin fenolatcsoportja, — vagy a félancban talalhatd
amidcsoport (7/c. abra). Ezen szerkezetek kialakulasdhoz sziikséges, hogy a tavolabbi
koordinalodo csoport elég messze — legalabb 14 kotésnyi, azaz négy aminosavnyi
tavolsagra — legyen a peptid aminovégén kialakuldé amino-karbonil koordinaciotol. Ha
ez a feltétel nem teljesiil, akkor dimer szerkezet képzddik ugyanezekkel a koordinacios
modokkal. Azon peptideknek a komplexei, melyek nem a masodik, hanem a harmadik
helyen tartalmazzak a prolint, sokkal stabilisabbak, ezen rendszerekben ugyanis az
aminovégen az amino-karbonil koordinacional erdsebb amino-amid koordinacio
alakulhat ki. Ebben az esetben is kialakulhat makrokelat, ha megfelelé pozicidban
talalhaté a peptidben egy masik koordinalédé donorcsoport is. Kiilondsen nagy
stabilitastiak az X-Pro-Pro-Y-Z szerkezetli pentapeptidek (X, Y és Z tetszoleges,
prolintél kiilonb6zo, erésen koordinaldodd oldallancot nem tartalmazd aminosavak)
makrokelat-komplexei, ahol a két egymast kovetd prolin-egység merev szerkezete a
koordin&l6édé donorcsoportot a fémionhoz igen kozel hozza, eziltal novelve az
stabilitasi alland6 entropia-tényezdjét (7/c. abra).

Egyediil a Gly-Pro-Gly-Pro-Gly pentapeptid esetében nem talaltak makrokelat-
képzodést. Ezzel a ligandummal csak amino-karbonil koordinaciojii mono- és bisz-
komplexeket sikeriilt kimutatni. Azonban ha a peptidlancban 6t6dik pozicidban
koordinal6do oldallanct aminosav talalhato (Gly-Pro-Gly-Pro-X), akkor a mésodik és
negyedik helyen 1év6 prolin el6segiti annak koordinalodasat (7/b. abra), még akkor is,
ha az kiilonben koordinalédasra nem igazan hajlamos (pl. az arginin guanidinium-
csoportja).
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2.1.2. Hisztidin aminosav és hisztidintartalmu peptidek komplexkémiaja

A hisztidint tartalmazd peptidekre kapott pK-értékekbdl (2. tablazat) lathatjuk,
hogy a kiilonb6z6 csoportok pK-jat bizonyos mértékben befolyasolja a hisztidinnek a
peptidlancon beliil elfoglalt helye.

2. tablazat: Hisztidin aminosav és hisztidint tartalmazo peptidek savi disszocidcids allandoi
(mérési koriilmények: T =298 K; I = 0,1 mol-dm™)

Ligandum pK3(— NH;r ) pK,(imidazol-NH) pK(—-COOH)
His"*! 9,09 6,02 1,7
Gly-His"™" 8,22 6,77 2,51
His-Gly"™" 7,59 5,94 2,96
His-Gly-Gly™*"* 7,62 5,52 3,17
Gly-His-Gly"®! 7,98 6,35 2,72
Gly-Gly-His"® 7,96 6,64 2,92

"mérési koriilmények: T =294 K, 1=0

Itt is — hasonléan mint az egyszerii peptideknél — megfigyelhetd az amid-
csoportnak azon hatisa, mely szerint cs6kkenti mind az aminocsoport bazicitasat,
mind a karboxilcsoport savassdgat. Az aminocsoport bazicitdsa az N-terminalis
végilikon hisztidint tartalmazo peptidek esetében a legkisebb, mig a C-terminalis
hisztidinszarmazékoknal ehhez képest valamivel nagyobb, de még mindig a hisztidin
amino-pK-ja alatti érték. A peptidkotés az imidazolcsoport pK-jara is hatdssal van: az
imidazol-NH-ra jellemz6 pK-érték nd, ha a hisztidin aminosav aminocsoportjahoz egy
masik aminosav a C-terminalis végével kapcsolodik, és ugyan kisebb mértékben, de
csokken, ha ez a kapcsolodas a hisztidin karboxilcsoportjaval torténik. A hisztidil-
oldallancnak a masik, mar a protonalodasi folyamatokban is megmutatkozo6 sajatsaga a
tautomer szerkezetek egymas melletti jelenléte, azaz hogy mind az N(1)- ("pirrol-
tipusu"), mind az N(3)-as ("piridin-tipusi") nitrogénjén bekovetkezhet a protonalodas
vagy a fémion koordinalodasa (8. abra)'. Ezeket a tautomerizacios egyensilyokat
H-, BC-, “N- & N-

8. abra: COoO Coo
NMR spektroszkopia se- CH, H* CH2\<
séosvel lehet i /—& NHy* = — NH,
gitségével lehet nyomon oo N N
kdvetni. Valamennyi vizs- CH2~<
galat azt mutatta, hogy = NHs H
AN NH \ [eleley Coor
semleges pH-n az N(1)H CcH, -H* CH,
izomer a stabilisabb, s6t | A hisztidin protona- = NH;* — NH,
- _ . bdasi é i- N HN!
szilard fazisban mar csak | l0ddsiés tautomeri S S
A [57] z4cids egyensulyai
ez fordul elo™".

! Egyes irodalmakban az N(1) és N(3) jelolés helyett N* és N, illetve eN és 8N szerepel.
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A hisztidil-oldallancnak nemcsak a sav-bazis tulajdonsagokban, hanem a komp-
lexképzo sajatsagokban is jelentds szerepe van. Az imidazolnitrogén képes versengeni
az aminosav egy¢b kotdhelyeivel, és jelentdsen noveli a komplex stabilitasat. A hatas
itt is nagyban fiigg az imidazolrésznek a peptidlancon beliil elfoglalt helyétél**.
Altalanosan megéllapithatd, hogy egy imidazolil-oldallincot C-terminélis részen
tartalmazo dipeptid amidnitrogénjének a deprotonalodasat eldsegiti az oldallanc
fémionnal valé kdlcsdnhatasa. Oligopeptidekben ugyanigy a nem N-terminalis helyen
1év6 oldallanc eldsegiti az eldtte 1évo amidnitrogén deprotonalodasat. Ezzel szemben
az N-terminalis részen levd oldallanc erés koordinalddasa a fémionhoz gatolhatja,

vagy akar meg is akadalyozhatja a deprotonalodast™” %,

Réz(I)komplexek:

Az irodalomban megjelent adatok alapjan az N- és a C-terminalis hisztidintartalmu
dipeptidek koordinacidés kémidja eltér6. A réz(Il)-His-Gly rendszerben képzddd
komplexek Osszetétele és szerkezete a fémion/ligandum aranytol fiigg. Az N-termina-
lis hisztidinszarmazéknal az aminonitrogén és az imidazol-N(3) megfelel6 pozicidban

van ahhoz, hogy hattagu kelatgytirtit NH o

; . . 9. abra: > ! CH
alakitson ki. Ligandumfelesleg ese- \ '\1 NHZ\CH/C\ P
. S , 1 N NH  “coo
tén az amidnitrogén deprotonalodasa Hz(f cliz+ I
nem tud lejatszédni, és hisztamin- | 99%, N~c- O~ N ik

e EREOdi, &8 1 o 8T e 4 Areaan His-Gly
szerti koordinacidval stabilis [CulLs;] NH™ rendszerben képz6dé
biszkomplex alakul ki (9. abra)>". [CuL,] komplex

1:1 fémion/ligandum arany esetén a réz(Il)ion koordinacids szféraja telitetlen,
ami lehetdvé teszi az amidnitrogén deprotonalodasat és koordinalodasat. pH = 6 koriil
a diglicinnél is megfigyelhetd koordinaciés mod alakul ki: a ligandum az
aminonitrogénen, amidnitrogénen és karboniloxigénen keresztiil kotddik a kozponti
fémionhoz. A réz(Il)ion negyedik koordinacios helyét egy masik [CuLH ;] egység
imidazolil-oldallanca foglalja el, és igy dimer szerkezet képzddik. A deprotonalt
komplex képzédése hidroxohidas szerkezettel is értelmezheté lenne'™, de tovabbi

60631 a7 amidnitrogén deproto-

potenciometrias és spektrofotometrias vizsgalatok!
nalédasat tdmasztottak ala. Ha a hisztidin aminosav C-terminalis végéhez egy hosszu,
nemkoordinalodo oldallanc kapcsolodik, amely sztérikusan neheziti a dimerizaciot,
monomer/dimer egyensily alakul ki az oldatban'®".,

A réz(II)-Gly-His rendszer esetében sztérikus okok kizarjak a hisztaminszer
koordinaciot, igy megvan a lehet0ség egy haromnitrogénes, [CuLH ;] Osszetételii
komplex kialakuldsara a terminalis aminonitrogén, deprotonalt amidnitrogén ¢és az
imidazol-N(3) donoratomokon keresztiil. Ezt a fajta kotést el6szor Martin és Edsall
irta 1e!®! és bizonyitotta potenciometrias és spektrofotometrias mérésekkel. Ugyanezt a
fajta szerkezetet igazoltdk masok potenciometrias, spektrofotometrids és

(37,59, 61, 66-68

rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatai is I (Megjegyezendd, hogy egy
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masik koordinacios modot is kimutattak ugyanebben a rendszerben, amelynél a
ligandum az amino- €s amidnitrogénjén, valamint a hisztidinrész karboxilatoxigénjén
keresztiil koordinalodik!®!) A [CuLH ;] osszetételii komplexben a fémionnak van
még egy szabad koordinacids helye, amely képes egy masik Gly-His ligandumhoz
koordinalédni. A masodik ligandum monodentat ligandumként kotédik a terminalis
aminonitrogénen vagy az imidazol-N(3)-nitrogénen keresztil. Ugyanezt a
koordinacios modot talaltdk mas, C-terminalis helyzetben hisztidin aminosavat
tartalmaz6 dipeptidek esetében is*” %%,

A C-termindlisan hisztidint tartalmazo tripeptideket, illetve harmadik helyen
hisztidint tartalmazd peptideket is igen széles korben vizsgaltak, mivel ezen
vegyiiletek jo6 modelljei az emberi szérum albuminnak (lasd: "ATCUN motif"
modellek, 3. oldal)**7 7 A réz(I)-Gly-Gly-His rendszer viselkedése a két
amidnitrogén Iépcsdzetes deprotonalodasaval irhato le. Lugos pH-tartomanyban nagy
stabilitast [CuLH ,]" 0Osszetételi komplex képzddik a terminalis aminocsoport, két
deprotondlt amidnitrogén ¢s a hisztidil-oldallanc koordinalédasaval. Ugyanilyen
osszetételii komplex alakul ki a réz(I-Gly-Gly-His-N-metilamid’"), valamint a
1éz(I1)-Gly-Gly-hisztamin'" rendszerben is.

A C-terminalis végiikon nem védett ligandumok fémkomplexei esetében 'H- és
BC-NMR spektroszkopiaval, valamint UV-lathato spektrofotometriaval emellett az
[N(amino), N(amid), N(amid)]-koordinacié mellett kimutathatd volt a karboxilat-
csoport fémionhoz vald gyenge kotddése is. Ezzel 0sszhangban van az is, hogy a
rontgendiffrakcids szerkezet szerint a szérum albumin N-terminalis vége flexibilis, igy
konnyebb a donoratomok elhelyezkedése a fémcentrum koriil!”™!

A harmadik helyen hisztidint tartalmaz6 peptideknek nemcsak réz(Il)ionnal,
hanem réz(Ill)ionnal is vizsgaltdk a komplexképzését!™ . Réz(Il)ionnal a
réz(I)ionéval azonos szerkezetli komplex alakul ki a rendszerben. A Cu"(LH.,)
komplex bomlasa két uton jatszodik le: egyrészt redoxireakcioban a réz(Ill)ion
réz(Il)ionna redukalodik ((1) egyenlet), masrészt a réz(Ill)ion nagyobb, 9-es pH-n
képes deprotonalni a koordinalt -NH, (amin-) csoportot is (lasd: (2) egyenlet).

CuIH(LPLZ) + ¢ = Cu'(LH,) (1)

C— NH—CH,—COO" C— NH—CH,—COO"
i Cu3+ % i Cu3+ o)
N
\ NH

A redoxipotencial értéke (c°) joval kisebb a hisztidint nem tartalmazd
peptidkomplexekben (pl. a [Cu"""(Gly4)H ;] komplexben, ahol az aminocsoport és
harom deprotonalt amidnitrogén koordinalodik, &’ =0,630 V), mint a hisztidint
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tartalmazé [Cu"™"(Gly-Gly-His-Gly)H_,] komplexnél (¢’ = 0,978 V); azaz a hisztidin
koordinacidjanak a kovetkeztében a komplex redoxi-bomlasa is gyorsabb'’”.

: P b. 0 c. °
(CHo-C—NH),, CHy~C—NH), | H,C—C, o
HN ~CH-coor ‘ch [ N{erCnw)
o) I N CI:H— COO o=c~ N-\ , 2 | n-2
o . N . - N/
O e CHe 0=C” N 4 OH Ll e _CH-coo
AN SN CH
NF: \_NH NF N\ NH ¢ T
) . 0 HN
d I ) Hz/C— C\ 10. abra:
HZ/C_ G NG N A réz(I1)-Gly,-His rendszerekben
o=c-N N>ch, O=(l: Nciee 12 képz6do komplexek szerkezete
R AL a.: [CuL]" (n=3.4.,5)
M, e 2 N  bi[CuLH ] (n=34.5)
: CH-coor (CHo-C—NH)-CH-COO"  ¢.: [CULHL,] (1=34.5)
N CH, CH, d.: [CuLH 3] (n =3)
¢ T N/N e.: [CuLH 5] (n=4.5)
HN Y ni

Ha a hisztidin aminosav a peptidlancban az N-termindlis részt6l még tavolabb
helyezkedik el, akkor a komplexképzés ettdl Osszetettebb képet mutat. Ezen
rendszerekben is az amidnitrogének Iépcsdzetes deprotonalodasat mutattdk ki az
aminovég feldl, azonban ha van a réz(Il)ionnak szabad koordinacios helye, valamint a
hisztidincsoport megfelel6 helyzetben van, akkor ezen csoport koordinalodésa is
bekovetkezik axialis vagy ekvatoridlis pozicidban, makrokelat kialakitasdn keresztiil
(10/a., b. és c. abra)®. Ezen szerkezetek kialakulasahoz valamennyi esetben
sziikséges a szabad terminalis aminocsoport mint horgonycsoport jelenléte. Azonban
hasonlé horgonycsoportként mitkddhet a C-terminalis hisztidin! *!, s6t a kozbensé
helyzetben elhelyezkedd hisztidin is™'!. A Z-His, Z-His-Gly, Z-Gly-His és Z-Gly-Gly-
His ligandumok (melyeknél a Z véddcsoport N-acetilcsoport) réz(Il)komplexeiben a
hisztidin-N(3)-nitrogénen és a vele kelatképzé helyzetben 1évé amidnitrogénen
keresztiili koordinacié valosul meg.

Tanulményoztak olyan rendszereket is, melyekben az aminocsoport védett,
ugyanakkor tobb hisztidil-oldallanc is talalhaté a peptidben. A réz(II)-Ac-His-Gly-
His-Gly rendszer pH-metrias és spektroszkopias (IR, Raman, ESR, abszorpcids és CD
spektroszkopids) vizsgalata azt mutatta, hogy itt mindkét imidazolil-oldallanc képes
horgonycsoportként viselkedni. Mig kisebb pH-n egynitrogénes koordinaci6é valosul
meg az imidazolnitrogén és a karboxilatoxigén koordinaldédasaval, addig nagyobb pH-
értékeknél két-, harom- és négynitrogénes koordinacié alakul ki, azaz 1-2
imidazolcsoport €s 1 —3 deprotonalt amidnitrogén, ¢s — ha van még a fémionnak
szabad ekvatoridlis koordinacidés helye — a karboxildtcsoport koordinalodik. Sem
kétmagvi, sem biszkomplexek nem képzédnek a rendszerben™,

Szintén nem tartalmaznak szabad terminalis aminocsoportot (illetve terminalis
karboxilcsoportot sem) az tgynevezett ciklopeptidek. Ezen ligandumoknak igen
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merev szerkezte van, ami miatt a peptidgyliri hosszanak a valtoztatasaval jelentds
stabilitasvaltozast érhetiink el. Réz(Il)ionra a ciklo-(Gly-His)s és a ciklo-(Gly-His-

531 azt

Gly), peptid bizonyult szelektivnek. Ezek réz(Il)komplexeinek vizsgalata
mutatta, hogy a f6 komplexben a két hisztidint tartalmazé hexapeptid (ciklo-(Gly-His-
Gly),) a hisztidil-oldallancokon és a velilk kélatképzé helyzetben 1évo amid-
nitrogéneken keresztiil, mig a négy-hisztidines oktapeptid (ciklo-(Gly-His),) a négy

imidazolnitrogénjén koordinalodik.

Nikkel(IT)- és cink(IT)komplexek:

A hisztidin aminosavat tartalmazo peptidek a rézen kiviil mas atmenetifém-
ionokkal is kdnnyen komplexet képeznek. Ezen komplexek szerkezetét is jelentGsen
befolyasolja az imidazolil-oldallanc peptiden beliil elfoglalt helye.

A His-Gly ligandum amidnitrogénjének a deprotonalédasa csak bizonyos
fémion/ligandum aranyokndl mehet végbe. Ez azzal magyarazhatd, hogy elegendd
ligandum esetén hisztaminszerii koordinacioval [ML,] 0Osszetételli biszkomplex
képzodik. Ez a komplex elég stabilis ahhoz, hogy megakadalyozza a peptidcsoportnak
a fémion koordinacids szférajaba keriilését €s deprotonalodasat.

Ezzel szemben a Gly-His ligandumot tartalmazé rendszerekben [MLH ]
Osszetételi komplex képzddik — hasonldéan, mint réz(Il)ionnal — ahol a terminalis
aminonitrogén, deprotonalt amidnitrogén és imidazol-N(3) donoratomokon keresztiil
megy végbe a koordinacio”” ** *!. Ezen komplex kialakulasa még nem teliti a nikkel-
vagy cink(Il)ion koordinacios szférajat, igy a fémion/ligandum aranytol és a pH-t6l
fiiggben egy masodik ligandum vagy hidroxidion léphet be a szabad helyekre.

2.1.2.1. A pirrol-tipusu nitrogén deprotonalédasat befolyasolé tényezok

A hisztidintartalmt peptidek fontos sajatsaga, hogy az imidazolgytiri pirrol-
tipusi nitrogénje deprotondlodhat és koordindlodhat. Ennek a folyamatnak a
lejatszodasat szamos tényezd befolyasolja. A szabad ligandumban a pirrol-N(1)H-
csoport nagyon gyenge sav (pK>14), igy altalaban nem vesz részt a

koordinacioban'™,

Az imidazol-N(3) ¢és a fémion kozti kolcsonhatas azonban
eldsegitheti a pirrol-N(1)H deprotonalodasat™!. Korabban mar torténtek ilyen jellegii
vizsgalatok réz(Il)—, nikkel(Il)- és cink(Il)-hisztidin, illetve —hisztamin torzs- és

¥7.881 Ennek soran megallapitotték, hogy a

vegyesligandumti komplexeire vonatkozoan!
nikkel(IT)- és cink(Il)ion a pirrol-N(1)H ionizaciojat nem befolyasolja lényegesen a
szabad ligandumhoz képest. Ezzel szemben a réz(Il)iont és hisztidin-dipeptideket
tartalmazo rendszerekben lejatszodik a pirrol-deprotondlodas, de a pirrol-N(1)H pK-ja
itt is jelentGsen fiigg a komplex kotésmodjatol. A legalacsonyabb értéket (pK ~ 10,5) a
réz(I)-Gly-His rendszerben kaptak. Ebben az esetben a deprotonalodast a d-d atmenet
jellegzetes kék eltolodasa kiséri. Morris és Martin® kimutatta, hogy a [CuLH]
egységekbdl [CusLyH ¢]* tetramerek képzédnek (11. bra), hacsak ez térbelileg nem
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akadalyozott (mint pl. a Pro-His esetében, coo oH
. . o 2.0
ahol a prolin aminosav nagyméretl °N /CH\ HN \]c/
. —\ CH \
oldalldnca és merev szerkezete miatt nem N 27_\ PN
~ 189] e NONS oH-coo
alakul ki a tetramer'*™"). NHy— NN /
: o wqm \ y. CH
A réz(I)-His-Gly rendszerben képz6dé N <Nc> ’
[CuL,] 6sszetételii komplexben (9. abra, 13. @> "
. . CH, ) 2
oldal) 11-nél nagyobb pK-érték jellemzi az 7 NAN- N\
.. T 00C—CH_ cu?” \@( \ CH;
imidazol-N(1)H deprotonalodasat. Ebben a T S N
. . {4 2
komplexben az imidazolgyliri nemcsak o NH, ~en o
Al ; CH
hidligandumként  szerepel, hanem egy 2 (l;oo-
kelatgytrii része is®’, igy lejatszodhat a 11. dbra: A réz(I)-Gly-His rendszerben
pirrol-deprotondlodas. Ezzel szemben az kepz0ds tetramer szerkezete

olyan dimer komplexekben, ahol az imidazol csak hidligandumként szerepel, a pH
ndvelésével hidrolizis jatszodik le.

Bogges és Martin®"

ezen eredmények mellett arra is ramutatott, hogy
imidazolszarmazékok esetén egyéb fémionok is hatékonyak a pirrol-deprotonalodas

indukalasaban. A 3d atmenetifém-ionok az ionizaciot az alabbi sorrendben segitik el6:
Fe(I1) > Cu(Il) ~ Co(II) > Zn(II) > Ni(II) 3)

Korabban szintén Morris és Martin allapitotta meg, hogy a Gly-His dipeptiddel
képz6do [MLH ;] dsszetételii, egymagvi, haromnitrogénes [amino-, amid-, imidazol-
N(3)] koordinacioji komplexek réz(Il)-, nikkel(I)- és palladium(IT)ion esetén 9—10-es
pH koril nagyobb aggregatumokat alkotnak, melyekben a deprotonalddott pirrol-
nitrogének kotddnek hidcsoportként a fémionok szabad koordinacios helyeihez!™.
B (Sét, az
arany(I1l)ion elektronszivo képessége olyannyira erds, hogy nemcsak a pirrol-N(1)H-t,

Késobbi vizsgalatok ugyanilyen viselkedést mutattak ki arany(Ill)ionnal is

hanem a koordinalt -NH, csoportot is képes deprotonalni, hasonloéan a réz(Ill)ionhoz
((2) egyenlet, 14. oldal). Ezek koziil az aggregatumok koziil sztérikusan a legkedvez-
ményezettebb egy ciklikus [MyL4H ¢]* tetramer képz6dése, hasonld szerkezettel mint
réz(Il)ion esetében (11. dbra). Altalanossagban, ha a pirrolnitrogén sztérikus okokbol
kozel keriil egy fémionhoz, akkor ez eldsegiti a deprotonalddast és a koordinalodast.

A palladium(II) mellett a hozzd koordinacids kémiai szempontbdl igen hasonld
platina(IT)ion esetében NMR spektroszkopia alkalmazasaval szintén kimutattdk a

pirrolnitrogén deprotonalodasat’®>

, azonban nem a csupasz fémionokkal, hanem az
egy szabad koordinaciés helyet tartalmazé [M"(dien)]”” (M =Pd vagy Pt; dien=
dietilén-triamin), [M"(trpy)]*" (trpy = terpiridin), cisz-[(NH3),Pt"(1-MeU)]" (1-MeU =
l-metil-uracil), cisz-[(NH3),Pt"(1-MeC)]*"  (1-MeC = 1-metil-citozin) és transz-
[(NH,CHj3),Pt"(1-MeC)]*" komplexekkel. Ezen fémkomplexek tanulmanyozasanak a

platinat tartalmazé gyogyszerek hatdsmechanizmusanak, a platina—His-peptid
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(93941 A vizsgélatok azt mutattak,

kolesonhatasnak a megértésében van jelentds szerepe
hogy egyszerli ligandumokkal (hisztidin, N-acetil-hisztidin), 1:1 komplex/ligandum
aranynal® megfigyelheté az imidazolgytirti N(1)- és N(3)-as nitrogéneken keresztiili
koordinaciodja, illetve a karboxilatcsoport egyfogu ligandumként vald kotddése is.
Bizonyos esetekben (pl. a [Pt"(dien)]*~His rendszerben) egyfogu aminokoordinaciot
is kimutattak. Az N(1)-M ¢és N(3)-M izomereket HPLC-technikaval sikeriilt
elvalasztani. Ezen izomerek aranyat — foleg platina(Il)komplexek esetében — nem
termodinamikai, hanem kinetikai tényezOok hatarozzak meg. Emellett a deprotonalodas
pK-ja jelentdsen fligg a hisztidinnek a peptidlancon beliil elfoglalt helyétdl, ha az
imidazolgyfirtit tartalmazé ligandum egy hosszabb peptidlanc®: amennyiben a
hisztidin az N-terminalis végen helyezkedik el, akkor a [Pd"(dien)]*" komplex hatésara
mar erdsen savas pH-n deprotonalddik a pirrolnitrogén. Ha azonban a hisztidin a C-
terminalis végen talalhatd, csak semleges vagy gyengén lugos kozegben alakul ki az
imidazolhidas szerkezet a két Pd"(dien) egység kozott. [Pt'(dien)(D,0)]*" esetében
hasonlé komplexek alakulnak ki, de még Ilagosabb pH-n és még nagyobb
[Pd"(dien)(D,0)]*" felesleg mellett.

A palladium(II)-Gly-Gly-His rendszerben nem megy végbe a pirrolnitrogén
deprotonalodasa, azonban az arany(I1)-Gly-Gly-His rendszerben képz6d6 [Au'LH ,]
komplexben igen'®”, mégpedig a mas, +2 és +3 oxidacios allapotu fémionokkal kapott
értékekhez képest (pl.: akva-kobalamin(Co(Ill))+imidazol rendszer: pKpiro = 9,6,
pentaammin-ruténium(I1I)+imidazol: pKpimor = 8,9Y7; pentaammin-ruténium(IIl)+hisz-
tidin: pKiror = 8,7°"; metil-higany(I)+imidazol: pKpimor = 9,6”"') kénnyebben, 8,63-as
pH-n. Eddig ez a legkisebb, hisztidinre talalhaté pirrol-deprotonalddasi pK. A pirrol-
deprotonalodast itt is az imidazolnitrogén fémionhoz valéd koordindlodasa segiti eld.

A hisztidin és a hisztamin pirrol-tipusu N(1)H-jének a deprotonalodasat szintén
elsegiti a vegyesligandumu komplexek képzodése™, azonban ezen rendszerekben a
deprotonalodas csak réz(Il)ionnal volt kimutathatd. A hisztidin €s hisztamin mellett
"B"-ligandumként hasznalt glicin, etiléndiamin, 2,2’-dipiridil és 4,5-dihidroxibenzén-
1,3-diszulfonat (tiron) vizsgalata azt az eredményt adta, hogy a "B"-ligandum szerepe
egyrészt a kedvezd, semleges toltés kialakitasa; masrészt a "B"-ligandum donor-
atomjai ¢és a réz(Il)ion kozotti toltésatviteli folyamatok is befolyasoljak a pirrol-
deprotonalodast. A deprotonalddas szempontjabdl az a kedvezd, ha a "B"-ligandum
csokkenti a réz(Il)ionon az elektronsiiriiséget, mint ahogy ez a 2,2’-dipiridil esetében
megvalosul a viszontkoordinacié kovetkeztében.
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2.2. Bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazékok sav-bazis
és komplexkémiai viselkedése

Metalloenzimekben a hisztidin aminosav imidazolil-oldallanca gyakran a
fémionok kotédési helye. Ezen enzimek aktiv centrumaban a fehérjemolekula
haromdimenzios szerkezete az imidazolgytriiket olyan kdzeli helyzetbe hozza, hogy
azok képesek egyazon fémionhoz koordinalodni. igy ezeknek az enzimeknek jo
modelljei lehetnek azok az egyszerli bisz(imidazolil)-szarmazékok, amelyekben a két
imidazolgyfirtit alifas szénlanc koti ossze'®. A korabbi vizsgalatok!'®" azt mutattak,
hogy ezen enzimek aktiv centrumanak a modellezéséhez az 6sszekotd alifas lancnak
vagy valoban egy hosszu, legalabb 6t szénatombdl allo szénlancnak kell lennie (mint
ahogy az enzim proteinjében is linearisan tavol esnek egymastol a kotésben résztvevo
hisztidin aminosavak), vagy csak egyetlen —CH,— egységnek kell lennie a két
imidazolcsoport kozott. Ebben az esetben van ugyanis lehetdség a fémionnal stabilis,
hattagu kelatgytrii képzodésére.

Korabban az MTA Peptidkémiai Kutatocsoportjaban cinkproteazok szelektiv
gatlasara eloallitott bisz(2-imidazolil)-metil fémmegkotd csoportot tartalmazd
peptidszarmazékok 3d atmenetifém-komplexeit vizsgaltdk a KLTE Szervetlen és

100 1021 " Ezen vizsgalatok elsd 1épése az egyszertibb

Analitikai Kémiai Tanszékén!
bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazékok réz(I[)- és cink(Il)ionnal valé komplex-
képzésének tisztdzasa volt. Harom ilyen alapvegyiilet szintézise, €s ezek réz(Il)-,
illetve cink(Il)komplexeinek oldategyenstlyi vizsgilata tortént meg!®" 'l 3
bisz(2-imidazolil)-metané (BIM), bisz(2-imidazolil)-metil-aminé (BIMA) és 3[bisz(2-

imidazolil)]-propionsavé (BIP) (12. abra).

a. b. COOH C. 12. abra: A legegyszeriibb bisz(2-imidazolil)-metil-
H, szarmazékok szerkezete
NH a.: bisz(2-imidazolil)-metan (BIM)
b.: 3[bisz(2-imidazolil)]-propionsav (BIP)
\K\/) c.: bisz(2-imidazolil)-metil-amin (BIMA)

H, N
HN_ CH NH HN CIH NH HN CIH
S VXV VRN

A bisz(2-imidazolil)-metil-amin és a 3[bisz(2-imidazolil)]-propionsav szabad

amino-, illetve karboxilcsoportja lehetdvé teszi, hogy hozzajuk peptidkotéssel C- vagy
N-terminalisan aminosavat vagy akar egy hosszabb peptidlancot kapcsoljunk!'® ',
Ha valamely metalloenzim szelektiv gatlasat akarjuk elérni, akkor ehhez a fémiont jol
koordinalni képes bisz(2-imidazolil)-metil-csoporthoz olyan vegyiiletrészt (pl. az
elobb emlitett peptidlancot) kell kapcsolni, amely modellezi az enzim altal hasithatd
szubsztratot, vagy annak hasado kotés koriili kornyezetét. Ezen elképzelés alapjan
probaltak kifejleszteni az emlds kollagenaz enzim — egy, a -Pro-Leu-Gly-Ile-Ala-Gly-
kollagén szekvenciat hasito, aktiv centrumaban cink(Il)iont tartalmazd metalloenzim —

szelektiv inhibitorat!' % 1%,
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A Dbisz(2-imidazolil)-metil-csoportot  tartalmaz6 ligandumok atmenetifém-
komplexeinek eddigi vizsgalatai'® """ egyrészt azt mutatjak, hogy a bisz(2-
imidazolil)-metil-csoport igen jo fémmegkdtd sajatsagi kétfogh ligandum. Ez az
imidazolgytrik erés m-akceptor sajatsagaval és a hattaga, stabilis kelatszerkezet
kialakulasaval magyarazhatd. Ezzel a bisz(2-imidazolil)-metil koordinaciés moddal
mono- és biszkomplexek képzodését sikeriilt kimutatni. Triszkomplexek a legkisebb
térkitoltésti ligandum, a bisz(2-imidazolil)-metan esetében sem képzodtek, még a
szabalyos oktaéderes geometriaji — igy a réz(Il)ionnal bisz- és triszkomplexek
képzésére hajlamosabb — nikkel(Il)ionnal sem.

A szabad termindlis aminocsoportot nem tartalmazo alapvegyiiletek (BIM és BIP;
12. abra), valamint az N-terminalis aminocsoportot nem tartalmazo6 (BIP-Ile-Ala-Gly-
OEt, BIP-His-Ala-Gly-OEt, BIP-Ile-His-Gly-OEt, BIP-Ile-Ala-His-OMe,) vagy N-

Z NH A

N=< o o
CH— CHy—CNH— CH—NH-CH—NH—CHy—— 0~ Gt
N:i JCH_ Shy e. H@
KM we o N N e
CHs HsC—C—N—CH—C NH—CH—C—NH—CHz~C—NH— CH

o /\:N
(\NH b S HN\)
h={ o e s

|| Il Il I|
CH—CH~C—NH—CH-C~NH-CH-C—NH—CH,—C—0—CzHs

CH, Chs f. HN/§
CH; O o} o) o} >=N
N

\ HgC—CI)—O—(I{‘—N—CH—(I.JI—NH—(IZ)H—ICE—NH—CH—E—NH—CH

\ I
NH e () CHy CH, =N

HN__J

I I i 4

I
CH—CHy—C—NH—CH—C—NH~-CH-C~NH—CH,—C—O0~ CHs

HC/&IH\CH3 JEHZ g. HN/N

D <

I
(@]
&
O,
N
oO—
L
Q
&
b4
|4
\/>7

e

CH; O [0} O 0} p==\
N | 3
éHa \\_NH H3C'—‘CI:'_O_(I{\—N—CH—(I.{—NH—(I:H_(I:E—NH—CHZ—E_NH_CH
CH CH =N
Z >\ d. ’ ’ "y \)
i i i i NS
CH—CH~C—NH—CH-C—NH-CH~-C—NH—CH—C—0~CH LA
/CH\ CHs CH,
S NH HC  “CHs
H NT
3 \
NH h. HN/§
CH; O (0} 0} O —
HsC éao_g NH—CH I(IZ NH CH—ICIZ NH—CH E—NH—CH>__N
13.4bra: A korabban vizsgalt, R R S Sl N
szabad terminalis amino- CHs CH ?Hz HN\—)
csoportot nem tartalmazo N /C"{ Z
tripeptidszarmazékok: L\ HC' CHs
a.: BIP-Ile-Ala-Gly-OEt e.: Ac-Pro-Leu-Gly-BIMA
b.: BIP-His-Ala-Gly-OEt f.: Boc-Pro-Leu-His-BIMA
c.: BIP-Ile-His-Gly-OEt g.: Boc-Pro-His-Gly-BIMA
d.: BIP-Ile-Ala-His-OMe h.: Boc-His-Leu-Gly-BIMA
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terminalis végiikon védett (Ac-Pro-Leu-Gly-BIMA, Boc-Pro-Leu-His-BIMA, Boc-
Pro-His-Gly-BIMA, Boc-His-Leu-Gly-BIMA) peptidszarmazékok (13. abra) réz(Il)-
100, 1021997 azt talaltak, hogy

a fémionokhoz a teljes vizsgalhatdé pH-tartomanyban a bisz(2-imidazolil)-metil-

és cink(Il)ionnal torténd komplexképzését tanulmanyozva

csoportok koordindlodnak, stabilis mono- ¢és biszkomplexeket képezve. A
karboxilatcsoport csak a hidrogénhidkotések kialakitisaban jatszik szerepet!'”.
Peptidek esetében — mint azt korabban lattuk — a réz(Il)ion szamara az amidnitrogén is
fontos koordinalédasi hely, azonban ehhez sziikség van egy vele kelatképzo

helyzetben 1évé horgonycsoport, pl. aminocsoport jelenlétérel?> '

, mely ezen
ligandumokban nem talalhatd meg. Ennek megfeleléen ezen tripeptidszarmazékok
esetében nem mutattdk ki az amidnitrogén deprotonalodasat €s koordinalddasat. A
bisz(2-imidazolil)-metil ~ koordinaciés moéda  komplexek — szerkezetét — egy
karboxilatcsoport vagy egy, a peptidszekvencidban [évé hisztidin aminosav
imidazolcsoportja nem képes lényegesen befolyasolni, ezek a donorcsoportok csak
gyengébb, ekvatorialis vagy axialis koordinaciora képesek. Azonban a komplexek
stabilitasara ez a gyengébb koordinacid is hatassal van: makrokelat alakul ki, ezaltal
n6 a képzddo komplexek stabilitisa. Ennek a tridentdt koordinacionak a
megvalosulasa akkor kedvezményezett, ha a bisz(2-imidazolil)-metil-csoport a
tripeptid N-terminalis végén talalhaté (13/b.—d. abra). Abban az esetben, ha a tripeptid
a C-terminalis végén tartalmazza a bisz(2-imidazolil)-metil-csoportot, annal nagyobb a
komplex stabilitdsa, minél tavolabb helyezkedik el a kelatképzd rész és a hisztidil-
oldallanc, ugyanis ebben az esetben sztérikusan kevésbé akadalyozott a makrokelat
képzdédés (13/h. abra). A réz(Il)-Boc-His-Leu-Gly-BIMA rendszerben kialakulo

[CuL]*" komplexben mér egyér- N /O NH <\NH
. a1 — —| CcH
telmlen nem axialis, hanem Q CH, CH/CHZ o O
et T H S 2t n/ e '
- - c cat 0
ekvatorialis imidazol-koordina .. % l\JN 4( ] o %NH
ci6 valoésul meg. A viszonylag M ?C P s L C/,O =
17z sy -L-C .- T
- 7 /o
gyenge karboxilat-koordinacio ~ J }5 ~ d -
. " NH ) NH A NH
szintén elegendd ahhoz, hogy pl. NN =N_ 1 —N.
. . o ) i cize @ -
a réz(I)-BIP—oxalsav vegyes- | CH /" _CH N cH
o/ oH, FN 0° CH; 7=N 0" "CH N
. , %
ligandumi  rendszerben egy i \) HN \/) P
“létra-szeri” polimer szerkeze- 14. abra:
tet alakitson ki (14. abra)!''. A réz(I1)-BIP—oxalsav rendszerben képz3dd polimer

A vizsgalatok masrészt azt mutattdk, hogy a koordinaciés modot egy szabad

rtl!00 192181 yaoy  alkoholos  hidroxilcsoport! !

terminalis aminocsopo jelenléte
alapvetden megvaltoztatja. Ebben az esetben ugyanis deprotonalodéasa utan az amino-
vagy hidroxilcsoport képes versengeni a bisz(2-imidazolil)-metil-csoporttal a
réz(Il)ion koriili erésebb, ekvatorialis kotohelyekért, és kiszoritani azt a koordinacios
szférabol. Ekkor azonban szabadda valik egy imidazolcsoport, mely abban az esetben,
ha a fémionnak nem telitett a koordinacios szféraja, lehetéséget teremt dimer vagy
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mas oligomer szerkezetek kialakuldsara (15. abra)
mint hidesoporton keresztiil kialakul6 dimer, illetve
oligomer szerkezeteknek a jelenléte megneheziti a
réz(Il)iont tartalmazo rendszerek oldategyensulyi
vizsgalatat: pH-metridsan nem kiilonboztethetéek
meg a monomer és dimer/polimer szerkezetek, a
spektrosz-kdpiai mddszerek koziil pedig az ESR —
egyik
leginformativabb vizsgalati modszer lehet — a

mely réz(Il) komplexek esetében az

dimerekben kialakuld spin-spin csatolas és igy a

. Ezeknek az imidazolcsoporton

OH.,

15. dbra: OH

A 1réz(I1)-BIMA rendszerben az
aminocsoport deprotonalodasa utan
kialakulé [Cu,Lo(OH),J*" dimer
szerkezete

fémion paramagneses jellegének csokkenése miatt nem ad informéciot a koordinalddé
donoratomok mindségeére.

Nikkel(IT)- és cink(Il)ionnal hasonld Osszetételli, de kisebb stabilitasi allandoju
komplexeket lehet kimutatni: a nikkel(Il)- és cink(Il)ion gyengébb koordinalddasi
képességének megfelelden a komplexek csak nagyobb pH-n kezdenek el kialakulni, és
a komplexképzodés igy cink(Il)ion esetében mar atfedhet a hidrolizissel is. A
komplexeknek ez a stabilitascsokkenése megfelel az Irving-Williams sornak ((4)
egyenlet)!'"”!

lgBrcuy > 128 miL1 > 1881201 4)

2.3. Bisz(2-piridil)-szarmazékok sav-bazis és komplexkémiai viselkedése

Ha 6sszehasonlitjuk kiillonb6z6 «, o-bisz(2-piridil)-alkanok és a piridin protonalo-
dasi allando értékeit (3. tablazat), azt lathatjuk, hogy a bisz(2-piridil)-metil-csoportot
tartalmazo6 vegytiletekben kisebb pH-értéknél jatszodik le a piridinnitrogének deproto-
naldédasa. A két protonalt aromas nitrogén kozeli helyzete ugyanis sztérikusan és

elektrosztatikusan egyarant kedvezOtlen, igy az aromas CHo)n

(
gylrtk kolcsonhatasa csokkenti az egyik piridinnitrogén CN( U
pK-jat, elésegiti annak deprotonalddasat. ) s
16. abra:

Egy o,m-bisz(2-piridil)-alkan
altalanos szerkezeti képlete

3. tablazat: o,o-bisz(2-piridil)-alkanok savi disszociacios allandoi
(mérési kortilmények: T=298 K; [=0,1 mol-dm™ KNO3)

n 0 1 2 3 4 5 6 piridin
pK, — 2,69 399 480 527 545 5,61 5,31
pK, 449 518 580 6,15 625 633 6,38 —

A kiilonb6z6 bisz(2-piridil)-alkanok, koztiik a bisz(2-piridil)-metan (BPM; n= 1,

16. abra) fémkomplexeinek a vizsgalatat — a sav-bazis sajatsagokhoz hasonléan — H.

101

Biihler és G. Anderegg végezte el'”". Ennek soran megallapitottdk, hogy itt is stabilis
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mono-, illetve biszkomplexek képzddnek két vagy négy piridincsoport
koordinalodasaval. Ezen komplexek stabilitaisa az Irving-Williams féle sornak
megfelelden ((4) egyenlet, 22. oldal) réz(II) > nikkel(II) > cink(Il)komplex iranyban
csokken. Cink(Il)ionnal kisebb mennyiségben egy egyetlen piridinnitrogénen
keresztiili koordinacioju monokomplex képzddését is sikertilt kimutatniuk.

Késébb a réz(II)-BPM rendszerben kialakuld [CuL,]*" 6sszetételti komplex

rontgendiffrakcios  szerkezetvizsgalata''®!

is alatamasztotta a bisz(2-piridil)-metil
koordinacios modot: a komplexben a négy aromas nitrogénatom koordinalodik a
réz(Il)ion ekvatorialis koordinacids sikjaban.

Hosszabb szénlanc esetén (n>2, 16. abra)!'’!

azt talaltdk, hogy a réz(Il)-,
nikkel(Il)- és cink(Il)komplexek stabilitdsa gyakorlatilag mar nem fligg a szénlanc
hosszatol, €s joval kisebb mint az a,o'-dipiridil €s a bisz(2-piridil)-metan esetében volt.

Biszkomplexek ezekben a rendszerekben mar nem is képzddtek.

A rontgendiffrakcids vizs-
galatok szerint a bisz(2-
imidazolil)-metil-aminnal a-
nalog  szerkezetli  bisz(2-
piridil)-metil-amin (BPMA)
semleges pH-értéknél mind a
réz(Il)-, mind a nikkel(II)-
ionhoz haromfogu ligandum-
ként koordindlédik a harom

nitrogénatomjan keresztiil (17.| 17. abra: A réz(I)-BPMA és nikkel(I-BPMA rendszerben

ébra)[ln]. A fémion/ligandum k"épzédc'il mezg:[ML2]2+ Osszetételli  komplexek
rontgendiffrakcios szerkezete

aranytol fiiggben stabilis
mono-, illetve biszkomplexek képzddnek oktaéderes geometriaval. Ez a szerkezet
azonban oldatfazisban csak nikkel(Il)ionnal stabilis, a [CulL,]*" komplex axiélis
piridincsoportja vizes oldatban kiszorul a koordinacios szférabol. Az ezen rendszerben
kialakuldo komplexeknek a stabilitdsa valamivel kisebb, mint a réz(I[)-BIMA és
nikkel(I1)-BIMA rendszerben képzddd, azonos Osszetételli biszkomplexeké. A BIMA
komplexeihez képesti csokkent stabilitast a piridinnitrogének imidazolnitrogénekétol
kisebb bazicitasa (BIMA: pKar < 1,5, pKa =4,07; BPMA: pKag < 1,5, pKan = 1,7;
lasd késobb, 5. tablazat, 46. oldal), és ezzel egyiitt gyengébb koordinalodasi képessége
okozza.
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2.4. Egyéb, imidazol- és/vagy piridingyiiriiket tartalmazo szarmazékok
komplexkémiai viselkedése

Tobb korabban vizsgalt, kettd vagy tobb aromas (imidazol- vagy piridin-) gytirit
tartalmazo vegylilet bizonyult hatékony enzimmodellnek. Ezen vegyiiletek
koordinéacios kémiai sajatsagait emiatt igen széles korben vizsgaltak. Azonban ezen
vizsgalatok nagy részében csak egy adott komplex szerkezetét €s enzimaktivitasat
tanulmanyoztak, és csak kevés esetben torténtek vizsgalatok a pH fiiggvényében, a
komplexek stabilitasara.

Kapinos, Sigel és munkatarsaik kiilonb6z6, sztérikusan kevésbé vagy jobban
gatolt imidazolszarmazékokat 6sszehasonlitva azt talaltak, hogy egy adott fémion (M)

118,11
1191 Ha azonban

esetében linearis dsszefliggés van a 1gK vy, és a pK 0, értékek kozott!
a Igk ﬁL érték nagyobb a vartnal, azaz a komplex stabilisabb, ez egy ujabb
koordinalédd donorcsoport jelenlétét mutatja az ML komplexben. A vizsgalatok
emellett azt is igazoltak, hogy imidazol- (illetve piridin-) donorok esetében az ottagh
kelatszerkezetnél nagyobb stabilitassal bir a hattaga kelat.

A molekulaban az imidazolnitrogénnel kelatképzd helyzetben 1évé acetatcsoport
szintén jelentdsen megnoveli a komplex stabilitdsat a csak imidazolcsoportot tartal-

mazo6 ligandumhoz képest!'*”)

, sOt ezen szarmazékok esetében egy Ujabb stabilitas-
noveld szerepet tulajdonitanak a vegyes donorcsoportok kapcsolodasanak. (Ez a fajta
vegyes koordinacios mod metalloproteinekben is igen elterjedt.) Egyrészt ezen vegyes
koordinacidoban résztvevd csoportok kémiai mindségét, masrészt a koordinalédo
donoratomok tavolsagat valtoztatva mas-mas fémionra lesz szelektiv a ligandum!""",
Ha a molekula tobb aromas gyiriit is tartalmaz, akkor ezeket kiilonb6z6 csopor-
tok kapcsolhatjak Ossze: tetszOleges hosszsagu alifas szénhidrogénlanc (ide tartoznak
az el6z6 fejezetben bemutatott bisz(2-imidazolil)-metil- és bisz(2-piridil)-szarmazékok

is), aminilén- (—-NH-) é&s nitrilo-

18. abra: A réz(II)-bisz(1,1’-imidazolil)(4-imidazol-
csoport (—N< ), foszfincsoport (—P< ) 4(5)-il)-2-aza-butan rendszerben képz6doé komplexek

vagy peptidkotés (—CONH-). Ez a.,b.: [CuLH]*" 6sszetételii komplex izomerjei
. 3+
utobbi négy, heteroatomot tartal- a b. mw, & [¢U2LH’1]4+
o NH . d.: [Cu2L2]
mazd Osszekotd lanc donoratomjai ,@ o2t
Ujabb koordinaléd6é donorcsoportot
jelenthetnek. Ezen csoportok koziil a N

nitrogént tartalmazok alakitjak ki a
legerésebb kolcsonhatast réz(Il)ion-
nal. A kiilonb6z6 donorcsoportok
egymashoz viszonyitott helyzetiik
szerint kelatként vagy makrociklus-

ként kapcsolodhatnak egy vagy — di-

mereket, polimereket, tobbmagvu
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komplexeket alkotva — tobb fémcentrumhoz, azon-ban a f6 fémmegkotd csoportok

tovabbra is az aromas nitrogének maradnak!'** >,

Ezen imidazolcsoportokat
tartalmazo ligandumok igen jo szelektivitast mutatnak réz(Il)ionra. A 18/d. abran 1évo
[Cusz]4+ komplex esetében tobbféle ellen-aniont (BF,;, CuBr;, NO;, ClOy)
tartalmazé egykristalyt eldallitottak "> A rontgen-diffrakcios adatok azt mutattak,
hogy az axialis helyzetben 1évd ellenion donorerésségének a novekedésével nd a
réz(Il)-réz(I) tavolsag, valamint a két, egy adott réz(Il)ionhoz koordinal6do
donorcsoportok altal alkotott siknégyzet egymastol valo tavolsaga a komplexben. Ezen
szerkezetek kialakulasat az imidazolcsoporton vagy az aromas gytriiket Osszekotd
csoporton 1évo, nagy térkitoltésli, nemkoordinalo-dé oldallancok (pl. fenilcsoport)
nem akadalyozzdk meg. Ezekben a komplexekben az ESR-, elektrokémiai és
geometriai paraméterek az [. tipusu azaz “kék’-rézproteinekre jellemzd értéket
mutatjak, azonban kén-koordinacié nélkil!' ',

Olyan ligandumok esetében, melyek nagy térkitoltésiik és erds donoratomjaik
révén megakadalyozzak a fémion hidrolizisét, azonban nem telitik a fém koordinacids
szférajat, nagyobb pH-n vegyes hidroxokomplex alakul ki''*”' (19/d. abra). Ezen
komplex szerkezetét a rontgendiffrakcidos vizsgalat mellett az IR spektrumban
talalhatd vom) vegyértékrezgés, valamint a dihidroxohidnak tulajdonithaté erds
antiferromagneses csatolds szintén aldtdmasztja. Nemvizes rendszerekben azonban a
komplex [Cu,L,0,]*" formaban (19/b. dbra) van jelen. Az ilyen jellegii komplexek jo
modelljei azon metalloenzimek aktiv centrumanak, melyekben az O, molekula
aktivalasa és raktarozasa torténik az (5) egyenlet alapjan.

Cuj +0, Cullo, ®)
Ha ezekben a komp-

lexekben a piridincso-
portot imidazolcsoport-

CHs
. 0 -80%C tal helyettesitjiikk, akkor
L a réz(I)komplexek reak-
tivitasa nd, azonban az
0 d . "
11gar?(rilzrrn O,-hez val6 affinitasuk

(128], Ezen

lecsokken
komplexekrél altalanos-
sagban megallapithato,
hogy mindegyikben ta-
lalhaté két, egyenként

19. abra: harom N-donorcsoport
A réz(II)-metil-bisz(2-piridil-etil)-amin rendszerben képz6dé komplexek 4ltal koordinalt réz(l)-

ion. Ezen két rézcentrumot sszekotheti maga a ligandum is!'*’ (20. &bra, 26. oldal).
Ebben az esetben még intenzivebb az enzimatikus hatas.
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> 2 (Bz = 1-meil
—I o /@ —| benzimidazol)
‘_—:2_‘ N:
1 ’_o\\ : .
|/\ri\‘/1\ l/\r:q/l\ Bz~|ic:;u1:12" | “‘C@DBZ 20. ag)ra:
. 0 A [Cul] komplex

reverzibilis oxigénfelvétele
(L = o, a’-bisz{bisz[2-(1’-metil-2’-benzimidazolil)etil |]amino } -m-xilén)

Ezen, fémiononként két-két koordinalodd aromas nitrogént €s egy aminnitrogént
tartalmazo ligandumok esetében a réznek van még egy szabad koordinacios helye,

amit nemcsak az O, molekula, hanem a a — _

) 1e 1. : e |
ligandumon (altaldban az aromas Bu NH \N |

N

gyirtin) 16v6, koordindloddsra hajlamos |~ 5 Gl () N;_t_Bu
egyéb donorcsoport is elfoglalhat (mint " /,’\, N ?”“‘0
pl. a 21/a. abran lathato komplexben a ] N AR B
karbonilcsoport). b. § S <! ©

A tercier aminok nitrilocsoportja \/\P\::QL_{” R
azonban akar harom, aromas gytriiket is S O )
tartalmazo lancot is Osszekdthet. Meg- ) \\"" N | 21 dbra:

felelo térbeli elhelyezkedés esetén a a.: a réz(II)-N,N,N’, N -tetrakisz(6-pivalamido-2-

harom arom4s nitrogén és az amin- piridil-metil)-etilén-diamin rendszerben kiala-
kuld komplex szerkezete

nitrogén koordindlodik a fémionhoz | b.:a réz(I1)-trisz(6-R-2-piridilmetil)-amin rend-
(21/b. abra)"**.. Ezen komplexekben az szerben képz6dd komplex

aromas gylriin 1évo —R csoportok szerepe a koordinacid sztérikus gatlasa vagy
131]

hidrogénkotéseken keresztiil a szerkezet stabilizalasal

Hasonloképpen stabilizalja a szerkezetet, ha egy vagy tobb piridingytrit
imidazolgyfirtivel  helyettesitink**'**). Az  N-helyzetben nem szubsztitualt
imidazolgytrtik emellett toményebb oldatban és nagyobb pH-n hidcsoportként

oligomer vagy polimer szerkezeteket is kialakithatnak (22. abra)!'** "¢,

’/(EN [—_‘(&N
|2+ ] HN | o j HN 22. abra: A Cu(I)-N,N -
: R\<\ \ % @ u2 . 1 ,/ “bisa P

bisz(2-R-4-imidazolil-

’ 7/ N— X, )\ NN y N—_"~ >\ N~/ metilidén)-1,4-diamino-
RR/<;H]/ "N ?f{ Ree< | ™ {52 ’

NH @N--Qu--N n butin  rendszerben
\\</1 ] kialakulo [CuLH ,],"

polimer szerkezete

Az egy-egy fémiont koordinalni képes
ligandum-részleteket 6sszekotd csoport nem csak
egy koordinalodasra nem képes lanc lehet (20. és

N
23 4b 21/a. é&bra), hanem t6bb donorcsoportot tartal-
. apra: , , , .. o oe ,
A 4.5 bisz(di(2-piridil-metil)- mazd szarmazgek, pl. 1m1dazolgy1%ru is (23. abra):
aminometil)-imidazol ligandummal Ezen komplexekben — ha a ligandum térbeli

kialakul$ komplex szerkezete szerkezete kozel hozza egymashoz a koordinalt

[137,138

fémiont (mely altaldban réz(Il)-, nikkel(II)- vagy cink(II)ion Ny és az 6sszekotd
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imidazol-gylri nitrogénjét — szintén bekovetkezik ez utobbi deprotonaldodasa é€s

koordinalodasa, azaz itt is a szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimével analog szerkezet

és katalitikus aktivitas alakul ki,

Hasonl6 hidcsoport szerepet | 24, abra: a és b.: 1,3-diamino-2-propanol szérmazékok
tolthet be deprotonalodasa utan az - lréZb(H)lfompllexeld K(Dkompl
) . . c.:a"b." komplexben 1évo ligandum cin omplexe
alkoholos hidroxilcsoport is (24/a. a P & P
és b. abra)!”* ' Ezen komp- CaHs,_ ;(\N N CaHs
. . N ' ' N
lexek  hemocianin  modellek. \r\j-\/—c:u?-*-. N
i i : : 7
Azonban a hidroxilcsoport depro- |CzH\5\N =N NAN\/C@ C
11z .z . . r = = '
tonalasara is csak bizonyos fém- OH
ionok képesek. A deprotonalodast e \((\N/\j
= 2+
” , . P A N--Zn2¥ -\
.elosegltem ne'm kepes. fer.n N
ionokkal (pl. cink(IT)) a hidroxil- >,_(\ N /\(\N/}_< ¢ )
csoport nem vesz részt a NGOG HN o
3

koordinéacidban (24/c. abra).
Az aromas csoportokat 0sszekdtheti peptidkotés is. Ezen ligandumok esetében —

hasonléan mint az egyszerii peptideknél — bizonyos fémionok -eldsegitik az
[141]
o

amidnitrogén deprotonalodasat és koordinalodasa 25. dbra: A réz(Il)trisz(1-R-

Az imidazol- és/vagy piridingyliriiket tartalmazé | imidazolil)-foszfin rendszerben
kialakul6 [CuL] komplex

:
by

Il ™~
2+ R
: R’N/k /C“x\

(25. abra). Ezen komplexeknek reverzibilis oxigén- RZ/\ \\

10

N
, masrészt szénsavanhidraz aktivitassal 8 R

ligandum nem csak aminszarmazék, hanem foszfin-
szarmazeék is lehet. Ekkor a koordinaciéban csak az
aromas nitrogének vesznek részt, a foszforatom nem

szallito és -tarold szerepilk van, azaz hemocianin

modellek!#* 143

is rendelkeznek!"*,

2.5. Szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimmodellek

A sejtekben vannak olyan enzimek (pl. szuperoxid-diszmutazok, katalaz és
peroxidaz) amelyek a szervezet Oregedéséért felelés karos szabad gyokoket
megsemmisitik. A szuperoxid-diszmutdz szintje ennek megfelelden magasabb a
hosszabb ¢lettartamt 4llatokban, mint a rovidebb ideig élokben. A legmagasabb
szintet az emberben mérték. Azok az alacsonyabbrendi allatok (Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans), amelyek extra mennyiségben tartalmazzak
bizonyos sejtjeikben a szuperoxid-diszmutazt, kb. 40%-kal tovabb élnek a kontroll-
allatoknal"*.
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A SOD enzimek altalaban két femiont 26. abra: A Cu-Zn-szuperoxid-diszmutaz

tartalmaznak, de a leggyakoribb a réz(Il)- és Vel aktiv centrumanak a szerkezete
al IS
cink(Il)iont tartalmaz6 Cu-Zn-SOD. Ezen | / v
im akti trumaban a két fémiont e NG OJ XHISB\VaI
enzim aktiv cen
gy E@ % 79

imidazolhid kéti 6ssze (26. abra)'**l. A két e.y
( ) \ WENFSN— an" ®

fémion tavolsiga 6,2A. A természetes T00C—Aspg
enzimben ez az imidazolhid csak 4-4,5-es Hise Nﬁ”'see

. , . e His, \g) \Q
pH alatt bomlik el. A réz(Il)ion koril 18 N
tetragonalis piramisos, mig a cink(Il)ionnal tetraéderes geometria valosul meg. A réz

korili geometria azonban torzul, ha a réz(Il)ion réz(I)ionna redukalodik, vagy ha a
réz(I)ionhoz az 6tddik koordinacids helyet elfoglaldé vizmolekula helyett erdsterii
ligandum (pl. OH, CN") koordinalodik!*".

Az enzimnek a réz koriili része a katalitikus aktiv centrum, ahol a kovetkez6
reakciok jatszodnak le:

0, + Cu"Zn"SOD — 0, + Cu'Zn"SOD (6)
0, +2 H" + Cu'Zn"SOD — H,0, + Cu"Zn"SOD (7)

A SOD enzim mikddésével foglalkozd kozlemények egy csoportja a kétféle
koordinacids kérnyezetben 1évé fémcentrumot jellemzi oldategyenstilyi szempontbol,
pH-potenciometriasan, spektrofotometriasan és NMR spektroszkopiasan''*®. Ezek a
vizsgalatok azt mutattak, hogy 6nmagaban a két fémion koriili peptidszekvencia nem
elegendo a pirrolnitrogén deprotonaldodasahoz. A peptidmolekula tobbi részének az a
szerepe, hogy a két fémiont elég kozel hozza egymashoz az imidazolhid
kialakulasahoz. A réz(Il)-His-Val-His rendszerben semleges pH-n négynitrogénes,
“Gly-Gly-His-szerti” koordinaci6é valésul meg az aminocsoporton, a két deprotonalt
amidnitrogénen ¢és a hisztidincsoporton keresztiil. A cink(II)-His-Val-Gly-Asp
rendszer esetében pedig hisztaminszerii koordinacidval mono- és biszkomplexek
alakulnak ki.

A modellek egy jabb csoportjaban a hangstly a két fémiont hidként 6sszekotd
imidazolgyiirin van, azaz olyan komplexeket probalnak eléallitani, melyekben ez a
hidszerkezet valosul meg viszonylag széles pH-tartomanyban, mely tartomanyban a
természetes enzim is mukodik. A legtobb ilyen jellegli komplexben mindkét fémion
réz(Il), igy a komplexek [Cu,L,(imidazolH ;)] (n=1,2) altalanos képlettel
jellemezhetok. Ezen komplexek ESR spektruma gyenge réz—réz kolcsonhatdst mutat a
természetes enzimben 1évo joval erdsebb kolcsonhatassal szemben, ami annak a
kovetkezménye, hogy az imidazol itt nem az L ligandumban talalhato!"*). A
legegyszertibb ilyen komplexekben az L ligandum valamilyen dipeptid'*"". Szamos
olyan kozlemény is sziiletett azonban, melyben az L ligandum valamilyen makrociklus

[150-155]

vagy makrobiciklus Ezen makrociklusos ligandumok komplexeiben a
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réz(Il)ion koril négy (27/a. abra, 30. oldal) vagy 6t donoratom helyezkedik el
tetragonalis, illetve trigonalis-bipiramisos vagy tetragonalis-piramisos geometriaval.
Ez utobbi megfelel a természetes enzimben talalhaté geometriai elrendezédésnek, és
ennek megfelelden az ilyen geometriaval rendelkezé modellvegytiletek esetén talaltak
a legnagyobb SOD-aktivitast. Ugyanakkor a makrobiciklusos ligandumoknal altalaban
szélesebb pH-tartomanyban volt stabilis a komplex, mint az egyszerii makrociklusok
esetében.

Az 0Osszekotdé imidazolgylriit tartalmazhatja a ligandum is, azaz az el6zd
fejezetben bemutatott tobb imidazol- és/vagy piridingytrit tartalmazo6 ligandumok is
potencialis SOD-modellek. Ezen ligandumokkal két réz(I)iont tartalmazd
homodinuklearis, valamint réz(II)- ¢és cink(Il)iont tartalmazé heterodinuklearis
komplexeket is eldallitottak. A vizsgalatok itt is azt mutattak, hogy a komplex annal
nagyobb SOD-aktivitassal rendelkezik, minél jobban hasonlit a szerkezete a
természetes szuperoxid-diszmutazéhoz. Ezen enzimmodellek hatdsa dsszemérhetd, sot
meg is haladhatja a természetes enzimét!'**.

M¢ég nagyobb stabilitisu heterodinuklearis komplexeket allithatunk eld olyan
ligandumokkal, melyek szerkezete aszimmetrikus, azaz kiilonbozd lesz a kialakulo
komplexben a réz(II)- és cink(II)ion koordinacios szférajal'**!.

A SOD enzim modelljei sokszor olyan, réz(Il)- vagy réz(I)iont tartalmazo
komplexek, melyeknek a szerkezete egyaltalan nem hasonlit az enzim szerkezetéhez,
azonban szintén bontjdk a szuperoxid-gyokaniont. Még az egyszer(i dipeptid—réz(Il)
[CuL] komplexek is rendelkeznek gyenge SOD aktivitassal (az Ala-Ile, Ala-Thr,
Ala-Tyr, Ala-Val ¢és Ala-Phe dipeptidek koziil az Ala-Phe bizonyult a
leghatékonyabbnak)!'*°

Gly-His-Gly rendszerben kialakulé [CuLH ,] Osszetételii komplex, melyben a két

| Hasonloképpen katalitikus aktivitast mutat a réz(I)-Ac-His-

hisztidil-oldallanc horgonycsoportként viselkedik, és pH = 7 koriil mar lejatszodik az
amidnitrogének deprotonalddasa és koordinalodasal™.

A korabbi vizsgalatok alapjan a SOD enzimnek szintén j6 modelljei az olyan
Schiff-bazis tulajdonsagt ligandumok, melyek N-donoratomokat tartalmaznak (27/b.—
f. abra)'* 571 Az ilyen jellegii vegyiiletek koziil vizsgaltak azonos koordinaloédo
donorcsoportokat tartalmazo lancszerkezeti, valamint makrociklusos ligandumokat is
(27/b. és c. abra). Ezen ligandumok komplexeinek SOD-aktivitasat 6sszehasonlitva azt
talaltak, hogy a makrociklusos ligandumok komplexei sokkal aktivabbak!'®'!.

Hasonloképpen jo SOD-aktivitast mutatnak kiilonféle, piridingytirtiket tartalmazo
ligandumok komplexei. Kiilonbdzé poli-piridilamin ligandumokat 6sszehasonlitva azt
tapasztaltadk, hogy ha a ligandumon olyan csoport taladlhatd, mely lehetové teszi
hidrogénkotés kialakulasat, akkor né a komplex SOD-aktivitdsa. A hidrogénkotés
kialakitasara alkalmas csoport ugyanolyan szerepet jatszik a katalizisben, mint a
természetes enzim Arg4 egysége, azaz segiti a szuperoxid-gyokanion kapcsolodasat a
réz(Il)ionhoz. Masrészt a természetes SOD-enzimével megegyezd, azaz Otds
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koordinacioji komplexek szintén aktivabbak, mint a négyes koordinacids szamuak,
azaz a réz(Il)ion koriili torzult geometria szintén fontos a katalitikus aktivitas
szempontjabol. Ugyancsak hatékonyabbnak bizonyultak a kétmagvi komplexek az
egymagvuakhoz képest. Ez egyrészt a geometria torzulasaval, masrészt az O, kotodés
és az elektrontranszfer folyamatok elésegitésével magyarazhato!',

Vizsgaltak olyan komplexeket is, melyek dimer szerkezetiieck ugyan, de nem
imidazolhid, hanem viszonylag merev szerkezetii lanc koti 6ssze a két fémiont
koordinald csoportot (27/d. abra). Ezen komplex esetén is jelents enzimatikus hatast
talaltak, és a kinetikai vizsgalatok alapjan ugyanazt a reakciomechanizmust lehetett

felallitani, mint a SOD enzimre!'*%.

N b, Ph  Ph

o v a
[N> )\ cu?r /K

N----Cu---

H2N\ ,N— NH,
d el ‘cu’2*
HN N K NH,
_/ O O

27. abra: Néhany, SOD-aktivitast mutaté komplex szerkezete:
a.. [CuL(Im)]*" (L = 3,6,9,17,20,23-hexaaza-triciklo[23.3.1.1'"-"*]triakonta-1(29),11(30),
12,14,25(26),27-hexaén)!'*”!
b.: [CuL]*" (L = benzil-bisz-tioszemikarbazon)
c.: [CuL]2+ (L =3,4,10,11-tetrafenil-1,2,5,8,9,12,13-oktaaza-ciklo-tetradeka-7,14-dition-2,4,9,11-
tetraén)! 16

. [Cu,L] (L =N,N’,N”’,N’”’-tetra(2-aminoetil)-1,1,2,2-etan-tetraamid)! ¢

: [CuL]*" (L = N,N’-bisz(2-(6-metil-piridil)metilén)-1,4-butandiamin)!'*"

f.: [Cuy(1)LJ*" (L = N,N’-bisz(2-(6-metil-piridil)metilén)-1,4-butandiamin)t'*"!

[161]

oo

Ezen SOD-aktivitassal bir6 komplexek gyogyszerként vald alkalmazasahoz a
komplexet rendszerint valamilyen polimer hordozéhoz, pl. polietilén-glikolhoz (PEG)
kotik, mely altal novelhet a készitménynek a szervezetben valo tartdozkodasi ideje, az
oldhatésaga ¢és a stabilitdsa, ugyanis a polimer megakadalyozza a fehérje

aggregalodasat. Ezaltal a polimer hordozé noveli a gyogyszer hatékonysagat!'®.
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3. Kisérleti koriilmények, vizsgalati modszerek
3.1. pH-potenciometria

Potenciometrids modszerrel hataroztuk meg a ligandumok protonalddasi allandoit
és a réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(II)komplexek stabilitasi allandoit. A méréseket pHM
84 (Radiometer) digitalis pH-mérével ¢és 6.0234.100 (Metrohm) kombinalt
iivegelektroddal végeztiik. A pontosan ismert (~0,2 mol-dm™) koncentracioji,
karbonatmentes (karbonattartalom < 0,2 %) KOH-oldatot Dosimat 715 (Metrohm)
automata biirettaval adagoltuk.

Valamennyi, altalunk vizsgalt rendszert vizes oldatban tanulmanyoztuk. A pH-
mérét minden méréssorozat elétt kétpontos kalibracioval, a vizionszorzat (pK., =
13,756 a sajat mérési koriilményeink kozott) és 0,050 mol-dm™ koncentracidju
kalium-hidrogén-ftalat oldat [melynek pH-ja 298 K (25,0 °C) hémérsékleten 4,005—
4,008] segitségével kalibraltuk. Emellett minden titralas el6tt 0,050 mol-dm™
allandé homérsékletet ultratermosztattal, a levegd kizarasat, valamint a kevertetést
pedig katalitikusan tisztitott argongaz atbuborékoltatasaval biztositottuk.

A mintak térfogata 1,50-10,00 cm® kozott valtozott, a rendelkezésiinkre allo
ligandum mennyiségét6l fiiggben. A ligandumok kezdeti teljes koncentracidja a
ahol pontos tomegmérésre nem volt lehetéség a ligandum viszkézus, olajos allaga
vagy higroszkopos tulajdonsaga miatt — a potenciometrids titralasi gorbe
ekvivalenciapontjai alapjan, szamitogépes program segitségével hataroztuk meg.

A fémion/ligandum aranyt 1:3 és 2:1 kozott valtoztattuk. A titralasok soran
fellepo térfogatnovekedést a kiértékelésre hasznalt szamitogépes program figyelembe
vette. A mintak 4allando ionerésségét (0,20 mol-dm™) megfelelé mennyiségi,
biztositottuk. Ez az ionerdsség jo pontossaggal megegyezik a KOH titraldoldat
koncentracidjaval, ugyanakkor joval nagyobb mint a titrdlandé oldat fémion- és
ionerdssége gyakorlatilag ne valtozzon. A diffuzids potencial kikiiszobolésére és a
mért pH-értékbél a hidrogénion-koncentracio ([H']; mol-dm™) szdmolasara az Irving
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és munkatarsai 4ltal javasolt modszert!'* alkalmaztuk.

A potenciometrias mérések kiértékelését szamitdogépes program segitségével
végeztiik el. A ligandumok protonalddasi allandoit és a komponensek (L és H) teljes
koncentraciojat SUPERQUAD programmal'®  hataroztuk meg. A komplexek

stabilitasi allandoit PSEQUAD program segitségével!'®

szamoltuk, mely Sayce és
Perrin SCOGS nevli programjanak Zékany Laszlé és Nagypal Istvan altal

tovabbfejlesztett valtozata.
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Az oldategyensulyi szamitasok elméleti alapjai:
Az egyensulyi rendszerekre felirhat6 a tdmeghatas torvénye:

n n k o
Ci=>0[S] =305 [l
| i=1 i1

(8)

n n k o
Ce= 2 % IS = X o A [ [e]
=1 i=1 i=1
aholn: a rendszerben 1évé molekulafajtak szdma (beleértve a komponenseket
is)
S;: a j-edik, rendszerben jelenlévé molekulafajta
k: a rendszerben 1év6 komponensek szdma. Az altalunk vizsgédlt rendszerekben 2 (pK
meghatarozas), 3 (torzsrendszerek) vagy 4 (vegyes ligandumu rendszerek) komponens fordul
elé. Ezek a komponensek az oxdniumion (vagy hidrogénion, H), a ligandum(ok) teljesen
deprotonalt formaja (L, vagy L' és L") és a fémion (M).
[c1]...[ck]: a komponensek egyenstlyi (szabad) koncentracioja
a;: sztéchiometriai szdm; megadja a j-edik molekulafajtaban az i-edik komponens szamat
A a kiilonféle molekulafajtak bruttd stabilitasi allandoja (stabilitasi szorzata; lasd (9) egyenlet). A
komponensek stabilitasi allanddja mindig egységnyi.

A ligandum protonalodasi allandéi és a komplexek stabilitasi alland6i a
kovetkezo altalanos egyensulyi Osszefiiggéssel jellemezhetok:

[M,L,H,]
M1 -[L]" -[H]

pM+gL+rH =— M,LH, Ppar= ; )

Oldoszerként vizet tartalmazo rendszerekben — melyeket mi is tanulmanyoztunk —
a hidroxidion sztochiometriai szdma hidrogénre —1, az 6sszes tobbi komponensre 0.
Ebbdl kovetkezoen a hidroxidion képzdodési allanddja megegyezik a vizionszorzattal
(Ky =[H'][OH]), melynek értéke a mi mérési koriilményeink kozott (298 K,
1=0,2 mol-dm~ KCI) pK,, = 13,756. Ennek a figyelembe vétele sziikségessé valik a
titralas ligos tartomanyaban.

A PSEQUAD program képes ugyanazon rendszer kiilonboz6é fémion/ligandum
aranyoknal és kiillonb6z6 teljes koncentracioknal kapott mérési adatait, valamint
kiilonb6z6 modszerekkel (pH-potenciometria, UV-lathatd spektrofotometria, CD és
NMR spektroszkopia) kapott adatokat egyiitt kiértékelni.

A Kkapott stabilitdsi alland6 értékek (/) alapjan a rendszerre jellemzd
koncentracioeloszlasi gorbéket SED és CED program!'®®! segitségével szerkesztettiik
meg, melynek Windows alatt futd valtozata a MEDUSA. A fémiont is tartalmazo —
harom- vagy négykomponensii — rendszerek esetében csak azoknak a részecskéknek a
moltért vagy molszazalék [%(n/n)] szerinti eloszlasat tiintettiik fel, melyekben a
fémion sztochiometriai szdma (o) 0-t6l kiilonb6z6. A moltortet, illetve a molszazalék
értékeket allando fémion/ligandum arany esetében a pH, vagy allandé pH-érték mellett
a fémion/ligandum arany fiiggvényében abrazoltuk.
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3.2. UV-lathato6 spektrofotometria

Spektralis vizsgalatokat réz(II)- és nikkel(Il)komplexek esetében végeztiink, 250—
800, illetve 190-1100 nm-es hullamhossztartomanyban. A spektrumokat Hewlett
Packard HP 8453 tipusu egysugaras fotométeren, 1,000 cm-es kiivettdban vettiik fel
kiilonb6z6é fémion/ligandum aranyoknal, altalaban a potenciometrids szamolasi
eredmények alapjan megszerkesztett eloszlasgdrbék maximumainak megfeleld pH-
értékeken. A fémkomplexek spektrumanak vizsgalatdhoz sziikség volt a ligandum
spektrumanak a felvételére is, mivel ezen ligandumoknak van elnyelési savja a kozeli
UV-tartomanyban.

A kapott spektrumok elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezels- és
kiértékeld szoftverrel végeztiik, masrészt itt is végeztiink szamoldsokat a PSEQUAD
program!'® segitségével is. Ez utobbi modon az egyes komplexek spektrumat kiilon-

kiilon meg tudtuk adni.

Réz(ID)komplexek!'*” (¢’ elektronszerkezet):

A réz(IDkomplexek spektroszkopiai sajatsagait kiillondsen sokan vizsgaltak mar,
igy rengeteg irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Ennek ellenére 4ltalanos
torvényszeriiségeket nehéz levonni a koordinacios modok sokfélesége, a spektrumot
befolydsold szamos tényez6d miatt.

4. tablazat: Réz(IT)komplexek lathatd abszorpcids spektroszkopias paramétereinek a fliggése
a koordinalt nitrogének szamatol

Koordinalt nitrogének szama A, [nm] Emax [dm*mol -cm™']
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

A tetragonalisan torzult oktaéderes szerkezetii komplexekben gyenge és erds terii
ligandumokkal kiilonb6zoképpen ugyan, de mindkét esetben négyfelé hasad az
energiadiagram (a d’ elektronok energiaszintje oktaéderes térben kétfelé hasad a
ligandum krisralytérerdsségének megfelelé mértékben, majd a tetragonalis torzulas
mindkét energiaszintet (jabb két-két szintre hasitja). Az igy 1étrejott négy energiaszint
kozott haromféle energiaji d-d atmenetnek kellene megjelennie, nevezetesen:
di(d,.) = dy 2 dy —> dyoyo; dr —> dyoye. Ezek az atmenetek gyakran Osszeolvadnak
egyetlen savva, és az energidjuk, illetve az intenzitasuk erdsen fiigg attol, hogy a
ligandumnak hany donoratomja koordinalédott a fémionhoz (1asd: 4. tablazat)!'®®!.

Ezen kivill a Ay értékeket befolyasolja a komplex pontos geometridja és a
donoratomok kémiai mindsége is. Elészor Billo!'® alkotott meg egy empirikus
Osszefiiggést a réz(Il)komplexek varhatdo abszorpcidés maximumardl. Megallapitotta,
hogy jelentds hatasuk csak az ekvatorialis sikban 1év6 koordinal6édé donoratomoknak
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van a hullamszam (v[cm']) értékekre, valamint hogy az egyes donoratomokhoz
rendelhetd hatds additiv. A lehetséges donorcsoportokat kiilonboz6 tipusokba sorolta,
ugymint peptidnitrogén (azaz to6ltéssel rendelkezd nitrogén-donoratom), amino-
nitrogén, piridin/imidazolnitrogén, karboxilatoxigén, viz, karboniloxigén ¢és

hidroxidion. A donoratomok kémiai minéségének a hatasat késébb Sigel és Martin*,

168]

valamint Pettit és munkatarsail'®® vizsgaltak, mar joval nagyobb szamu komplex

spektroszkopiai adatainak a figyelembe vételével. Egy Ujabb munkéban Prenesti és

munkatarsait'’"

a (10)~(12) egyenletekben szereplé egyiitthatokat tovabb
pontositottak, valamint megadtdk az egyes egyiitthatokra szamolhato hibakat is.
Emellett az egyenleteikbe az alkoholos hidroxilcsoport koordindlodasanak a hatéasat is

tanulmanyoztak az egyéb oxigéndonorokhoz képest. Glicintartalmu peptidekre!'®”!

10°
~ 0301(CO/H,0) +0,342(CO0") + 0,453(NH,) + 0,485(N=) (10)

max

Egyéb aminosavakat is tartalmazé szarmazékok esetében!**!:
B 10’
0,294(CO/H,0) + 0,346(COO") + 0,460(NH,) + 0,494(N=) + 0,434(N(Im))

(11

max

Sokkal kényelmesebben alkalmazhaté az el6z0 két egyenlet, ha csak azokat a
koordinacios helyeket vessziik figyelembe, ahol a HyO, OH vagy karbonil-oxigén

mas koordinalédod csoportokkal van helyettesitve!'®!

10°
1,18+ 0,052(CO0) + 0,166(NH,) + 0,200(N=) + 0,140(N(Im))
(A (10)—~(12) egyenletekben ”CO” jeldli a karbonil-, "H,O” a viz-, ?"COO ™ a
karboxilatoxigén, “NH,” az amino-, "N=" az amid- ¢és “N(Im)” az
imidazolnitrogén ekvatorialis koordinaciojat.)

max

(12

Azaz a vizes oldatban jelenlévdé [Cu(H,O)s]*" ion négy ekvatoridlis
vizmolekulajanak oxigén- vagy nitrogéndonorokkal torténé szubsztitucidja az
abszorpcidos maximumot a rdvidebb hullamhosszak felé tolja el. Ez az effektus
kiilondsen nitrogéndonoroknal jelentés. A kvantitativ 0Osszefiiggés megadasat az
neheziti, hogy az effektus nagysdga a donoratom kémiai természetén kiviil fiigg a
kelatgytiri méretétdl, valamint a ligandumhoz kapcsold6do, de a koordinacidban részt
nem vevl szubsztituensektdl is. Ezeket a hatdsokat figyelmen kiviil hagyva a
(10)—(12) kozelito egyenletek 2%, azaz +£10—12 nm pontossaggal adjak meg a varhato
Amax €rtékét. Emellett ezek az 6sszefliggések nem alkalmazhatdak abban az esetben, ha
kelatképzodés van az egyik axialis pozicidval. Az axialis koordinacid ugyanis a Amax
értékeinek kismértékii eltolodasat eredményezi a nagyobb hullamhosszak felé (voros
eltolodas).
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Nikkel(Ikomplexek"®” (@° elektronszerkezet):

A nikkel(Il)komplexek koordinacidos szdma 2-7 kozott valtozhat, de a két
leggyakoribb koordinacios szdm 4 ¢€s 6.

A 6-0s koordinacids szamu, oktaéderes geometriaju komplexeknek a kozeli
infravoros, a lathato €s a kozeli ultraibolya tartomanyban hdrom spinmegengedett d-d
atmenete van, de mindharom elég gyenge (emax <30 dm’mol':cm™). Ezek az
atmenetek a Laporte-szabaly értelmében szigortian véve tiltottak, de a ligandumok
hatdsara felhasadt d-palydk kozott mar lehetségessé valnak. Ezen atmenetek
hullamhossztartomanyai: A; = 1430-770 nm (3A2 — °T, termek kozotti atmenet); A, =
910-500 nm (A, — T (F) atmenet); A; = 520-370 nm (A, — *T(P) atmenet). Ezek
mellett a savok mellett létezik egy még kisebb intenzitast, spintiltott (A, — 'E)
atmenet is, amely altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik cstcson. Noveli a d-
d atmenetek intenzitasat, hogy a fémion d-palyai és a ligandum p-palyai még erésen
ionos ligandumok esetén is némileg keverednek, igy a d-d atmenetek bizonyos
mértékig d-p adtmenet jellegiiek. Ugyancsak noveli a d-d atmenetek intenzitasat, ha a
komplex szimmetridjaban valamilyen torzulds kovetkezik be (Jahn-Teller hatas).
Emellett a komplex geometridjanak tetragonalis torzuldsa a kozéps6, A, sav
felhasadasat eredményezheti.

Szabalyos oktaéderes komplexek esetében, ahol mind a harom atmenethez tartozo
sav lathatd, az Orgel-diagram megszerkesztésével vagy a komplexhez tartozé Racah-
paraméterek (10Dq és B) szamolasaval kaphatunk informaciot:

Vi = 1/7\,1 = 10Dq (13)
vo=1/A,=7,5B + 15-Dq - 0,5:(225-B* + 100-Dq” — 180-Dq-B)"* (14)
vi=1/A3="7,5B + 15Dq + 0,5:(225-B> + 100-Dq* — 180-Dq-B)"? (15)

A 4-es koordinaciés szamu, tetraé¢deres komplexek elnyelése mar sokkal
intenzivebb (€pax = 10>-10° dm’ -mol_l-cm_l). A lathatdé sav hullamhossz-tartomanya
500-900 nm. 4-es koordinacids szammal gyakran képzddnek diamagneses sajatsagu,
siknégyzetes geometriaju komplexek is, kiillondsen erds terti ligandumokkal vald
kolcsonhatasban (pl. amidnitrogént tartalmazo peptidekkel). Ezek kdnnyen alakulnak
ki mas geometriaji komplexekbdl. Az ilyen szerkezetli komplexek 400-550 nm koriil
adnak egy elég intenziv savot (gma = 50-500 dm*mol "-cm™) . Egy masodik, még
intenzivebb sav talalhaté 430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli eredetii. Mivel
ezek a komplexek diamagneses sajatsaguak (vagyis a nyolc d-elektronjuk parositva
helyezkedik el a négy alacsonyabb energiaji d-palyan), igy vizsgalhatok NMR
spektroszkopiaval is.
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[171]

3.3. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

Optikai forgatoképességet (vagy cirkularis kettéstorést’) mutatnak azok a
molekuldk, melyek polarizalhatdésaguk anizotropidja miatt a jobbra, illetve a balra
cirkularisan polarizalt fényre nézve kiilonboz6 torésmutatoéjuak. Ha egy ilyen kozegen
sikban polarizalt fényt bocsatunk at, a fény polarizacioés sikja elfordul. Az [a]
elfordulas mértéke a torésmutaton kiviil fiigg az oldoszertl és a homérséklettdl,
valamint a mérés hullamhosszatol. A hullamhossz fiiggvényében felvehetjiik az ORD-
(optikai forgatoképességi diszperzio-) gorbeket.

Az optikailag aktiv anyagokban a jobbra és a balra cirkuldrisan polarizalt
sugarzds nemcsak kiilonb6zé torésmutatdéval, hanem kiilonb6z6 abszorpcios
koefficienssel is jellemezhetd. Ennek kovetkeztében a kilépd sugarzas elliptikusan
polarizalt lesz. A sikban polarizalt fény két 0sszetevdjének kiillonbozo abszorpciojat
cirkularis dikroizmusnak®, vagy felfedez6jérsl Cotton-effektusnak nevezik. A kétféle
fénysugar abszorpcidjanak kiilonbségét (A€ = &pu—€jpp) @ hullimhossz (L)
fliggvényében abrazolva megkapjuk a cirkularis dikroizmus gorbét. A CD gorbe
maximumai, illetve minimumai az elektrongerjesztési abszorpcids spektrum
maximuma helyén, illetve ahhoz igen kozel jelentkeznek, és viszonylag keskeny
Gauss-gorbék, ellentétben az elektrongerjesztési spektrummal.

Optikailag aktivak az ugynevezett diszimmetrikus molekulak, azaz amelyek
masodrendli  szimmetriaelemet (tiikorsikot (o), inverziés centrumot (i) vagy
tiikkrozésesforgatast (S)) nem tartalmaznak. A fémkomplexek optikai aktivitasa a

crer

cres

okozhatja a kozponti atom aszimmetridja vagy a komplexképzOodés hatasara a
ligandum donoratomjan kialakulé aszimmetria (pl. Meisenheimer-komplex). A
koordinacié hatdsara nem csak egy donoratom, hanem egy egész ligandum is
aszimmetrikussa valhat, ami szintén a komplex optikai aktivitasat eredményezi. Ha a
komplex optikai aktivitdsa a komplexképzddés alatt alakul ki, vagyis a ligandum maga
optikailag inaktiv volt, akkor a komplexképzddéssel a két enantiomer racém elegyét
kapjuk, melyekhez ellentétes eléjelli, azonos nagysagu Cotton-effektus tartozik, amik
igy kioltjak egymast. Ezeket az enantiomerparokat csak kinetikailag inert komplexek
esetében lehet elvalasztani és vizsgalni.

2 A "kettdstorés" szo kétféle torést jelent. Ha nem 4ll elétte a "cirkularis" jelzé, akkor olyan anyagokra
(kristalyokra) vonatkozik, amelyek torésmutatdja attol fiigg, hogy milyen iranybdl érkezik a rajtuk
athalado fénysugar.

3 A "dikroizmus" szé kétféle elnyelést ("kétsziniiséget") jelent. Ha nem 4ll elétte a "cirkularis" jelzd,
akkor a sikban polaros fényre vonatkozik: egyszerti dikroizmusrdl beszéliink akkor, ha egy anyag két,
egymasra merdleges sikban linearisan polaros fényt eltéré mértékben nyel el. Az erés dikroizmust mutatd
anyagok polarsziirének alkalmasak.
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A cirkularis dikroizmus spektroszkopia réz(11)-, nikkel(Il)- és palladium(II)—peptid-
komplexek szerkezetének a felderitésében széles korben hasznalt modszer!'®” ', Az
egyszeri di- és tripeptidkomplexekkel kapcsolatban szamos irodalmi adat all
rendelkezésiinkre!' " Az ezekbdl levonhato legfontosabb kovetkeztetéseket Sigel

és Martin foglalta ossze®.

Tripeptidek esetén erésen koordinalodd oldallanc
hianyaban valamennyi rendszerben nagy stabilitast, [MLH »]| 0sszetételll, tetragonalis
komplexek alakultak ki a terminalis aminocsoporton, két deprotonalt amidnitrogénen
¢és a karboxilatoxigénen keresztiil (lasd: 2.1.1. fejezet, 5. oldaltol). Ha a ligandum nem
tartalmaz egyéb koordinalodé donorcsoportot, akkor ezen komplexek CD spektruma
jol értelmezheté az un. dupla-oktdn- (vagy hexadekan)-szaballyal: Ezen szabaly

szerint a komplex koordinacios sikja feletti és alatti teret 8—8 szektorra lehet osztani

olymddon, hogy két sik atmegy a fémion koordinacios

N “R. L oT kotései altal meghatarozott egyeneseken €s merdleges a
+ 1>“/< | koordinacids sikra, mig a masik kettd ezekkel 45°-os
HZN\M@N_\/R? szoget zar be és szintén merdleges a koordinacios sikra.

of \N:AO Az ezen szektorokban 1évé optikailag aktiv csoportok

- }{ + Cotton-effektusanak az eldjele minden komplex esetén
+ 0 R3 _ megegyezik (28. abra), és két szomszédos szektorban az

eldjel mindig ellentétes. Mivel az [MLH ] komplexben
28. abra: A dupla-oktannak
a koordinacios sik feletti
szektorai, illetve az azokban | —Rj3) a 16 részre osztott tér negativ eléjelli tartomanyaba
1év6  csoportok  Cotton-
effektusanak az eldjele

a koordinalt tripeptid mindharom oldallanca (-R;, —R, és

esik, igy ezen komplexek d-d atmeneteire mindig negativ
Cotton-effektus jellemz6. Az [MLH ;] komplex Cotton-
effektusanak a nagysagara érvényes az additivitasi szabaly, azaz ha a tripeptidben

tetszoleges helyzetben nemkoordinalodo oldallancok (—R) talalhatok, akkor a komplex
varh6 CD spektruma a (16) egyenlet alapjan szamolhato:

X-Y-Z __ X-Gly-Gly Gly-Y-Gly Gly-Gly-Z
Ag; " =Ag; +Ag; +Ag; (16)

aholAe ™ :az X-Y-Z tripeptid [MLH ,] 6sszetételii komplexének egy
adott (1) hulliamhossznal mért Cotton-effektusa.
A masik fontos megéallapitas, hogy a komplexben kiilonbdz6 helyzetben 1évé (R,
R, vagy R;), de azonos kémiai mindségili, optikailag aktiv csoportok kiilonbozo
nagysagu Cotton-effektust eredményeznek a kovetkez6 sorrend szerint:

Agfly—X—Gly > Agfly—Gly—X > Ag:—Gly—Gly 17)

Ez azzal magyarazhatd, hogy a kdzponti fémionhoz mint kromofor csoporthoz

kapcsolddo kiilonb6zé donorcsoportok nem azonos hatasfokkal tovabbitjak a tripeptid

—R oldallancai altal hordozott kiralis informacidt: a koordinaléddé amidnitrogén

esetében a leghatékonyabb ez a folyamat, ennél gyengébb a peptidkotésen (CON)

keresztiil, még gyengébb a karboxilatoxigénen, ¢és a legkevésbé hatékony az
37



aminonitrogénen keresztlil. Emellett minél tavolabb van egy kiralitdscentrum a
kromofor csoporttol, annal gyengébb effektust eredményez.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kéemiai Tanszékén végeztik Dr.
Kurtan Tibor és Prof. Antus Sandor kozremiikodésével. A spektrumokat JASCO-810
spektrométeren, szobahémérsékletli vizes oldatokban wvettilk fel kiillonb6z6 pH-
értékeken, illetve fémion/ligandum aranyoknal. 0,1 és 1cm-es uthosszisagu
abszorbancia 0,6—1,0 kdzott legyen.

A kapott CD spektrumok elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezeld-
és kiértékeld szoftverrel végeztik, masrészt itt is végeztiink szamolasokat a
PSEQUAD program!'®! segitségével is. Ez utobbi modon az egyes komplexek
spektrumat kiilon-kiilon meg tudtuk adni abban az esetben is, ha az semmilyen
fémion/ligandum arany és pH esetén nem volt 100%-ban jelen a rendszerben!'’®,

3.4. "H-NMR spektroszkopia

Valamennyi ligandum esetén késziilt "H-NMR spektrum, egyrészt a ligandum
azonositasa, masrészt a tisztasagdnak az ellendrzése céljabol. Emellett azon
ligandumok esetében, ahol a makroszkdpikus stabilitasi allandok egymashoz kozeli
értekek, a pH fliggvényében végzett NMR mérések alapjan lehet6ség van a
protonalodasi mikroallandok és az izomerizacids allandok szamolasara is!'”, azaz
megadhatjuk, hogy egy adott ligandum-protonaltsag esetén a proton melyik csoporton
hany szazalékos valdszinliséggel helyezkedik el, és mennyi az egyes csoportok
jellemzo protonalodasi allando értéke.

Cink(Il)komplexek esetében a részecskék szerkezetének a felderitésére nem
alkalmas a spektrofotometria és CD spektroszkopia, mivel ezeknek a komplexeknek a
lathato tartomanyban nincs fényelnyelése. Ezen modszer helyett itt szamitasba johet az
NMR spektroszkopia, melyben az egyes atomokat (az altalunk is alkalmazott 'H-NMR
spektroszkopia esetén a hidrogént) tartalmazo csoportokra jellemz6 jelek spektrumban
valé megjelenésébdl és kémiai eltolodas (8) értékébol, valamint a jelek felhasadasabol
kovetkeztethetink a ligandum kiilonb6z6 csoportjainak protonaltsa-gara, illetve
fémionhoz val6 koordinalddasara.

A szilard ligandumokat 99,8 %-os izotoptisztasagu D,O-ban oldottuk fel, és a
fémsot is szilard formaban adtuk a rendszerhez. Az oldatok pH-jat DCl- és NaOD-
oldatok segitségével allitottuk be a kivant értékre. A "H-NMR spektrumokat BRUKER
AM360-as tipusu NMR spektrométerrel vettiik fel, standardként TSP-t (TSP =
natrium-3-trimetil-szilil-propanszulfonat) hasznalva (8rsp=0ppm). A  kapott
spektrumokat az NMR spektrométer sajat szoftverjével, illetve az 1D-WinNMR nevii,
Windows alatt futd program segitségével értékeltiik.
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3.5. Magneses momentum mérések

A réz(I) (d"’) és a ferromagnesesen csatolt réz(IT) diamagneses, mig a réz(Il) (d”)
paramagneses viselkedésii. Ezért a réz(Il)ionnal ferromagneses csatolasra (spin-spin
kicserélodésre) kovetkeztethetiink magneses mérések alapjan. Az Evans-modszer
alapjan'"™ ™11 oldatfazisban, NMR késziilékkel tanulmanyozhatok a magneses
tulajdonsagok. Az eljaras lényege, hogy egy diamagneses és egy paramagneses
kornyezetben 1évo indikator proton (jelen esetben az oldatokban levé 2-2 % tercier-
butanol metilprotonjainak) kémiai eltolédasa kiilonboz6: a paramagnesesebb
kornyezetben 1évo protonok jele nagyobb frekvencidknal jelentkezik. Az oldott anyag
magneses szuszceptibilitasat (y [m*kg']) a kovetkezd, (18) egyenlet adja meg:

Ci-Af Xo(Py—Py)
= Yot
K=, — (18)

ahol Af: a frekvenciakiilonbség a két metilproton jel kozott
f: az a frekvencia, amelyen a protonfrekvenciat mérjiik
m: az oldat tdmegkoncentracidja [g-dm * vagy kg:m ]
Xo: az Osszehasonlitd oldat molszuszceptibilitasa
Po és ps: az oldoszer és a vizsgalt oldat stirlisége

(Az egyenletben szereplé C,; allando értéke a kiilonb6zo irodalmakban nem egységes.)
Erésen paramagneses oldatok, pl. atmenetifém-komplexek esetében a (18) egyenlet
utolsé két tagja elhanyagolhato.

Paramagneses anyagoknal a molszuszceptibilitas (yy [m*-mol']) értéke:

=)(-10’3-m_ tere N-Ho-Hi
T 3KT (19)

ahol c: az oldat molkoncentracioja (molaritisa [mol-dm °])
L @ Bohr-magnetonban kifejezett magneses momentum [B.M. ]
N: Avogadro-allandé (= 6,02214-10* mol ")
Lo a vakuum permeabilitasa (= 1,2566370-10° J-s>C2m )
ug: Bohr-magneton (= 9,27400899:10 2 J-T )
k: Boltzmann-allandé (= 1,38066-10 % J-K )
T: az abszolut hdmérséklet [K]

Az el6z6, (18) és (19) egyenleteket Gsszevonva a magneses momentum értéke:

[ cokT & (&
“’eff_JlO:;.N‘uo.Mé.f : c _C c (20)

A magneses momentum ismeretében szdmolhaté az egy réz(Il)centrumra jutd
atlagos parositatlan elektronok szama (N) a (21) Gsszefliggés segitségével:

Her=YN-(N+2) 1)

A kisérleti megvalositas ugy tortént, hogy a diamagneses réz(Il) komplexet is

X

tartalmaz6 oldatot egy normal NMR-cs6be, az Osszehasonlitd oldatot (2 % tercier-
butanol tartalmu D,O-oldat) egy kapillarisba tettiik, a kapillarist helyeztiik az NMR-
cs6 belsejébe és igy vettiik fel a minta "H-NMR spektrumat. A kisérleti koriilmények
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megegyeznek a 'H-NMR spektroszkopianal leirtakkal (38. oldal). Egy ismert
magneses momentumu minta spektrumat mérve meghatarozhatjuk a C allando értékét
a sajat mérési koriilményeink kozott.

3.6. ESR spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia spektroszkopia fontos vizsgalati moddszer olyan
molekuldk és ionok tanulméanyozasara, melyek parositatlan elektront tartalmaznak,
azaz paramagneses sajatsaguak. Ilyenek a szerves szabad gyokok, egyes atmenetifém-
komplexek, triplett allapotti gerjesztett diamagneses molekulédk vagy pl. a NO, NO, és
ClIO, molekula. Kiils6 magneses tér jelenlétében ezeknek a molekulaknak a magneses
momentumai bedllnak a tér iranyaba (ezt az iranyt nevezziik altaldban Z irdnynak), a
térhez képest parallel vagy antiparallel moédon. Ezen két beallas aranyat a Boltzmann-
eloszlas adja meg ((22) egyenlet):

Nantiparallel —AE/k
-~ =¢ 22
Nparallcl ( )
Egy H indukcidju magneses térben az elektronspin lehetséges energiaszintjei:
E/p =8 1 ms-H (23)

ahol g.: az elektron g-tényezdje (= 2,00232)
ug: Bohr-magneton (=9,27401-10* J-T™)
my: az elektron spinkvantumszama
A (23) egyenlet értelmében a tér ndvelésével a parallel beallasu elektron (m, =+1/2)
energidja novekszik, az antiparallelé¢ (m, =—1/2) csokken, az energiaszintek tavolsaga
pedig AE=g.ug-H. Az NMR spektroszkopidhoz hasonld6 moédon a spinhez
kapcsolodd magneses momentum a lokalis magneses térrel 1ép kdlcsonhatasba, azaz a
rezonancia feltétele:
h'v = ge'up-Hiokanis = g-us'H (24)
ahol h: a Planck-allandé (= 6,625-10* J-s ")
v: a besugarzas frekvenciaja
Ha teljesiil a rezonanciafeltétel, erdteljes sugarzaselnyelés kovetkezik be. Az ESR
spektroszkopidban azt mérjiik, hogy milyen magneses térnél jon létre rezonancia a
részecskék és az alkalmazott monokromatikus sugéarzas kozott. Koriilbelil 0,3 T
indukcioju mégneses tér esetén a rezonancidhoz mintegy 10 GHz (10'° Hz)
frekvenciaji és 3 cm hullamhosszi elektromagneses tér sziikséges, azaz ezen
allapotok kozotti energiadtmenet a mikrohullamu tartoményba esik. A g-tényezo és a
g. erték kozotti eltérés attol fiigg, hogy az alkalmazott tér milyen lokalis
elektronaramokat indukal a vizsgalt komplexben, igy az eltérés értéke informaciot
szolgaltat az elektronszerkezetrol.
Az ESR spektrumok legfontosabb sajatsdga a hiperfinom szerkezet, vagyis az
egyedi spektrumvonalak felhasadasa komponensekre. A felhasadas oka a magok
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magneses momentumatol szarmazé magneses tér hatdsa a parositatlan elektronok

magneses momentumara. Altalanossagban megallapithatjuk, hogy egy I spinii mag a

spektrumban (21 + 1) szamt, azonos intenzitast vonalbol all6 finomszerkezetet hoz

l1étre. A réz(Il)ionra I = 3/2, azaz réz(Il)komplexek esetén 4 vonalbdl all a hiperfinom
szerkezet. A hiperfinom kolcsonhatasnak két tényezoje van:

— dipolus-dipolus kolcsonhatas: Olyan esetben 1ép fel, ha az elektron nem kozeliti
meg tulsdgosan a magot (pl. p-elektronok), s igy az altala érzékelt tér olyan, mintha
pontszerl dipolustol szarmazna. A kolcsonhatéds anizotrop, azaz nagysaga és eldjele
fligg a paramégneses centrumnak az alkalmazott térhez képesti orientaciojatol. Ezért
ezt a kolesonhatast csak szilard, all6 mintakban mérhet;jiik.

—  Fermi-féle kontakt kolcsénhatas: Akkor 1€p fel, amikor a pontszerti dipolus-
kozelités nem alkalmazhato (pl. gombszimmetrikus eloszlasu s-elektronok esetén). A
kontakt kdlcsonhatas izotrop, fiiggetlen a gydk orientacidjatol.

Tobb vizsgalat mutatta korabban, hogy az ESR spektroszkopia igen jol
hasznalhaté spektroszkopiai modszer réz(IT)—peptid rendszerek vizsgalataral'™ % Az
ESR spektrumok hiperfinom szerkezete a komplexek kis szerkezetbeli kiilonbségeinek
a megallapitasara is alkalmas®", A komplexre jellemzé ESR spektralis paramétereket
a spektrum alapjan a kovetkezo, (25) és (26) 0sszefliggések segitségével szamoltuk:

H
_ 0 My
g1 =81 (25
H,
s ity
A"[cm ]_—h-c (26)

ahol Hj: a mintdban mért magneses térerd [Gauss]
Ho: a standardra kapott magneses térerd [Gauss]
ay: parallel csatolasi allandd [Gauss]
¢: a fénysebesség (= 2,99792458:10' cms ™)

Meéréseinknél — standardként  difenil-pikril-hidrazint  hasznaltunk, melyre
ggz= 2,0028. Az ESR spektrumok spektralis paramétereibdl (Ay és gy), mar ismert
szerkezetli komplexek paramétereivel vald Osszehasonlitas alapjan a fémion kortiil
kialakulé koordinacios moédra, a koordinalodd atomok kémiai mindségére és a
geometria torzulasdra lehet kovetkeztetni. Az ESR spektroszkdpidban viszonylag
keskenyebb csticsok vannak, igy tobb komplex egyiittes jelenléte esetén is lehetséges
az egyes komplexek paramétereinek a szamitasa. Emellett az ESR spektrumuk
intenzitasabol monomer szerkezetek esetén a moltortjiik is jol becsiilhetd.

Az ESR spektrumok parhuzamos tartomanyanak a kiszélesedésébol, és az
ugynevezett “X-band” tartomanyban talalhaté 7 jel megjelenésébdl dimer vagy mas

184] .
1. Dimer szerkezetek estében az

oligomer szerkezetek jelenlétére lehet kovetkeztetnit
ESR spektrum (gt és D[cm ']) alapjan, a meréleges tartomanybol lehetdség van a réz—

1éz tavolsag (Reu cu) Szamoldsara is a Stevens egyenlet segitségével!'®:
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2
Rcu_cu=3\/ 0,325-g “1_ (3- cos? @)‘ @27)
D

A (27) egyenletben szerepld ® szog azt mutatja, hogy milyen szoget zar be
egymassal a réz(Il)ionok koordinacios sikjara merdleges egyenes és a két fémiont
Osszekotd egyenes. Mivel erre a szogre egyéb mérésekbdl informacié nem allt
rendelkezésiinkre, igy ezt a szoget a szamolasoknal 0-nak vettiik.

A réz(Il)komplexek ESR méréseit Olaszorszagban végeztiik Dr. Daniele Sanna
és Prof. Giovanni Micera (Department of Chemistry, University of Sassari, Italy)
kozremikodésével. A spektrumokat Varian E-9 spektrométeren térpasztazo
tizemmoddban (9,15 GHz), etilén-glikol hozzaadasa utan 120 K homérsékletiire
lefagyasztott mintdkban vettik fel. igy a g tényezd anizotrép jellegébdl kifolyélag
elkiilonithetdk a parhuzamos és a merdleges tartomanyban kapott jelek. A mintadkban a

3

réz(Il)ion koncentracioja 5:10° mol'dm™ volt. A mérésekhez tiszta *Cu izotopot

hasznaltunk.

3.7. Tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS)

Tobbmagva réz(I)komplexek vizsgalatara az eddig leirt spektroszkopiai
modszerek csak korlatozottan alkalmasak, mivel itt egy molekulan belil is tobbféle
kémiai kornyezetben 1évé fémionok talalhatok. A pH-metriabdl szamolhato, egy
ligandumra es6 extra deprotonalddasi 1€pések szama és a diamagneses (t6bbmagvii)
komplexek abszorpcids spektruma alapjan szintén nem lehet mindig megmondani,
hogy a deprotonalddas a ligandumon (amid- vagy pirrolnitrogén deprotonalddas) vagy
a fémionhoz koordinalédé vizmolekulan ment-e végbe (hidrolizis). Ennek az
eldontésében jelentds segitséget nyujt, ha ismerjik a komplex pontos
molekulatomegét, melynek mérésére alkalmas modszernek bizonyult a MALDI-TOF-
MS modszer. Emellett — a komplex fragmentalodasat, hasadasat vizsgalva — szerkezeti

informacio is nyerhet6!'*..

"Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation'" (MALDI):

Tomegspektroszkopids méréseknél az elsé feladat a vizsgalni kivant molekula
ionos formaba hozasa. Erre (az "Electronspray Ionisation" (EI) mellett) a
legkiméletesebb modszer a MALDIMY 1 Mindkét modszert széles korben
alkalmazzak peptidek és proteinek, valamint fémkomplexeik vizsgalataral'®,

A MALDI technikanal a komplexet egy megfeleld matrixszal keverjiik Ossze,
mely elnyeli a gerjesztéshez hasznalt lézersugarat, az energiajat atadja a vizsgalt
komplexnek és ezaltal ionizalja azt. Matrixként olyan anyagot kell valasztani, melynek
az alkalmazhatosagi koriilményei megegyeznek a komplex képzddési koriilményeivel,
ugyanakkor nem szoritja ki a vizsgalt ligandumot a fémion koordinacids szférajabol és
a komplexszel semmiféle reakcioba nem 1€p. Az alkalmazott matrixok ezen sav-bazis
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és komplexkémiai viselkedését korabbi irodalmi adatok alapjan ellendriztik. Két

[190-192]

matrix felelt meg ezen kritériumoknak, a 2,5-dihidroxi-benzoesav €és a 2-amino-

S-nitro-piridin.

"Time of Flight" (TOF):

Tomegspektrometriaban a gerjesztés (ionizacid) soran képzodo ionokat az alapjan
valasztjuk el, hogy egy allando fesziiltséget kapcsolva egy térre, azon a molekulak a
tomeg/toltés (m/Z) hanyadosuk alapjan kiillonb6z6 idé alatt érnek keresztil. A
tomegspektrometridban hasznalhaté detektoroknak az a célja, hogy ezt a tomeg/toltés
szeparaciot minél érzékenyebbé tegyék. Ehhez egyrészt a fesziiltségkiilonbség pontos
értéken tartdsara van sziikség, masrészt arra hogy minél hosszabb Ut alljon a
molekulak rendelkezésére a tomegspektrométer €s a detektor kdzott. Ezt az Gthosszt a
tényleges tavolsag megnovelése nélkiil lehet novelni iontiikrok alkalmazasaval.

A réz(Il)komplexekre kapott MALDI-TOF-MS mérések kiértékelésénél szem
elott kell tartani azt az irodalomban tobbek altal leirt megfigyelés, miszerint a
réz(Il)ion legtobbszor (bar nem minden esetben''”!) csak réz(I)ionnd vald
redukalodéasa utan képes repiilni. Ezt nemcsak komplexek esetében, illetve nemcsak
réz(Il)ionnal tapasztaltdk, hanem kiilonb6z6 fémion—polimer adduktok esetében is.
Ezen polimerek vizsgalatdhoz mindig sziikséges valamilyen fémion, mely legtobbszor
alkalifémion, eziist(I) vagy réz(Il) szokott lenni, ritkabban palladium(II), krém(ID)-
vagy cink(Il)ion. +3 toltésli ionok esetében egyaltalan nem kaptak spektrumot, mig a
+2 toltést ionok estében (még az ilyen redoxitulajdonsadgokat egyébként nem mutato
cink(Il)ionnal is) az M(Il)ion M(I)ionna valé redukalodasat tapasztaltdk MALDI
koriilmények kozott!** 'l Ez a redukcié megvaltoztatja az addukt vagy a komplex
toltését (egy réz(Il)ion réz(l)ionna térténd redukcioja 1 egységgel csokkenti a toltést),
amit pozitiv iizemmodban vald detektalds esetén egy H'- vagy alkélifémion
kompenzal. Emellett a réz(Il) siknégyzetesen torzult oktaéderes geometriaju kozepes
vagy er0s Lewis-sav, mely a nitrogén- €s oxigéndonor ligandumokat kedveli, szemben
a réz(I)ionnal, mely tetraéderes geometridju gyenge Lewis-sav, és a kén-, valamint
foszfor-donorokat kedveli; igy a redukcido végbementével jelentdsen valtozhat a
komplexek stabilitasa az oldatfazishoz képest.

A masik fontos megfigyelés az volt, hogy polimerek esetében is az atmenetifém-
ionok adtak intenzivebb cstucsot a polimerekkel csak elektrosztatikus kolcsonhatast
kialakito alkalifémionokkal szemben!"®. Emellett megfelelé, koordinalodasra
alkalmas fémionokkal meghatarozhatjuk a koordinal6éd6é donorcsoportok szamat is a
polimerben!"*”.

Szintén korabbi vizsgalatok azt allapitottak meg, hogy a MALDI elég kiméletes
ionizacidés mddszer ahhoz, hogy a fémkomplexek a gerjesztés soran ne bomoljanak el.
A mérések szerint pl. a Forster és munkatarsai altal vizsgalt, cink(I1)-Bz-His-Gly-His-
NH, rendszerben kialakuldé dimer szerkezetli komplex is kimutathatdo ezzel a
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moédszerrel™. Azonban a f6 molekulaion mellett altalaban megtalalhatjuk a

fragmenseket is. Atmenetifém-ionok (vas(Il), kobalt(Il), nikkel(II), réz(II), cink(II))
hisztidinnel alkotott [MLH_,]" komplexeire végzett szisztematikus vizsgalatok azt
mutattak, hogy legkdnnyebben a karboxilatcsoport 1ép ki a komplexbdl. Az ezt kovetd
1épésben NH;, CH,=NH, HCN vagy redukalt fémion hasad le"”".

A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén végezte Dr.
Keéki Sandor BRUKER Biflex III. tomegspektrométeren, LS nitrogén-lézer

alkalmazasaval (A = 337 nm).

4. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A CuCl,, NiCl,, ZnCl,, Zn(NO;), és KOH-oldatokat a.l.t. minéségili, Reanal cég
altal gyartott vegyszerekbol készitettiik, a pontos fémion-koncentraciot gravimetriasan
oxinat formaban, a sav- és lugkoncentraciot pH-potenciometridsan hataroztuk meg. A
'H-NMR vizsgalatokhoz 99,8%-0s izotoptisztasdgn, az ISOTEC Inc. cég altal
el6allitott D,O, DCI és NaOD-oldatot hasznaltunk.

a 7\ b. 7 N\ c. 7 N\
o =N o =N o =N
NHy—CHp—& —NH—CH HN—CH—&—NH—CH NHy—CH-E—NH—CH

=N U =N CH, =N

\ 7/ N\ / N N\ /

\
N

d. HN/§ I HN/& f HN/§
T N DU o B T =
NHZ—CHZ—(L,l—NH—CH>_ NH,—CH- _NH_CH>_ NHZ—CH—B—NH—CH>_
—N CH, =N CH, —N
HN\) HN\) N HN\)

29. 4bra: N\\_
Bisz(2-imidazolil)-metil- és Neglicil [bisz(2-p 'd‘l)NH (il-amin] (Gly-BPMA)
biS 2_ 1r1d11 —metil kelét- a.. [V-gliCll-) b1sZ( Z-piridil)-metil-amin y- .
Ké Zz((')' (I:)so or)tot tartalmazéd b.: N-prolil-[bisz(2-piridil)-metil-amin] (Pro-BPMA)

P po ok c.: N-hisztidil-[bisz(2-piridil)-metil-amin] (His-BPMA)
aminosavszarmazeko d.: N-glicil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Gly-BIMA)
szerkezete: e.: N-fenilalanil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Phe-BIMA)

f.: N-hisztidil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (His-BIMA)

" A Pro-BPMA ligandummal kapott eredmények nem képezik ezen dolgozat témajat. Ezen
ligandum vizsgalatat korabban végezték el Kutatocsoportunkban, azonban az altalam vizsgalt
szarmazékokkal valo szerkezeti hasonldsag miatt a ligandum képletét itt tiintetem fel.
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Valamennyi, altalunk vizsgalt ligandumot (29. és 30. abra; 44. és 45. oldal) az
MTA Peptidkémiai Kutatocsoportjaban, illetve az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén
allitottdk elé Siiline Vargha Helga, Lennert Lidia és Liko Zsuzsanna. Az
alapvegyiiletek (BIM, BIMA, BIp!!0% 106:107.200.2010 o BpM A% 203 - o141 litas4t
korabban koz6ltek mar az irodalomban. Az aminosav- és peptidszarmazékok
szintéziséhez szilard- és oldatfazisu kapcsolasi eljarasokat (azidos kapcsolas,
savkloridos kapcsolas, vegyes anhidrides kapcsolas, karbodiimides kapcsolas, aktiv
észteres kapcsolas) alkalmaztak!'0% 1% 104131

A vizsgalt ligandumok azonositasara és tisztasaganak az ellendrzésére HPLC-t,
NMR  spektroszkopiat, VRK-t, olvadaspontmeghatarozast, valamint pH-
potenciometriat hasznaltunk.

N d.

a. o 0 >:N 0 o HN/§

HoN—CHy—8— NH—CH-8—NH—CH

éIHZ >——__N
Sh HN__D
H,C”  “CH,

b. o OHQ

HoN—CH—& —NH—CH,—8 —NH—CH

.

CH HN_
HiC”  “CHj
HN N
C. 0 0 —
HN—CH—E—NH—CH,-&NH—CH

H,
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H2N—CH—H—NH—CH—B—NH—CH>_
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HoN—CH—& —NH—CH-8—NH—CH

HN>\=) J:H2 J:H2 —N
N)N HN\)
\

NH

HN/§

9. o) o) o) Y=
| | | N 30. abra:
H2N—C|:H—(£—NH—C|:H—(£—NH—CHz—é—NH—CH - abra:
CHs CH, Bisz(2-imidazolil)-metil-csoportot

—N
HN \) tartalmazo peptidszarmazékok:

a.: Glicil-leucil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Gly-Leu-BIMA)
b.: Leucil-glicil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Leu-Gly-BIMA)
c.: Fenilalanil-glicil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Phe-Gly-BIMA)
d.: Alanil-prolil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Ala-Pro-BIMA)
e.: Fenilalanil-hisztidil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Phe-His-BIMA)
f.: Hisztidil-fenilalanil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (His-Phe-BIMA)
g.: Alanil-fenilalanil-glicil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (Ala-Phe-Gly-BIMA)

45



5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. Bisz(2-imidazolil)-metil- és bisz(2-piridil)-metil
kelatképzo csoportot tartalmazo aminosavszarmazékok

5.1.1. A ligandumok sav-bazis sajatsagai

5. tablazat: Az altalunk vizsgalt aminosavszarmazékok ¢€s néhany Osszehasonlitd vegyiilet savi
disszociacios allandoi (mérési koriilmények: T =298 K; [=0,2 mol-dm™ KCI)

=) = = 3 3 ) _

tigandum S & & & & £ =

R T T T T T
Gly-BIMA — — —  322(2) 551(1)  —  7,95(1)
Phe-BIMA — — 3,091) 528(1) —  7,17(1)
His-BIMA" — — — 2,614 453(2) 5.81(2) 7,28(1)
Gly-BPMA — <1,5 3341) — — —  7191(5)
Pro-BPMA!"! — <15 3,19 — — — 8,59
His-BPMA — <15 2912 — —  543(1) 7.31(1)
imidazol**¥ — — — 7,03 — —
BIM — — — 4741 692(1) — —
BIP 2,75(4) — —  462Q2) 697(1) — —
BIMA — — — <1,5 407(1) — 6471
piridint'! — — 5,31 — — — —
BPM!! — 2,69 5,18 — — — —
BPMA!! — <1,5 1,7 — — — 7,32
izopropil-amin**’! — — — — — — 10,62
izo-valeriansav?® 4,78 — — — — — —
His-Gly™"! 2,96 — — — — 594 7,59

" A pK-értékek nem rendelhetéek egyértelmiien egy-egy csoporthoz; lasd késébb, a protonalddasi
mikroallandok szamolasanal (49. oldaltol).

A protonalddasi allandd értékek azt mutatjak, hogy mind a bisz(2-imidazolil)-
metil-csoportot, mind a bisz(2-piridil)-metil-csoportot tartalmazé vegyiiletekben
kisebb pH-értéknél jatszodik le az imidazolnitrogének, illetve a piridinnitrogének
deprotonalodasa, mint a szabad imidazolban és piridinben. A két protonalt aromas
nitrogén kozeli helyzete ugyanis sztérikusan ¢és elektrosztatikusan egyarant
kedvezdtlen, igy az aromas gytriik kdlcsonhatasa csokkenti az egyik imidazol-, illetve
piridinnitrogén pK-jat, el6segiti annak deprotonalodasat. A vizsgalt ligandumok
imidazol- ¢és piridincsoportjainak pK-jat ezen kivill a metincsoporton 1évo
szubsztituensek is befolyasolhatjak elektronszivo vagy elektronkiild6 hatasuk révén. A
BIMA esetén az aminocsoport elektronszivo hatdsa az, ami a pK-értékek tovabbi
csokkenéséhez vezet. A karboxilcsoportnak ilyen hatdsa nincs, igy a BIP esetében az

rrrrr
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értekekkel. Az amidcsoport elektronszivo hatasa kisebb, mint az aminocsoporté, igy a
pK csokkenésének a mértéke is kisebb az aminosavszarmazékoknal, mint az
aminszadrmazékok esetében.

A BIMA ¢és BIP esetében az amino-, illetve karboxilcsoport pK-ja jo egyezést
mutat egy hasonld kémiai koérnyezetben levé amino- és karboxilcsoport (pl. His-Gly)
pK-javal. Az aromas gyliri helyén metilcsoportot tartalmazo karbonsav-, illetve
aminszarmazékhoz (izo-valeridnsav, illetve izopropil-amin) viszonyitott pK-
csokkenést a két aromas gytiri elektronszivé hatasa okozza.

Az aminosavszarmazékokban talalhatdo aminocsoport, illetve a His-BIMA és His-
BPMA hisztidinnitrogénjének pK-ja jo kozelitéssel megegyezik egy hasonlo kémiai
koérnyezetben 1év6é amino-, illetve imidazolcsoport pK-javal (His-Gly).

Annak a megadésara, hogy melyik csoport protonalédasdhoz melyik pK-érték
tartozik, a hasonlé molekuldk irodalmi adataival valé sszehasonlitas mellett 'H-NMR
méréseket is végeztiink. A vizsgalt ligandumok esetében a kiilonbdzé protonalddasra
hajlamos donorcsoportok pK-i altalaban eléggé kiilonbozéek voltak, igy a legtobb
esetben egy-egy pK-érték donté hanyadban egy-egy donorcsoporthoz volt rendelheto,
ahogy azt a 6. tablazat (48. oldal) adatai is mutatjak.

A BIP (ligandum szerkezete: 12/b. abra, 19. oldal) -CH— és —CH,— proton-
jeleinek a felhasadasat, azaz a spektrum finomszerkezetét a kétféle hidrogén (AB,
spinrendszer) egymassal vald csatoldsa okozza. A spin-spin csatolasi allando értéke
J=7,56 Hz. A Gly-BPMA ligandum (29/a. abra, 44. oldal) esetében még Osszetettebb
jelet kaptunk az aromas protonokra (lasd késébb, 43/a—c. abra, 59. oldal). A piridin-
gylri mind a négy hidrogénje kiilonb6z6 kérnyezetben van, igy négy kiilon jelet ad.
Ezek a jelek a csatolasok miatt dublett, illetve triplett szerkezetiiek. (A tablazatokban a
tovabbiakban csak a jelek kozépértékét tiintetjiik fel, a csatolasi allandokat nem.) A
bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazékok esetében az ezen csoportokhoz tartozd aromas
protonok ekvivalensek, igy valamennyi ligandumnal egyetlen jelet adnak.

A 6. tablazat adataibol latszik, hogy pl. a BIP ligandumnal a pH novelésével
el6szor a karboxilcsoport deprotonalddik, aminek az aromas imidazol-jelekre gyakor-
latilag nincs hatasa, és ezutan megy végbe a két imidazolcsoport 1épcsézetes deproto-
nalodasa (a —CH- és —CH,— hidrogének kémiai eltolodasara mindkét donorcsoport
deprotondlodasanak hatasa van). Hasonloképpen a Gly-BIMA és Gly-BPMA esetében
(29/a. és d. abra, 44. oldal) a imidazol-, illetve piridincsoportok deprotonalédasat az
aromas jeleken és a —CH— protonokon, mig az aminocsoport nagyobb pH-n végbe-
mené deprotonalddasat ((HL] —[L]) az aminocsoport melletti -CH,— csoportok jelén
kovethetjiik, mely mar elég tavol talalhatd a bisz(2-imidazolil)-, illetve bisz(2-piridil)-
részt6l ahhoz, hogy szelektiv indikatora legyen az aminocsoport deprotonalodésanak.
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6. tablazat: Néhany vizsgalt ligandum vizes oldatdban a kiilonb6zd protonaltsagi foku részecskékre
PSEQUAD programmal szamolt 'H-NMR spektrumok kémiai eltolodas (8[ppm]) értékei

BIP
részecske: [HsL]* [H,L] [HL] [L]
aromas protonok 7,478 7,482 7,272 7,023
5,559 5,442 5,095 b
eleolvad a
~CH- 5,540 5,421 5,074 .
vizjelbe
5,520 5,401 5,052
_CH, 3,556 3,328 3,146 3,032
3,536 3,307 3,125 3,011
Gly-BIMA
részecske: [HiL]*" [H,L]* [HL] [L]
aromas protonok 7,593 7,352 7,112 7,104
~CH- 7,166 6,795 6,422 6,371
—~CH,— 4,020 3,998 3,982 3,445
Gly-BPMA
részecske: [HiL]*" [HL]* [HL] [L]
piridin-6H ] 8,668 8,480 8,477
piridin-4H pK <15, igy 8,346 7,893 7,895
piridin-3H ei;fyﬂlggfhfw 7,870 7,460 7,462
piridin-5H a mennyisége 7,808 7,404 7,400
—CH- (10 % alatt) 6,697 6,274 6,244
—~CH,— 4,001 3,998 3,474

A protonalodasi folyamatok kismértékii atfedése (pK,(imidazol) és pK(—NH;")
kozott) mar a Gly-BIMA és Phe-BIMA esetében is megfigyelhetd, azonban fdleg a
His-BIMA ligandum esetében mar egyaltalan nem kiiloniil el a harom imidazolcsoport
pK-ja, igy itt 'H-NMR mérések segitségével meghataroztuk a protonalodasi
mikroallandokat is.

31. abra: A His-BIMA vizes oldataban
néhany pD-értéknél felvett
'H-NMR spektrumok

pD=114 h | LM_JL_.—_JL - L JWL.
pD =726 L I JLL_ L } J«LH_.,,

pD =557 J‘L LJ‘M J{ wwu

RN
dowmse ) I

— T T T T T T s

85 8,0 7.5 7.0 65 45 4.0 35 . 3.0

&lppm]
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A His-BIMA esetén — az irodalomban talalhato legtobb mikroallandé szamolassal

ellentétben!!™

— nem tekinthetjiik a ligandum egyes részleteit egymastol fiiggetlennek.
A molekula viszonylag kis méretii, igy barmely részén bekovetkez6 protonalodas vagy
deprotonalodas kiilonbozé mértékben ugyan, de hatassal lehet valamennyi csoport
kémiai eltolodasara. A protonaldodasi mikrodllandok szamolasat ezt figyelembe véve

végeztik el. (A szamolasnal az NMR jelek

felhasadasanak nincs informdacio-tartalma.) CH(Im) (4) &
CH(His) (5) HN %;\
o n IR N
NH2—(I:H-C—NH—CH Im (2)
N CH, (6)—>CH, y=N
’ BN tn
His A N \t/:H o
751 C—NH \ H
/H .
- Im His A (1) His B (3)
£ I His B
651 CH(Im)
4,54
41 CH(His)
3,51
3 CH,
25 T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
pD
32. abra: Az egyes csoportokhoz tartozé kémiai eltolodas értékek valtozasa a pD fliggvényében (a.),
valamint a szamolasoknal és a 8. tablazatban (52. oldal) az NMR-aktiv csoportok (b.: 1-6)

¢s lehetséges protonalddasi helyek (c.: X—2) jeldlése

A His-BIMA deprotona-
l6dasanal 6sszesen 20 db.
protonalodasi mikroallan-
dot lehet felirni (lasd: 33.
abra). Ezek kozil nem
mind fiiggetlen, lehet ta-

a2 :; c2 lalni kor-egyenstlyokat a

—2 — / rendszerben (pl. a vastag-

—° f? Z gal jelolt négy egyensuly,

(]-57]1-512) *1/(']_011_6.2) ahol ha harmat ismeriink,

( 1-bl 7)12_[9 3 ) a negyediket ki lehet sza-

H,L H;L H,L HL [, | molni az el6z8 harom-

33. abra: A protonalddasi mikroallandok szamolasdhoz hasznalt
modell, valamint az egyes protonaltsagi foku részecskék-
ben a kiilonb6z6 mikrorészecskék frakcioi

40
=7

bol). Ezeket is figyelem-

be véve, a rendszert



Osszesen 11 egymastol fiiggetlen a

1

0 b. 1

egyensulyi allandoval lehet jellemezni.

Fel lehet emellett irni az egy adott

2
Eo
0
protonaltsagi  foki  részecskékhez
tartozo izomerizacios egyensulyokat is ”
(a H,L és HL részecskéjét mutatja pl. a E;
.

E? Z 34. abra:
34. abra). Ezekbdl Osszesen 2+3+2 =7 , ,

egymastol fiiggetlen van. Ha ezekhez A H,L (a.) és HL (b.) részecskéhez tartozo
izomerizacios mikroallandok (az egymastol

hozzaadjuk a né K-értéket, akkor
J gy P fliggetlencket vastag nyillal jel6ltiik)

igy is tizenegy allando kell a rendszer

teljes egyensulyi leirasahoz. (A vizes oldatban mért pK-értékhez 0,4-et hozzdadva
kaptuk a D,O-ban jellemz6 pK-értékeket'*”).)

A szamolasnal a mikroallandok helyett az egyes protonaltsagi fokt részecskékben
a kiilonboz6 helyen protonalt formak frakcidjat hasznaltuk (a frakciokat a 33. abra
mutatja; a teljesen protonalt, illetve deprotonalt H4LL és L részecskéknél csak egyféle
forma van).

Az NMR mérésekbol 0sszesen hatféle proton kémiai eltolodasanak a valtozasat
lehet kovetni (31. és 32/a.—b. abra, 48. és 49. oldal). A 32. abra szerint pl. az
aminocsoport protonalodasanak a HisA csoport NMR kémiai eltolddasara gyakorolt
hatasat W1-gyel jeldljiik (0 <W1<1).

Az izomerizacios egyensulyok fliggetlenek a pH-tol, igy a PSEQUAD program
segitségével, a makroszkopikus pK-értékek ismeretében kiszamolhatd a kiilonbozo
protonaltsagi foku makrorészecskék (H,L—L) NMR spektruma. Ezeket a
spektrumokat eldszor normalizaltuk: a teljesen deprotonalt részecskére (L) a
normalizalt NMR eltolodas 0, a teljesen protonaltra (H4L) 1, a tdbbire 0 és 1 kozotti
érték, linearisan atszamolva.

7. tablazat: A PSEQUAD program segitségével a kiilonb6z6 makrorészecskékre szamolt, valamint a
normalizalt NMR spektrumok kémiai eltolodasai

NMR kémiai eltolodasok (S[ppm])  Normalizalt kémiai eltolodés
L HL HL HL HL HL HL HL

HisA 7,586 7,828 8232 8587 8,698 0,217 0,581 0,901
Im 7,092 7,012 7245 7331 7,605 0,039 0,298 0,467
HisB 6,752 6912 7,047 7209 7308 0,287 0,710 0,822
CH(Im) 6,301 6352 6573 6,722 7,129 0,061 0,328 0,509
CH(His) 3,760 4213 4319 4408 4,508 0,606 0,748 0,866
CH, 2,929 3,176 3341 3402 3494 0,438 0,729 0,837

Egy adott protonaldodasi helyen végbemend protonalddas/deprotonalodas a
kezdeti feltételezésiink szerint minden proton kémiai eltoloddsara hatassal van.
Osszesen négyféle protonalodds van a rendszerben: az imidazolok 1. és 2.
protonalddasa, az aromds hisztidin-nitrogén, valamint az aminocsoport protonalodasa.
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Feltételezziik, hogy egy adott deprotonalddas egy adott csoport kémiai eltolodasat
mindig ugyanolyan mértékben valtoztatja meg. Emiatt ha négyféle mikrorészecske (az
egy ¢€s két imidazolprotont tartalmazo, valamint a csak aromas hisztidin-nirtogénen ¢€s
a csak aminocsoporton protonalt ligandum) NMR spektrumat ismerjiik, barmelyik
masik részecske spektruma kiszamolhato ezek linearis kombinacidjaként. Tehat négy
ismeretlen NMR spektrumunk van, és mivel részecskénként hat NMR jelet tudunk
mérni, ez 6 - 4 = 24 ismeretlen kémiai eltolodast jelent. Ha ehhez hozzavessziik a hét
kiszamitando izomerizacios mikroallandot, 7 + 24 = 31 ismeretleniink van.

Az NMR mérésekbdl ismerjik az L, HL, H,L, H;L és Hyl. makrorészecskék
NMR spektrumat. Ebbdl L a viszonyitasi alap a normalizalasnal, azaz marad 4 ismert
spektrum, ami 24 jelet, 24 mért adatot jelent. Mivel 31 ismeretlen van, legalabb 7
feltételezést kell tenni az ismeretlenek értékére, hogy meg lehessen oldani az
egyenletrendszert. Ezek a kovetkezok voltak:

X1=0 (azaz az els6 imidazol deprotonalddéasa/protonalddédsa nincs hatassal a
HisA protonok kémiai eltolodasara)
X3 =0 (azaz az els6 imidazol deprotonalodasa/protonaldodasa nincs hatassal a
HisB protonok kémiai eltolodasara)
0 (azaz a masodik imidazol deprotonaldodasa/protonaldédasa nincs
hatéssal a HisA protonok kémiai eltolodasara)
Y3=0 (azaz a masodik imidazol deprotonalodasa/protonalodasa nincs
hatéssal a HisB protonok kémiai eltolodasara)
Z2=0 (azaz a hisztidin deprotonalodasa/protonalédasa nincs hatassal az
aromas imidazol-protonok (Im) kémiai eltolodasara)
Z4=0 (azaz a hisztidin deprotonalodédsa/protonaloddsa nincs hatassal a
CH(Im) protonok kémiai eltolodasara)
W2 = 0 (azaz az aminocsoport deprotonalddasa/protonalddasa nincs hatassal az
aromas imidazol-protonok (Im) kémiai eltolédasara)
W4 =0 (azaz az aminocsoport deprotonaldédasa/protonalddasa nincs hatassal a
CH(Im) protonok kémiai eltolodasara)

Valamint: X1+Y1+Z1+W1=1,000

Y1

: (28)
X6 + Y6 + Z6 + W6 = 1,000

Ezeket figyelembe véve kiszamitottuk a kiilonb6z6 mikrorészecskék NMR
spektrumat, valamint a protonalddasi és izomerizacids mikroallando értékeket. Ezeket
foglalja 0ssze a 8. tablazat (52. oldal). A kapott eredmények és az ezek alapjan
szerkesztett 35. abra (52. oldal) azt mutatja, hogy az els6 deprotonalodas H4L. — HsL
részecskék kozott szinte kizardlag a imidazolcsoporton megy végbe; hasonloképpen a
HL részecskében 93,5%-ban az aminocsoporton talalhatd a proton. A H,L részecske
esetében ezzel szemben az aminocsoport mellett a masik proton kb. 50-50%
valoszintiséggel helyezkedik el az imidazolcsoporton és a hisztidincsoporton.
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8. tablazat: A His-BIMA vizes oldataban 'H-NMR méréssel meghatirozott protonalodasi mikro-

allandok és a kiilonbozo protonaltsagi fokokhoz tartozé izomer szerkezetek frakcioi

Frakciok Izomerizacios Protonalodasi mikroallandok
(33. abra, 49. oldal) allandok [mol-dm ]
al=0810 K(zo)y, =119  pk(H);, =270
a2=0,068 K(izo)y, =6,64  pk(H);] =378
l-al-a2=0,122  K(izo)* =1,79  Pk(H); =3.52  pk(H)'% =5,16
K(iz0)" =43.4 pk(H),\; =5,72
pr-0012 PO PRUDS =550 i e
pr—0043 KZ0hy=3.58 4 qpom 5o o1 =%
’ K(i20)"" =353 o< pk(H)/,y = 6,36
b3=0,521 200 ’ pk(H),; =5.80 k(H)"° =7,36
1-b1-b2-b3-0424  K(zoNl =121 jragymw g7z DT
S NI _ pk(H),,, =5,56
K(iz0),,, =9,86 pk(H)i?i =4,72 001
CI:0,0S3 K(iZO)lO] :1 23 pk(H)m] _ 3 86 pk(H)OH = 5,47
011 > 201 — 2>
c2=0,012 .
ol or0.03s  K(zoNl =441 PRI =481 p) = 6,00
’ K(izo)y, =77.9 pk(ED = 5,36
K (iz0)y5, =17.6 pk(H)g, =7.25
14 35. abra: A tablazat jelolései:
0.9 1 . abc __ [(abc)] .
0,8 A kiilonb6z6 Csopor- K(lzo)def - [(def)] ’
2. Imidazol tok protonaltsaga a
0,7 1 . p g
206 | His \ pH fiiggvényében atbt+tc=d+e+f
T2’0,5 N
‘80,4 k(H)?ﬁx — [(aﬂl)][H ] :
a deq
N, [(629)]
Zf: 1. Imidazol atpry+tl1=0+e+¢
% 3 4 5 oy 6 7 8 s 10

5.1.2. A bisz(2-piridil)-metil-amin aminosavszarmazékainak
komplexkémiai viselkedése

Két bisz(2-piridil)-metil kelatképzé csoportot tartalmazé aminosavszarmazek, a
Gly-BPMA ¢és a His-BPMA (lasd: 29/a. és c. abra, 44. oldal) komplexkémiai
vizsgalatat végeztilkk el réz(Il), nikkel(I) és cink(Il)ionnal. Mindkét szarmazék
esetében az egyik fontos koordinacios mod a bisz(2-piridil)-metil-koordinacio, mellyel
a korabbi eredmények alapjan mono- és biszkomplexek képzodését vartuk. Emellett
mindkét szarmazékban talalhatd szabad terminalis aminocsoport, mely eldsegitheti a
vele kelatképzo helyzetben 1évé amidnitrogén deprotonalddasat és koordinalodasat. A
hisztidinszarmazék esetében mindezek mellett hisztaminszeri koordinacio is kiala-
kulhat a ligandum hisztidin aminosav fel6li végével, valamint a hisztidil-oldallancon
keresztiil lehetdség van dimer vagy mas oligomer szerkezetek képzodésére.
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5.1.2.1. Nemkoordinalodo donorcsoportot tartalmazo
bisz(2-piridil)-metil-szarmazék (Gly-BPMA)
réz(II)-, nikkel(II)- és cink(I)komplexei

Az N-glicil-bisz(2-piridil)-metil-aminnal (Gly-BPMA; 29/a. abra, 44. oldal)
azonos donorcsoportokat tartalmazo N-prolil-bisz(2-piridil)-metil amin (Pro-BPMA;
29/b. abra) esetében — melyet korabban szintén Kutatocsoportunkban vizsgaltak —

102, 113] Ezen

mindharom, altalunk is vizsgalt fémionra taldlhatok irodalmi adatok!
rendszerekben szintén pH-potenciometrias €s spektrofotometrids mérések torténtek,
igy elvégezhettik a kétféle ligandumot tartalmazé rendszerek komplexkémiai
viselkedésének az Osszehasonlitasat. A Gly-BPMA-t és a Pro-BPMA ligandumot

tartalmazo rendszerekre kapott stabilitasi szorzatokat foglalja 6ssze a 9. tablazat.

9. tablazat: A Gly-BPMA és a Pro-BPMAU'"! 1é7(ID)-, nikkel(I)- és cink(Il)komplexeinek stabilitasi
szorzat értékei és néhany szarmaztatott allando
(mérési kériilmények: T =298 K; 1= 0,2 mol-dm~ KCI)

komplex Cu(Il)- Ni(Il)— Zn(1l)—
Osszetétele  51y-BPMA Pro-BPMJ4ly-BPMA Pro-BPMAly-BPMA Pro-BPM!/
[ML,H,]* — — 21,21(1) — — —
[ML,HJ** — — 15,88(5) — — —
[ML,]* — — 9,46(4) 9,66 6,66(7) —
[ML,H ] — — — — -0,7(1) -0,50
[ML,H_,] — — -5,03 -5,00  -9,12(7) 8,59
[MLH]** 11,96(8) 13,21  10,97(5) 11,85 — —
[ML]* 8,12(5) 9,71 — 5,30 — —
[MLH.,]"  4,27(6) 6,08  -1,46(2) 1,02 -323(1) 2,68
[MLH ;] -5,19(7) 336 -11,17(3)  —  —11,94(1)  —
M B = =
S
KM, - - o~ = 76—
PKﬁfﬁﬁl — — — — 8,42 8,09
pK o 3,84 3,50 — 6,55 — —
PK wiih | 3,85 3,63 — 6,32 — —
pK win | 9,46 9,44 9,71 — 8,71 —
1g(K\/Ko)min — — 0,73 — — —

lg(K1/K>)men = 1gK(MLH) — 1gK(ML,H,) = 2-1gAMLH) — 1g AML,H,)
pKMLZH2 = lgﬂ(MLsz) — lgﬂ(MLzH)

MLH
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Réz(IT)komplexek: _

A 1éz(I)-Gly-BPMA  (és [CuLH_,]" [CuLH.]
hasonldéan a réz(II)-Pro-BPMA)
rendszerben a pH-metrids adatok
alapjan minddssze négy komplex (CuL]”

u

1épcsbzetes képzodése
szamolhatd (36. abra).
Biszkomplexek a réz(I[)-BPM
(BPM = bisz(2-piridil)-metan) ¢€s 5 6 pH; s o 10 11
réz(I)-BPMA  (BPMA =bisz(2- | 36. 4bra:A réz(11)-Gly-BPMA (folytonos vonal) és
piridil)-metil-amin)  rendszerrel réz(Il)-Pro-BPMA (szaggatott vonal) rend-

. . L szerben ligandumfelesleg esetén kialakuld
ellentétben itt nem képzédnek. A komplexek eloszlasa
fotometrias és ESR (ccuan = 2:107 mol-dm™; Ciigungum = 4107 mol-dm )

spektroszkopias adatok szintén a
biszkomplexek hianyat mutatjak: a spektrumok pH szerinti valtozasa azonos 1:1 és 1:2
fémion/ligandum aranynal (lasd: 37. abra). Biszkomplexek esetén a két aranynal

felvett spektrumok paramétereinek (pl. An.x) €l kellene térniiik a koordinalt nitrogének

v eltéré szamanak megfelelden''®”. Ezen
§3§ f\ spektroszkopids adatok viszont savas pH-
660 (% ¢ 1:2 ardny értékeknél — ahol lehetdség lenne a
Egig o © 1:1 ardny biszkomplexek kialakuldsara — egyértel-
fen{ { mien két nitrogénen keresztiili koordina-
zfﬁ %ﬁ ciot mutatnak, igy alatdmasztjak a potenci-
o O ‘O | © ‘éo f‘b? oe | ometrids mérések alapjan szdmolt modellt.

2 3 4 5 67 8 9 10 1 A biszkomplexek hianyat a piridincsoport

37. dbra: Ang, viltozdsa a pH figgvényeben | viszonylag kis fémmegkoté képessége
1:1 és 1:2 fémion/ligandum aranynal . . w , ,

a réz(1)-Gly-BPMA rendszerben mellett a aminosavrésztdl szarmazo

sztérikus gatlas okozza.

A koordinacié savas pH-tartomanyban minden fémion/ligandum aranynal a két
piridingytirin  kezdédik, [CuLH]*" Osszetételi komplex (38/a. abra, 55. oldal)
képzddésén keresztiil. Ebben a komplexben az amino-nitrogén még protonalt
formaban van.

Nagyobb pH-n kis mennyiségben egy [CuL]*" 6sszetételii komplex (38/b. abra)
alakul ki. Ez a maximum 30% koriili mennyiség, valamint az ebben a pH-
tartomanyban képz6dé komplexek hasonldé ESR-spektruma miatt az ESR
spektroszkopia nem elég érzékeny ahhoz, hogy a [CuL]*" komplexet kimutassuk.
Ebben a komplexben a sztochiometria alapjan bisz(2-piridil)-metil- vagy — mivel a
ligandum tartalmaz szabad terminalis aminocsoportot, azaz végbemehet az
amidnitrogén deprotonalodasa is — [N(amino), N(amid), N(piridin)]-koordinaci6 lehet-
séges. A bisz(2-piridil)-metil-koordinacié nem valdszinli, mert az aminocsoportnak
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ezen a pH-n még protonaltnak kellene lennie (a szabad ligandumban az aminocsoport
deprotonalodasa csak pH=8 koriil jatszoédik le). Az aminocsoport axialis
koordinéciodja, azaz makrokelat kialakulasa (ami csokkenthetné az amino-pK-t) szintén
nem kdvetkezhet be, mivel a bisz(2-piridil)-metil-részt és az aminocsoportot 6sszekotd
lanc tal rovid a két csoport egyazon réz(Il)ionhoz val6 koordinacidjahoz. (Ugyanezt az
eredményt kaptuk kés6ébb valamennyi bisz(2-piridil)-metil-, illetve bisz(2-imidazolil)-
metil-csoportot tartalmazé aminosavszarmazék esetén.) A peptidszerli koordinacio
kialakulasat igazolta az abszorpcios spektrumok PSEQUAD programmal!'® torténé
felbontésa is. A program segitségével a tobb pH-n és -fémion/ligandum aranynal mért
spektrumokbol, a pH-metridasan meghatarozott stabilitasi allandok ismeretében
szamolhat6 volt a rendszerben képz0d6 valamennyi komplex 6nallé spektruma (10.
tablazat). (Az ilyen szamoldsoknak akkor van jelentdsége, ha nincs olyan
fémion/ligandum arény, illetve pH, ahol a komplex kozel 100%-ban képzddik.) Ezek
az adatok a [CuL]*" komplexre egyértelmiien haromnitrogénes koordinaciét mutatnak,

mikdzben a ligandum nemkoordinal6do piridinnitrogénje protonalt.

- 38. abra: A réz(11)-Gly-BPMA
a. N N\ ./ rendszerben  képz6dé  komplexek
. CcH E—NH—CH x,C o szerkezete (a fémion korili tobbi
HN - P koordinaciés helyen minden esetben
=N vizmolekula taladlhatd, melyeket a
N\ / késébbiekben sem tiintetiink fel)
b c. =\ d ) a.: [CuLHT"
Il NH I \ N/ I \ N b [[(C?uL]H]
N, _CH /N __CH C ulLH_,;
He N H2<:\/ N—CH Heo N d.: [CuLH,]
— __ ; —
HoN----CuZt--N 24 HoN----Cu&t--N
2 u N/ H,N----Cu O 2 i“ N/
OH"

10. tablazat: A réz(II)-Gly-BPMA rendszerben képz6dd kiilonbozd dsszetételli komplexek PSEQUAD
programmal szamolt abszorpcios (Ama[NM]/emax[dm* mol"-cm ™), valamint ESR spektrosz-
kopias (g/An[-107 cm™']) paraméterei

Komplex Osszetétele Amax(Emax) 2i(Ay)
[CuLHJ* 682(65) 2,295(172)
[CuL]* 610(154) 2,225(197)
[CuLH ] 602(133) 2,225(197)
[CuLH ,] 595(116) 2,225(174)

pH = 3 koriil mar az aminocsoport mellett az amidnitrogén is deprotonalodott és
koordinalodott, igy alakitva ki a haromnitrogénes [N(amino), N(amid), N(piridin)]-
koordinaciot a fémion koriil. A teljes fiziologias pH-tartomanyban ez a koordinacios
mod (a  késGbbiekben peptidszeri  koordinacié) az uralkodd ([CuL]*'=
[Cu(LH_)H]*", [Cu(LH ))]" és [CuLH ,] = [Cu(LH ,)OH] osszetételii komplex). Ez
utobbi, pH = 9 fol6tt kialakuld komplex vegyes hidroxokomplex (38/d. abra), melyben
a réz(IDion korili negyedik, ekvatoridlis koordinacidés helyen 1évé vizmolekula
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deprotonalodik. A ligandum nemkoordinaldédo piridinnitrogénjének, valamint a

vizmolekulanak a deprotonalodasa egyarant a An.x €s &mnx €rtékek kismértékil

csokkenését okozza az abszorpcios A % Do o 0 a0 s

spektrumban. Az ESR spektrumban —
mely csak a fémionhoz koordinalodo
csoportokon végbemend valtozasra érzé-

pH = 3.10

keny, a ligandum tavolabbi részére nem
— a [CuLH,] 0Osszetételii komplexben

figyelhetd6 meg az Ay érték csokkenése,

azaz egy erds donorligandum (pl. OH - 5.89

pH
ion) belépése az ekvatorialis koordina-

cios sikba. Ezt a hatast aminosavak €s | ,y-1082

peptidek réz(IDionnal alkotott vegyes | 39, abra: A réz(Il)-Gly-BPMA rendszerben 1:1

hidroxokomplexeinél  korabban  is | fémion/ligandum  aranynal =~ mért  ESR
. . ..[30,31] spektrumok parhuzamos tartomanya
kimutattak mar= """,

A peptidszerli koordinacié kialakulasaval az egyik piridincsoport kiszorul a
koordinacios szférabol. Azonban ez a piridingylirti — gyengébb fémmegkotohely 1évén
— mas donorcsoport segitsége nélkiil nem alkalmas hidcsoportnak, igy nem segiti el
dimer vagy polimer szerkezetek kialakuldsat. Az abszorpcios spektrumok mellett az
ESR spektroszkopias mérések is igazoljak a dimerek hianyat, ugyanis a dimer vagy
oligomer szerkezetek ESR-csendesek a kozel keriilé rézcentrumok spin-kicserélédési
kolecsonhatasa miatt, igy a spektrumok intenzitasanak csokkennie kellene, amit nem
tapasztaltunk. (A réz(I)-Pro-BPMA rendszerben'"* '"* ehhez hasonloan szintén csak
monokomplexeket mutattak ki (9. tablazat, 53. oldal), a réz(I1)-Gly-BPMA rendszer-
ben képz6dé komplexekével azonos koordinacios moddal.) A komplexben 1€vo szabad
piridincsoport deprotonalodasa — akarcsak a szabad ligandum esetében (5. tab-lazat,
46. oldal) — a glicinszarmazéknal egy kicsit nagyobb pH-értéknél megy végbe.

A koordinalt vizmolekula deprotonalodasa a Gly-BPMA ¢és Pro-BPMA
[CuLH_;]" komplexe esetében gyakorlatilag azonos pK-értékkel jatszodik le.

Nikkel(IT)komplexek:

A nikkel(I1)-Gly-BPMA rendszerben végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy itt
savas pH-tartomanyban joval kisebb mértékti az [NiLH]*" osszetételii komplex
képzOdése, mint a [CuLH]*" osszetételii komplexé volt. A piridingytirii az Irving-
Williams sornak megfeleléen ((4) egyenlet, 22. oldal) gyengébben koordinalédik a
nikkel(IT)ionhoz mint a réz(I)ionhoz.

A masik fontos kiilonbség a korabbi rendszerekhez képest, hogy mig a réz(11)—
Gly-BPMA, valamint a nikkel(II)-Pro-BPMA rendszerben csak protonalt
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40. abra:
A nikkel(Il)-Gly-BPMA rendszerben ligandumfelesleg
esetén kialakulé komplexek eloszldsa (a peptidszeri
koordinacioju komplexeket vastag vonallal jel6ltiik)

(CNi(H) =2- 10_3 mol'dm_3; CGly-BPMA — 4'10_3 mol'dm_3)
1 .
0.9 [NiL,H_,]
SO I\NP INILHT
0.7
%% [NiLHJ**
5997 [NiLH_, T o
041 [NiL,H,]*" [NiL,]
0.3
02 [NiLH ,]
0.1
0 T T T 7 |
2 3 4 5 6 pH 7 8 9 10 1

monokomplexek alakultak ki (9.
tablazat, 53. oldal), a nikkel(I[)—
Gly-BPMA rendszerben protonalt
biszkomplexek ([NiL,H,]*", illet-
ve [NiL,H]*") képz6édését is sike-
riilt kimutatnunk. Ezek azonban
1:2 fémion/ligandum ardnynal is
csak viszonylag kis mennyiségben
képzddnek. A 1g(K/K;) érték (9.
tablazat) kozel megegyezik a sta-
tisztikusan szamolhato értékkel,
ami arra utal, hogy nem kiilono-
sebben kedvezményezett, de nem
is biszkomplexek

gatolt a

képzddése, a masodik ligandum koordindlodasa. A nikkel(II)-Pro-BPMA rendszerben
ezt a folyamatot a prolin-rész nagyobb térkitoltése, mig a réz(Il)-Gly-BPMA
rendszerben a réz(Il)ion nikkel(Il)ionétol eltérd, torzult geometridja akadalyozza.

a.

/ \

o YN Wl o
HaN*—CH,-C—NH—CH “NiZt CH—NH—C—CHy—NH;"
—N" “N=
/7

41. abra: A nikkel(II)-Gly-BPMA rendszerben kialakul6 két biszkomplex szerkezete
a.: [NiL,H,]*"; b.: [NiL,H_,]

A pH novelésével a nikkel(I1)-Gly-BPMA rendszerben is bekovetkezik az
amidnitrogén deprotonalodasa és koordinalodasa mar viszonylag kis, 6-os pH-n (lasd:

40. abra). A 6-os pH felett kialakulo komplexek Osszetétele jelentésen fiigg a

fémion/ligandum aranytol.
Ligandumfelesleg ese-
tén kiilonféle Osszetételi
oktaéderes biszkomplexek,
pH=10 pedig
[NiL,H ,] sztochiometriaju
(41/b. abra), szintén okta-
éderes komplex a meghata-

koriil

rozd, melyben a nikkel(II)-
ionhoz két ligandum kap-
csolodik peptidszerii koor-

dinacioval. Ellenben 1:1

0,5

o
~
.

Abszorbancia

0,1

300

o
w
.

o
N
.

42. abra: A nikkel(I)-Gly-BPMA rendszerben 1:1
fémion/ligandum aranynal, kiilonb6z6 pH-
kon felvett abszorpciés spektrumok

pH=10,19 (CNi(II) = 5,9‘10_3 mol-dm_3;

CGly-BPMA — 6,0 1073 mol'dm%)

400 500 600 700 800 900 1000 1100
Amax [NM]
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fémion/ligandum aranynal elsdsorban monokomplexek keletkeznek. Az itt dominald
[NiLHJ**, [NiL]*" és [NiLH ,]" osszetételii részecskék a fotometrias adatok alapjan
egyértelmiien oktaéderes geometriajiak. pH > 10 értékeknél azonban ([NiLH_,]
Osszetételi komplex) egy toltésatviteli sav jelenik meg Apa =452 nm-nél az
oktaéderes savok mellett, viszonylag kis latszolagos molaris abszorbanciaval (e4550m =
98,9), ami oktaéderes-siknégyzetes egyensulyra utal. Hasonld spektralis valtozast
tapasztaltak korabban a nikkel(II)-Pro-BPMA rendszerben!'"> '), Ez a fajta
geometriavaltas nikkel(Il)ion kiilonféle nitrogén-donorokkal alkotott komplexeinél
elég gyakori.

Cink(II)komplexek:

A cink(II)-Gly-BPMA rendszer viselkedése ugyancsak hasonlit az irodalombol
ismert cink(II)-Pro-BPMA rendszerhez!'*> '], illetve semleges és lugos tartoméanyban
a nikkel(II)-Gly-BPMA rendszerhez is. A szamolasi eredmények ¢€s a titralasi gorbék
alapjan savas tartomanyban (pH < 5,5) pH-metridsan nem mutathat6 ki kolcsonhatas a
bisz(2-piridil)-metil-résszel. A kotés kialakulasa a pH-metria alapjan nem zarhat6 ki,
de — az NMR spektroszkopids mérések alapjan — csak a ligandum deprotonalodasa
utan torténik meg a koordinacio, ezért az nem okoz mérheté pH-effektust. Az NMR
spektroszkopia pD = 3,95-nél (ahol a ligandum pK-értékei alapjan mar mindkét
piridincsoport deprotonalt) a cink(Il)ion gyenge koordinalodasat mutatta a piridin-
gylrikhéz (11. tablazat): az aromas protonok kémiai eltolodas értéke kismértékben
csokkent az azonos pH-n szamolt szabad ligandum-jelhez képest, mig a CH- és CH,-
csoportok jelére nincs jelentds hatassal a cink(Il)ion koordinalodasa.

11. tablazat: A Gly-BPMA vizes oldataban és a cink(I[)-Gly-BPMA rendszerben felvett 'H-NMR

spektrumok kémiai eltolodas (3[ppm]) értékei (mérési koriilmények: T =298 K; cink(II)—
Gly-BPMA rendszer: cgiy gpma = 1,049-10 > mol-dm >, ¢z, = 9,79-10~° mol-dm™)

Szabad ligandum’ Zn(I1)-Gly-BPMA rendszer
pD = 3,95 7,85 9,40 3,95 7,85 9,40
részecske [ZnLH]" [ZnLH ]’ [ZnLH ]

8,515 8,478 8,477 8,537 8,468 8,431; 8,365
7,977 7,894 7,895 8,020 7,863
7,536 7,461 7,462 7,582 7,530
7,479 7,402 7,400 7,535 7,399
—CH- 6,352 6,260 6,245 6,395 5,977 6,131; 5,856
—CH,— 3,999 3,754 3,491 3,998 3,272 3,338; 3,247
"PSEQUAD program segitségével, adott pD-értékekre szamolt kémiai eltolodas értékek

A jelek nehezen
azonosithatoak

aromas
hidrogének

A pH novelésével végbemegy az amidnitrogén deprotonalodasa. Oktaéderes
geometridju, [ZnL,H |]" és [ZnL,H ,] dsszetételii biszkomplexek (1:2 fémion/ligan-
dum arany), illetve [ZnLH ;]" komplex képzédése (1:1 fémion/ligandum arany)
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szamolhatd. A bisz(2-piridil)-metil-csoport tehat képes itt is horgonycsoportként
viselkedve elésegiteni az amidnitrogén deprotonalodasat és a peptidszerli koordinacid
kialakulasat. A korabbi irodalmi adatok alapjan erre cink(II)ion esetén csak a C-
terminalis végiikon hisztidin aminosavat tartalmazé peptidek voltak képesek!®® - #41,

Az amidnitrogén deprotonalddasat szintén 'H-NMR spektroszkopia segitségével
sikeriilt bizonyitanunk: ha valamelyik NMR-aktiv csoporttdl egy kitésnyi tavolsagban
H" (szabad ligandum) vagy cink(Il)ion (cink(II)-Gly-BPMA rendszer) koordinalodik,
akkor ennek a csoportnak a kémiai eltolodas (8[ppm]) értéke né a teljesen deprotonalt
ligandum jeléhez képest (melyet pD > 12-nél vettiink fel és majdnem megegyezik a
szabad ligandumban pD = 9,40 értékre szamolt spektrummal: 8,omss = 8,477; 7,895;
7,462; 7,400; 6_cy- = 6,244; 6_cu, = 3,474). Az amidnitrogén deprotonalddasat és a
cink(Il)ion peptidszerti koordinalodasat legjobban az amidcsoport melletti CH-csoport
jelének a valtozasa mutatja: 1:1 fémion/ligandum arany esetén pD = 7,85-nél, ahol a
szamolt stabilitasi allandok alapjan a [ZnLH_;]" sszetételti komplex kb. 70 %-ban van
jelen, megfigyelhetd a CH-csoport kémiai eltolodas értékének a csokkenése mind a
deprotonalt ligandumhoz, mind a 7,85 pD-értéken szamolhat6 ligandum-spektrumhoz
képest (11. tablazat és 43/e. abra).

pH=9 felett [ZnLH,] 0sszetételi vegyes hidroxokomplex képzdodése
szamolhato, és 11-es pH-ig nem torténik meg a cink(I)hidroxid csapadék levalasa.
pD =9,4-nél az NMR-jelek felhasaddsa is a vegyes hidroxokomplex képzddését
mutatja. Ezen vegyes hidroxokomplexben a cink(Il)ion oktaéderes geometridja miatt a
hidroxidion a harom nitrogén donoratom altal meghatarozott koordinacios sikban vagy
erre merdlegesen helyezkedhet el. (A peptidkotés merev szerkezete miatt a nitrogének
és a fémion egy sikban taladlhatd.) A hidroxidion vagy a vizmolekula a li-

gandum szabad | 43.4bra:A cink(II)-Gly-BPMA rendszerben felvett 'H-NMR
spektrumok (szabad ligandum, a.: pD = 2,75, b.: pD =
) . 4,84, c.: pD>12; 1:1 fémion/ligandum arany: d.: pD =
jével hidrogén- 3,95, e.: pD = 7,85, f.: pD = 9,40)

kotést alakit ki,

ami a cserese- | a. Jt\ }NL l _JL
besség lassula-

sat, és igy a két J

izomerre  jel- J

lemzd, csopor- I )\RL M J
tonként két-két |

piridinnitrogén-

o))

—

O

C
jel megjelenését
eredményezi d. J
(43/f. dbra). 6. w
f ,____,__.)ka_——
. ,__‘/\';,/\‘_f\.&_/‘v\‘\J\_‘ P ,__‘_,J\a./u-——«‘ P ‘__,,\‘J\/\_‘_‘
8,5 8 75 &[ppm] 7 6,5 55 4 3,5 3
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5.1.2.2. Erésen koordinalodé donorcsoportot tartalmazo bisz(2-piridil)-
metil-szarmazék (His-BPMA) réz(II)-, nikkel(II)- és cink(IT)komplexei

Az el6z6 ligandumhoz képest a His-BPMA egy Gjabb nitrogéndonor oldallancot,

hisztidincsoportot tartalmaz. Savas pH-tartomanyban igy a két piridingytiri mellett az

imidazol-N(3)-nitrogénen
koordinacio is szerepet kaphat a komplexképzésben.

¢s aminocsoporton keresztiili,

A Kkétféle,

azaz hisztaminszeri
savas pH-

tartomanyban is effektiv koordinacioés helynek koszonhetdéen vegyes koordinacioju

biszkomplexek kialakulasa is feltételezhetd a rendszerekben.

12. tablazat: A réz(I)- és nikkel(Il)-bisz(2-piridil)-metan(L')-hisztamin(L") rendszerben képz6dd
kiilonb6zd protonaltsagi foku ligandumok és a komplexek stabilitdsi szorzat értékei és
néhéany szdrmaztatott dllandé (mérési koriilmények: T = 298 K; I = 0,2 mol-dm > KCI)

Torzskomplexek ~ CuD- Ni(IT)— Cu(-  Ni(ll)-
BPM hisztamin®®
[HL] 5,11(1) 9,85
[H,L]* 7,72(3) 15,99
[ML;]* — — — 15,13
[ML,HJ** — 11,79(2) —
[ML,]* 11,61(1) 9,32(3) 16,06 11,93
[MLH]*" — — — 11,56
[ML]* 6,67(1) 4,72(2) 9,58 6,85
[MLH ,]" 0,10(2) -3,66(2) 1,2 —
[M,L,H ,]** — — 7,0 —
lg(K /Ko 1,73 0,12 3,10 1,77
Vegyes Cu(Il)- Ni(Il)-
rendszerek BPM(L')-hisztamin(L")
[ML'L"]* 14,59(1) 11,09(8)
[ML'L"H ;] 5,.27(1) 1,29(9)
[ML'L"H.,] -5,83(1) —
[ML,L"]* — 14,29(7)
[ML'L",]* — 15,72(9)
AlgBurrr 0,45 0,16
AlgK 1,66 0,48

Te(K /Ko)wi = 18K(ML)— 1gK(ML,) = 2-lg/AML) — Ig/AML)

AlgBirr = lgBmn — lgBui = lgfu: — 0,5(1gfur, + 1gfurr, + 1g4)
AlgK = 1gKM"— 1gKMEY = 1gKMY- 1gKatY

208, 209] azt

A vegyes liganduma komplexekre vonatkozé korabbi irodalmi adatok!
mutatjak, hogy ez a vegyes koordinaciés mod mindharom, altalunk vizsgalt atmeneti-
fém-ionnal kedvezményezettebb, mint az azonos donorcsoportok (jelen esetben a négy
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piridinnitrogén) koordinalédasa egyazon fémionhoz. Ahhoz, hogy ezen koordinacios
modok egymas melletti kialakulasat tanulmanyozzuk, réz(I[)- és nikkel(II)ionnal
vegyes ligandumu rendszerek vizsgalatat is elvégeztiik. Az ezekbdl kapott stabilitasi
allando értékeket a 12. tablazat foglalja 6ssze. Ezen allandokbol és a beldliik szerkesz-
tett eloszlasi gorbékbol (44. abra) is lathato, hogy savas pH-tartomanyban a bisz(2-
piridil)-metil-koordinacié az uralkodd. A hisztaminszeri koordinacié réz(Il)ionnal 5-
0s pH felett, mig nikkel(II)ionnal csak 6-os pH felett jelenik meg.

44, dbra: A AlgByur és AlgK értékek
A 16z(II)-BPM(L')-hisztamin(L") (a.) és a nikkel(ll)- | a réz(II)ionnal mutatnak jelen-
BPM(L')-hisztamin(L") (b.) rendszerben kialakuld t3sebb mértékii vegyesligandumi
komplexek eloszlasa (az abran a vegyesligandumu o . .
komplexeket vastag vonallal jeloltik) komplexképzddést. Azaz itt is
- - —4.10° Sl . e
. CMan = CBPM = Chisztamin= 410" mol-dm érvényesiil az a korabbi, iroda-
091 a. | lombol ismert megallapitas, mi-
u . . ,
081 . szerint a vegyesligandumu komp-
2; [CulL] [CllL"H,] | lexek stabilitdsa annal nagyobb,
0
Los | [CuL'L"H_] minél nagyobb a térzskomplexek
£ . .
%4 lg(K1/K;) hanyadosa kozotti kii-
0,3
02 16nbség®* 2% A bisz(2-piridil)-
0.11 metil- és hisztaminszerti koordi-
T . . . w7 s o o | ndciot tartalmazo [ML'L"**
15 komplex réz(Il)ion esetén 5— 10
z: - b. | pH-tartoményban uralkodd, mig
071 NILL'H, ] nikkel(Il)ion esetében csak 6,5-0s
£991 [NiL"]*" [NIL'H_,] pH felett  jelenik meg,
=05 , 12 ,
€oal [NIL'T* L [NiL'L'P* parhuzamo-san a [NiL,]*" és
03 2 [NiL",]*" bisz-komplexekkel.
02 Luagos pH-tartoméanyban
0,14 . ’
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : [ML'L"H.;]" (M =Cu és Ni) és
o3 4 s Sy 88 10 [CyL'L"H ;] komplex alakul ki. A
[CuL'L"H_;]" komplexben a

torzskomplexek szerkezete alapjan bisz(2-piridil)-metil és [N(amino), N(amid)]-
koordinacié ([CuL'(L"H_;)]"), mig a tobbi komplexnél az egyik koordinalt
vizmolekula deprotonalédasa valosziniisithetd ([NiL'L"(OH)]", illetve [CuL'(L"H_
D(OH)]).

A vegyes (bisz(2-piridil)-metil- és hisztaminszerii) koordinacios moédokon kiviil a
ligandum két végén 1évo két fiiggetlen, stabilis hattagli kelat kialakitasara alkalmas
koordinacios hely lehetévé teszi azt is, hogy egy ligandumhoz két fémion
koordinalodhasson, azaz itt mar jelentdsége van a fémfolosleg esetén végzett
méréseknek is. Emellett ligandumhidas szerkezettel tobbmagva komplexek

kialakulasara nyilik alkalom.
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A Gly-BPMA-hoz hasonléoan ennél a ligandumnal is lehetéség van az
amidnitrogén deprotonalédasaval haromnitrogénes, [N(amino), N(amid), N(piridin)]-
koordinacio kialakitasara. Ahogy a korabbi vizsgdlatok mutattadk, az amidnitrogén
deprotondlodasa és koordinalédasa mar pH <4-nél elkezdddik, azaz ez utdbbi
folyamat meg is akadalyozhatja a hisztaminszer(i- vagy vegyes koordinacioju
biszkomplexek képzddését.

A peptidszeri koordinadcio kialakuldsaval a koordinacids szférabdl kiszoruld
piridincsoport a Gly-BPMA-hoz hasonléan nem, de a piridincsoportnal erdsebb
féemmegkoto képességli szabad hisztidil-oldallanc lehetséget teremt dimer vagy mas
oligomer szerkezetek kialakulasara.

Ezen altalanos ismertetés utan lassuk az altalunk vizsgalt harom atmenetifém-ion
N-hisztidil-bisz(2-piridil)-metil-aminnal alkotott komplexeinek stabilitasi allando
értékeit (13. tablazat).

13. tablazat: A His-BPMA réz(Il)-, nikkel(I[)- és cink(Il)komplexeinek stabilitdsi szorzat értékei és
néhany szarmaztatott 4llando (mérési kériilmények: T =298 K; I = 0,2 mol-dm™ KCI)

komplex Cu@)  Nil)  Zn(ID)
Osszetétele
[ML,H,]%" — 31,0(1) —
[ML,H;]** — — 25,62(3)
[ML,H,]*" — 23,12(4)  20,82(2)
[ML,]* — 12,64(4)  9,98(1)
[ML,H ,] — —4,84(6) —
[MLH,]** — 15,7(1) —
[MLHJ** 14,64(1) — —
[ML]* 10,36(1)  7,16(3)  4,75(3)
[MLH ] — — -2,33(8)
[MLL,H > 12,58(3)  3,92(7) —
[MLH ,] —4,47(2) — —
LSvi — — 4.80
PRy — 5,24 5,42
pK o 4,28 — —
PK it — — 7,08
lg(K/Ky)MLH, — 0,40 —
lg(Kl/Kz)ML — 1,68 —

lg(K1/K>)MLH, = 1gK(MLH,) — 1gK(ML,H,) = 2-1gAMLH,) — IgAML,H,)
lg(Ki/K>)ML = 1gK(ML) - 1gK(ML,) = 2 1gAML) - 1g AML,)
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Réz(1I)-His-BPMA rendszer: 45. dbra:
A réz(H)—His-BPM A rendszer |A réz(I)-His-BPMA rendszerben ligandumfelesleg esetén
lehetsé koordinci sdok kialakul6 komplexek eloszlasa, valamint a lathato
a lehetseges koordinacios modox- abszorpcids spektrumok A, értékének valtozasa a pH
hoz képest sokkal egyszerlibb | fiiggvényében
viselkedést mutat (Iasd: 45. dbra). | (Ccun™ 21107 mol-dm™; ¢ty ppua = 4107 mol-dm)
A potenciometrias mérések 17 [CuLHT" [CuLH_,]
., , , o A + 650
alapjan sem kétmagvi 099 /e [CuLH_,],
0,8 1 2+ + 640
komplexek, sem vegyes o [CuL]
e . ’ L] r 630
koordinacioju bisz-komplexek | o6 .
S 1 620_>
képzodését nem lehetett szamolni. EZZ’ . 61035
Biszkomplexek még 03 | o0 2
. , 2+ T
ligandumfelesleg  esetén sem 02 {\Cu *\ v ol 50
. " 011 .
feltételezhetéek ebben a rend- . s e * 520
szerben, ezek ugyanis mar a 2 3 45 sy 89 0

lényegesen kisebb  térkitoltési
ligandumot tartalmaz6 réz(II)-Gly-BPMA rendszerben sem képzddtek, itt pedig a His-
BPMA nagyobb mérete miatt még erdsebb a két ligandum egyazon fémionhoz valo
koordinalodasat akadalyozo sztérikus gatlas. A spektrofotometrias és ESR
spektroszkopias adatok szintén a biszkomplexek hianyat mutatjak: a spektrumok pH
szerinti valtozéasa (hasonldan a réz(I1)-Gly-BPMA rendszernél tapasztaltakhoz) itt is
azonos 1:1 és 1:2 fémion/ligandum aranynal. A spektroszkopiai paraméterek (14.
tablazat, 64. oldal) savas pH-értékeknél is — ahol lehetség lenne a biszkomplexek
kialakulasara — egyértelmiien két nitrogénen keresztiili koordinaciét mutatnak, i
alatamasztjak a potenciometrias mérések alapjan feltételezett szerkezeteket.

a. o b. . 46. abra:
o \ N/ HaN' NeH- CH, /> A réz(II)-His-BPMA rendszerben
I / képz6do komplexek szerkezete:
t— -C— — 2+ — :
HaN CIJH C—NH—CH N/‘Cu O=({ Q N/ i a: [CuLH2]4+
CH, = NHooH.  Séu2r b.: [CuLH]*" )
HN)w \ 7/ —N~ c.: [CuLH_],"
© Q) d.: [CuLH_,]
74 \ 7\
CH o 7\ d. o \ 7
. QC\/ Sl \? Cuzf BN H(|3/ \’.‘"/CH
A CH\ /' CH\ o \%N H N____CII '2'+'~-N -
Sadinl *adl L
HN n/2 OH"

Az ESR spektrumok alapjén erdsen savas kériilmények kézi’)tt (pH < 1 5) egy
mutatni (46/a. abra), amire azonban stab111tas1 allandot nem tudtunk meghatarozni a

komplex nagy stabilitdsa miatt. A pH-potenciometria alapjan mar 2-es pH-ra kialakul
63



a [CuLH]’" sztochiometriaju komplex (46/b. abra). A spektroszkopias adatok alapjan
ebben a komplexben a bisz(2-piridil)-metil-koordinacié6 mellett mar a deprotonalt
hisztidil-oldallanc gyenge kotodése is kimutathatd. Az ebben a rendszerben képz6do
[CuLH,]*" vagy a réz(II)-Gly-BPMA rendszerben kialakulo [CuLH]** komplexre
kapott g €s A paraméterekhez képesti csokkenés mel&tﬁ}grre utal az is, hogy a
hisztidincsoport pK-ja a komplexben jéval kisebb (pK CulH < 1,5) mint a szabad
ligandumban (pK(hisztidin) = 5,43; lasd: 5. tablazat, 46. oldal). A hisztidincsoportnak
a mar 2-es pH-n bekdvetkezd koordinacidja miatt nincs lehet6ség hisztaminszeri
koordinacio kialakulasara és ezzel vegyes koordinacidju biszkomplexek, illetve
kétmagvi komplexek képzodésére. A korabban leirt, vegyesligandumu réz(11)-BPM—
hisztamin rendszerre kapott eredmények szintén Osszhangban vannak ezen
tapasztalatokkal. A vegyes rendszerekben is a bisz(2-piridil)-metil-koordinéci6 volt az
uralkodo savas pH-n, mig az egyéb koordinaciéos modok (hisztaminszer(i koordinacio,
amino-amid koordinacio és vegyes hisztamin—BPM koordinacid) csak 5-6s pH felett
jelennek meg. A réz(I)-Gly-BPMA rendszer vizsgalata alapjan azonban az
[N(amino), N(amid), N(piridin)]-koordinaci6 mar 4-es pH-nal kialakul, igy nincs
lehetdség hisztaminszerii és vegyes koordinacioju biszkomplexek képzddésére.

14. tablazat: A réz(II)-His-BPMA rendszerben képzddo, kiilonbozé dsszetételic komplexek PSEQUAD

programmal szamolt abszorpcids (Apa[nm]; amax[dmlmol*l'cm*]])a valamint ESR
spektroszkopias (gi; An[-107* cm']) paraméterei

Komplex dsszetétele Amax(Emax) gi(Aun)
[CuLH,]*" — 2,284(177)
[CuLH]* 645(82) 2,278(172)
[CuL]* 611(115) 2,220(187)
[CuLH_,]," 585(140) ESR csendes
[CuLH_,] 590(133) 2,213(175)

Ezen tridentdt koordinaciés mod kialakulasa utdn a réz(I)-His-BPMA
rendszerben — a réz(Il)-Gly-BPMA rendszernél tapasztaltakhoz hasonléan — a
koordinacios szférabol kiszoruld, gyengébb fémmegkoté képességli piridincsoport
nem képes dimer szerkezetek kialakitasara, azonban a hisztidin aminosav imidazolil-
oldallanca mar elég erésnek bizonyult ahhoz, hogy hidcsoportként eldsegitse dimer
vagy mas oligomer szerkezetek kialakulasat ([CuszH_z]2+ vagy [Cu,LH "
Osszetételtl komplex, 46/c. abra). Ebben a 5,5-9 pH-tartomanyban az ESR vizsgalatok
is egyértelmiien dimerek vagy mas oligomerek képzodését mutattak: 5,5-6s pH felett a
parhuzamos tartomdnyban 1évé ESR-jelek kiszélesednek majd eltiinnek. Ezt az
okozza, hogy a dimerek vagy oligomerek esetében a réz(Il)ionok egymashoz kozel
keriilnek, igy koztiik részleges spinkicserélodés megy végbe. Ekkor a réz(Il) elvesziti
paramagneses jellegét, ESR inaktivva valik. Ugyanebben a pH-tartomanyban az
abszorpcids spektrumban a réz(II)-Gly-BPMA rendszer [CuLH_ ;]" &Osszetételii
komplexéhez képest (melyre Am.x = 602 nm; lasd: 10. tablazat, 55. oldal) kék eltolodas
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kovetkezik be (Anax = 585 nm; 14. tablazat, 64. oldal), ami alapjan a réz(Il)ion koriili
nitrogének szama nem harom (mint ahogy az a Gly-BPMA-val volt) hanem négy. Ez
szintén az oligomer szerkezet kialakulasat tamasztja ald. Az eldbbiekben leirt
ligandumhidas komplex azonban nem elég stabilis ahhoz, hogy nagyobb pH-n
megakadalyozza a hidrolizist. A titralas lugos tartomanyaban [CuLH ,] dsszetételi
vegyes hidroxokomplex képzddését mutattuk ki a rendszerben.

2:1 fémion/ligandum aranyu pH-metrids és spektrofotometrids méréseket is
végeztiink annak eldontésére, hogy képes-e a ligandum egynél tobb réz(I)ion
megkdtésére, azonban a vizsgalhatd pH-tartomanyban (pH <6,5) ismét csak 1:1
komplexek képzddtek, majd 6,5-6s pH felett a komplexben nem kotott réz(Il)ion
hidrolizise, csapadéklevalas ment végbe.

Nikkel(IT)-His-BPMA rendszer:
A réz(Il)ionhoz hasonléan nikkel(Il)ionnal is a bisz(2-piridil)-metil részen
kezdddik el a koordinacid, bar valamivel nagyobb pH-n mint réz(I) esetében. (Mig a

réz(Il)-His-BPMA  rendszerben
47. abra:

1:1 fém-ion/ligandum aranynal, 2- | A pikiel(In)-His-BPMA rendszerben 1:1 (a.) és 1:2 (b.)
es pH-n 65 %-0S volt a | fémion/ligandum aranynal kialakul6é komplexek eloszlasa
k lexkénzédé ddi (Az abrakon vastag vonallal tiintettiik fel azokat
omplexkepzodes, addig ez a a komplexeket, melyekben peptidszerii, azaz
nikkel(Il)ionnal ligan-dumfelesleg [N(amino), N(amid), N(piridin)]-koordinicidval
kotddik a ligandum.)
iy = 4107 mol-dm™

esetén is mindossze 25%.) A

nikkel(IT)ionra jellemzd szabalyos . a
oktaéderes geometria miatt | 091 [Ni,L,H J""
azonban itt mar a mono-
komplexek mellett kis mennyiség- | o6
ben bisz(2-piridil)-metil-koordina- | 551
cioji  [NiL,H4]" komplex, na-
gyobb pH-n pedig vegyes koor- | o2
dinacioju [NiL,H,]*" és [NiL,*" | *'
biszkomplexek is kialakulnak. Ez 2 3 4 5 o oH 78 s 10
utobbiak képzodését a nikkel(Il)—-
bisz(2-piridil)-metan—hisztamin

vegyes rendszer esetében kapott
eredményekkel erdsitettik meg
(lasd: 44/b. abra, 61. oldal), mely
azt mutatta, hogy a [NiL'L"]*"
vegyes koordinaciojit  komplex | o3 A NipH
6-o0s pH felett alakul ki.

Ebben a rendszerben a
biszkomplexek képzddése miatt az

moltort
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amidnitrogén deprotonalodasa €s a peptidszerii koordinacio kialakulasa csak nagyobb
pH-nal tud végbemenni, mint réz(Il)ionnal, illetve mint a nikkel(II)-Gly-BPMA és
nikkel(IT)-Pro-BPMA!"* ') rendszerben. A két ligandumot tartalmazé, vegyes
koordinacioju részecskék ugyanis elég nagy stabilitdsuak ahhoz, hogy gatoljak a
peptidcsoportnak a fémion koordinacids szférajaba valo keriilését és deprotonalodasat.
Ez a hatas f6leg ligandumfelesleg esetén jelentds, igy 1:2 fémion/ligandum aranynal a
deprotonalodas csak 8-as pH folott  képes lejatszddni. Az UV-lathatd
spektrofotometrias vizsgalatok egyértelmiien azt mutatjak, hogy a [NiL,]*" dsszetételii
részecskénél még nem peptidszeriien koordinalodik a ligandum. A viszonylag kis
10Dq érték (10Dq < 11000) ionos jellegli kornyezetet mutat a nikkel(Il)ion koriil,
szemben a peptid-koordinaciéra jellemzd, kovalensebb kornyezettel. (Racah-féle
paraméterek szamolasat lasd: 35. oldal, (13)—(15) egyenlet. A rendszerben a
komplexek A;, ¢és bizonyos esetekben A, abszorpciés maximumanak a
ligandumsavokkal valo atfedése miatt a B értékeket nem tudtuk szamolni.)

A 8-as pH felett, ligandumfelesleg esetén kialakulo [NiL,H ,] komplex szerkezete
megegyezik a nikkel(II)-Gly-BPMA rendszerben kialakuld, azonos 0sszetételil
komplex szerkezetével (lasd: 41/b. abra, 57. oldal), azaz mindkét ligandum az amino-,
amid- és piridincsoportjan keresztiil koordinalodik, elfoglalva ezzel a nikkel(II)ion
koriili 6sszes koordinacids helyet, és igy megakadalyozva a hidrolizist.

\_/ \
T ST S 3

HN'~CH-C—NH—CH Ni2* HN"= CH-C—NH—CH NiZ OH—NH-C—CH—NH;*
. CHe =N b. CH: =N" N= CH,
re \_/ HN)@ \ 7 %NH
H iy AN/
48. abra: A Ni(Il)-His-BPMA — N\ 7
rendszerben képz6dé néhany \ 9 N
komplex szerkezete: 0 N, 'j2N_CH_C_ NH—CH
a.: [CuLH,]* HoN— (IJH—C—NH CH “NiZY CH, =N
. 6+ N
b.: [gulljzl'zlj] ¢ CH, =N N \ 7/
¢ [CuL] N)E \ 7 VNG
\\—NH

A ligandumfeleslegnél végzett mérésekkel szemben 1:1 fémion/ligandum
aranynal mar pH =6-nal megkezdédik az amidnitrogén deprotonalédasa és
koordinalédasa. Ugyanezt a fémion/ligandum arényt()l ﬂigg6 koordinaciés mod valtast
talaltak korabban a nikkel(II)-His-Gly rendszerben is"®*], ahol — a mi rendszeriinkhoz
hasonldan — a ligandum stabilis hisztaminszeri koordinacioja akadalyozza
ligandumfelesleg esetén a peptidszeri koordinacié kialakuldsat. Az 1:1
fémion/ligandum aranynal 6-os pH felett uralkodo, peptidszeri koordinacioja, 1:1
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sztochiometriaju komplexre a réz(I)-His-BPMA rendszerrel valé analogia alapjan itt
is dimer, illetve polimer szerkezetet ([Ni,L,H ,]*" vagy [Ni,L,H ,]™") feltételeziink.

A spektrofotometrias vizsgalatok alapjan a rendszerben képz6dd valamennyi
komplexben oktaéderes elrendezddés valosul meg a nikkel(II)ion koriil.

Cink(II)-His-BPMA rendszer:

A cink(Il)ion esetében — az Irving-Williams sornak megfelelden ((4) egyenlet, 22.
oldal) — a komplexképz6dés még nagyobb pH-n kezdddik el, mint ahogy azt a réz(II)-
¢és nikkel(Il)ionnal tapasztaltuk (pH = 5-nél még csak a cink(II)ion kb. 50 %-a van
komplexben, lasd 49/b. abra), és ebben a rendszerben joval kisebb stabilitast
komplexek alakulnak ki.

pH "= pK meghatarozas

07 . arany /

91 x 1:2arany

& a.

7 x

6

5

4

3]

2 ; ‘ ‘

“ - Izjzgekvival-e;s 0 " 2 3 4 pH ° 6 7
49. abra: A cink(I)-His-BPMA rendszerben mért pH-metrias titralasi gorbék (a.) és a ligandum-
feleslegnél képz3dd komplexek eloszldsa (b.) (Cisppma = 410> mol-dm™)

A képz6do biszkomplexekben itt is bisz(2-piridil)-metil-, illetve vegyes (bisz(2-
piridil)-metil- és hisztaminszerli) koordinacio feltételezhetd. Amiatt, hogy a
komplexképz6dés csak 4-es pH felett indul el, nem is lehetett teljesen protonalt
[ZnL,H,]®" biszkomplexet szamolni a rendszerben.

A viszonylag kis stabilitast, igy kisebb mennyiségben kialakulé biszkomplexek
ligandumfelesleg esetén sem képesek megakadalyozni a cink(II)ion hidrolizisét (ahogy
arra sem a Dbisz(2-piridil)-metan, sem a hisztamin nem képes), azonban az
amidnitrogén deprotonaldédasat és koordindlodasat — ami a cink(I[)-Gly-BPMA
rendszerben megvédte a fémiont a hidrolizistdl — gatoljak. A 7-es pH kortil kialakulo,
[ZnLH ,]” = [ZnL(OH)]" &sszetételli komplexben igy mar nem a ligandum
amidnitrogénje deprotonalddik, hanem az egyik koordinalt vizmolekula, azaz vegyes
hidroxokomplex kialakulasdn keresztiili mar itt elkezd6dik a hidrolizis. Ennek
kovetkeztében a rendszerben pH =8 folott csapadék valik ki, ami miatt tovabbi
oldategyensulyi méréseket nem lehetett végezni. A vizsgalhaté pH-tartomanyban tehat
nem kovetkezik be az amidnitrogén deprotonalodasa, nem alakul ki peptidszerii
koordinacio a cink(IT)ion koriil.
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5.1.3. A bisz(2-imidazolil)-metil-amin aminosavszarmazékainak
komplexkémiai viselkedése

Ezen ligandumokban (lasd: Gly-BIMA, Phe-BIMA, His-BIMA; 29/d.—f. abra, 44.
oldal) a bisz(2-piridil)-metil-csoport helyén erdsebb fémmegkdtd képességii bisz(2-
imidazolil)-metil-csoport talalhato. Ez a szerkezetbeli modositas — mint a késébbiek-
ben bemutatjuk — jelentdsen befolyasolja a komplexkémiai viselkedést. Ugyanakkor a
bisz(2-piridil)-metil-szarmazékok koordinacidés kémiajanak az ismerete fontos segit-
séget nyujtott ezeknek a bonyolultabb rendszereknek a komplexkémiai jellemzéséhez.

5.1.3.1. Oldallancban nemkoordinalod6 donorcsoportot tartalmazo
bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazékok (Gly-BIMA és Phe-BIMA)
réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(II)komplexei
15. tablazat: A Gly-BIMAI'"* 3] ¢ a Phe-BIMA réz(II)-, nikkel(II)- és cink(I)komplexeinek stabilitasi

szorzat értékei és néhany szarmaztatott allando
(mérési kériilmények: T =298 K; 1= 0,2 mol-dm™ KCl)

komplex Cu(Il)- Ni(Il)- Zn(1)—
Osszetétele Gly-BIMA Phe-BIMA Gly-BIMA Phe-BIMA Gly-BIMA Phe-BIMA
[ML,H,]* 31,64 28.89(8) 27.82(3) 26,04(1) 24,04  22,60(4)
[ML,HJ** — —  2151(7) 2033(4) 17,17 —
[ML,]** 18,97 —  1347(8) 13,70(4) 10,28 —
[ML,H_,]" 11,12 — 47(1)  590(7)  — —
[MLHJ** 17,11 1544(8) 1421(4) 1348(1) 1240  11,78(1)
[MLH_,]" — — — 0,01(4)  — —
[MLLHLT* 1843 149(1)  2716)  — 0,40 —
[MLH_,] 0,92 241(8) -7713)  — — —
PK i — — 6,31 5,71 6,87 —
v — — 8,04 6,63 6,89 —
PE s, 7,85 — 8,77 7.80 — —
lg(K/Kwn 2,58 1,99 0,60 0,92 0,76 0,96

1g(K\/K»)MLH = IgK(MLH) — IgK(ML,H,) = 2-lg AMLH) — lg AML,H,)

A réz(I1)-Gly-BIMA és cink(I)-Gly-BIMA rendszert korabban vizsgaltak mar
kutatocsoportunkban!'> ') igy ezen eredményeket csak a nikkel(Il)ionra vonatkozé
vizsgalatokkal kellett kiegésziteni.

A komplexek Osszetételét és a rajuk vonatkozo stabilitasi allando értékeket 0ssze-
vetve (15. tablazat adatai) megallapithatjuk, hogy egy adott fémion esetében a két li-
gandum, a Gly-BIMA ¢és a Phe-BIMA koordinaciés kémiai viselkedése igen hasonld,
azaz a nagy térkitoltésii, de koordindciora nem alkalmas fenilalanil-oldallancnak csak
kisebb, sztérikus szerepe van, és az alapvetd koordinacios modokat nem befolyasolja.
Ugyanakkor a harom vizsgalt fém, a réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(I)ion kiilonb6z6kép-
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pen viselkedik a ligandumokkal szemben. Ezért a tovabbiakban az egy adott fémionra
vonatkoz6, Gly-BIMA-val és Phe-BIMA-val kapott eredményeket egyiitt targyaljuk.

Réz(IT)komplexek:

Mindharom altalunk vizsgalt fémionnal, igy a réz(11)-Gly-BIMA rendszerben is
savas pH-tartomanyban a bisz(2-imidazolil)-metil-részen kezdddik a koordinacio,
protonalt mono- és biszkomplexek kialakulasan keresztil ([CuLH]*, illetve
[CuL,H,]™). A spektroszkopias paraméterek nagyon jo egyezést mutatnak a kordbban
a réz(11)-BIM, valamint réz(I[)-BIMA rendszerben kapott, azonos szerkezet(i mono-
és biszkomplex spektralis paramétereivel (16. tablazat).

16. tablazat: A réz(II)-Gly-BIMA és —Phe-BIMA, valamint &sszehasonlitasként a réz(II)-BIM ¢és —

BIMA" rendszerben képz6dé, kiilonbozé dsszetételii és koordinacios moda komplexek
abszorpcios (Amax[NM)/Ema[dm>mol ™ -cm™]) és ESR spektroszkopias (gi/An[-107* cm™])

paraméterei.
" . Gly-BIMA Phe-BIMA
komplex Osszetétele 7\'max(gm::) gII(AII)* 7\'max(gmax) gII(AII)*
[CuLsz]4+ 590(34) 2,236(201) 588(27) 2,235(192)
[CuL,]* kevés 2,220(180) — —
[CuLH]3+ 690(31) 2,299(175) 679(29) 2,303(166)
[Cu,L,H > 595(91) ESR csendes 588(99) ESR csendes
[CuLH_;] — — 555(285) 2,221(171)
g:=2,155
[CuLH.,], kevés 2,=2,108 — —
g3:2,048
Koordinacios mod BIM . BIMA .
}Vmax(gmax) gII(AII) xmax(gmax) gII(AII)
4-N(imidazol)ekvatorialis 578(42) 2,237(199) 592(28) 2,239(198)
2-N(imidazol)ekvatorialis 680(34) 2,307(181) — 2,303(176)

" A réz(II)-Gly-BIMA, —BIM és —-BIMA rendszerben a méréseket természetes rézizotoppal
végezték, melyben az izotopok aranya: “Cu=69,17% és “Cu=30,83%; mig a
réz(I1)-Phe-BIMA rendszerben **Cu izotéppal dolgoztunk.

A bisz(2-imidazolil)-metil koordinaciés modu mono- és biszkomplexek esetében
végeztink szamolasokat a Billo!'®) Sigel és Martin'**!, valamint Pettit és
18] 4ltal leirt (10)—(12) egyenletek alapjan is (lasd: 34. oldal), ami a

monokomplexkre  ([2-N(Im), 2-H,0]-koordinacio) 687 nm, a  biszkomplexre

munkatarsail

([4'N(Im)]-koordinacid) 576 nm A,y értéket adott. Ez szintén jol egyezik az altalunk
mért abszorpciés maximum értékekkel.

A réz(II)-Gly-BIMA (és —Phe-BIMA) rendszerben a [CuLHJ** komplexre
valamivel kisebb g és A értékeket kapunk, mint a réz(II)-BIM rendszerben kialakulo
bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacidju komplex esetében. Ez a ligandumok karbonil-
csoportjanak gyenge axialis kolcsonhatasara utalhat. A biszkomplex esetén azonban
mar nincs ilyen kiilonbség a BIM-, Gly-BIMA- és Phe-BIMA komplexeinek ESR
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paraméterei kozott, vagyis itt mar csak a négy imidazolnitrogénen keresztiil torténik a
koordinaci6. Ezt mutatja az ESR jelek szuperhiperfinom felhasadésa is, azaz az 6t
vonal megjelenése, mely egyértelmiien négy ekvivalens donoratom (jelen esetben
négy imidazolnitrogén) koordindlodasara utal.

A réz(IDkomplexekre szamolt nagy lg(K1/K5) érték azt mutatja, hogy a masik két
fémionhoz képest itt kevésbé kedvezményezett a biszkomplexek képzddése. Ez itt is —
mint ahogy a bisz(2-piridil)-metil-szdrmazékoknal lattuk — a réz(II)ion oktaéderes geo-
metridjanak tetragonalis torzuldsaval magyarazhatd. Azt, hogy ebben a rendszerben —
a bisz(2-piridil)-metil szdrmazékokkal ellentétben — kis mennyiségben kialakul az 1:2
komplex, a bisz(2-imidazolil)-metil-csoport bisz(2-piridil)-metil-csoportnal nagyobb
fémmegkdtd képessége teszi lehetéve. Ez a réz(Il)ionhoz vald nagyobb affinitds nem-
csak a biszkomplexek nagyobb mértéki kialakulasat magyarazza, hanem azt is, hogy a
bisz(2-piridil)-metil-szarmazékokhoz képest itt mar savasabb pH-értéknél megkez-

dédik a komplexképzddés, azaz ezen komplexek stabilitasi allando értéke nagyobb.

. a. b.
[CuLH ], "

[Cu,L,H ,T*"

0,9
0,8
0,7

2 3 4 5 67 & 5 10
50. abra: A réz(I1)-Gly-BIMA (a.) és réz(11)-Phe-BIMA (b.) rendszerben ligandumfelesleg esetén
kialakulo komplexek eloszlasa (ceyan = 2:107 mol-dm™; Cligandum = 4* 107 mol-dm’3)

A pH novelésével a réz(Il)-Gly-BIMA ¢és réz(I)-Phe-BIMA rendszerben
bekdvetkezik az amidnitrogén deprotonalddasa, és a réz(Il)ion koriil kialakul a

peptidszerii.  koordinacié. Azonban éppen az imidazolcsoport piridincsoportnal
nagyobb fémmegkotd képessége, azaz az aromas gylrtikon keresztiili koordinacioju
komplexek nagyobb stabilitasa miatt ez a folyamat csak nagyobb pH-nal (pH > 5; lasd
50. abra) jatszodik le, mint a réz(I)-Gly-BPMA rendszerben (ahol mar pH = 3-nal
megkezd6dott az amid-deprotonalddas).

Az ekvimolaris oldatokban képzddd, peptidszerti koordinacidju, 1:1 sztdchio-
metriaji komplexre az ESR mérések alapjan mind a réz(II)-Gly-BIMA, mind a
réz(I1)-Phe-BIMA rendszerben dimer szerkezetet feltételeziink ([Cu,L,H ,]*" 6ssze-
tételti komplex; 51/c. dbra, 71. oldal)!'® ' Az ESR spektrumban a AM = 1-hez
tartozo merdleges tartomanyban két-két éles csticsot kapunk g~2 értéknél, amelyekbdl
a Stevens egyenlet (lasd: 42. oldal, (27) egyenlet) segitségével mindkét komplexre
szamolhat6 volt a réz—réz tavolsag (17. tablazat adatai, 71. oldal).
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17. tablazat: A réz(I)-Gly-BIMA és —Phe-BIMA rendszerben képz6dS [Cu,L,H ,]*" sszetételit
komplexek ESR spektroszkopias (gL és D[cm™']) paraméterei, és az ezekbél szamolhato
réz(1I)-réz(Il) tavolsag (Rey_cu[pm])

ligandum gL D[ecm ] Ry cu[pm]
Gly-BIMA 2,056 0,044 390
Phe-BIMA 2,057 0,045 393

Ezek a réz—réz tavolsag értékek a két ligandum esetén igen hasonldak, ami
szintén a két komplex azonos szerkezetét igazolja; azaz a nagy térkitoltésii fenilalanil-
oldallancnak semmiféle szerepe nincs a dimer komplex szerkezetére.

A dimer komplexek spektrumanak kis térer6hoz tartozo részén egy hét vonalbol
allo finomszerkezetet talaltunk 1:2:3:4:3:2:1 intenzitasaranyokkal (a hiperfinom
csatolasi allando értéke 87 G), mely a AM = 2 atmenethez tartozik.

Az 1:1 fémion/ligandum arannyal szemben ligandumfelesleg esetén jelent6sen
kiilonbozik a két rendszer (50. abra, 70. oldal): Gly-BIMA esetében a [Cu,L,H ,]*
dimer mellett [CuL,]*" és [CuL,H ,]" 6sszetételii komplexek alakulnak ki nagyobb
pH-nal, melyekben az egyik ligandum szintén haromnitrogénes, peptidszerli koordina-
cioval kapcsolddik, mig a masik mono- vagy bidentat modon, az egyik vagy mindkét
imidazolnitrogénjén keresztiil (utobbi esetben a masodik imidazolcsoport az axialis
koordinacios helyet foglalja el, 1asd: 51/d. abra). Erre a gyenge axialis koordinaciéra
utal a [CuL,]*" = [Cu(LH_,)(LH)]** komplex ESR paramétereiben a kis Ay érték.

a. HN/\ b. HN/\ Z “NH

O =N_ o) >:N N= 0]

N I o 1
HoN"~CH- C—NH— CH CuP" HN'=CH-C—NH—CH cu CH—NH-C— CH-NH,"
TN |
R >—: N N— R
HN\) HN\) K/ NH
c. i ligandum: | NH o)
Gy —oH—( J 1R | i
R—CH Y /_ NH N d 7 NH-C— CH,— NH3*
] e Y Gly-BIMA| | . N/ NH
H2N—---Cu----N D/ H |

N HN—// f/ C{-|——R Phe-BIMA CH, /\/N ----- S}u--"——/NH2

/ .OH’ HoC H,C
—NH, 2 ) 7
HC 2 CU/2+ | \NH OH | \NH OH
j* NS f. o=c_ M 7 o=c N7,
_N\CH NH N;“"\CIU2+ N:~\‘Cd2+

HN/< 6. \E \< ](_ ) .

51. abra: A Cu(II)-Gly-BIMA és —Phe-BIMA rendszerben képz6do komplexek szerkezete
a.:[CuLHP® (L =Gly-BIMA, Phe-BIMA)  b.: [CuL,H,]*" (L = Gly-BIMA, Phe-BIMA)
c.: [Cu,LH,]*" (L =Gly-BIMA, Phe-BIMA)  d.: [CuL,]*" (L = Gly-BIMA)
e:[CuLH,] (L =Phe-BIMA) f:[CuLH.], (L= Gly-BIMA)
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Ugyanekkor a réz(II)-Phe-BIMA rendszer esetében ebben a pH-tartomanyban
biszkomplexek kialakulasat sem a potenciometria, sem a spektroszkdpias modszerek
nem mutattadk. Valamennyi fémion/ligandum aranynal a dimer komplex az uralkodo
fiziologias és gyengén lugos pH-n. A peptidkoordinéciéju biszkomplexek hidnyat itt
valdszintileg a nagy térkitoltésii fenilalanil-oldallanc okozza.

8-as pH felett mindkét rendszerben egy ujabb lugfogyaszto folyamat jatszodik le,
mely a Gly-BIMA esetében — a spektrofotometrias és ESR spektroszkopids adatok
alapjan — torzult geometridju, O6tds koordindcidju, valoésziniileg imidazolhidon
keresztiil kialakulé polimer, mig a Phe-BIMA-nal monomer vegyes hidroxokomplex
képzédéséhez rendelhetd. A monomer komplexre kapott ESR paraméterek
megfelelnek egy dipeptid réz(Il)ionnal alkotott vegyes hidroxokomplexének az ESR
paramétereivel (pl. a réz(I)-Gly-Gly-NH, rendszerben a [CulLH;]” komplex
([(N(amino), N(amid), NH)(OH")]-koordinacio) ESR paraméterei: g;=2,219, A; =
202-10*cm™). A polimer szerkezet kialakulasat itt a fenilalanil-oldallanc és a
koordinalt imidazolcsoport kozott kialakuld stacking kdlesonhatas akadalyozza meg.

Nikkel(IT)komplexek:

Nikkel(IT)ionnal szintén a bisz(2-imidazolil)-metil-részen kezdédik el a koordina-
ci0. Ez a koordinacios mod azonban — szemben a bisz(2-piridil)-metil koordinacios
moddal — képes megkotni a nikkel(Il)iont mar savas pH-n is (52. abra). 1:1
fémion/ligandum aranynal [NiLH]** monokomplex, mig ligandumfelesleg esetén
[NiL,H,]*", [NiL,H]*" és [NiL,]*" sszetételii biszkomplexek alakulnak ki oktaéderes
geometriaval. (Az UV-lathatd spektroszkopids vizsgalatok ebben a rendszerben a
[NiL,]** komplexben is bisz(2-imidazolil)-metil-koordinaciét mutattak, szemben a
nikkel(II)-Gly-BPMA rendszerben tapasztaltakkal.)

A pH novelésével a nikkel(II)-Gly-BPMA rendszerben az amidnitrogén
deprotonalodasa és koordinalodasa mar viszonylag kis, 6-os pH-n bekdvetkezik (lasd:
5.1.2.1. fejezet 40. abra, 57. oldal). A nikkel(II)-Gly-BIMA ¢és nikkel(II)-Phe-BIMA
rendszerben azonban ez a folyamat csak nagyobb pH-n (pH > 8, illetve pH > 7)
jatszodik le, ugyanis a savas pH-n kialakulod, nagy stabilitast biszkomplexek jelenléte
akadalyozza a deprotonalodast.

1 .

00| [NiLH]" [NiL,H,]** NP [N+1LH,'2’]” 52. 4bra:

[NiL,H J* -

089\ N2 & A nikkel(I-Gly-BIMA (folytonos

0775 vonal) és  nikkel(I)-Phe-BIMA
£06" N\ ’ (szaggatott  vonal)  rendszerben
%0,5 . / / ligandumfelesleg esetén képz6do
Eoal A IN [NiLH] S XY komplexek eloszlasa (a peptidszerti

03 koordinacidt  vastagabb  vonallal

o2l / \ ! kv N ' jeloltiik)

0'1 | (enian = 2:107 mol-dm™

Yo > NG TN Cligandum = 4-107 mol-dm™)

2 3 4 5 oy 6 7 8 9




A nikkel(I)-Gly-BIMA ¢és nikkel(I)-Phe-BIMA rendszerben sztérikus okok,
valamint a nagy stabilitdsii bisz(2-imidazolil)-metil-koordinaciojii biszkomplexek
([NiL,H,]*, [NiL,H]*" és [NiL,]*" 6sszetételii komplexek) képzédése miatt mar ligan-
dumfelesleg esetén sem alakul ki a két ligandum peptidszer(i koordinaciojaval képzo-
d6é [NiL,H ;] részecske, amely a nikkel(II)-Gly-BPMA rendszerben 8-as pH felett
uralkodé volt, és megakadalyozta a hidrolizist. A titralas lagos tartomanyaban, 8-as
pH folétt [NiLH_,] 0sszetételi vegyes hidroxokomplex képzddése kezdddik el, majd
9-es pH-nal bekovetkezik a nikkel(IT)ion hidrolizise, a rendszerbdl csapadék valik ki.

A nikkel(I1)-Gly-BIMA rendszerben 1:1 fémion/ligandum aranynal felvett UV-
lathatd spektrumokban 448 nm-nél megjelenik egy Gjabb sav, melynek az intenzitasa a
[NiLH_,] 6sszetételli komplex, azaz a peptidszerii koordinacié kialakulasaval parhuza-
mosan novekszik. Ezen sav azt mutatja, hogy a peptidszerli koordinaciés modnal itt is
oktaéderes/siknégyzetes egyensulyi geometria valosul meg a nikkel(Il)ion koriil,
hasonléan, mint a nikkel(I1)-Gly-BPMA és nikkel(II)-Pro-BPMA rendszerben.

Cink(II)komplexek:

A korabbi vizsgalatok megallapitottak, hogy a cink(Il)ion is stabilis mono- és
biszkomplexeket képez a bisz(2-imidazolil)-metannal és annak szabad terminalis
aminocsoportot nem tartalmazé peptidszarmazékaivall'® > A varakozasoknak
megfeleléen a cink(I)-Gly-BIMA és cink(I[)-Phe-BIMA rendszerben is ezeknek a
bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacioju komplexeknek a jelenlétét mutattuk ki savas
pH-tartomanyban ([ZnLH]** és [ZnL]*, illetve [ZnL,H,]*" — [ZnL,]*" komplexek),
melyekben 7,5-6s pH (az aminocsoport pK-ja) alatt az aminonitrogén protonalt, 7,5-0s
pH felett deprotonalt. Ezen bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacioji komplexeknek a
stabilitdsa az Irving-Williams sornak megfeleléen (lasd: (4) egyenlet, 22. oldal)

cink(Il)ion esetében a legkisebb. 53. abra:

A pH névelésével, az amino- A cink(II)-Gly-BIMA (folytonos vonal) és cink(IT)-Phe-

L , BIMA (szaggatott vonal) rendszerben ligandumfelesleg
csoport deprotonalddasaval parhu- | eeeren képzédd komplexek eloszlasa

zamosan a cink(I[)-Gly-BIMA (Czaqn = 2'107° mol-dm ; Cjgangum = 410> mol-dm )

rendszerben  bekovetkezik egy T (ZnLH]

extra lugfogyaszté folyamat, ami 22 R (ZnL,H]" A
az amidnitrogén deprotondlédasa- | o7 /%" (ZnL,H,]"

hoz és koordinalodasahoz rendel- |0 [ZnL,]%/

hetS. Ez a bisz(2-piridil)-metil- 2 "

koordinacidhoz képest viszonylag | o3

nagyobb stabilitasi bisz(2-imida- Zj _,

zolil)-metil-koordinacioji  komp- 0 b’ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ : ‘
lexek jelenléte miatt itt méar csak 3 4 5 by 89 0

nagyobb pH-nal megy végbe, mint ahogy azt pl. a cink(II)-Gly-BPMA rendszerben
tapasztaltuk. A cink(I)-Gly-BIMA rendszerben kialakulo, peptidkoordinacidju komp-
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lexre a rézzel vald analégia alapjan dimer szerkezetet feltételeziink ([Zn,L,H ,]*"). Az
a tény, hogy ebben a pH-tartomanyan — ahol a szabad cink(Il)ion mar hidrolizal — a
ligandumot is tartalmazo oldatban még nem megy végbe a cink(Il)ion hidrolizise,
szintén a cink koriili telitettebb koordinacids szerkezetet, azaz a dimert valdoszinusiti.
A cink(IT)-Gly-BIMA rendszerrel szemben azonban a Phe-BIMA ligandummal — ahol
a dimer kialakulasat a nagy térkitoltésii oldallanc is akadalyozza — mar egyaltalan nem
jon létre ez a koordinaciés mdd, 6-os pH-nal a cink(IT)ion hidrolizise, csapadékkivalas
kovetkezik be.

5.1.3.2. Erésen koordinalodé donorcsoportot tartalmazé
bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazék (His-BIMA) komplexei

18. tablazat: A His-BIMA réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(Il)komplexeinek stabilitasi szorzat értékei és
néhany szarmaztatott allando (mérési koriilmények: T =298 K; [ =0,2 mol-dm™ KCI)

6&;’2@;’;@ Cu(ll) Ni(II) Zn(IT)
[ML,H,]°* 37,20(5) 35,62(6) —
[ML,H;]** 33,12(9) 31,63(7) 28,08(7)
[ML,H,]* 28,51(9) 26,79(7) 22,79(7)
[ML,H]*" 22,7(1) 20,8(1) 16,85(7)
[ML,]** 16,2(1) 13,9(1) 9,97(7)
[ML,H T 8,8(1) 5,2(1) —
[MLH,]* 19,29(9) 18,42(1) 16,84(1)
[MLH]** — — 12,16(2)
[M,L,]** 25,68(4) 21,77(4) —
[M,L,H ,]** 19,7(1) — —
[M,L,H ,]** 13,58(8) — —
[M,L,H 5] 5,5(2) — —
[MbLoH 4] -3,5(1) — —
[ML]* — — 6,82(1)
[MLH_,]" — 1,49(3) —0,52(1)
[MLH.,] — —7,70(4) —
[M,L]* 15,36(4) 12,62(3) —
[M;L,H ,J*' 8,53(8) — —
PK N 4,08 4,00 —
PK N 4,61 4,84 5,29
PR i 5,85 5,96 5,94
PRy 6,51 6,93 6,88
PK Wik | 7,34 8,70 —
1g(K1/K>)MLH, 1,38 1,22 —

1g(K1/K>)MLH, = 1gK(MLH,) - I[gK(ML,H,) = 2-1lgAMLH,) - g AML,H,)
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Az N-hisztidil-[bisz(2-imidazolil)-metil-amin] (lasd: 29/f. abra, 44. oldal) egy
ujabb tobbfogl ligandum, mely szamos koordinacios mod kialakitasara lehet alkalmas.
Ezek a koordinacids helyek hasonléak, mint amiket a His-BPMA esetében lattunk, a
két ligandum minddssze annyiban kiilonbdzik, hogy a molekulaban a bisz(2-piridil)-
metil kelatképzd csoport helyett itt bisz(2-imidazolil)-metil-csoport talalhato.

A harom vizsgalt fémionnal kialakulhat hattagu kelatszerkezeten keresztiili, azaz
bisz(2-imidazolil)-metil- és hisztaminszerti, valamint peptidszeri ([N(amino),
N(amid), N(imidazol)]) koordinacid (ez utobbiban nem a hisztidinrész hanem a bisz(2-
imidazolil)-metil-rész egyik imidazolja koordinalodik!) Ezen koordinaciés modok itt
is lehetdséget teremtenek biszkomplexek, ligandumhidas szerkezetek, illetve
tobbmagvu komplexek kialakitasara.

Dimer vagy polimer szerkezetek képzésére itt mar nem csak a hisztidil-oldallanc
(mint azt a His-BPMA esetében lattuk), hanem a bisz(2-imidazolil)-metil fémmegkotd
csoport szabad imidazolcsoportja is lehetdséget teremt (Gly-BIMA-szerii
koordinacioval kialakulé dimer, lasd: 51/c. abra, 71. oldal).

Emellett kétféle pirrol-tipusa N(1)H is talalhat6 a ligandumban, és mindkettd
deprotonalodasara lehetdéség van megfeleld fémionnal, akar a pirrolnitrogén
koordinalodasaval, akar koordinacio nélkiil. Ezen deprotonalédas lejatszodasa
alkalmasséa teszi a ligandumot a SOD enzim aktiv centrumanak a modellezésére,
amennyiben ez a deprotonalddas fiziologias pH-tartomanyban megy végbe.

Réz(I1)-His-BIMA rendszer:

A réz(Il)-His-BIMA rendszerben az el6bb leirt koordindciés modoknak
megfelelden igen sokféle szerkezetli komplex alakul ki, ezért az eloszlasgdrbéken nem
csak a komplexek, hanem bizonyos koordindciés médok pH szerinti valtozasat is
abrazoljuk.

19. tablazat: A réz(II)-His-BIMA rendszerben képz6dd kiilonbozd dsszetételli komplexek abszorpcios

(Mnax[NM]/Emax[dm* molcm™]) és ESR spektroszkopias (gi/An[-10™* cm™]) paraméterei
(Az ESR méréseket tiszta “Cu izotoppal végeztiik.)

Komplex Osszetétele  Apux(Emax) an(Ay)

[CuL,H,]"" — [CuL,]*" 605(50)  2,234(197)
[Cul,H T" 585(95)  2,221(175)
[CuLH,]* 683(32)  2,298(176)
[Cu,L,]* 604(72)  széles jelek
[Cu,L,H,]* 592(111) —
[Cu,L,H 4] 565(117) —
[Cu,L]* 692(37) —
[CusL,H 4]* 580(84) —

A komplexképzodés igen savas oldatban, mar 2-es pH alatt elkezdodik. Az itt
kialakulé komplexekben ([CuL,Hs]°" —[CuL,]*", illetve [CuLH,]'") a bisz(2-
imidazolil)-metil-csoport a f6 koordinacios hely (56/a. abra, 77. oldal). A
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hisztaminszeri koordinaci6é ugyanis a korabbi, réz(Il)-hisztamin rendszerben végzett

vizsgalatok alapjan'™

csak 3-as pH felett valhat szamottevévé. A bisz(2-imidazolil)-

metil-koordindciora utal a komplexek abszorpcidés és ESR spektruma is (lasd: 19.
tablazat; valamint a korabbi, 16. tablazat (69. oldal) adatai).

A [CuL,H,]*" — [CuL,]** komplexeknek mind az ESR-, mind a lathato
abszorpcios spektruma megegyezik, azaz ligandumfelesleg esetén 3-as pH felett sem

tudja kiszoritani a bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacioét a hisztaminszerti koordinacio.

250 260 270 280 290 30

pH =812

0
[mT]

54. abra:

A réz(I)-His-BIMA rendszerben ligandum-
felesleg esetén, kiilonb6z6 pH-kon felvett
ESR spektrumok parhuzamos tartomanya

mutatja ligandumfelesleg esetén.
Gyengén lugos koriillmények
kozott, ligandumfelesleg esetén
[CuL,H ]
komplex képzddik, mely az ESR

Osszetételli  bisz-
alapjan monomer szekezetli. Ezen
komplex képzddése kék eltolodast
okoz az abszorpcios spektrumban
(19. tablazat), mely azt mutatja

hogy
komplex képzddés,

nem vegyes hidroxo-
hanem az
amidnitrogén deprotonalodasa és
koordinalodasa jatszodik le. A
komplex feltételezett szerkezete

itt is hasonld, mint a réz(I)-Gly-

BIMA  rendszerben kialakulo
azonos Osszetételli komplexé volt,
azaz az  egyik  ligandum

peptidszerien, mig a masik egy
keresztiil az
vagy két
donoratomon  axialis-ekvatorialis
poziciéban (lasd: korabbi 51/d.
abra, 71. oldal) koordinalodik.

donoratomon
ekvatorialis

Egészen pH <6,5-ig lathatjuk az ESR
spektrumban a négy ekvivalens nitrogén
koordinalodasara utalé szuperhiperfinom
ESR felhasadast is (54. abra). Emellett a
[CuL,H,]°" komplex lépcsézetes deproto-
nalodasanak pK-értékei megfelelnek a sta-
tisztikus értékeknek, ami szintén a nem-
koordinalod6é hisztidin-, 1illetve amino-

csoportok  fliggetlen  deprotonalodasat

A réz(I)-His-BIMA rendszeben 1:2 (a.) és 1:1 (b.)
fémion/ligandum arany esetén kialakuldé komplexek
closzlasa (az abrakon a [4-N(imidazol)]-koordinacos
mod moltdrtjét szaggatott, a peptidszerii koordinacioét
vastag vonallal jeloltik; cyis.ppva = 4107 mol-dm’3)

] " [CuLH,T™

vl T ICuL T
[CuLH,]"*
] Y [CuL,

55. abra:

a.

[CuL,H, " [Cu,L,H 4]

[Cul,H,1"/




1:1 fémion/ligandum aranynal azonban a spektralis valtozasok mar sokkal tobbféle
koordinaciéos méd jelenlétére utalnak. A [CuLH,]*" Gsszetételti komplexben még
bisz(2-imidazolil)-metil-koordinéacié valosul meg, de pH =4 — 7 tartomanyban egy ki-
szélesedett ESR- és abszorpcios spektrumot kapunk, mely tobbféle koordinacios mod

egyiittes jelenlétére utal. Azaz a [Cu,L,]"" sztochiometria tobbféle szerkezetii
komplexet takar.

o, Y O b Lo

I =N, N= O O
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Ezen izomerek egy részében a ligandum két végén 1évo kelatképzd csoport, a
bisz(2-imidazolil)-metil- és a hisztamincsoport koordinalodik. Ezzel a koordinacios
moddal szimmetrikus (56/c. abra) és aszimmetrikus (56/d.) ligandumhidas dimerek
képzédhetnek. A réz(H)ion kiilonb6z6 nitrogéndonorokkal végzett korébbi
vizsgalatai®®” 10j1
kevésbé kedvezményezett, ha a rendszerben alifas és aromds nitrogéndonorok is
vannak. Azaz a szimmetrikus szerkezet(i ligandumhidas dimer képzddése valosziniibb,
és erre utal az ESR spektrumban lathatd szuperhiperfinom felhasadas is 1:1

71



fémion/ligandum aranynal. [Cu,L,]"" Gsszetétellel irhato le ezek mellett a kivetkezd
bekezdésben bemutatandd imidazolhidas, "Gly-BIMA-szerii" dimer komplex (56/e.
abra) hisztidincsoportjan protonalt formaja is.

A réz(II)-His-BIMA rendszer- . e I~ s e e Y TAY ™

ben pH=15-6 koriil végbemegy ‘dpph
pH = 7.88

[mT]

az amidnitrogén deprotonalodasa,
és az ESR spektroszkopias vizsga- | pu-sso

latok alapjan 1:1 fémion/ligandum o =047

r r 24 o
arany esetében [Cu,L,H ,]°" dssze-
tételli, dimer szerkezetli, peptid- | pH=10H
szerll koordinacioju komplex ala-

kul ki, valamelyik imidazolcsopor- S7. dbra:

> ) y P B A réz(I)-His-BIMA rendszerben kiilonb6z6 pH-kon,
ton mint hidcsoporton keresztiil. 1:1 fémion/ligandum aranynal mért ESR spektrumok
Ez a hidcsoport itt lehet a hisztidil- merbleges tartomanya

oldallanc imidazolcsoportja ("His-BPMA-szeri" dimer; 56/f. abra) vagy a bisz(2-
imidazolil)-metil-csoport peptidszeri koordinacidban részt nem vevd imidazolja
("Gly-BIMA-szerii" dimer; 56/c. abra). A kétféle komplex szerkezetét modellezve azt
talaltuk, hogy a hisztidinhidas szerkezetben a réz-réz tavolsag kozel kétszerese az
imidazolhidas dimerének. Az ESR adatok alapjan ugyanakkor itt is lehetéség volt a
Stevens egyenlet (lasd: 42. oldal, (27) egyenlet) alapjan a réz—réz tavolsag
szamolasara (20. tablazat).

20. tablazat: A réz(I)-His-BIMA rendszerben képz6dS dimerek ESR spektroszkopias (gi/D[cm'])
paraméterei, és az ezekbdl szamolhato réz(11)-réz(1l) tavolsag (Rey_cu[pm])

komplex gL D[cm '] Rey co[pm]
[Cu,L,H " 2,080 0,0449 397
[Cu,LoH 4] 2,055 0,048 384

A 1éz(I1)-His-BIMA rendszerben képz3dé [Cu,L,H ,]** dimerre 397 pm réz-réz
tavolsagot kaptunk. Ugyanez az érték a réz(I)-Gly-BIMA rendszerben kialakulo
dimerben 390 pm volt (lasd: 17. tablazat, 71. oldal), azaz az ebben a rendszerben
képz6do dimerben is a bisz(2-imidazolil)-metil-csoport egyik imidazolcsoportja a hid-
csoport. A kétmagva komplexben a hisztidil-N(3)H még részben protonalt lehet, azaz
kisebb pH-n a rendszerben megtalalhat6 ilyen koordinaciés moddal a [Cu,L,H ;" és
[CuL,]*" Gsszetételii komplex is. (A 1épcsbzetes deprotonalddas pK-értékei:
pK giﬁﬁl =5,93; pK Eﬁiﬁﬁ; =6,17.) A két pK kiilonbsége kisebb, mint a statisztikai
alapon szamolhato érték, ami arra utal, hogy az amidnitrogén és a nemkoordinalédo
hisztidincsoport deprotonalédasa egymassal atfed. Az abszorpcids spektrum elnyelési
maximumanak a valtozasa (pH = 4,79-nél Ap.x =620 nm; pH=7,88-nal Ap.x =592 nm)
szintén azt mutatja, hogy kisebb pH-értékeknél (pH =4 —6) a ligandumhidas, mig
nagyobb pH-n az imidazolhidas "Gly-BIMA-szer(i" dimerek dominalnak.
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1:1 fémion/ligandum aranynal, lugos pH-tartomanyban mar jelentds eltérést okoz
a ligandumban a hisztidil-oldallanc jelenléte. Gly-BIMA-val (és Phe-BIMA-val) lugos
pH-n vegyes hidroxokomplexek kialakuldsat mutattuk ki, mig His-BIMA esetében az
ujabb lugfogyaszté folyamat kék eltolodast (Amax csOkkenést) eredményez az
abszorpcios spektrumban, mely kizarja a hidrolizis lehetdségét. Az abszorpcids
maximum értékek kék eltoloddsa a korabbi irodalmi adatok alapjan toltéssel
rendelkezé nitrogének koordinciojat valdszinisiti®™. Ezzel parhuzamosan az ESR
spektrumban is egy Gjabb dimer részecske kialakulasa detektalhato 10-es pH felett. Az
ESR adatok alapjan szamolhat6 réz—réz tavolsag ebben a komplexben 384 pm, mely a
[CuszH,z]2+ komplexéhez hasonlé koordinaciés modot feltételez, azonban ebben a
[Cu,L,H 4] komplexben a két koordinaldédott imidazolcsoport pirrol-tipusa N(1)H-je
deprotonalt (56/g. abra). Ilyen fémion-indukalt deprotonaléodast szamos,
hisztidintartalmt peptidkomplex esetében kimutattak mar. Ezekben a komplexekben a
deprotonalodas pK-ja 10 koriil volt, mig a [Cu,L,H ,]*" komplex deprotonalodasa
ennél kisebb, pK et = 8,13 és pKowrn = 8,93 értékekkel jellemezhetd. Ennek a
szerkezetnek a kialakulasat segiti az is, hogy az igy képzddd [Cu,L,H 4] komplexnek
nincs toltése. A masik fontos tényezd ezen komplex kialakulasanal, hogy a
spektrofotometrids vizsgalatok alapjan a hisztidincsoport gyenge axialis koordinacidja
feltételezhetd, mely megvédi a fémiont a hidrolizist6l. Ennek a hidnyaban (mint ahogy
azt a Gly-BIMA és Phe-BIMA ligandum esetében lattuk) 9-es pH koriil vegyes
hidroxokomplex képz6dés megy végbe.

Deprotonaldédasa utan a pirrol-N(1)H egy ujabb lehetséges donorcsoport, igy
fémion-felesleges méréseket is végeztiink annak megallapitasara, hogy fémion
koordinalodasa esetén milyen pH-n megy végbe a deprotondlodas. Kiilonbozo
mennyiségli fémion-felesleget tartalmazo mintdkat pH-potenciometridsan és spektro-
fotometriasan titralva azt kaptuk, hogy 1,5-szoros fémion-felesleget képes még
megkotni a His-BIMA ligandum ltgos pH-n is (pH < 10). Ennél nagyobb réz(IT)ion
felesleg esetén a mintakban 7-es pH felett Cu(OH), csapadék valt ki. 8-as pH-n, illetve
ligandumonként kétszeres lugfelesleg (azaz amidnitrogén és pirrol-nitrogén
deprotonalodas, [Cu,LH ,]**?" sztochiometriaji komplexek (x lehet tortszam is))
esetén szintén végeztiink méréseket, melyek valamennyi esetben 3:2 fémion/ligandum
aranynal mutattak toréspontot; azaz a titralasokhoz hasonléan a 3:2 Osszetételii
komplex képzodését mutattak.

3:2 fémion/ligandum aranynal, 6-os pH felett harommagvi, [CusL,H 4>
Osszetételi komplex (56/h. abra, 77. oldal) képzodését lehetett szamolni. Ehhez a
komplexhez viszonylag széles abszorpcidés maximum tartozik Apn.x = 583 nm koriili
értékkel, mely tobbféle kornyezetben 1évé réz(Il)ion jelenlétét mutatja. Az ESR
spektrum kiszélesedik, azaz a fémionok kozott dipolaris kdlcsonhatas van.

3:2 fémion/ligandum aranynal széles pH-tartomanyban uralkodd ez a

harommagvt komplex. A pH fliggvényében felvett abszorpcios spektrumokban 5,8 —
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7,5-es pH-nal voros eltolodast ta- 58. abra:

laltunk (pH = 5,78: Amax = 567nm; A réz(H)—His—BIMA rendszeben 3:2 fémion/ligapdum
aranynal kialakulo komplexek eloszlasa, valamint a
pH=28,41: Apa =583 nm; lasd: rendszerben felvett abszorpcids spektrumok A,
58. 4bra), mely arra utal, hogy értékének valtozasa a pH fliggvényében

L, , L (ccuan = 6107 m01~dm’3; CHis-BIMA =410 mol-dm’3)
deprotonalédasa utan a hisztidin- v B

1

csoport axidlisan koordinédlodik a 097'- . [CoLH. " 700
réz(Il)ionhoz, és ezaltal megaka- 08 | . | 680
dalyozza annak deprotonalodasat. 0.7 1 * [CuL]" | 660

. (12 1z 06 - +
A pirrol-N(1)H deprotonalodasa |5 ' |[CuLH] o0
r s 1437 Lo e . g
és koordindlodasa fémion-feles- |Eq4 ] [Cu,L,]*" F620 3
leg esetén mar szokatlanul kis, fi- | °%{Cu® 600

. R4 .7 R B r 02 4

ziologias pH-n lejatszodik, igy ez | | | T R

. o rqe ' ..-"
a ligandum potencidlis szuper- 0 : ‘ : : ‘ : : 560

2 3 4 5 6 pH 7 8 9 10

oxid-diszmutaz modell lehet.

Fémion-felesleg esetén savas pH-n egy masik komplex is kialakul [Cu,L]*
Osszetétellel, melyben az egyik réz(Il)ion a bisz(2-imidazolil)-metil-, a masik az
amino- és hisztidincsoporthoz koordinalodik egy-egy stabilis hattagi kelatgytriin
keresztiil (56/b. abra).

Nikkel(IT)-His-BIMA rendszer:

Savas koriilmények kozott a nikkel(II)-His-BIMA rendszerben 1:1 ¢és 1:2
fémion/ligandum aranynal egyarant a bisz(2-imidazolil)-metil-koordinaci6ji mono- €s
biszkomplexek az uralkodok. A [NiL,H;]°" komplex deprotonalddasanak pK-értékei
megfelelnek a statisztikus értékeknek, mely azt mutatja, hogy a [NiL,]*" komplex
képzOdését nem kiséri koordinacidvaltas. Ennek megfeleléen a [NiL,]*" komplexek
stabilitasi alland6 értékei igen hasonloak a nikkel(I)-Gly-BIMA, —Phe-BIMA és
—His-BIMA rendszerben (Igf ELLGﬁy_BIMA =13,47; lgp E‘l%fhe_BIMA =13,70; lgp IﬁlLﬁis_B]MA =
13,9; lasd 15. és 18. tablazat, 68., valamint 74. oldal).

A [NiLH,]"" komplex deprotonalédasa 1:1 fémion/ligandum ardnynal mar nem
1épcsbzetesen megy végbe, [NILH] " részecskét nem tudtunk kimutatni. A hisztidin- és
az aminocsoport kooperativ deprotonalédasanak eredményeként [Ni,L,]*" dsszetételi,
a [CuL,]* komplexhez hasonlo szerkezeti (lasd: 56/c—d. é&bra, 77. oldal)
ligandumhidas részecske alakul ki. A két fémmegkotd csoport kdzott 1€vo lanc itt is tal
rovid ahhoz, hogy a két csoport egyazon fémionhoz koordinalédjon és monomer
komplex alakuljon ki. Ezzel 6sszhangban van az is, hogy a rendszerben képz6do
valamennyi komplexben a nikkel(I)ion szabalyos oktaéderes geometridval
jellemezhet6. A bisz(2-imidazolil)-metil- és hisztamincsoport egyazon fémionhoz vald
koordinalodasa a geometria torzulasat eredményezné.

A pH tovabbi novelésével ujabb lugfogyasztdé folyamat jatszodik le, mely a
[NiLH_;]" és [NiL,H ;]" komplek képzédését irja le. A potenciometrids mérések
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alapjan nem lehet eldonteni, hogy amidnitrogén deprotonalodas vagy vegyes hidroxo-

komplex képzédés jatszodik-e le, de a kordbbi irodalmi eredmények!”- 0422884

az
elobbit valoszinisitik.

21. tablazat: A nikkel(II)-His-BIMA rendszerben képz6dd oktaéderes komplexek UV-lathatd spektru-
maibol szamolhaté Racah paraméterek

komplex Blcm'] 10Dg[em™']
[NiLH,]" 950 10600
[Ni,L,]* 1010 10630
[NiLH ] 700 11100
[NiLH ,] 650 11500
[NiL,H,]* —[NiL,]* 980 10650
[NiL,H ;] 680 11400
[Ni,L]* 980 10400

A 10Dq értékeket a (13) egyenlet (lasd: 35. oldal) alapjan, mig a B[cm '] paramétereket
a A és a Ay érték felhasznalasaval szamoltuk, a (14) és (15) egyenlet dsszeadasaval
kapott képlet segitségével; azaz: v, + vy = 15-B + 30-Dq

Az oktaéderes komplexek spektralis paraméterei alapjan szamolhatok az ugy-
nevezett Racah paraméterek (lasd: (13)—(15) egyenlet, 35. oldal), melyek jol jellemzik
azt, hogy a fémion mennyire van kovalens, illetve ionos jellegli kdrnyezetben. Ezek a
szamolasok (21. tablazat) a [NiLH_;]", [NiLH ;] és [NiL,H_;]" komplexben a kovalens
jelleg novekedését, azaz — a korabbi, irodalmi eredményekhez hasonloant®’ #0428 84]
— szintén az amidnitrogén deprotonalddasat és koordinalddasat mutatjak.

A nikkel(Il)-His-BIMA rendszerben ligandumfelesleg esetén a nagy
mennyiségben képzddo biszkomplexek, 1:1 fémion/ligandum aranynal pedig a vegyes
koordinacioju ligandumhidas dimerek akadalyozzék az amidnitrogén deprotonalodasat
és koordinalddasat, azonban megakadalyozni nem tudjék. gy a deprotonalédas ugyan
a nikkel(IT)-His-BPMA rendszerhez képest nagyobb pH-n, de végbemegy.

Nikkel(Il)ion felesleg esetén, 7-es pH alatt kialakul egy [Ni,L]*" osszetételii
komplex, melyben — hasonléan, mint a [Cu,L]*" komplexben (56/b. abra, 77. oldal) — a
His-BIMA bisz(2-imidazolil)-metil- és hisztidin vége koordinal egy-egy fémiont,
azonban ez a szerkezet nagyobb pH-n nem stabilis, 7,5-es pH felett vegyes
hidroxokomplex képzodés, csapadékkivalas kovetkezik be. 3:2 és 2:1 0Osszetételil,
deprotonalt amid- és/vagy pirrolnitrogént tartalmazo komplexeket nem lehetett
kimutatni a rendszerben.

Cink(II)-His-BIMA rendszer:

A cink(II)-His-BIMA rendszerben a komplexképzddés hasonlo a nikkel(II)-His-
BIMA rendszerhez. A bisz(2-imidazolil)-metil-csoport az elsddleges fémmegkoto, de
a komplexek kisebb termodinamikai stabilitasanak megfeleléen a komplexképzodés
csak nagyobb pH-n indul el, ahol a ligandum hisztidincsoportja mar deprotonalt. igy a
komplexképzédésnek kezdetben nincs pH-effektusa, a teljesen protonalt [ZnL,H,]®"

biszkomplexet pH-metriasan nem lehetett kimutatni.
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Semleges pH-n a [ZnL]*" (vagy [Zn,L,]*") komplex a fé részecske, melyben a
His-BIMA kétfogn (vagy a [Zn,L,]*" komplexben a nikkel(II)- és réz(Il)-
komplexekhez hasonléan négyfogti) ligandumként koordinalédik. [ZnL]*" komplex
esetén a tridentat koordinacio kevésbé valoszinii, ekkor ugyanis a szerkezet eléggé
fesziilt lenne, azonban sem a két-, sem a négyfogi koordinacid aldtamasztasara nem
all rendelkezésiinkre spektroszkdpiai adat.

Ebben a rendszerben mar a cink(Il)ion joval kisebb stabilitast komplexei és
nagyobb hidrolizishajlama miatt egyik fémion/ligandum aranynal sem megy végbe az
amidnitrogén deprotonaldodasa. A 8-as pH-nal kezdédo lugfogyaszté folyamat a
hidrolizishez rendelheté, melyet a telitetlen koordinacids szféraju [ZnL]*" (vagy
[Zn,L,]*") komplex nem tud megakadalyozni.

5.2. Bisz(2-imidazolil)-metil-csoportot tartalmazé peptidszarmazékok

5.2.1. A ligandumok sav-bazis sajatsagai

A ligandumok protonalddasi allando értékei (22. tablazat, 83. oldal) itt is kozel
vannak egy hasonl6 molekuldban mérhetd protonalodasi allandd értékekhez (a
ligandumok képlete a 45. oldalon talalhato, 30/a—d., valamint g. abra). A hisztidil-
oldallancot nem tartalmazo6 ligandumoknal a két imidazolcsoport pK-értéke a mérési
hiban beliil nem tér el egymastol a négy ligandum esetében (pK = 3.2, illetve 5,6). Az
aminocsoportok pK-jat azonban a hozza kdzeli aminosav-oldallanc befolyasolja. A
glicinszarmazékhoz képest a gyenge elektronkiildo képességii alanin és leucin gyakor-
latilag nem wvaltoztatja meg az aminocsoport pK-jat (7,8-7,9), mig az er6sebb
elektronszivo, és ugyanakkor nagy térkitoltési fenilalanil- és/vagy hisztidil-oldallanc
csokkenti azt, hasonloképpen mint a bisz(2-imidazolil)-metil-amin aminosav-
szarmazékai (lasd: 5. tablazat, 46. oldal) vagy az X-Gly oOsszetételi dipeptidek (22.
tablazat, 83. oldal) esetében.

A dipeptidlancban 1év6 prolinnak mar nagyobb hatdsa van a ligandum imidazolil-
pK-ira: azok csokkennek, azonban az aminocsoporté gyakorlatilag itt sem valtozik.
Ugyanez a tendencia figyelheté meg, ha a prolin egy normal peptidlancban
helyzekedik el. Az Ala-Pro-BIMA ligandum aminovégét modellezé Ala-Pro dipeptid
amino-pK-ja nagyobb, mint az Ala-Gly vagy Gly-Gly dipeptideké, mig a Pro-His és a
Gly-His aromas nitrogénjének pK-értékei megegyeznek (22. tablazat).

A peptidlancban hisztidint is tartalmazoé ligandumok esetében az imidazolil- ¢és a
hisztidil-pK-értékek részben atfedhetnek egymassal, de koziililk — mas ligandumokkal
valo Osszehasonlitds alapjan — a hisztidincsoport pK-ja a nagyobb. A peptidlancban
1évé hisztidin elektronszivo sajatsaga révén mind az imidazolil-, mind az amino-pK-k
csokkenését okozza. A hisztidincsoportok pK-ja, hasonléan a hisztidint tartalmazo
dipeptidekhez, az N-terminalis hisztidinszarmazék esetében kisebb.
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22. tablazat: Az altalunk vizsgalt peptidszarmazékok és néhany Osszehasonlitd vegyiilet savi
disszociacios allando értékei (mérési koriillmények: T =298 K; I=0,2 mol-dm > KCI)

z T T F -

L. d @) < < _"9 T en
1gandum S b= i) £ T

O = £ Z z

- = = < -

> N > > >

o o (o (o (o8
Gly-Leu-BIMA —  3,17Q2) 558(1) —  7,92(1)
Leu-Gly-BIMA —  3,183) 5,592) —  7,76(1)
Phe-Gly-BIMA —  3,194) 56120 —  733(1)
Ala-Phe-Gly-BIMA  —  320(1) 561(1) —  7,78(1)
Ala-Pro-BIMA —  2975) 5,523) —  811(1)
Phe-His-BIMA — 2,83(1) 5,07(1) 6,31(1) 7.27(1)
His-Phe-BIMA —  2,893) 4,84(3) 5,78(2) 7.35(1)
Gly-Gly"**! 3,17 — — — 8,13
Ala-Gly™*¥ 3,15 — — — 8,19
Leu-Gly ™% 3,20 — — — 8,24
Gly-Leu'"! 3,16 — — — 8,18
Phe-Gly"*'?! 3,12 — — — 7,46
Ala-Pro *"" 3,02 — — — 8,52
Pro-His ! 3,02 — — 6,84 8,82
His-Gly"*! 2,93 — — 5,95 7,58
Gly-His"! 2,51 — — 6,77 822
Gly-Gly-His"® 2,92 — — 6,64 7,96

"T=293 K; I=0,2 mol-dm > KCl
“T=298 K; I=0,1 mol-dm™> KNO;

5.2.2. Oldallincban nemkoordinaléd6 donorcsoportot tartalmazo
peptidszarmazékok (Phe-Gly-BIMA, Leu-Gly-BIMA, Gly-Leu-BIMA,
Ala-Pro-BIMA, Ala-Phe-Gly-BIMA) atmenetifém-komplexei

A korabbi fejezetekben lattuk, hogy a bisz(2-imidazolil)-metil-amin aminosav-
szarmazékaiban a peptidnitrogén vagy a pirrol-tipust nitrogén deprotonalodasat
és/vagy koordinalodasat leginkdbb a réz(Il)ion segitette eld, igy ezzel az egy
fémionnal alakultak ki a legérdekesebb tobbmagvu szerkezetek. A késdbbi vizsgalatok
azt mutattak, hogy ugyanez érvényes a dipeptidszarmazékok esetében is (lasd: 23.
tablazat, 84. oldal, valamint a kés6bbi, nikkel(I)- és cink(Il)komplexeket tartalmazo
26. tablazat, 94. oldal adatai), igy ezen, oldallincban nemkoordinal6do
donorcsoportokat tartalmazé peptidszarmazékok komplexkémiai viselkedésének a
tanulmanyozasakor a réz(I)komplexek vizsgalatara fektettiik a f6 hangstlyt, és
nikkel(II)-, valamint cink(Il)ionnal csak néhany rendszer vizsgalatat végeztiik el.

A réz(Ikomplexek stabilitasi allandoit tartalmazo 23. tablazat adataibol az
latszik, hogy a harom, prolint nem tartalmaz6 dipeptidszarmazék (Gly-Leu-BIMA,
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Leu-Gly-BIMA, Phe-Gly-BIMA, szerkezetet lasd: 30/a—c. abra, 45. oldal)
komplexképzése gyakorlatilag megegyezik, mig a prolin- (30/d. abra), illetve a
tripeptidszarmazéké (30/g. abra) ezektol eltérd, igy ennek a két utobbi ligandumnak a
komplexkémiai sajatsagait az elsé harométol kiilon targyaljuk.

23. tablazat: A hisztidint nem tartalmazo peptidszarmazékok réz(Il)komplexeinek stabilitasi szorzat érté-
kei és néhany szarmaztatott alland6 (mérési kériillmények: T= 298 K; I = 0,2 mol-dm™ KCI)

< < < < '

= £ 2

z z S 2 3z
komplex 3 = = = f E
Osszetétele > = o = =

S 3 A < <

[CulL,H,]*  30,13(2)  30,023) 30,11(3) 32,17(4) 30,72(4)
[CuL,HT*" 22,82(7)  2295(9)  23,57(5) 254(2)  24,2909)
[CuL,]* — — — 16,66(9)
[CuLH]** 15,76(2)  15,77(2)  16,133) 17,45(5) 16,43(2)

[CuL]* — — 13,142)  11,87(3)
[Cu,L, " 2491(3)  24,62(5)  22,59(9) — —
[CuLH_]" — — — — 4,95(4)

[Cu,L,HL*  10,74(7)  12,42(7)  13,57(7) — —
[CuLH_,] -3,633)  -2,79(5) -1,45(3) — -3,17(4)

[CULH]  -1446(3) -13,54(7) -11,96(3) —  -1527(5)
[Cu,LH,T"  -3,772)  -2,552) -1,45(3) — —
[Cwl.Hs]  —2024(7) -16,52(6) —14.9(2) — —
[CusLH ]  -9,494)  -7,38(5)  —5,15(9) — —

Cul,H,
PK culn 7,31 7,07 6,54 6,77 6,43

CuLzH
PK G — — — — 7,63

CuLH
pk Sk — — — 431 4,56

PK et 7,09 6,10 4,51 _ o

K CuL

PA cyLH, - — — - 6,92

CulLH
PK Curnr, - - - - 8,12

CuLH.,
PK Gyt s 10,69 10,75 10,51 — 12,10

lg(K\/K>)cuLn 1,39 1,52 2,21 2,73 2,14
1g(K\/K>)cusLiL, 1,95 2,28 2,25 — —
1g(K1/K>)CuLH = IgK(CuLH) - 1gK(CuL,H,) = 2-1gACuLH)— lg/ACuL,H,)
1g(K\/K>)Cu,LH 5 = IgK(Cu,LH 3) - IgK(CusL,H ¢) = 2-1gACu,LH 3)— lgACusLH o)
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5.2.2.1. Prolint nem tartalmazé dipeptidszarmazékok (Phe-Gly-BIMA,
Leu-Gly-BIMA, Gly-Leu-BIMA) atmenetifém-komplexei
Réz(I)komplexek:

A Phe-Gly-BIMA, Leu-Gly-BIMA és Gly-Leu-BIMA ligandumok azonos donor-
csoportokat tartalmaznak. Ennek megfelelen azt talaltuk, hogy mindharom ligandum
esetében azonos Osszetételll komplexek alakulnak ki. Az oldallancoknak csak igen
csekély hatasa van a komplexek stabilitasara.

Savas pH-tartomanyban a bisz(2-imidazolil)-metil-részen valésul meg a
koordinacio, a bisz(2-imidazolil)-metil-csoportot tartalmazé aminosavakkal azonos
modon ([CuLHT*" és [CuL,H,]*" — [CuL,H]*" 6sszetételii komplexek; 61/a—b. abra, 89.
oldal). A két ligandum koordinacidjat az aminosavszarmazékhoz képest egy hosszabb,
dipeptid oldallanc sem gatolja meg. Ezt mutatjdk az aminosav- ¢€s a
dipeptidszarmazékokkal alkotott komplexekre szamolhaté hasonld 1g(K,/K;) értékek
is. A fotometrias és ESR spektroszkopids paraméterek (24. tablazat, 86. oldal) szintén
megfelelnek a koradbbiakban mért bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacidonak (Ossze-
hasonlitasként lasd még: 16. tablazat, 69. oldal).

Nagyobb pH-n, ligandumfelesleg

59. abra:
A réz(II)-Leu-Gly-BIMA rendszerben 1:1 (a.) és
12 (b.) fémion/ligandum arényndl kialakulo | koordinaciéju  [CuL,H,]*  komplex
é{omplexek eloszlasa  (coyan =4 107 mol-dm™)

esetén ezen bisz(2-imidazolil)-metil-

aminocsoportjai deprotonalddnak, igy
kialakul a [CuL,H]*" 6sszetételti komp-
lex. A deprotonalodas pK-jat — hason-

1.
Zz | [Cu,L,]*" [CuLH ;]
0,7

,E 0,6 1

205

E 04 4
031
021

l6an a szabad ligandumhoz — csdkkenti
az N-terminalis helyzetii, elektronszivo
hatasti fenilalanil-oldallinc a glicin-
vagy leucinszarmazékhoz képest. Ezen

01| négynitrogénes, bisz(2-imidazolil)-

metil-koordindcioji komplexek széles
pH-tartomanyban val6 jelenlétére utal
az  ESR  spektrum is, melyben
ligandumfelesleg esetén 7-es pH felett
is megfigyelhetd6 még a négy ekvi-
valens imidazolnitrogén koordinaloda-
sara utald szuperhiperfinom ESR fel-
hasadas (60. abra, 87. oldal). Azaz
valamennyi 1:2  fémion/ligandum

moltort

aranyu komplexben bisz(2-imidazolil)-

metil-koordinacid van, nem torténik

meg a deprotonalt aminocsoport axialis
koordinacidja. Azt, hogy a komplexben valamivel kisebb az aminocsoportok pK-ja,
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mint a szabad ligandumban,

koordinalodasa okozhatja, mely szintén elektron-

a fémion bisz(2-imidazolil)-metil-véghez valo

24. tablazat: A réz(II)-Gly-Leu-BIMA, —Leu-Gly-BIMA ¢és —Phe-Gly-BIMA rendszerben képz6do

kiilonboz8  Gsszetételii  komplexek  abszorpcios  (Amax[NM]/€max[dm* mol -cm™]),
(hanax[ MM A€ [dm*mol e ™)),

spektroszkopias

(gw/An[-10™ cm™]) paraméterei

valamint

CD

ESR  spektroszkopias

Gly-Leu-BIMA Leu-Gly-BIMA  Phe-Gly-BIMA
Abszorpcids spektrum Amax(€max)

[CuL,H,]*" — [CuL,H]*" 599(56) 595(52) 595(55)
[CuLH]** 695(38) 690(45) 694(38)
[Cu,L,]* 627(56) 617(55) 621(51)
[Cu,LH kevés 546(70) 537(71)
[CuLH,] 513(158) 514(158) 513(240)
[CuLH ;] 508(172) 508(185) kevés
[Cu,LH 5] 546(65)

[CusL,H ] 559(157)
[CusL,H 4] 514(163)
CcD’ spektrum Xian(Agmax)
&+ 3F
[C“Lfszg Cu*L[HC]‘;LzHl CD-inaktiv
[Cu,L,]* 612(-0,309) 625(+0,475)
[CusL,H o> g;ggﬁg;‘g 537(~0,183)
[CuLH,] 530(-0,628)  530(-0,257)
[CuLH 5] 510(-0,910) —
[Cu,LH 5]" 535(-0,511)  535(-0,210)
[CusL,H §] 522(-0,996)  498(+0,342)
[CusLoH o] 530(-0,651) {§Z§§f821 58))}
ESR” spektrum an(Ay)

[CuL,H,]*" — [CuL,H]*" 2,235(193) 2,235(191) 2,235(192)
[CuLH]*" 2,297(171) 2,297(173) 2,297(172)
[Cu,L,]* széles jel széles jel széles jel
[Cu,L,H ,]* széles jel széles jel széles jel
[CuLH,] 2,178(204) 2,174(205) 2,178(204)
[CuLH 5] — 2,168(209) —

CD spektroszkopias vizsgalatokat csak a réz(I1)-Gly-Leu-BIMA és réz(I1)-Leu-Gly-BIMA

rendszerben végeztiink.

Az ESR mérésekhez tiszta “Cu izotdpot hasznaltunk.

szivo hatast jelent. A 1g(K/K;) értékek (lasd: 23. tablazat, 84. oldal) azt mutatjak, hogy a Phe-
Gly-BIMA esetén a legkedvezotlenebb a biszkomplexek képzdodése, mely a fenilalanil-
oldallanc nagy térkitoltésével, azaz sztérikus gatlassal magyarazhato.
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A ligandumfeleslegnél végzett mé-résekkel szemben 1:1 fémion/ligandum
aranynal a kezdetben kialakul6 bisz(2-imidazolil)-metil-koordinaciot a pH ndvelésével
[CuL,]* és [Cu,L,H ,]*" 6sszetételii dimerek megjelenése kove-ti. A dimerek kozott

koztes deprotona-l6dasi 1épést 60. 4bra
([Cw,L,H 1 T) nem lehet szamolni a | A réz(Il)Leu-Gly-BIMA rendszeben mért ESR
potenciometrias mérések-bol. spektrumok parhuzamos tartomanya
Az UV-lathat6 abszorpcios spekt- |- R TR TR
rum azt mutatja, hogy a két kétmagva | 1:2 fémion/ligandum arany

ee e e =212
komplexnek kiilonb6z6 a szerkezete pHi=2.12

(az UV-lathato spektrum valtozik pH =
5,5-17,5 tartomanyban, 1:1 fémion/li-
gandum aranynal). Emellett a dimerek
ESR spektruma is mérheté volt, bar a
komplexek részben ESR-csendesek,
azaz a spektrumok intenzitasa jelen-
tosen lecsokkent. (Emiatt ezen pH-
tartomanyban az ESR spektrumokat | ;pj-3.09
nagyobb erdsités mellett vettiik fel.)
Az ESR spektrumban ebben a pH-
tartomanyban kapott szuperhiperfinom
ESR felhasadas (lasd: 60. abra, 1:1
arany, pH = 6,97) azt mutatja, hogy a
dimerekben a  koordinaciés modok
kozott szerepel a bisz(2-imidazolil)-
metil-koordinacid is.

A bisz(2-imidazolil)-metil-
koordinacié mellett a ligandumhidas
[Cu,L,]*" komplexben amino-karbonil
koordinacio alakul ki (61/c—d. abra,
89. oldal). Az ilyen koordindciéval képzdd6 biszkomplexek jellegzetes ESR

paraméterei: gy =2,276 és Ay =171-10"* cm ™' (réz(I)—glicinamid rendszer, [CuL,]*"
komplex®™). A [Cu,L,]*" komplexben a ligandumnak mindkét vége koordinalodik, és
szimmetrikus vagy aszimmetrikus komplexek alakulnak ki 1:1 sztochiometriaval.
Ezen kotési izomerek aranya valtozik a pH novelésével, de ez a pH-metriaban és a
spektrofotometrias mérésekben nem, csak az ESR spektrumokbol kovethetd nyomon.
Pontos paramétereket azonban ebbol sem lehet szamolni, mivel a kiilonb6zo
koordinacios modokhoz tartozé ESR csticsok részben atfednek egymassal.

A [Cu,L,H ,]*" sszetételii komplexben (61/e—f. abra) hasonloképpen ligandum-
hidas szerkezet valdésul meg bisz(2-imidazolil)-metil- és peptidszeri (amino- és
amidnitrogénen keresztiili) koordinaciéval. Ebben a komplexben feltételezhetéen az
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aminovéghez kozelebb levé amidnitrogén deprotonaldodasa megy végbe. Azt, hogy a
deprotonalodas az aminocsoport fel6l kezdddik, alatamasztja az, hogy sem az N-
teminalisan védett BIMA-szarmazékoknal (ahol az N-termindalis amidcsoporttal nincs
kelatképzo helyzetben mas, erdsebb donorcsoport), sem a kdvetkezd fejezetben
targyalasra keriil6 Ala-Pro-BIMA-réz(II) rendszerben (ahol a prolin miatt az
aminocsoporttal kelatképzé helyzetben nincs amidnitrogén) nem volt kimutathatd
amidnitrogén deprotonalddas. A [Cu,L,H ,]*" komplexekben a [Cu,L,]*" komplexhez
hasonl6an a koordinacioé lehet szimmetrikus vagy aszimmetrikus.

Tovabb novelve a pH-t az ekvimolaris oldatokban, a [CuLH ;] komplexben
megvalosul a peptidszeri koordindcid, négy nitrogén koordinalodik a réz(I)ion
ekvatorialis sikjaban: aminonitrogén, két deprotonalt amidnitrogén ¢és a bisz(2-
imidazolil)-metil-csoport egyik imidazolja (61/g. abra).

A 11-es pH koriil kialakulé [CuLH 3] komplexben mind vegyes hidroxokomplex
képz6dés, mind pirrol-N(1)H deprotonalodas elképzelhetd lenne. Egyértelmiien ez
utobbira utalnak azonban az ESR- és az UV-lathato paraméterek (24. tablazat, 86.
oldal: Ay €s g csokkenése, valamint g, €s A) novekedése a [CuLH ;] részecske
paramétereihez képest). Az, hogy a rendszerekben a mérhet6 pH-tartomanyban nem
valik ki csapadék, szintén azt mutatja, hogy nem kezdddik el a hidrolizis. A hidrolizist
itt is — mint ahogy a réz(II)-His-BIMA rendszerben lattuk — a fémion viszonylag
telitett koordinacios szféraja akadalyozza meg.

Az ezekben a rendszerekben végzett CD spektroszkopias vizsgalatoknak (24.
tablazat, 86. oldal) a jelentdsége a peptidszeri koordinacidt tartalmazo komplexek
szerkezetének az aldtamasztisa volt. Azt talaltuk, hogy a bisz(2-imidazolil)-metil-
koordinacioji komplexek gyakorlatilag CD-inaktivak. Ezekben a komplexekben
ugyanis a kiralitdscentrum — azaz a —CH(R)— csoport — til tavol helyezkedik el a
kromofor réz(Il)iontdl. Az amino-karbonil és/vagy pepdidszer(i koordinaciot is tartal-
maz6 réz(Il) komplexek ([Cu,L,]*", [Cu,L,H ,]*", [CuLH ,], [CuLH 3], [Cu,LH ;]",
[CusL,H 6] és [Cusl,H g]) ezzel szemben valamennyi esetben CD-aktivak. A 3.3.
fejezetben leirt (17) egyenletnek (37. oldal) megfeleloen — mely az allapitja meg, hogy
a tripeptid-koordinacidju komplexek koziil a legintenzivebb CD atmenet a kdzépso
helyzetben kiralis aminosavat tartalmazo6 szarmazék esetében mérhetd — a két vizsgalt
dipeptid-BIMA szarmazék, a Leu-Gly-BIMA ¢és Gly-Leu-BIMA koziil is ez utébbi
esetében talaltunk joval intenzivebb, negativ eldjelit CD savokat.
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CH “cus CH CH ez GHR 7
e N N ~ NH/ N . ‘sO:C
N >=N N=( NH | = ~NH AN
=(l; HN\) g/NH c=0 o=(l: HN\) CH-R 9. 0 >=N
| )
R—CH c CH-R R—CH d ~ o ~C—N—CH
; NH ; R-CH i NH
Msc—o_ _o=c-™ Moco  N=( N--CuZton
| S - | 5. — |
R—cH_ U7 ., OH—R R—cH  CiZ  CH ORC\CH o
HyoN 2 HoN — i 7
X HNT X
HN/N 7 NH AN h 0 -
— — |
N, _N =N_ HN. o C—N—CH
CH Cuzr cr CH cug+ ] R-CH | N
NH >=N/ \Nz( NH NH N’ ., .C=0 /N--—C:ugn_N@
HN NH | BN N 0o=C !
0=C 7 &/ 7 CH—R
¢=0 0=C N R—CH-HN
R—cH_ € CH—R R—CH (\NH =0
o=c~ "N-\C—O o=c~ N= NH HNT
" == = . i

HNTS (\NH o=c? !
J ¢ >: N, ,.N=< 0 R—CH—H,N
_C—N—CH cuZt CH—N—C 61. abra:
R-cd >—N' ~ N_( P oH-R A réz(I1)-Gly-Leu-BIMA, —Leu-Gly-BIMA
N---cu2tN(-) (NG és —Phe-Gly-BIMA rendszerben kialakul6
o=c’ | - c=0
S | : a komplexek szerkezete:
R—CH-Hy;N NHZ—CH—R a: [CuL2H2]4+
3+
HNT 7 “NH b.: [CULH]
k o) Q oH (_\ o) c—d.: [CuL,]*
) I W 2N N I f.: [Cu,L,H ,*"
_C—N—CH Cuzr oz CH—N—C_ ¢ *[(5 [L:i ]2 2]
1 N | CH—R g.: [CuLH_,

R—CH i SN !
_ \N».._C:uzt__@ OH @g____cfu_z_t_N{\ o h.: [CuLH ;]

! ! Vi 1.: [CuzLH_3]+
R—CH-HoN NH,~CH—R j-i [CusL,H 4]
k.: [CU4L2H_8]

A pirrol-tipust nitrogén deprotonalodasa miatt (1asd: [CuLH ;] komplex, 61/h.
abra) ebben a rendszerben is lehetdség van arra, hogy egy ligandumhoz tobb fémion is
koordinalédhasson, igy fémfelesleg esetén is végeztiink vizsgalatokat.

Réz(I)ion feleslege esetén aminosav- €s bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacid
egyiittes jelenlétét ([Cu,L]*" komplex) nem lehetett egyik vizsgalati modszerrel sem
kimutatni. Amid-koordinacidéval kis mennyiségben elszor [CuzLPLl]3+ Osszetétell
komplex képzddése valdsziniisithetd, melyben a kettdé koziil az egyik amidnitrogén
deprotonalodott és koordinalodott. A deprotonalodas a korabbi irodalmi adatok és
jelen dolgozatban is leirt egyéb vizsgalatok alapjan, valamint amiatt, hogy a bisz(2-
imidazolil)-metil-koordinacié egyidejii jelenléte miatt nincs horgonycsoport a
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molekula bisz(2-imidazol)-metil-végén, valdszinilileg az aminovégen kezdddik. Ebben
a komplexben a koordinacié hasonlo a [Cusz}Lz]2+ Osszetételli komplexéhez.

A masodik amidnitrogén deprotonalodéasaval és koordindlodasaval parhuzamosan
egy Ujabb lugfogyasztd folyamat is lejatszodik, mely soran a [Cu,LH 3] dsszetételid
komplex képzédik. Ez az extra protonfogyasztd folyamat a pirrol-N(1)H
deprotonalodasa és koordinalodasa, melyet az indukal, hogy a masodik amidnitrogén
koordinalédasa utdn a fémion és a pirrol-tipusi nitrogén térben kozel keriil
egymashoz. A pirrol-deprotonalodast emellett az imidazolnitrogénhez koordinalt
masik réz(Il)ion is indukalja elektronszivo hatasa révén.

A [Cu,LH ;]" 6sszetételii komplexben (61/i. 4bra, 89. oldal) az egyik réz(Il)ion
koordinacids szféraja telitetlen, tovabbi, tobb ligandumot is tartalmazé
szerkezetek kialakulasat teszi lehet6vé. Ezen komplexeknek az Osszetétele és
szerkezete fligg a fémion/ligandum aranytol.

ami

62. abra:
A réz(Il)-Leu-Gly-BIMA

0,003 4

- 560

rendszerben 8-as pH-n, kii-
16nb6z6  fémion/ligandum
aranynal szamolhaté komp-
lexek eloszlasa (folytonos
vonallal jeloltik a 3:2
sztochiometriaju komplexet
is tartalmazd, szaggatott vo-
nallal a csak 1:1 és 2:1
komplexet tartalmazé mo-
dellt), valamint a 8-as pH-n,
kiilonb6z6 fémion/ligandum
aranynal mért abszorpcios
spektrumok A, értékei

(Ccuan = 3,2:107° mol-dm™)

0,0025

k=)
o
S
)

koncentracié [M]

0,001 4

0,0005

0,0015 4

* ¢

" [CuLH_,]

'019"0.00"

[CusL,H g]

0,5

0,75

1 1,25 15
réz(ll)ion/ligandum arany

+ 550

+ 520

‘ 1 510
1,75 2

A fémion/ligandum arany valtoztatasaval végzett fotometrids vizsgalatok a
pirroltipust nitrogén deprotonalddasanak a pH-tartomanyaban, 8-as pH felett egy
ujabb komplex jelenlétét igazoltdk 3:2 fémion/ligandum aranynal, melyet csupan a
pH-metria nem tudott egyértelmiien kimutatni. A 3:2 fémion/ligandum ardnynal mért
pH-metrias titralasokat ugyanis jol lehetett illeszteni oly modon, hogy ennél az arany-
nal 1:1 és 2:1 sztdchiometridju komplexek egyiittes jelenlétét feltételezziik. A pH-stat
koriilmények kozott, 8-as pH-n végzett fotometrias vizsgalat azonban egyértelmiien
toréspontot mutatott 3:2 fémion/ligandum aranynal (62. dbra). A 3:2 aranynal kiala-
kulé komplexre a peptidszeri koordinacioju [CuLH ;] komplexszel megegyezd ab-
szorpcids maximum értéket kaptunk (24. tablazat, 86. oldal). Ez alapjan a feltételezett
szerkezetben a harom réz(Il)ionbdl ketté peptidszertien koordinalddik, a harmadik
pedig bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacioval koti dssze a két egységet (61/]. abra).
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63. abra: A komplexre elvégeztik az

. Aréz(I)-dipeptid-BIMA rendszerekben abszorpcids spektrum modellezését a
kialakul6 komplexek mért abszorpcios spektruma bisz(2-imidazolil)-metil-koordincioju
(L=Leu-Gly-BIMA, dipi=2,2'-dipiridil) d

biszkomplex és a peptidszerii koordina-
cioju monokomplex  spektrumanak
ismeretében, mely azt mutatta, hogy a
bisz(2-imidazolil)-metil  koordinacios
[CusL,H ] mod hozzéjarulasa a spektrumhoz cse-

[CuLH,]

[CusL,H 4]

[Cuy(dipi),(OH), " kély: egyrészt a kis . érték, masrészt
a bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacidra
jellemzé nagyobb An.c érték miatt a
‘ ‘ ‘ ‘ bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacio

400 500 600 700 800 . .
A [nm] ha-tasa csak egy lapos vallként jelenik
meg a peptidszeri koordinaciora
jellemzé abszorpcids csucs kisebb energiaértékekhez tartozo részén (63. abra; [CuLH_

»], [CuL,H,]*" és [CusL,H ] komplexek spektruma).

A [Cus;L,Hg] komplex szerkezetét MALDI-TOF-MS mérésekkel is
alatamasztottuk. Az altalunk alkalmazott matrixoknak (2,5-dihidroxi benzoesav és 2-

[Cul,H,]*

amino-5-nitro piridin) az el6zetes vizsgalata azt mutatta, hogy a mérések pH-tarto-
manyaban (pH = 8) a matrix nem képes kiszoritani a dipeptid-BIMA szarmazékainkat
a komplexbdl, még igen nagy (tobbszazszoros) matrixfelesleg esetén sem.

A kapott MALDI-TOF-MS spektrum izotopeloszlasat 6sszehasonlitva az 1, 2, 3,
stb. réz esetén szamolt spektrummal, a spektrum egyértelmiien harom rézion jelenlétét
mutatja a komplexben (64. abra). Emellett a mért és az altalunk feltételezett
molekulara szamolt molaris tOmeg is megegyezett a mérés hibahataran (0,1 g/mol)

ctiit Ez atapjan sikertittigazoini az altatunk feltetelezett szerkezet Kiatakulasat.

64. abra:

A réz(I)-Leu-Gly-BIMA rendszeben 3:2 fém-
ion/ligadum arany esetén kialakuld [CusL,H ¢]
L1 I ‘ I N I komplex (molekulaion: [CuI3C30H43O4N14]H+)
o5 87 89 861 mért MALDI-TOF-MS spektrumanak izotop-
eloszlasa (nagy &bra), valamint az erre a
molekulaionra szamolt izotdpeloszlas (bekerete-
zett kis abra)
(A komplex fragmentalodasat, azaz a kisebb m/Z
értékekhez tartozd spektrumot nem tiintettiik fel

IS TN SREN
dz duldlIL ]

FAANWALN
850 ‘85|2 I 85|4 I 8%6 ' 85‘8 SéO ‘ ;"n/Z
MALDI-TOF-MS koriilmények kozott lehetéség van repiilés kozben is
asszociatumok képzddésére, azonban ezek maximum két kiilonalloé egységbdl johetnek

1étre, és ezeknek az intenzitasa joval kisebb, mint a komplexiink esetében kapott jel.

A 2,5-dihidroxi benzoesav matrixnal végzett méréseknél a 1ézersugarzas hatasara
réz(Il) — réz(I) redoxireakcid6 ment végbe. Ekkor azt talaltuk, hogy a komplex
viszonylag kénnyen veszithet egy, illetve két rezet. Ennek az a magyarazata, hogy a
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réz(I)ion torzult oktaéderes geometridgjaval szemben a réz(I)ionra tetraéderes
geometria jellemzé, mely a peptidszerii koordinacionak nem, ellenben a bisz(2-
imidazolil)-metil-koordinacionak kedvez6, igy a komplexbdl a két peptidszeri
koordinacioji réz viszonylag konnyen kiszakad, a két ligandumot 0Osszekdoto,
mékekben szintén az izotopeloszlas alapjan lehetett meghatarozni a rézionok szamat.

2:1 fémion/ligandum aranynal, 7-es pH felett ehhez képest még egy ujabb
deprotonalodasi 1épést figyelhetiink meg. A spektrofotometrias adatok alapjan az itt
kialakul6 komplexben egy, az el6z6 koordinaciéos modokat tartalmazod dihidroxohidas
dimer képzédését feltételezziik, melyben két [Cu,LH ;]" egységet kot Ossze egy
dihidroxohid, és ezaltal [CuyL,H g] komplex képzdédik (61/k. abra). Ekkor minden
réz(Il)ion ekvatorialis koordinacios helye foglaltta valik. Ezen komplex UV-lathato
spektruma is modellezhet6 egy dihidroxohidas dimer komplexre, valamit a peptidszer(i
koordinaciora jellemz6 fotometrias paraméterek segitségével. A dihidroxohidas rész
modellezésére a réz(I)—dipiridil rendszerben pH = 9-nél képz6dd [Cux(dipi),(OH),]**
komplex spektrumat mértiik meg. Igy elvégezve a szamolast, a modellezett és a mért
spektrum egymassal jol egyezik (63. abra, 91. oldal).

A szerkezet alatdmasztasara emellett magneses momentum méréseket is
végeztiink. Ezen méréseknél a kisérleti részben leirt (20) egyenlet (lasd: 39. oldal)
alapjan szamoltuk ki a kiilonboz6 osszetételti komplexek magneses momentumat. A C
allando értékének a meghatarozasahoz referenciaként a savas pH-értékeken mért
spektrumokat hasznaltuk. A paramagneses, monomer réz(Il)komplexekben 1évé
réz(Il)ion magneses momentuma 1,73 B.M.?"
elektronok szama 1 (lasd: (21) 65. abra: A réz(Il)-Leu-Gly-BIMA rendszerben 2:1 fém-
egyenlet, 39. oldal). ion/ligadum arany esetén kialakulo komplexek eloszldsa
(folytonos vonal), valamint a rendszerben végzett magneses

momentum mérések eredménye (a o jelzések mellett a mag-
zett magneses momentum me- | neses momentum pontos értékét is feltiintettiik)

rések alapjan, a PSEQUAD (Crew-Gly-Biva = 4107 mol-dm ™)
program segitségével Kkisza- '101,73 *1.73

, ¢és az chhez tartoz6 parositatlan

A kiilonb6z6 pH-kon vég-

[CuzLI'L3]+

moltuk az egyes komplexekre | | 1650

jellemzo magneses | 07
1,6
momentum értékeket, |96
. , . Zos 1,55
valamint az egy réz(Il)ionra £,
] 1,5

jutdé  atlagos  paro-sitatlan | ;|

7Y
(4]
['W gl wnjuswow sesaubew

elektronok szamat is. Ezeket | 02 a1

az adatokat foglalja Ossze a
25. tablazat (93. oldal). 2 3 4 5
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25. tablazat: A réz(II)-Leu-Gly-BIMA rendszerben 2:1 fémion/ligadum aranynal kialakulé komplexek
magneses momentuma (LL.g)€s az egy rézre atlagosan jutd parositatlan elektronok szama (N)

komplex et [B.M.] N
Cu”’,, [CuLHT” 1,73 1,00
[Cu,LH 5] 1,57 0,86
[CU4L2H78] 1 ,42 0,73

A tablazat adatai szerint a [Cu,LH ;]" 6sszetételii komplex kialakulasaval parhu-
zamosan csokken a magneses momentum értéke a monokomplexekéhez képest. Ez az
imidazolgylrin mint hidcsoporton keresztiil 1étrejovo spin-spin csatolasnak tulaj-
donithato, melynek kovetkeztében a két réz(Il)centrum részben diamagnesessé valik.

A [Cuyl,H 5] komplex képzddésével tovabb csokken a magneses momentum
érteke, azaz az 1jabb lugfogyasztdé folyamat nem egy egyszerli vegyes
hidroxokomplex képzédés a [Cu,LH 3]" komplexben talalhatd koordindlt vizmolekula
deprotonalodasaval, ez ugyanis nem eredményezne ujabb spin-spin kolcsOnhatast.
Ezzel szemben azonban a dihidroxohidas tetramer kialakuldsa ujabb spin-spin
kicserélodést tesz lehetové a réz(Il)ionokat 6sszekotd hidroxohidakon keresztiil (61/k.
abra). Ehhez hasonld szerkezeteket korabban is kimutattak mar az irodalomban
magneses momentum mérések segitségével''*’! (1asd korabbi, 19/d. abra, 25. oldal)

A pH-t tovabb novelve, pH > 11 esetén valamennyi oldat feketés szinli lett,
csapadék azonban nem valt ki csak a réz(I)-Phe-Gly-BIMA rendszerben (ahol a
ligandumban a legnagyobb térkitdltésti oldallanc talalhatd). A folyamat a CD
spektroszkopias vizsgalatok alapjan oxigén jelenlétében irreverzibilis, €s a ligandum
peptid-részének a bomlasaval jar. Ezt a folyamatot részletesebben nem vizsgaltuk.

Nikkel(IT)- és cink(IT)komplexek:

Néhany ligandum esetében nikkel(II)- és cink(I)ionnal is végeztiink pH-
potenciometrias és spektroszkdpias vizsgalatokat. Ezekben a rendszerekben a
réz(IDiont tartalmazd rendszerekhez hasonldéan szintén az latszik, hogy a nagy
térkitoltésti, nemkoordinalodd oldallanc nem befolyasolja lényegesen a komplex-
képzbdést (lasd: 26. tablazat, 94. oldal). Valamennyi rendszerben a bisz(2-imidazolil)-
metil-részen kezddédik a koordinacid, és a kialakuld komplexek stabilitasa megfelel az
Irving-Williams sornak, azaz nikkel(II)-, és méginkabb cink(Il)ion esetén kevésbé
stabilisak az [ML,H,]*" és [MLH]*" komplexek. Cink(II)ionnal nem is mutathato ki 3-
as pH-ig komplexképzddés.

Ezen bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacidoju komplexekben az aminocsoportra
jellemzo Iépcsdzetes deprotonalddasi 1épések pK-értékei kisebbek, mint a szabad
ligandumokban (lasd: 22. tablazat, 83. oldal; valamint 26. tdblazat adatai, 94. oldal). A
ligandum tridentat koordinalddasat itt a réz(Il)ionétol eltérd, szabalyos oktaéderes
geometria teszi lehet6vé.
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A pH novelésével nikkel(Il)ion esetén lejatszodik az amidnitrogén deproto-
nalodasa és koordinalodasa, hasonloan a nikkel(II)-Gly-Gly-His rendszerhez*!, de
mar 7,5-es pH koril. A 26. tdblazat adataibdl lathatd, hogy a két amidnitrogén
deprotonalodasa egymassal erdsen atfed, pK E}EHI és pK Eifﬁj kozel van egymashoz,
mely szintén ismert az irodalomban a nikkel(Il)ion tripeptid-komplexei esetén.

26. tablazat: A vizsgalt dipeptidszarmazékok nikkel(Il)- és cink(Il)komplexeinek stabilitasi szorzat

értékei és néhany szarmaztatott allando
(mérési kériilmények: T =298 K; 1= 0,2 mol-dm™ KCl)

Nikkel(Il)komplexek Cink(Il)komplexek

MA

komplex
Osszetétele

Gly-Leu-BIMA
Leu-Gly-BI

Phe-Gly-BIMA
Gly-Leu-BIMA
Leu-Gly-BIMA
Phe-Gly-BIMA

IML,HL]*  27,992) 27.75(2) 27,13(3) 24,56(4) 24,17(5) 23,39(7)
IMLHP*  2L,18(7) 20,73(8) 20,74(9) 17,77(7) 17,30(6) 17,20(9)
[ML,J** 13,59(5)  13,51(5) 1431(9) — — —
IML,H ] 5.2(1) 50(1) 6672  — — —
[MLH]** 1436(2)  14,16(1) 13,65(4) 12,45(2) 12,28(3) 11,97(3)

[MLT** 822(3)  8,12(2) 8484  51(1) —

[MLH,]" 0,625  1,022) 1107)  — — —
[MLH ,] -7,073)  -6,55(2) —6,61(5)  — — —
[MLH ;] -17,11(5) -16,49(6) § N — — —
[M;LH )™ -10,73(6)  —9.603)  E52 — — —
[M,LLH,]  -18,56(7) -18,7(1) 3 — — —
PR 6,81 7,02 6,39 6,79 6,87 6,19
Py 7,59 7,22 6,61 — — —
PK M 8,4 8,0 7,64 — — —
P 6,14 6,04 5,17 7,37 — —
PK M 7,60 7,10 7,38 — — —
PK wiin | 7,69 7,57 7,71 — — —
pK 10,04 9,94 — — _ _
pK N 7,83 9,1 — — — _
lg(Ki/Kyvin 0,73 0,57 0,17 0,34 0,39 0,55

le(K /K )i = [gK(MLH) — 1gK(ML,H,) = 2-1g AMLH) — [g/AML,H)
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A rendszerben kialakul6 legtobb 66. abra:

komplex oktaéderes geometriaju, azon- | A nikkel(Il)-Leu-Gly-BIMA rendszerben 1:1

(a.), 1:2 (b.) és 2:1 (c.) fémion/ligadum arany

esetén kialakulé komplexek eloszlasa
(CLeu-Gly-BiMA = 4 10~ mol-dm™)

ban 1:1 és 1:2 fémion/ligandum arany-
nal egy siknégyzetes komplexekre

7 a.
jellemz6 sav jelenik meg 7 —8-as pH | o9 [NiLH ,]
. _ 08 ]
felett ([N1LH._2], Amax = 393 n@). .Ennek or\ (NiLEL T
a savnak a kialakulasa az amidnitrogén 061 . 2\
deprotonalodasara és koordindlédéasara %015 [NLH] INiC]
utal®> 1A siknégyzetes komplexek o

0,3 4
kialakulasat nemcsak az oldatok sarga | o2

szine jelzi, hanem az is, hogy az | °']
egyensuly csak lassan all be a rendsze-

rekben (egy-egy titralasi pont esetében 19
ez 15 percnél hosszabb lehet). A sik- | 297
négyzetes geometriaji komplexek kiala-

[NiLH_]

. [NiLH_,]
[N1L2] *

kuldsa lehetdvé tenné az NMR | _os;
méréseket is, a siknégyzetes nikkel(Il)- é
komplexek ugyanis diamagnesesek. Az | o5 |
NMR vizsgalatok alapjan azonban még 012’
11-es pH felett is talalhatdo kis
mennyiségben oktaéderes komplex a 23 4 56 10
rendszerekben, igy az NMR jelek 1: C. [Ni,LH 5]
sz¢élesebbek, nem jol értékelhetoek.

A nikkel(I)-Leu-Gly-BIMA  és
—Gly-Leu-BIMA rendszerben 10-es pH |
felett képz6d6 [NiLH ;] komplexben a o] [NiLH]™"
réz(Il)iont tartalmazoé rendszerrel ellen-
tétben nem a pirrolnitrogén deproto-

nalédasa és koordinalodasa jatszodik le,

hanem a hidrolizis kezdédik el. A nagy

fenialanil-oldallancot tartalmazo6 ligandum esetében ez a komplex mar nem is oldodik
vizben, csapadék valik ki a rendszerben.

Hasonloképpen a [Ni,LH ;]" és [Ni,LH 4] komplexekben is vegyes hidroxid-
koordinacié valosul meg fémfelesleg esetén, majd csapadak valik ki.

Cink(IT)ion esetében azt kaptuk, hogy a komplexképzésben csak a bisz(2-
imidazolil)-metil rész vesz részt. Itt is mono- és biszkomplexek képzodését tudtuk
szamolni, azonban 7-es pH felett ez a bisz(2-imidazolil)-metil-szerli koordinacié nem
tudja megakadalyozni vegyes hidroxokomplexek képzddésén keresztiil a cink(Il)ion
hidrolizisét, csapadék levalasat.
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Mivel azt talaltuk, hogy a nikkel(II)- ¢és a cink(Il)ionnal 1ényegesen nehezebben
megy végbe az amidnitrogén deprotonalédasa és igy nem is alakulhatnak ki a
réz(I)ionnal talalt tobbmagvu szerkezetek (melyek SOD modellként miikkddhetnek),
valamint amiatt, hogy ezek a rendszerek sokkal nehezebben tanulmanyozhatdak
kiilonféle spektroszkopiai modszerekkel is, a tobbi peptidszarmazék esetében mar a
réz(Il)ionnal valé mérésekre helyeztilk a hangsulyt, és csak elvétve végeztiink
nikkel(II)- és cink(II)iont tartalmazo6 rendszerekben vizsgalatokat.

5.2.2.2. Prolint tartalmazé dipeptidszarmazék (Ala-Pro-BIMA) réz(II)komplexei

A prolint is tartalmaz6 ligandum segitségével azt kivantuk tanulmanyozni, hogy a
peptidszarmazékok esetében az amidnitrogének deprotonalodasa a ligandum amino-
vagy bisz(2-imidazolil)-metil-vége feldl kezdddik-e el. A prolin ugyanis gytiriis, -NH,
helyett -NH— csoportot tartalmazé aminosav, azaz a peptidkotés kialakuldsa utan az
aminovég fel6l nincs lehetdség az amidnitrogén deprotonaldodasara é€s
koordinalodasara (l1asd: 30/d. abra, 45. oldal).

A pH-metrias mérések €s az ezekbdl szamolt stabilitasi allandok (23. tablazat, 84.
oldal) azt mutattdk, hogy a rendszerben nem torténik meg az amidnitrogén
deprotondlodasa semmilyen fémion/ligandum aranynal.

27. tablazat: A réz(I)-Ala-Pro-BIMA rendszerben képzddd kiilonbozé 0Osszetételi komplexek

abszorpcios (Amax[nm)/Epax[dm>mol -cm™']),  valamint ESR spektroszkopias
(gw/An[-107* cm™']) paraméterei

Komplex Gsszetétele Mmax(Emax) gu(An)
[CuL,H,]* — [CuL,H]*  601(56) —
[CuLH]** 698(35) 2,299(168)
2,284(179)

1:1 fémion/ligandum aranynal, savas pH-n a koordinaci6 a korabbiakhoz hason-
16an a bisz(2-imidazolil)-metil-részen kezdédik ([CuLH]*" ésszetételii komplex). Ezt
kovetéen az aminocsoport deprotonalddik, és mivel a deprotonalodas pK-ja joval
kisebb, mint a szabad ligandum aminocsoportja esetében, az aminocsoport
koordinalodasa feltételezheté a [CuL]*" komplexben. Ezt timasztja ala az is, hogy a
deprotonalodassal parhuzamosan az abszorpcidos maximum a kisebb hullamhosszak
iranyaba tolodik. A Ay érték alapjan (27. tablazat) haromnitrogénes koordinacid
feltételezhetd. Az ESR vizsgalat itt ugyan nem mutatott ki réz(1l)-réz(1l)
kolcsonhatast, azonban a [CuL]*" sztochiometriaji komplexre jellemzé ESR
spektrumok igen hasonldéak a dipeptidszarmazékokkal kapott spektrumokhoz, és a
mért ESR paraméterek bisz(2-imidazolil)-metil- (g =2,234 és A = 199-10* ¢cm™
(réz(I1)-BIM rendszer, [CuL',]*" komplex''*")), valamint [2-(NH,, CO)]-koordinéci6
(gn=2276 és Ay=171-10"cm™" (réz(I)-glicinamid rendszer, [CuL",]*" komp-
lex*)) jelenlétét mutatjak. Ez alapjan a szerkezet a réz(Il)—dipeptid-BIMA
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rendszerekben kialakulé szimmetrikus [Cu,L,]*" komplexekéhez (61/c. 4bra, 89. oldal)
hasonl6é dimer/polimer szerkezet — melyben a nagyobb réz(Il)-réz(Il) tavolsagot a
prolin merev szerkezete okozza — vagy erOsen torzult geometriaju, makrokelatot
tartalmaz6 monomer.

Ligandumfelesleg esetén biszkomplexek képzddnek bisz(2-imidazolil)-metil-
koordinacioval. Ezt a szerkezetet tdmasztja ala mind az abszorpcids, mind az ESR
spektrum. A IépcsOzetes deprotondlodasi 1épések pK-i megfelelnek a szabad
aminocsoport deprotonalddasi 1épéseinek. Azonban az abszorpcios spektrumban a Apax
értékeknek a kisebb hullamhosszak felé valo tolodasa, az oldat sargulasa irreverzibilis
folyamatra, a ligandum bomlasara utal.

8-as pH felett ligandumfelesleg esetén is csapadék valik ki, azaz a réz(II)-BIM
rendszernél!'® kordbban leirtakkal Gsszhangban csupan a bisz(2-imidazolil)-metil-
koordinaci6é nem tudja nagyobb pH-n oldatban tartani a réz(Il)iont.

5.2.2.3. Oldallancban nemkoordinalédé donorcsoportot tartalmazé
tripeptidszarmazék (Ala-Phe-Gly-BIMA) atmenetifém-komplexei

Réz(IT)-Ala-Phe-Gly-BIMA rendszer:

Az Ala-Phe-Gly-BIMA (30/g. abra, 45. oldal) volt az altalam vizsgalt egyetlen
tripeptid-BIMA  szarmazék, azonban a korabbi irodalmi eredmények kozott
szerepelnek egyéb tripeptidszarmazékok is!'® ' (pl.: 13. 4bra, 20. oldal).

A réz(II)-Ala-Phe-Gly-BIMA rendszer vizsgalatanal azt talaltuk, hogy nemcsak a
fémion/ligandum aranytdl, hanem az abszolut koncentracioktdl is jelentdsen fiigg az,
hogy a rendszerben milyen pH-nal valik ki csapadék, meddig lehet oldategyensulyi
vizsgalatokat folytatni. A stabilitasi allandokat (23. tablazat, 84. oldal) minden esetben
csak a csapadékképz6dés nélkiill mérhetd tartomanybol szamoltuk. Ennél sziikebb
tartomany volt vizsgalhaté a kiilonféle spektroszkopias modszerekkel, ugyanis
ezekhez a vizsgalatokhoz toményebb oldatokra volt sziikség (pH-metrids titraldsokat
117, [CuLH_,] és [CuLH 3] &sszetételii komplexekre pontos spektroszképiai adatokat
nem tudtunk meghatarozni. A spektroszkopias vizsgalatoknal emellett az is problémat
jelentett, hogy nehezebb volt megoldani az levegd (oxigéngaz) kizarasat, mely a
vizsgalataink alapjan a ligandum réz(Il)katalizalt bomlasat okozza.

Kis pH-n ebben a rendszerben is a bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacio a
meghataroz6. Mono-, illetve biszkomplexek alakulnak ki a fémion/ligandum aranytol
fliggden, a biszkomplexek kialakuldsa azonban a nagy térkitdltésii fenilalanil-oldallanc
miatt kedvez6tlenebb: a 1g(Ki/K,) érték hasonldoan nagy, mint a réz(I[)-Phe-Gly-
BIMA rendszerben (23. tablazat, 84. oldal).

Ligandumfelesleg esetében a pH novelésével ennek a bisz(2-imidazolil)-metil-
koordinacioju biszkomplexeknek a lépcsdzetes deprotonalodasa figyelhetdé meg. Ezzel
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Osszhangban sem az ESR-, sem az abszorpcios spektroszkopids paraméterek nem
véltoznak a [CuL,H,]*" — [CuL,]*" komplexekben (lasd: 28. tablazat).
28. tablazat: A réz(Il)-Ala-Phe-Gly-BIMA rendszerben képz6do kiilonb6z6 dsszetételit komplexek

abszorpcios  (Amax[NM]/Emae[dm*mol™-cm™]), valamint ESR  spektroszkopias
(gw/An[-107 cm™]) paraméterei

Komplex Osszetétele Amax(Emax) gi(Ay)
[CuL,H,]"" — [CuL,]*" 596(42) 2,235(192)
[CuLHT** 693(36) 2,298(168)
2+ 1
[CuL] 4i:s/vagy 672(38) 2,284(157) — 2,280(164)
[Cu,L,] 2,235(196)

1:1 fémion:ligandum ardnynal mar van spektralis kiilonbség a [CuLH]" és
[CuL]*" komplex koz6tt mind az ESR-, mind a lathaté abszorpcids spektrumban. Az
abszorpcids spektrum A, értékeinek a csokkenése egy ujabb nitrogénnek, a
deprotonalodott aminocsoportnak a koordinaldédasat mutatja. Az aminocsoport
koordinalodasat tamasztja ald az is, hogy mig a biszkomplexek esetében a 1épcsdzetes
deprotondlodasi Iépések pK-ja megfelel a szabad aminocsoport deprotonaldodasanak
(pK gﬁ%zgz = 6,43 és pK 8‘151{: 7,63), addig az 1:1 komplexnél ez az érték joval kisebb
(pK SEiH =4.,56).

A lathatd abszorpcios spektrum alapjan nem lehet egyértelmiien eldonteni, hogy a
[CuL]*" sztochiometriaji komplex monomer vagy dimer/polimer szerkezetii-e, az ESR
spektrum azonban tobbféle koordinaciés mod egyilittes jelenlétét mutatta ebben a pH-
tartomanyban. Monomer szerkezet bisz(2-imidazolil)-metil- és makrokelaton
keresztiili amino-koordinacidval alakulhat ki, ennél a ligandumnal ugyanis mar elég
hosszii a peptidlanc ahhoz, hogy lehet6vé tegye a harom donoratom egyazon
fémionhoz val6 koordinaldédasat. Az ESR paraméterekben — a korabbi irodalmi adatok
alapjan — ekvatorialis helyzetben a makrokelat képzodése a g értékek kismértéki
csokkenését eredményezi, mig az Ay értékekre nincs egyértelmil hatasal™ (lasd: 29.
tablazat, 99. oldal).

Ezzel a bisz(2-imidazolil)-metil- és amino koordinaciés moddal dimer/polimer
komplex képzddése kevésbé valoszinli a hosszabb lanc, a til szabad szerkezet miatt,
valamint amiatt, hogy ebben az esetben csak harom koordinacios helye lenne elfoglal-
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29. tablazat: Réz(Il)—peptid rendszerekben képzddd kiilonbozd koordindxios modu, makrokelatot
tartalmazé komplexek ESR spektroszképias (gi/An[-10* cm™']) paramétereil™

Komplex Koordinacios . . .
Ssszetétele méd Glys Gly;His Gly,His GlysHis
[CuL (NH,,CO) 2,331(151) — — —

(NH,,CO)+Im — 2,299(139) 2,298(137) —

+ (NH2,N") 2,251(175) — _ _
[CulH] (NH, N')+Im — — 2,230(156) 2,227(156)
[CuLH ,]' (NH,,N" N)  2,219(191) — — —

2 | (NH,, N N )+Im — 2,194(200) 2,199(200) 2,196(199)

va a réz(Il)ionnak (mig a kovetkezd bekezdésben bemutatasra keriilé dimer szerkezet-
ben négy). Ebben a szerkezetben egy [CuL]*" egység a szomszédos [CuL]*" egységhez
minddssze egyetlen donorcsoporton, a lancvégi aminonitrogénen keresztiil
kapcsolodna, ami — a korabbi vizsgalatok alapjan — nem elég erés kotés a
dimer/polimer 0sszetartasahoz.

A masik lehetséges koordindcios mod a [CuL]* sztdchiometriaju komplex
esetében a dipeptideknél is kimutatott, bisz(2-imidazolil)-metil- és amino-karbonil
koordinaciéju, szimmetrikus vagy aszimmetrikus dimer vagy polimer szerkezeteknek
a kialakulasa (61/c—d. abra, 89. oldal). Az ESR spektrumban 5 — 7 pH-tartomanyban
megjelend, négy imidazolgylrGi koordinalodasara utald szuperhiperfinom jel (g, =
2,235, Ay=196-10"cm ') ehhez a komplexhez tartozik (ugyanis ebben a pH-
tartomanyban, 1:1 fémion/ligandum aranynal mar nem lehetnek [CuL,H,]*" — [CuL,]*"
biszkomplexek). Ugyancsak ettdl a szimmetrikus szerkezetli, ligandumhidas
dimertél/polimertdl szarmazik a g = 2,280, Ay=164-10"*cm™' jel, mely jol egyezik
az irodalom alapjan az amino-karbonil koordinaciéjii biszkomplexre vart ESR
paraméterekkel (g = 2,276, Ay =171-10"* cm™': réz(I)—glicinamid rendszer, [CuL,]*"
komplex**).

A titralasok alapjan a rendszerben nagyobb pH-nal [CuLH_;]", [CuLH.] és
[CuLH ;]” komplexek képzodnek. Ezen komplexekben a dipeptidszarmazékokhoz
hasonléan az amidnitrogének Iépcsdzetes deprotonalodasa és koordinalodésa
valoszinlsithetd. Erre utal a csapadékos oldat sziirletébdl felvett abszorpcids spektrum
is, mely Am.x=512nm-rel jellemezhetd, azaz négynitrogénes, tripeptidszeri
koordinaciot mutat. Az amidnitrogének deprotonalodas az Ala-Pro-BIMA réz(Il)-
komplexeinél kapott eredmények alapjan a molekula aminovége feldl kezdodik. Itt
azonban az els0 amid-deprotonalddasi 1€épés utan a molekula masik, bisz(2-
imidazolil)-metil fémmegkotd része tavolabb van, mint a dipeptid-szdrmazékokban
volt, igy az hajlamosabb lehet egy masik fémionhoz koordindlodni €s polimer
szerkezetet kialakitani. Ezek a polimerek okozhatjdk a csapadék kivalasat a
rendszerben.
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Ha a ligandum mindharom amidnitrogénje deprotonalddott és koordinalodott,
akkor vagy az amino-, vagy az imidazolilcsoport kiszorul a réz(Il)ion koriili
ekvatorialis koordinacids szférabdl. Ez a folyamat csak 11-es pH felett indul el.

Fémionfelesleg esetén — ugyanugy mint azt a tobbi dipeptid-BIMA szarmazéknal
lattuk — itt is a bisz(2-imidazolil)-metil- és a peptidszer(i koordinacio egyiittes jelenléte
feltételezhetd, azonban — hasonld okokbdl, mint 1:1 ardnyndl — viszonylag hamar
csapadekképzodéshez vezet ez a folyamat.

Nikkel(II)-Ala-Phe-Gly-BIMA rendszer:

A nikkel(I)-Ala-Phe-Gly-BIMA rendszer pH-potenciometrids, UV-lathato
spektrofotoemtrias és 'H-NMR spektroszkopias vizsgalata a kovetkezd koordinacios
modellt mutatja (30. tablazat).

30. tablazat: Az Ala-Phe-Gly-BIMA nikkel(I)komplexeinek stabilitasi szorzat értékei és néhany
szarmaztatott dllandé (mérési koriilmények: T =298 K; I=0,2 mol-dm™ KCI)

61;;);2{2 fe )ie 125oqr szarmaztatott allandok
[NiL,H,]*"  28,11(2) KNI o5
[NiL,H**  23,16(5) N;LZH ’
[NiL,]*  15,45(4) pKyi, =771
[NiL,H_,]"  4,85(7) KNL 1060
[NILHP  14,37(1) P Eli}‘: ’
INILT*  9,97(2) PRy =440
[NiLH.,]  -8,53(2) K NLH: = 1160
[NILHS]  —20,13(3) PR NiLH
[NLLH,]**  —3,96(4) —0.63
[NLLH4]  -22,97(4) [le(Kv/Kone

le(K1/Kx)nivn = 1gK(NiLH) — IgK(NiL,Hy) = 2-1g ANILH) — 1g ANIL,H>)

A 6 koordinaciés mdd itt is a bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacié savas pH-
tartomanyban ([NiL,H,]*" — [NiL,]*" és [NiLH]’"). Ezen komplexek oktaéderes
geometridjliak, azonban nagyobb pH-n, a [NiL,H,]" és [NiLH,] komplex
képzbddésével parhuzamosan — hasonldan, mint a korabbi nikkel(II)-dipeptid-BIMA
rendszerekben — siknégyzetes geometriara utalo sav jelenik meg (A = 387 nm). 10-
es pH felett mar csak ezek a komplexek vannak jelen a rendszerben, erre utal az
egyensulyok beallasanak a lassulasa a pH-metrias titralasnal, és az is hogy ilyen
koriilmények kozott NMR méréseket lehetett végezni. Az NMR spektrumok azonban
itt is széles jeleket adtak, mutatva, hogy még 11-es pH felett is van egy kis
mennyiségli oktaéderes komplex a rendszerben, hasonléan a nikkel(I)-Gly-Leu-
BIMA, —Leu-Gly-BIMA és —Phe-Gly-BIMA rendszerhez.
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5.2.3. Oldallancban erdsen koordinalédé (hisztidil-) donorcsoportot
tartalmazo bisz(2-imidazolil)-metil-dipeptidszarmazékok
(Phe-His-BIMA ¢és His-Phe-BIMA) réz(Il)komplexei
31. tablazat: A vizsgalt, hisztidint tartalmazo dipeptidszarmazékok réz(Il)komplexeinek stabilitasi

szorzat értékei és néhany szarmaztatott allando
(mérési kériilmények: T =298 K; 1= 0,2 mol-dm™ KCI)

komplex 0sszetétele His-Phe-BIMA  Phe-His-BIMA
[CuL,H,]*" 40,05(2) 40,90(6)
[CuL,H;]** 35,92(6) 35,86(8)
[CuL,H,]** 30,36(8) 29,74(9)
[CuL,HJ*" 23,83(9) 23,41(9)
[CuL,]*" 16,63(8) —
[CuLH,]*" 20,73(1) 21,12(6)
[Cu,L,]* 29,22(3) 28,58(8)
[Cu,L,H ¥ — 22,21(9)
[Cu,L,H > — 15,70(9)
[CuLH.,] -1,95(1) ~1,79(7)
[Cu,L]* 16,90(2) —
[Cu,LH J** — 13,81(5)
[Cu,LH ,]*" 6,02(2) —
[CusL,H " — 25,82(8)
PK G 4,13 5,04
PK ot 5,56 6,12
PK ot 6,53 6,33
PK G 7,20 —
K gﬂiiﬁH,l - 6,3 7
PK ot — 6,51
lg(Ky/K>)cuLn, 1,41 1,34

lg(Kl/Kz)CuLHz = ng(CuLHz) - ng(CuL2H4) = 2lg,B(CuLH2) - lg,B(CuLzH4)

A bisz(2-imidazolil)-metil kelatképz6 donorcsoportot tartalmazé dipeptid-
szarmazékok (ligandumok szerkezetét lasd: 30/e—f. abra, 45. oldal) komplexképzd
sajatsagai részben megvaltoznak, ha a dipeptidlancban egy erésen koordinalodo
donorcsoporti aminosav is talalhato. Ebben az esetben a korabban is meglévd
fémmegkdtohelyek mellett wjabb koordinacids lehetdségekkel kell szamolni. A
hisztidin aminosavat tartalmazod szarmazékok estében ez egy igen erds
fémmegkdotohely, mely alkalmas lehet axialis vagy ekvatorialis koordinaciora
megfeleld pozicid és a fémion koriili szabad koordinacios hely jelenléte esetén, vagy
dimer/polimer szerkezetek létrehozasara egy masik fémionhoz valod koordinalddassal.
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Emellett — ha valamely mas csoporttal kelatképzoé helyzetben van a hisztidincsoport —
egy Uj, Onalld fémmegkotd részt is jelenthet a ligandumban, mely szintén
ligandumhidas dimerek vagy polimerek, valamint tobbmagva komplexek képzddését
teszi lehetové. Az elébb emlitett 1j, stabil, tobbfogu kelatszerkezeten keresztiili
koordinacios lehetdség a His-Phe-BIMA ligandum esetében a hisztaminszerli, mig a
Phe-His-BIMA-nal a dipeptid- (vagy Gly-His-) szerii koordinacié megjelenése.

5.2.3.1. N-terminalis hisztidint tartalmazoé szarmazék
(His-Phe-BIMA) réz(II)komplexei
A réz(II)-His-Phe-BIMA rendszerben savas pH-n ugyanazt a bisz(2-imidazolil)-
metil koordinacidos modot talaltuk, mint a nemkoordinaldodd oldallancot tartalmazo
dipeptid-BIMA szarmazékok vagy az Ala-Phe-Gly-BIMA esetében. Itt is mono-,
illetve biszkomplexek alakulnak ki ez-zel a koordinaciéos moddal. A His-Phe-BIMA
ligandum esetében — ugyanugy, mint a His-BIMA ligandumnal — lehet6ség lenne mar
savas tartomany-ban i

1S a

67. abra:

hisztaminszer(i koordinacio
megjelenésére, azonban azt kaptuk,
hogy — a réz(Il)-His-BIMA rendszer-

hez hasonldan

ligandumfelesleg
esetén itt sem tudja kiszoritani a
hisztaminszerii koordinacié a bisz(2-
imidazolil)-metil-koordinaciot,  7-es
pH-ig
rendszerben (lasd: 32. tablazat adatai).

ez utobbi az wuralkodd a

A réz(Il)-His-Phe-BIMA rendszerben 1:1 fém-
ion/ligadum ardny esetén kialakulé komplexek
eloszlasa, valamint a rendszerben felvett abszorp-
ciés spektrumok A, értékeinek a pH szerinti
valtozasa

(Chis-Phe-BIMA = 4107 mol'dm%)

32. tablazat: A réz(I1)-His-Phe-BIMA rendszerben képz6dd kiilonbozd Osszetételii komplexek

abszorpcios (kmx[nm]/emx[dm3 ~mol'1-cm'1]), valamint ESR  spektroszkopias
(g/Aul 10 crn’l]) paraméterei
Komplex Osszetétele Amax(Emax) gi(Ay)
[Cul,H,]°" — [CuL,]*"  594(29) 2,235(192)
[CuLH,]*" 694(32) 2,302(169)
[Cu,L,]*" 632(81)  széles jel, ~2,228(187)
[CulLH,] 510(215) 2,175(206)
[Cu,L]* 676(35) 2,295(171)
[Cu,LH,]** 581(56) ESR csendes
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68. abra:
A réz(1I)-His-Phe-BIMA rendszeben mért ESR
spektrumok parhuzamos tartomanya

Osszetételi komplex alakul ki,

melyben a koordinacid6 ugyanaz,

1:1 fémion/ligandum aranynal
azonban mar kialakul a hisztaminszerii
koordinacié. Ekkor a ligandum mind-
két végén talalhatod kelatképzod csoport
koordinaloédik egy-egy fémionhoz, ami
dimer szerkezetek képzOdését teszi
lehet6vé. Az ilyen vegyes koordinaci-
6s moddal kialakulé [Cu,L,]*" komp-
lex tehat a mar korabban is bemutatott
szerkezeteken kiviill (lasd: 61/c—d.
abra, 89. oldal) a bisz(2-imidazolil)-
metil- és hisztaminszert (hisztidin- és
aminonitrogénen keresztiili) koordina-
ciot is tartalmazhatja, szimmetrikus
vagy aszimmetrikus dimerekben (lasd:
69/a-b. abra, 104. oldal). Ennek meg-
feleléen az ESR spektrumban egy
talalhatunk a
[Cu,L,]* komplexnek megfelelé pH-
tartomanyban (pH=15-7; 68. abra).
Itt mar nem latni a négy ekvivalens

kiszélesedett  savot

nitrogén  koordindlodasara  utald
szuperhiperfinom ESR felhasadast,
ami azt valdszinGsiti, hogy a
szimmetrikus szerkezetii komplexek
hattérbe inkabb az

aszimmetrikusak képzodnek nagyobb

szorulnak, ¢és

mennyiségben.
Lugos pH-tartomanyban [CuLH ;]
mint a

nemkoordinalédé oldallancot tartalmazé dipeptid-BIMA szarmazékok esetén (61/g.
abra, 89. oldal). Ez azt mutatja, hogy egy N-termindlis hisztidin-oldallanc jelenléte, a

hisztaminszer(i koordinaciéo nem allitja meg a peptidszeri koordinacié kialakulasat,

nem képes konkuralni azzal nagyobb pH-n.

A réz(I1)-His-Phe-BIMA rendszerben fémionfelesleg esetén mért titralasi gorbé-

ket egyetlen, két fémiont tartalmazé tobbmagva komplexszel, a [Cu,L]*" komplexszel

le lehetett irni, melyben az egyik fémion hisztaminszerii-, a masik bisz(2-imidazolil)-
metil-koordinacidval kotddik a ligandum két végéhez (69/c. abra, 104. oldal). A
nagyobb pH-n kialakulé [Cu,LH ,]*" komplexnél mar csapadék valik ki, elkezd3dik a

hidrolizis (bar [Cu,LH ]’ komplex képz6dését nem lehetett szamolni), igy tovabbi
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vizsgalatokat nem tudtunk végezni ezen komplex szerkezetére. Azonban éppen a
hidrolizis megindulasa miatt nem valdszinli az amidnitrogének deprotondlodasa és
koordinalodasa, az ugyanis — mint ahogy a dipeptid-BIMA-k és a His-BIMA esetében
lattuk — képes lenne teliteni a réz(IT)ion koordinacids szférajat és ezaltal megvédeni azt
a hidrolizist6l.

5.2.3.2. Masodik helyen hisztidint tartalmazo bisz(2-imidazolil)-
metil-szarmazék (Phe-His-BIMA) réz(II)komplexei

A masik hisztidint tartalmazé ligandum, a Phe-His-BIMA esetében savas pH-
tartomanyban szintén a bisz(2-imidazolil)-metil-koordinacié a meghataroz6 1:1 és 1:2
aranynal egyarant. Biszkomplexek csak ezzel a koordinacioval képzddnek. Mivel a
biszkomplexekben a deprotonalodast nem koveti koordindcid, a 1épcsdzetes
deprotonalodas pK-értékei megfelelnek a szabad hisztidin- és aminocsoporténak (lasd:
31. tablazat, 101. oldal, valamint 22. tablazat, 83. oldal).

Mivel a rendszerben nincsenek nagy stabilitasti, nagyobb pH-n képz6dd
biszkomplexek, mar 7-es pH koriil 1:1 &sszetételii komplexek alakulnak ki ligandum-
felesleg esetén is. El6szor a réz(II)—dipeptid-BIMA rendszerekben 16v6 [Cu,L,]*
komplexszel azonos Osszetételll és szerkezetii dimer (61/c—d. abra, 89. oldal), majd két
1épésben (pK = 6,37; illetve 6,51) [Cu,L,H ,]*" dimer vagy ([CuLH ]"), polimer
alakul ki, melyben Gly-His-szer(i koordinacié valosul meg (72/a. abra, 106. oldal).
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33. tablazat: A réz(I1)-Phe-His-BIMA rendszerben képz6dd kiilonbozé Osszetételii komplexek

abszorpcios (kmax[nm]/emax[dm3 ~mol'1-cm'1]), valamint ESR  spektroszkopias
(gw/An[-107* cm™']) paraméterei
Komplex Osszetétele Mmax(Emax) gi(An)
[CuL,H4]*" — [CuL,H]** 584(43) 2,235(191)
[CuLH,]** 690(32) 2,299(168)
[CuL,]* 599(51) ESR csendes
[Cu,L,H > 598(70) ESR csendes
[Cu,L,H ,]** 570(90) 2,218(187)
[CuLH_ ;] 512(210)" 2,175(209)
3+
[Co.LHAT" 617(45)— 599(58)  ESR csendes
[CusL,H ;]

"A méréseket a csapadékos mintak sziirletébél, vagy aceton/viz elegyben lehetett elvégezni.

260 270 280 290 [mT] 300

1:2 fémion/ligandum arany

pH

2:1 fémion/ligandum arany

70. abra:
A réz(II)-Phe-His-BIMA rendszerben mért
ESR spektrumok parhuzamos tartomanya

Ezen koordinacio kialakuldsa utan
a fémionnak még szabad a negyedik
ekvatorialis koordinaciés helye, és a
bisz(2-imidazolil)-metil-csoport  sincs
koordinalva, ami hidcsoportként igy
lehet6vé teszi a polimer szerkezet
kialakulasat. A polimerek jelenlétére
utal az is, hogy a rendszerben a
([CuLH T,

pH-tartoményban nagyobb koncentraci-

komplexnek megfeleld

ok esetén (pl. fotometria) csapadék
valik ki. pH-metridsan még mérhetd ez
a tartomany, azonban 8,5-0s pH felett a
titralasok soran is csapadék alakult ki,
tehat a hisztaminszerli koordinacional
erésebb Gly-His-szer(i koordinacié mar
jobban akadalyozza a tripeptidszerii
([CuLH,]  komplex)
kialakulasat, és ehelyett a hidrolizis

koordinaci6

keril el6térbe.

Amennyiben az  olddszerként

alkalmazott desztillalt viz helyett a vizsgalatokat viz/aceton elegyben végezziik —

melyben a hidroxidion koncentracidja kisebb, igy a hidrolizis kismértékben

visszaszorul — nagyobb pH-n ebben a rendszerben is kialakul a peptidszeri

koordinacié. A potenciometrids és spektrofotometrids mérések alapjan az igy

keletkezé [CuLH_,] komplexben a két amidnitrogén, az aminocsoport és a bisz(2-

imidazolil)-metil-csoport egyik imidazolja koordindlodik (mint
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61/g. abran bemutattuk;
lasd: 89. oldal).
Fémionfelesleg eseté-
ben szintén egyetlen komp-
lex, a [Cu,LH J*"
telii komplex a meghataro-

0sszeté-

71. abra:
A réz(II)-Phe-His-BIMA rendszerben 1:1 fémion/ligandum
arany esetén kialakuld komplexek eloszlasa vizben (folytonos
vonal) és viz/aceton elegyben (szaggatott vonal); valamint a
vizben (®) és viz/aceton elegyben (o) felvett abszorpcids
spektrumok A, értékeinek a pH szerinti valtozasa
(Cphe-tis-Bima = 4-107° mol-dm™)

11004 [Cu3L2H,z]4+ - 700
70, melyben az egyik réz(Il) o6 [CuLH_, 1" ’_
bisz(2-imidazolil)-metil-, o5 ‘\ ::_z ,- A 675
mig a masik Gly-His-szer(i or e i " 650
koordinacioval kotodik | res
(72/b. abra). Mivel ezen |5 .| L ool
koordinacidos mod esetén az 50'47 g

egyik fémionnak (a bisz(2-
imidazolil)-metil-koordina-
cigju
két

foglalt, rendszerben

réz(Il)ionnak) csak

koordinacios  helye

a

+ 575

[CUL2H4]

5+
[CuL,H;] 1 550

4 525

500

kialakulhat a réz(II)-His-BIMA rendszerben képz6dohoz hasonld 3:2 Osszetételi
komplex is (72/c. abra). Ez azonban 7-es pH felett nem képes megakadalyozni a
hidrolizist, oldatban tartani a réz(II)iont.

: CH, CF{z
d. (\:H\ 2 CH\C
HNTC HzN
\ ,L o HN/§ 0 HN/%
’_éu T;— \CH\éI\NH N --- Cuf+ CH\C~NH\CH)§N
<N / ~CH L oh
‘N CHZ N N_,—
N 7\ =
i l )
NH NH n/2
HN/w 72. 4bra:
@*C\Hz o A réz(IT)-Phe-His-BIMA rendszerben
CH kialakuldo néhany komplex feltétele-
| N\ CH—&—NH—CH “cuzt
HN ; >—N’ zett szerkezete
RN ’ —| +
b. ol ol a.: ([CuLH_l]szn
X \) b.: [Cu,LH ] i
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6.1. Osszefoglalas

Metalloenzimekben az imidazolnitrogén alapvetd szerepet jatszik a fémionok
megkotésében és az enzim aktiv centrumanak a kialakitasaban. A kiilonbozo
poliimidazol-vegyiiletek ezért jo6 enzimmodellek. Vizsgalataink soran egy igen jo
fémmegkdto ligandum, a bisz(2-imidazolil)-metil-amin (BIMA) kiilonb6z6 aminosav-
¢és peptidszarmazékainak réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(Il)ionnal valé komplexképzését
tanulmanyoztuk. A vizsgalatokat kiegészitettilk a bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazé-
koknal egyszertibb bisz(2-piridil)-metil-szarmazékok komplexkémiai vizsgalataval.

Az altalunk vizsgalt aminosav- €s peptidszarmazékokat az MTA Peptidkémiai
Kutatocsoportjaban, illetve az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén allitottak el6. A ligan-
dumok azonositasara és tisztasaganak ellenérzésére HPLC-t, NMR spektroszkopiat,
VRK-t, valamint olvadaspont-meghatarozast hasznaltunk. A rendszerek oldategyen-
sulyi leirasara és a képz6dé komplexek szerkezetének a megallapitasara pH-potencio-
metriat, UV-lathato spektrofotometriat, cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiat,
'H-NMR spektroszkopiat, magneses momentum méréseket, ESR spektroszkopiat és
tomegspektrometrids méréseket (MALDI-TOF-MS) alkalmaztunk.

Osszesen tizenhdrom 0j bisz(2-imidazolil)-metil-, illetve bisz(2-piridil)-metil
aminosav- ¢és dipeptidszarmazék (29. és 30. abra, 44 — 45. oldal) sav-bazis sajatsagait
jellemeztiikk. Az altalunk vizsgalt ligandumokban a piridin-, imidazol- és amino-
csoportok deprotonaldddsa megy végbe a mérhetd pH-tartomanyban. A legnagyobb
pK-érték minden esetben az aminocsoporthoz tartozik. A hisztidin-imidazolok pK-ja
ennél kisebb, mig a legkisebb értékeket a bisz(2-imidazolil)-, illetve bisz(2-piridil)-
csoportra mértiikk, ahol a két protonalt aromas nitrogén kozeli helyzete mind
sztérikusan, mind elektrosztatikusan kedvezotlen. A pK-kat emellett egy hozzajuk
viszonylag kozel 1évo elektronkiild6 (alifas) csoport noveli, mig egy elektronszivod
(amino-, amid-, aromas, prolin-) csoport csokkenti. Ezen pK-értékek (féleg a hisztidin
aminosavat tartalmazé szarmazékok esetén) jelentdsen atfedhetnek egymassal, ami
sziikségessé tette az NMR vizsgalatokat is. A protonalodasi/deprotonalodasi
mikroallandok NMR adatok alapjan valé szadmoldsanal 1j szamolasi moddot
alkalmaztunk, mely segitségével szdmolni tudtuk az izomerizacids és protonalodasi
mikroallandokat olyan molekulak esetén is, ahol az egyes protonalddasra képes
csoportok nincsennek nagy tavolsagra egymastol.

A ligandumok komplexképzését vizsgalva azt talaltuk, hogy a f6 fémmegkdtohely
savas pH-tartomanyban a bisz(2-piridil)-metil-, illetve a bisz(2-imidazolil)-metil-
csoport. Az ezen koordinacioval kialakuld, hattagi kelatszerkezetii komplexek
stabilitasa az Irving-Williams sornak megfelelden Cu(II) > Ni(Il) > Zn(II) sorrendben
csokken. Réz(Il)ion esetén a siknégyzetesen torzult geometria miatt csak az erésebb
fémmegkdtd bisz(2-imidazolil)-metil-szarmazékokkal, mig az oktaéderes nikkel(Il)-
és cink(Il)ion esetében minden ligandummal kialakulnak biszkomplexek is.
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Az N-terminalis hisztidint tartalmazo ligandumok esetében savas pH-n meg-
jelenik a hisztaminszerii koordinacio is, hacsak ezt a hisztidinnek a mar savas oldatban
kialakul6é axialis koordindcidja meg nem akadalyozza (pl. réz(Il)-His-BPMA rend-
szer). A bisz(2-imidazolil)-metil- és a hisztaminszer(i koordinacié egyiittes jelenléte
lehet6vé teszi fémfelesleg esetén kétmagva komplex, 1:1 fémion/ligandum ardnynal
pedig szimmetrikus vagy aszimmetrikus ligandumhidas dimerek kialakulasat.

Dipeptidszarmazékoknal a ligandum aminovége elég tavol van a bisz(2-
imidazolil)-metil-résztol ahhoz, hogy a bisz(2-imidazolil)-metil- mellett aminosavszerii
[N(amino), O(karbonil)]-koordindciojaval szimmetrikus és aszimmetrikus ligandum-
hidas dimerek alakuljanak ki. Nagyobb pH-n az [N(amino), O(karbonil)]-koordindcio
helyett [N(amino), N(amid)]-koordindacio mutathato ki a ligandumhidas dimerekben,
azaz megkezdodik az amid-deprotondlodas.

A Phe-His-BIMA ligandumban a hisztamin-csoport helyett egy Gly-His (vagy
Phe-His)-szerii csoport talalhato, mely még erdsebb koordindlodo csoport. Ez a
ligandumrész semleges és gyengeén lugos pH-tartomanyban képes részt venni a
komplexképzésben: Gly-His-szerii koordindcioval és bisz(2-imidazolil)-metil-hiddal
polimer szerkezet alakul ki, mely csapadék formajaban kivalik a vizes oldatbol.

Nagyobb pH-n a prolinszarmazék (Ala-Pro-BIMA) kivételével minden ligandum
esetében végbemegy az amidnitrogén/amidnitrogének 1épcsodzetes deprotonaldodasa és
di- vagy tripeptidszerti koordinacio alakul ki a fémionok koriil. Ezen koordinacid
kialakulasa utan az aminosavszarmazékok esetén csak harom koordinaciés helye
foglalt a fémionnak, ami lehetdvé teszi dimer vagy polimer szerkezetek kialakulasat.
A hidcsoport lehet a hisztidin oldallanc (His-BMPA), illetve a nemkoordinal6do
imidazolcsoport (Gly-BIMA, Phe-BIMA, His-BIMA).

Lugos pH esetén altalaban vegyes hidroxokomplexek alakulnak ki, melyek
megbontjak a dimer szerkezeteket is. A Gly-BIMA esetén 6t6s koordinacidéval polimer
szerkezet képzOdik, Phe-BIMA esetében az aromas gytrtik stacking kolcsonhatasa
megakadalyozza a polimerizaciot.

Ezen szerkezetekkel szemben a réz(Il)-His-BIMA ¢és réz(ID)—dipeptid-BIMA
rendszerek esetén az axialis hisztidin-koordinacio, illetve a stabilis négynitrogénes,
tripeptidszerti koordindcid6 megakadalyozza a hidrolizist lugos pH-tartomanyban is,
igy itt végbemegy a pirrol-tipustt N(1)H nitrogének deprotonalédasa. Ez a folyamat
~8-as pK-értékkel jellemezhetd.

His-BIMA ¢és dipeptid-BIMA szarmazékok esetében 3:2 réz(Il)/ligandum aranyu
komplexet is sikeriilt kimutatni, melyben szintén deprotonalodott a ligandumok egy-
egy pirrol-tipusu nitrogénje, és egy négy aromds nitrogén altal koordinalt réz(Il)ion
hidként kot 6ssze két ligandumot. Ezen szerkezetek mar fiziologias pH-n kialakulnak.

A dipeptid-BIMA szarmazékok esetében egy tujabb tobbmagvu komplexet
talaltunk, mely négy réz(Il)iont és két ligandumot tartalmaz. A peptidszerii és bisz(2-
imidazolil)-metil-koordinaci6 mellett ezt a szerkezetet egy dihidroxohid koti dssze.
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6.2. Summary

Metal ions play important roles in the synthesis and transport of organic
molecules in living organisms, and in catalyzing acid-base and redox processes in
biological systems. Proteins are important binding sites for metal ions.
Metalloenzymes usually contain metal ions bound to a specific amino acid residue of
the polypeptide backbone, e.g. the imidazolyl group of a histidine. Metals in proteins
sometimes only stabilize the ternary structures of metalloenzymes but they more often
have vital roles in the catalytic process. Metals may be important to bind the substrate,
stabilize the intermediates of the reaction or may take part in the catalyzed reaction.

Histidine residues have two different roles in metalloenzymes: it can coordinate
the metal ion through its imidazole nitrogen or, alternatively, upon deprotonation of
the pyrrole nitrogen, it may act as a bridging ligand between two metal centres.

Copper is ubiquitious in plants and animals, and its redox chemistry is involved
in a variety of biological oxidation processes. Copper usually binds to proteins (copper
proteins) in living organisms. Biologically active copper centres can be divided into
three main types. Type 1: "blue" monomeric copper with very distorted coordination
of [2-N(imidazole), S(thiol), S(thioether)] donor atoms. These metalloenzymes mainly
catalyze different redox reactions (e.g. laccase and ascorbic oxidase in plants and
ceruloplasmin in mammals). Type 2: "normal" monomeric Cu" is an essentially square
planar (equatorial) environment with additional, very weak, tetragonal (axial)
interactions (e.g. superoxide dismutases). Type 3: a pair of copper(l) ions attached to
the protein through histidine residues. These enzymes take part in the transport and
activation processes of O, molecules (e.g. haemocyanin in molluscs). A further class,
Type 4, has been proposed recently, which is characterized by a unit containing three
Cu(Il) ions. The important enzyme Cytochrome ¢ oxidase also contains copper ions
which are significantly different.

Until the discovery of nickel in jack bean urease in 1975 (which was the first
enzyme to be isolated in crystalline form 50 years before) no biological role for nickel
was known. Ureases catalyze the hydrolysis of urea. Three other nickel containing
enzymes found in bacteria. [NiFe/- and [NiFeSe]-hydrogenases catalyze the reaction
2H, + O, — 2H,0. CO Dehydrogenase, also incorporating Fe, catalyzes the oxidation
of CO to CO,. Methyl-coenzyme M reductase contains low-spin distorted octahedral
nickel(II) and participates conversion of CO, to CH,.

Nickel- and copper(Il) ions are also present in the “ATCUN motif’ (Amino
Terminal Cu(Il)-, Ni(II)-binding) models, which are the simplest models for serum
albumins and have a free terminal amino group and a histidine in the third position.
The most important role of albumin is to transport various small molecules and ions,
including metal ions in living organisms. In addition, these peptides may be able to
cleave the DNA chain at specific sites, i.e. act as artificial restriction endonucleases.
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Zinc is one of the most important metal ions in biology, and is more often found
in metalloenzymes than copper(Il) and nickel(II). The enzymes which catalyze the
hydrolysis of carbonic acid esters, amines, peptides or phosphates almost always
contain Zn(I) in their active centers. Among the Zn enzymes which have received
most attention are carbonic anhydrase, carboxypeptidase, termolysine, alcohol
dehydrogenase, superoxide dismutase and elastase. A more recently confirmed
function of zinc in proteins is to recognize base-sequences in DNA and regulate the
transfer of genetic information during the replication of DNA. These so-called “zinc
finger” proteins contain 9—-10 zinc(Il) ions, each of which is coordinated to 4 amino
acids in a tetrahedral environment.

As previously shown, imidazole nitrogen donor atoms are among the most
common metal binding sites in metalloenzymes. Polyimidazole ligands are frequently
used to mimic the structure and catalytic activity of the active sites of metalloproteins.
Our research objective was to study the coordination chemistry of a series of amino
acid and peptide derivatives containing the chelating bis(imidazol-2-yl)methyl group
with copper(Il), nickel(Il) and zinc(I[). Our goal was to characterize the solution
equilibria of these systems and determine the structures of the complexes formed. The
systems containing bis(imidazol-2-yl)methyl derivatives as ligands are rather
complicated because of the presence of 2-2 nitrogen donor atoms in all imidazole
rings. To make the systems simpler, we also measured the coordination properties of
amino acid derivatives containing bis(pyridin-2-yl)methyl group.

The amino acid and peptide derivatives was prepared in the Research Group of
Peptide Chemistry of the Hungarian Academy of Sciences and Organic Chemistry
Department of Eétvos University by Helga Siili-Vargha, Zsuzsanna Likoé and Lidia
Lennert. The purity of the ligands was checked by HPLC, NMR, melting-point, and
TLC measurements and the structures were proved by 'H-NMR spectroscopy.

pH-potentiometric measurements were used to determine the protonation
constants of the ligands and the stability constants of the copper(Il), nickel(Il) and
zinc(Il) complexes in aqueous solution. UV-Visible spectroscopy, circular dichroism
(CD) spectroscopy, 'H-NMR spectroscopic measurements, magnetic moment
measurements, electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy, MALDI-TOF-
MS (Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionisation, Time of Flight, Mass
Spectroscopy) were used to determine the structures of the complexes.

* We characterized the acid-base properties of thirteen new bis(imidazol-2-yl)methyl
and  bis(pyridin-2-yl)methyl amino acid and peptide derivatives using pH-
potentiometric and NMR method. Our fully protonated ligands can be deprotonated at
their pyridine, imidazole, and amino groups in the measureable pH region. The highest
pK values (7.2 < pK(amino) < 8.6) belong to the amino grop in all systems. pK values
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of histidyl imidazoles are smaller (5.4 < pK(histidyl) <6.3), and the smallest values
belong to the bis(imidazol-2-yl) and bis(pyridin-2-yl) groups (2.6 < pK;(imidazole) <
3.2; 4.5 <pKy(imidazole) < 5.6; pK,(pyridine) < 1.5; 2.9 < pK,(pyridine) < 3.3). In the
latter cases, the presence of two protonated aromatic nitrogens is sterically and
electrostatically unfavourable, which causes the low pK; values. Moreover, the pK
values can be increased or decreased by electron donating (aliphatic) or electron
withdrawing (amino-, amide-, aromatic, proline-) groups, respectively.

In the case of histidyl derivatives the protonation equilibria significantly overlap,
and this fact made it necessary to do NMR measurement to follow the
deprotonation/protonation processes of the different groups separately. We used a new
calculation method to give the protonation microconstants by NMR measurements in
the case of small molecules, where all deprotonation steps have some effect on all
NMR signals. In the case of these small molecules, the individual parts of the ligands
are not independent of each other, in contrast with the earlier literature data for larger
ligands.

* We characterized the coordination chemistry of two bis(pyridin-2-yl)methyl amino
acid derivatives (Gly-BPMA and His-BPMA) with copper(Il), nickel(Il) and zinc(II)
ion. The bis(pyridin-2-yl)methyl groups of Gly-BPMA and His-BPMA are the main
metal binding sites for all three metal ions in acidic pH. The binding ability of the six-
membered chelate complexes decreases in the order Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II) in
agreement with the Irving-Williams series. With copper(Il) ion, only 1:1 complexes
are formed because of the distorted octahedral geometry of the copper(Il) ion. On the
other hand, the octahedral geometry of nickel(II) and zinc(Il) complexes results in the
formation of bis(ligand) complexes in the excess of ligand. We can also see the
"histamine-like" coordination mode using nickel(II) and zinc(Il) ion with the ligand
His-BPMA, in the case of ligand excess. With copper(Il) ion, the stable axial
coordination of histidine side chain in acidic pH region is able to prevent the ligand
from forming "histamine-like" coordination.

At higher pH all three metal ions can induce the deprotonation of the amide
nitrogens forming a "dipeptide-like" [N(amino), N(amide), N(pyridine)] coordination
around the metal center. The coordination of two ligands to nickel(Il) and zinc(Il) can
saturate the coordination sphere of these metal ions. The non-coordinating pyridine
ring of Gly-BPMA and His-BPMA cannot act as a monodentate bridging ligand to
form a dimeric structure. However, the non-coordinated histidine imidazole nitrogen
acts as a bridging residue giving rise to dimeric or polymeric copper(Il) and nickel(II)
complexes at 1:1 metal to ligand ratio. At basic pH, the formation of mixed-ligand
hydroxo complexes can be monitored, which break the dimeric or polymeric
structures.
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* We complemented earlier literature data about Gly-BIMA by studying the nickel(Il)—
Gly-BIMA system, as well as the copper(Il), nickel(Il) and zinc(Il) complexes of Phe-
BIMA ¢és His-BIMA. The measurements showed that the presence of a bulky
phenylalanyl side chain has no considerable effect on the coordination modes. On the
other hand, an imidazolyl chain significantly influences the complex formation
process. In acidic solutions, the main metal binding sites of Gly-BIMA, Phe-BIMA
and His-BIMA ligands are the aromatic rings, similarly to the bis(pyridin-2-yl)methyl
derivatives. This coordination mode is also able to form a six-membered chelate
structure. The stability of the complexes follows the Irving-Williams series. The
imidazole nitrogens has a higher basicity and metal binding ability with respect to the
pyridine nitrogens, so in this systems we can monitor the bis(ligand) complex
formation, even with copper(Il). The coordination of more than two ligands, however,
cannot be proved even in these systems.

In addition, with His-BIMA the formation of "histamine-like" coordination can be
seen at acidic pH. The simultaneous presence of these two coordination modes makes
possible the formation of binuclear complexes at metal ion excess, and the formation
of symmetric and asymmetric ligand-bridged dimeric complexes at 1:1 metal ion to
ligand ratio.

The presence of the stable bis(ligand) complexes makes the formation of
dipeptide-like [N(amino), N(amide), N(imidazole)] coordination more difficult at
higher pH — especially at ligand excess.

We can see the formation of dimeric structures with both Gly-BIMA and His-
BIMA at neutral pH. The bridging groups are the non-coordinating imidazole groups
of the bis(imidazol-2-yl)methyl residues, and not the histidine imidazole.

Under mildly alkaline conditions mixed-ligand hydroxo complexes are formed
with Gly-BIMA and Phe-BIMA. In the case of Gly-BIMA polynuclear complexes are
formed with five-coordinated distorted copper(Il). With Phe-BIMA, the stacking
interaction of the aromatic rings prevents polymerization. In contrast with these
structures, the dimeric complex of copper(Il)-His-BIMA system formed at neutral pH
contains axially coordinated histidines, which are able to prevent the hydrolysis even at
basic pH and makes the deprotonation of pyrrolic type N(1)H-groups possible. This
process was characterized with pK 8.5.

Another important consequence of the deprotonation of N(1)H-groups is that they
can be considered as additional metal binding sites in the presence of excess metal
ions. A trinuclear complex is formed in the system, in which two copper(Il) ions are
coordinated by dipeptide-like coordination with additional axial histidine interaction,
and the third copper(Il) acts as bridging metal ion between the two ligands. The
formation of this structure is characteristic at physiological pH 5.5.
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* We characterized the coordination chemistry of four bis(imidazol-2-yl)methyl
dipeptide derivatives containing non-coordinating side chains (Gly-Leu-BIMA, Leu-
Gly-BIMA, Phe-Gly-BIMA and Ala-Pro-BIMA) with copper(Il), nickel(II) and
zinc(Il) ion. The measurements showed that the presence of a non-coordinating
aromatic (phenylalanyl) or aliphatic (leucyl, alanyl) side chain has absolutely no effect
on the structure of the complexes formed: it only influences the stability constants
somewhat. At acidic pH the coordination mode is the same bis(imidazol-2-yl)methyl
coordination as in the case of amino acid derivatives. The amino end of the molecule
is, however, sufficiently far from the bis(imidazol-2-yl)methyl part to be coordinated at
the same time in an "amino acid-like" [N(amino), O(carbonyl)] coordination mode.
These two coordination modes can form symmetric and asymmetric dimeric structures.
At higher pH and 1:1 metal to ligand ratio we can see the formation of additional
dimeric complexes with bis(imidazol-2-yl)methyl and [N(amino), N(amide)]
coordination. The deprotonation of the amide nitrogen starts in this complexes and
continues in the formation of a monomeric, "tripeptide-like" [N(amino), N(amide),
N(amide), N(imidazole)]-coordinated complex at pH 8-10. This structure is the
predominant complex both 1:1 ratio and ligand excess. These very stable 4N fused
chelate rings cannot be broken up even by the hydrolysis, which facilitates the
deprotonation of pyrrolic type N(1)H-groups of the coordinated imidazole rings at pH
11. Moreover, the pyrrole deprotonation — similarly to the copper(Il)-His-BIMA
system — makes the coordination of more than one metal ion per ligand possible. The
measurements proved the existence of complexes with 3:2 and 4:2 metal to ligand
ratios. In the 3:2 complex two of the copper(Il) ions are coordinated in a 4N
"tripeptide-like" coordination. The third copper(Il) coordinated by four imidazole
groups acts as a bridge between the two ligands. This complex — similarly to the 3:2
complex of the copper—His-BIMA system — predominates at physiological pH. At 2:1
metal to ligand ratio, deprotonation and coordination of the pyrrolic type N(1)H-
groups occur at even lower pH (pH 6) and a tetranuclear mixed dihydroxo complex is
formed at pH 8.

Compared to the dipeptide-BIMA derivatives containing non-coordinating amino
acid units, proline in the peptide chain has larger effect on the coordination chemistry
of the ligand. In contrast with the former systems, with the proline derivative we could
not show the deprotonation and coordination of the amide nitrogens. At acidic pH
bis(imidazol-2-yl)methyl-, at neutral pH "amino acid-like" [N(amino), O(carbonyl)]
coordination does exist. Because the amide deprotonation could only be started from
the bis(imidazol-2-yl)methyl part of this ligand (Ala-Pro-BIMA does not contain an
amide-NH group in chelating position with the amino group) and cannot be seen this
deprotonation, this is a further verification that in the former systems the amide
deprotonation starts from the amino part of the ligands. Since the absence of the two
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amide-NH groups prevents the formation of stable 4N "tripeptide-like" coordination,
we can see precipitation caused by mixed hydroxo complex formation at higher pH.

* Histidine in the peptide sequence is an additional strong donor group for metal ions.
We found that the structures of the complexes formed significantly depend on the
position of histidine in the peptide chain.

Donor groups of the amino terminal histidine derivative His-Phe-BIMA are
similar to those of His-BIMA, so the structures of the complexes formed with these
ligands are somewhat similar. At acidic pH bis(imidazol-2-yl)methyl- and "histamine-
like" coordination can be detected. The collective presence of these two coordination
modes makes the formation of symmetric and asymmetric ligand-bridged dimers
possible at 1:1 metal ion to ligand ratio. Dimeric structures with bis(imidazol-2-
yl)methyl and "amino acid-like" ([N(amino), O(karbonil)]-) or [N(amino), N(amid)]
coordination can also be detected. At basic pH, the N-terminal histidine side chain
cannot stop the stepwise deprotonation and coordination of the amide nitrogens to
copper(Il). The structure of the complexes formed is the same as that with ligands
containing non-coordinating side chain, but in these systems these complexes can be
formed only at higher pH because of the existence of stable histamin-coordinated
complexes. The formation pH for "tripeptide-coordinated" complexes is so high that —
mainly with ligand excess — amide deprotonation and hydrolysis are overlapping,
which prevents the formation of tri- and tetranuclear complexes with pyrrolic type
coordination.

The ligand Phe-His-BIMA contains a "Gly-His (or Phe-His)-like" donor function,
which is — as the earlier literature data in peptide coordination chemistry show — even
stronger coordinating group than the histamine group. The literature data also show
that "Gly-His-like" coordination is only effective at slight alkaline pH. For this reason,
we can see the formation of bis(imidazol-2-yl)methyl coordinated and ligand-bridged
complexes at acidic and neutral pH, respectively. At higher pH, a polymeric species
with "Gly-His-like" coordination is precipitated. However, if we use a water/acetone
mixture as solvent (in which OH concentration is lower, hydrolysis is less
pronounced), we can monitor the 4N "tripeptide-like" coordination. In the case of
metal ion excess, 2:1 and 3:2 complexes can be formed with bis(imidazol-2-yl)methyl
and "Gly-His-like" coordination. The latter one — similarly to other trinuclear
complexes mentioned earlier — one of the copper(Il) ions is a bridging ion,
coordinated by four imidazole nitrogens. This structure is less stable than the one with
other dipeptide-BIMA derivatives and His-BIMA because of the unsaturated 3N
coordination of the other two copper(Il) ions and it hydrolyses at alkaline pH.
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The study of different oligopeptide derivatives helps understand the interactions
between metal ions and proteins. The most important coordinating groups of
oligopeptides are imidazole N(1) and N(3) nitrogens. The two imidazole nitrogens
have also essential roles in the forming of ligand-bridged structures in the enzymes
superoxide dismutases.

The results obtained for the copper(Il) complexes of amino acids and peptides
reveal that bis(imidazol-2-yl) analogues of these biomolecules are very effective
ligands for metal binding. The nitrogen donor atoms of the chelating bis(imidazolyl)
residues are the major metal binding sites under acidic conditions and they remain the
exclusive metal binding sites if the terminal amino group or an effective side chain
donor function are not present in the molecules. The high thermodynamic stability of
the metal complexes of the bis(imidazol-2-yl)methyl ligands suggests that they could
potentially be enzyme inhibitors. Moreover, specific enzyme inhibitors may be
obtained by attaching the bis(imidazol-2-yl)methyl ligands to the preferred peptide
sequence for the enzyme cleavage.

The terminal amino group can be considered as another anchor for metal binding
with these ligands. The multidentate character of these ligands results in the formation
of various polynuclear complexes including the ligand bridged and the imidazole
bridged dimeric species. These complexes can be considered as interesting structural
models of the various dinuclear species of transition elements.

Finally, the most intriguing feature of the coordination chemistry of these ligands
that the deprotonation of the coordinated imidazole-N(1)H groups results in the
appearence of a new chelating site in the molecules. It leads to the formation of stable
trinuclear complexes via negatively charged imidazolato bridges and these species can
be considered as promising structural and/or functional models of various
metalloenzymes.

Oligopeptide derivatives are very useful ligands for gaining insight into the nature
of interactions between metal ions and peptides. These small molecules serve as
models of the active centres in metalloproteins, and — using the specific, very strong
binding ability of these molecules to metal ions — inhibit the enzymes selectively.
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