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1. Bevezetés és célkitiizések

A bioszervetlen kémiai kutatasok egyik fo irdnya a metalloproteinek szerkezetének és
tulajdonsagainak mind jobb leirasa [1-7]. A nativ enzimek kinetikai sajatsagainak valamint
szerkezetének tanulmanyozasa mellett kis molekulatomegii modellvegyiileteik vizsgilata is
jelentékeny modon hozzajarulhat az enzimek miik6dési mechanizmusanak megértéséhez. Az
ilyen egyszerli rendszerek konnyebben tanulmanyozhatok, s6t a hatékony modellrendszerek
segitségével lehetdvé vélhat az adott enzim mesterséges analdgjainak kifejlesztése is. A
metalloproteinek szerkezetét és tulajdonsagait alapvetéen az ugynevezett oldallanci
donorcsoportok koordinacidja hatdrozza meg. Ebbdl a szempontb6l az imidazolgylirii az
egyik legfontosabb donorcsoport, hiszen kivételesen stabil fémkotéhelyet biztosit a
fiziologias pH-tartoményban, tautomer sajatsdga révén igen gyakran szerepel protontranszfer
folyamatokban, igy amellett, hogy a legtobb réz(II)- és cink(II)tartalmi enzim aktiv
centrumaban megtalélhat6, 6nmagaban is betolthet katalitikus funkci6t.

Hidrolitikus enzimek tekintetében, eziddig csak néhany imidazolgyiiriit tartalmazé
ligandum fémkomplexével tortént kinetikai vizsgalat [8-10] — holott példaul a
cink(IT)tartalmi foszfatdz enzimek mindegyike hisztidil-egységeken keresztiil kéti a fémeket
— igy kevéssé ismertek a gylirli nativ enzimekben betoltott szerepének részletei. Az €16
szervezetben lejatsz6d6 hidrolitikus folyamatok koziil a foszfatészter kotés hidrolizisének a
legkiilénb6z6bb alapvetd élettani folyamatokban meghatérozd szerepe van: a DNS illetve az
RNS hidrolizise lehetévé teszi azok bioldgiai korrekcidjat és lebontasat, az ATP hidrolizise
kozvetlen energiat, a gliikkolizis foszfatészter atmeneti termékeken keresztiil ATP-t szolgaltat
vagy példaul a gliikdz-6-foszfat hidrolizisével szabalyozhaté a vércukorszint. Ezeket a
folyamatokat az ugynevezett foszfoészteraz enzimek [6,7] katalizaljak, melyek koziil is
kiemelked6 a DNS ¢és az RNS korrekcidjaban illetve lebontasdban résztvevd ugynevezett
nukledz enzimek jelentésége. A mesterséges nukleazok vizsgalata irant az elmult tiz
esztendében egyre nagyobb az érdeklddés, hiszen ezek az anyagok rendkiviil nagy
jelentdségre tehetnek szert a biotechnoldgidban, a génsebészetben vagy a gydgyaszatban, igy
példaul a kemoterapia terliletén is.

Munkank soran elsbsorban olyan kis molekulatémegii fémkomplexek vizsgélatat
tlztik ki célul, amelyek nem csak szerkezeti, hanem funkciondlis szempontb6l is
metalloenzimek aktiv centrumanak modellvegyiiletei lehetnek. Ezen célkitiizés megvaldsitasa

érdekében elészor a fémion—ligandum kolcsonhatds egyensulyi viszonyait és a képz6dod



komplexek oldatbeli szerkezetét kell tisztdznunk. Szerkezet-hatds Osszefliggések keresése
érdekében tanulmanyoznunk kell az imidazolgyliri szubsztituenseinek illetve a ligandum
egyéb donorcsoportjainak hatasit a képz6d6é komplexek stabilitiasasra és szerkezetére. A
hidrolitikus aktivitds szempontjabél az egyik legfontosabb kovetelmény, hogy a
fémkomplexek két egymashoz képest cisz-helyzetben 1év0 koordinaciés helyet
tartalmazzanak, ahova a szubsztrat illetve a nukleofil reaktans kotédhet. Mivel a fémhez
koordinalt viznek illetve hidroxidionnak, mint nukleofil reaktansnak a legtobb hidrolitikusan
hasité enzim miikodési mechanizmusédban meghatarozé szerepe van, ezért elsGsorban azon
fém-ligandum rendszerek esetén varhatunk szamottevd kinetikai aktivitast, amelyekben
vegyes hidroxokomplex képzddik, az alkalmazhatésig tekintetében pedig nem
elhanyagolhatd, hogy ezen komplexképzési folyamat a semleges pH-tartomany kornyékén
jatszodjon le.

A legtobb réz(Il)- és cink(I)tartalmi enzim aktiv centrumat szerkezetileg is
modellezd, imidazolgyiir(it tartalmazé ligandumok mellett néhany, az el6zetes vizsgalatok
alapjan igen igéretes szintetikus inozitolszirmazéktdl is jelents foszfoészteraz aktivitds
remélhetd. Ezeket a szarmazékokat Hegetschweiler és munkatarsai szintetizaltdk a
Saarbriickeni egyetemen, nehézkes és veszélyes koztitermékek képzodésével jard
eloallitisukat a kutatok a 90-es évek elején kidolgozott eljarasukkal jelentésen
egyszerusitették. Emellett néhany imidazolszarmazék katecholokkal torténd vegyesligandumii
komplexképzddésének vizsgalata a tirozinaz aktivitas kapcsan szolgalhat j eredményekkel,
melynek ugyan nem elegendd, de sziikséges feltétele a nagy stabilitdsi vegyeskomplex
kialakulasa.

A fentiek alapjan célul tiiztiik ki:

— kiilonb6z0, igen valtozatos szerkezettel biré imidazolgytirlit tartalmazé ligandumok
eloallitasat és koordindcids sajatsagainak tanulmanyozasat pH-metrias mddszerrel réz(Il)-,
cink(II)- és nikkel(II)ion tartalmi rendszerekben

— a képz6dé komplexek koncentracieloszlasa ismeretében a koordinacidban résztvevod
donorcsoportok és a komplexek oldatbeli szerkezetének meghatarozasat spektroszkopias
(UV-lathatd, CD, ESR és NMR) mddszerekkel és ezek szamitogépes kiértékelésével

— a tirozindz aktivitas kapcsan néhany imidazolszdrmazék és analogjaik katecholokkal torténd
vegyesligandumi komplexképz6désének tanulméanyozasat oldategyensulyi modszerekkel

— a hidrolitikus aktivitds tanulményozasat spektrofotometridsan és HPLC-technikaval azon

fém-ligandum rendszerekben, amelyekben az egyenstlyi adatok alapjdn hidroxokomplex



képz6dik a semleges pH-tartomény kérnyékén
— szintetikus inozitolszdrmazékok foszfoészteraz aktivitisanak és szubsztratspecifikussaganak

tanulmanyozasat spektrofotometrids modszerrel



2. Irodalmi attekintés

2.1. A réz- és cinkproteinek dltaldnos jellemzése

Az imidazolgyliri kivételes sajatsigainak koszonhetben szdmos biokémiai
folyamatban meghataroz6 szerepet tolt be. Peptidekben és proteinekben az egyetlen olyan
alkotdrész, amely képes protonaltsigi éllapotdt a bioldgiai kozeg biztositotta pH-
tartomanyban megvaltoztatni, emellett erds elektronpardonor sajatsaga a hisztidil-egységek
oldallancaként meglehetdsen stabil és flexibilis fémkotohelyet biztosit, tautoméridja pedig a
protontranszfer rendszerek kulcsfontossaghi részévé teszi. JOl ismert, hogy az eddig
tanulmanyozott rézproteinek mindegyike tartalmaz aktiv centruméban egy vagy tobb
imidazolgytiriit, kivéve a szervezet méregtelenitési funkcidjaban résztvevé kis
molekulatdmegii fehérjéket, az Ggynevezett metallotionéneket.

A fémion koriil kialakulé kornyezet alapjan a rézproteineket harom, illetve Gjabban
négy csoportra oszthatjuk [1-5]. Az I-es tipusu (vagy kék-réz) proteinek aktiv centrumdiban a
rézion két hisztidin imidazol-oldallancanak nitrogénjéhez, tovabba egy cisztein és egy
metionin kénatomjéhoz kapcsolodik. A koordinicié erdsen torzult tetraéderes geometridval
irhat6 le, amely jellemz6 spektrélis sajatsagokat eredményez. ESR-spektruma szokatlan (A =
30-70 G), a lathaté spektrumon egy igen intenziv (¢ = 3000-6000 M'cm™") abszorbciés sav
jelenik meg 600 nm koériil, amely a S—»Cu toltésatviteli savnak tulajdonithat6. A kialakuld
erésen torzult koordinacids szféra se a réz(I), se a réz(Il) szdmara nem kedvezd, ebbol
adoéddan rendkiviil hajlamos redoxiatalakulasokra, ami lehetévé teszi, hogy elektrontranszfer
folyamatokban kozvetitd szerepet toltsenek be. A csoport egyik jellemzé képviseldje a z6ld
novényi levelek kloroplasztjaiban megtalalhaté kulcsfontossdgi elektronitad6é fehérje a
plasztocianin.

A II-es tipusu rézproteinek aktiv centruma az el6z§ csoporhoz hasonléan egyetlen
rézcentrumot tartalmaz négyes vagy 6tos koordinaciéban, a donorcsoportok jellemzéen a
hisztidil-oldalldncok imidazolgytriii. Az aktiv centrum kornyezete siknégyzetes vagy
négyzetes piramisos, ennek kdvetkeztében spektralis paraméterei “normalisak™, azaz olyanok,
mint 4ltaldban a réz(Il)komplexeké (A = 150-200 G, € = 20-120 M'em™). A csoport egyik
legfontosabb képviseldje a szuperoxid-dizmutiz (SOD), amely egy dimerszerkezetii
metalloenzim, alegységenként egy réz(II)-t és egy cink(II)-t tartalmaz, melyeket mindkét
nitrogénjén deprotonalt imidazolathid kot dssze. A réz(II) koriili geometria torzult négyzetes

piramisos, mig a cink(II) esetén torzult tetraéderes. A katalitikus funkcié feltétele a réz(II)



jelenléte az aktiv helyen, mig a cink(II) csak szerkezetstabilizalé szerepet jatszik és mas
fémionok is pétolhatjdk. Ez az enzim katalizdlja a szuperoxid bontasit, amelynek
felhalmozddasa jelentds szerepet jatszik az dregedési folyamatokban, de az iziileti gyulladés,
az epilepszias roham és a rak kialakulasaban is.

A Ill-as tipust rézproteinek aktiv centrumaban két rézion talalhaté, melyeket harom-
harom imidazolgylirli vesz koériil. Oxidalt allapotban a két fémion kozott ers
antiferroméagneses kolcsonhatds alakul ki (ESR inaktiv). Ebbe a csoportba tartozik a
hemocianin €s a tirozinaz enzim. A hemocianin egyes allati szervezetekben (puhatestiiek) az
oxigén szallitdsat végzi, funkcidja tehat analég a hemoglobinnal. A tirozinaz pedig
fenolszarmazékok oxidacidjat katalizalja kinonokka, ami igen fontos, hiszen kézismert ezek
erésen mérgez0 tulajdonsaga.

A TV-es tipusu rézproteinek kozds jellemzdje, hogy tobb, minimalisan négy réziont
tartalmaznak, déntden imidazolnitrogénekkel koriilvéve. Tulajdonképpen ez a csoport az
el6z6 hirom kombindciéjanak tekinthetd, hiszen mindharom tipusii rézcentrumot
tartalmazzak, igy fizikai és kémiai sajatsagaik ennek megfeleléen alakulnak. Ebbe a csoportba
tartozik az emberi szervezet egyik legfontosabb réztartalmu fehérjéje a céruloplazmin, amely
a majban szintetizalédik. A réz felszivodasat aminosavak segitik el6, minthogy igen stabilis
komplexet képeznek a rézzel, a felszivodott réz a szérum-albuminhoz kétédve jut el a majba,
ahol a coruloplazmin megkéti, majd a vérkeringésbe juttatja és szallitja a gerincesek vérében
keringd réz mintegy 90-95 %-at.

A felsziviodott réz szallitasaért felelés szérum-albumin viszont egyik elobb emlitett
csoportba sem sorolhatd. A részletes vizsgalatok kimutattak, hogy a réz(Il) az N-termindlis
Asp-Ala-His fragmenthez kapcsolédik, mégpedig {Nam, N, N, Nin} nitrogénekhez
siknégyzetes geometria szerint. A vér pH-jan ez rendkiviil stabilis komplexet eredményez. A
tobbi rézproteintol teljesen eltér6 mdédon ebben az esetben a peptidnitrogének
koordinalédnak. Fém tavollétében a peptidnitrogén protonja csak igen magas pH-n disszocial
(pK ~ 14,5), bizonyos fémek jelenlétében mér jéval alacsonyabb pH-kon is leszorithaté (pK =
4-6 a réz(Il), pK = 6-8 a nikkel(II) esetén). Eléfordulhat, hogy a szervezetben genetikei okok
miatt csokkent mértékii a céruloplazmin termelés, ennek kévetkeztében a szérum-albuminhoz
kotott réz nem a céruloplazminba keriil 4t, hanem elsdsorban az agy-, maj- és veseszovetek
kétik meg, sulyosan kérositva ezzel ezeket a szerveket. Amikor felismerték, hogy a
betegséget (Wilson-kér) a coruloplazmin hidnya okozza, megprobaltdk a rézfelesleget

kiilonféle komplexképz6kkel megkdtni és eltavolitani. Alkalmaztak EDTA-t, kiilonb6z



kéndonorokat (dimerkapto-propanol, D-penicillamin), melyek hatdsa azonban nem specifikus
(mas ionokat is megkdtnek) illetve toxikusak, ezért tartdsan nem hasznalhatok. Sarkar és
munkatarsai a szérum-albumin fémkotShelyét az ismert aminosavszekvencia alapjan
modellezve, hasonlé szerkezetii tripeptidet (Gly-Gly-His) szintetizaltak, amely ellentétben az
elozoekkel nem toxikus és konnyen atjut a sejtmembranon, ezért alkalmas a karos
rézlerakodasok jelentds részének az eltavolitasara [11]. A sejtek rézfelvételének zavara miatt
kialakul6 betegség (Menkes-kor) sem gyogyithaté egyszeriien a rézionok bevitelével, mert a
vér megfeleld rézkoncentracidja ellenére a sejtek nem képesek azt felvenni. A legjobb
eredményeket ebben az esetben a réz(II)-L-hisztidin rendszerben képz6dé6 ML, komplex
adagolaséval érték el.

A cinkproteinek alapvetéen harom kiilénboz6 koordinacids szféraval fordulnak eld
[1-4,6,7]. Az els6 csoportra j6 példa lehet a szénsav-anhidraz nevii enzim, amelyet 1940-ben
fedeztek fol els6ként a cinktartalmii enzimek koéziil. Az enzim a szén-dioxid reverzibilis
Miikddése igen fontos a 1égzés, a fiziologias pufferolas €s az iontranszport szempontjabdl, de
hasonloképpen a csontképzodésben is. Aktiv centrumédban a cink(Il)ionhoz hérom
imidazolgyliri és egy viz koordinalédik torzult tetraéderes elrendezddéssel. A fémion
kornyezete jelentdsen befolyasolja a kétott viz pK-jat, magaban a fehérjében mar fiziologias
pH-n deprotonalddik, s az igy kialakult hidroxidion nukleofil tdmadast hajt végre a szén-
dioxid részlegesen pozitiv toltésii szenén. A mechanizmusban a viz deprotonalodasa révén
felszabadult proton szallitisaért egy a kozponti fémionhoz nem koordinalédé hisztidin-
oldallanc imidazolgytiriije a felelds. A protontranszfer folyamat indirekt médon megy végbe,
a cinkhez kapcsolddé viz hidrogénkétésekkel vizmolekuldk sokasagaval 1étesit kapcsolatot,
amelyek kozvetitd szerepet toltenek be a cinkhez nem koordinal6dé hisztidin-oldallanc és a
fémionhoz koordinalt viz kozott. A hidrolizis sebessége az enzim hatasira mintegy kilenc
nagysagrenddel né meg. A cinkproteinek masodik csoportjaba tartozik példaul a
karboxipeptidaz, aktiv centrumaban a cink(II)ionhoz két hisztidin imidazol-oldallancanak
nitrogénje, egy glutaminsav karboxilcsoportja €s egy vizmolekula koordinalédik torzult
oktaéderes geometridval. Miikodése a polipeptidek karboxitermindlis peptidkétésének
hidrolizisét segiti el6. A harmadik csoport jellemz6 képviseldi példaul a cink-ujj proteinek,
amelyekben két hisztidin és két cisztein oldallanc tetraéderesen koordinalja a cink(II)-et. A
cink-ujj hatasira kialakuld DNS-fehérje kolcsonhatas szerepet jatszik példaul a

génszabélyozasban, a transzkripcids faktorok miikddésében illetve a replikécio folyamataban.



2.2. Modellvegyiiletek a réz- és cinkproteinek kirébol

A metalloproteinek szerkezetének és fizikai-kémiai sajatsdgainak egyre boviild
ismeretanyaga alkalmas szerkezeti és funkciondlis modellvegyiiletek kifejlesztését tette
lehetévé (1. abra), mindamellett az esetleges gyakorlati felhasznalds szempontjabol
természetesen nem sziikséges a szoros szerkezeti analdgia.

Malachowski és munkatarsai nitrogén- és kéndonoratomokat tartalmaz6 ligandumokat
[pl. 2,2'-bisz-(4-metilimidazol-ilmetilszulfanil)bifenil, 2,2'-bisz-(2-piridil-etilszulfanil)bifenil,
I és II az 1. abran] vizsgaltak a kék-réz proteinek modellvegyiileteiként [12]. Céljuk olyan
vegyiiletek elballitasa volt, melyek a fémionok szdmara az I-es tipust rézproteinekre jellemzo
geometriat biztositanak, ezért valasztottdk a ligandumok k&zponti részeként a bifenilt,
amelyben az aromas gylirllk koztudottan nem planarisan helyezkednek el. Emellett
alkalmasan megvalasztott szubsztituensek sztérikus hatasa  befolyasolhatja az
alapmolekuldban az aromés gylirik sikja altal bezart 42 fokos szoget, ezéltal a torzulas
mértékét is. Megallapitottdk, hogy a ligandumok a réz(II)-t redukaljak, a képz06dd
réz(I)komplexek szerkezetét pedig rontgenkrisztallografidsan hatdroztdk meg, melyekben a
fémion koriil torzult tetraéderes geometria alakul ki. Analdg, kiilonb6z6 donorcsoportokat
tartalmazé ligandumokkal Osszehasonlitva csak a vizsgalt két nitrogén- és két
kéndonoratomot tartalmazé modellvegyiiletek redoxipotencialja éri el a kék-réz proteinekre
jellemzd nagy értékeket.

Jun-ichi és munkatarsai oligopeptidek réz(II)komplexeinek reakcidit vizsgaltak aktiv
oxigént tartalmazd részecskékkel és megallapitottdk, hogy a hisztidintartalmi peptidek
termindlis poziciéban hisztidint tartalmazé peptidek, melyek imidazolhidas kétmagvi
komplexeket alakitanak ki, a H,O,-ot hatékonyabban aktivaljak [13]. A Cu-Zn SOD aktiv
centrumanak modellezésére Tabbi és munkatarsai olyan 6tfogu ligandumot szintetizaltak [1,5-
bisz(1-pirazolil)-3-(bisz(2-imidazolil)metil)azapentan; III az 1. abran], amelynek kétmagvu
rézkomplexében a fémionok koriil a nativ enzimnek megfelelé geometria alakul ki és az egyik
imidazolgytirli hidként kapcsolja Ossze a kiilonb6zd koordinacids szféraval rendelkez6
rézcentrumokat [14]. Fiziologids pH-n az eléallitott komplex stabil és igen jelentés SOD
aktivitassal rendelkezik. Pierre és munkatarsai egy olyan makrobiciklusos kriptandot (1. abra,
IV) szintetizaltak, amelynek kétmagvi réz(I)komplexét illetve réz(II)-t és cink(II)-t
tartalmazé vegyeskomplexét is eléallitottdk [15]. A hidként funkcionaldé imidazolgyiiriit a
[Cu(im)Cu](ClO4); illetve a [Cu(im)Zn](ClO;); komplexek illetve a nyolc



nitrogéndonoratomot tartalmazé kriptand reakci6javal épitették be a modellvegyiiletbe, mig
az el6z0 esetben maga a kiindulasi ligandum hordozta a hidmolekulat. Rontgenszerkezet
vizsgalatok alapjan megallapitottdk, hogy az egyik fémion koriil torzult trigonalis
bipiramisos, mig a masik koriil torzult négyzetes piramisos szerkezet alakul ki. A kétmagvi
réz(Ikomplex pH = 4,5-12, mig a vegyeskomplex pH = 6-10,5 kozott stabil, aktivitasukat
pedig — hasonldéan az el6z0 modellvegyiilethez — nem vesztik el a szérum-albumin
jelenlétében sem, amely a modellvegytiletek t6bbségeébdl kivonja a réz(II)-t. A vizsgalatok
alapjan mindhdrom komplex jél modellezi a szuperoxid-dizmutazt mind szerkezeti, mind
funkcionélis szempontbol.

Sorrel 1989-ben 6sszefoglalé munkajaban [16] a kétmagva rézproteinek, a hemocianin
és a tirozinaz szintetikus modellvegyiileteit targyalja részletesen. Igen valtozatos szerkezettel
biré rézkomplexek spektralis és fizikai-kémiai sajatsagait hasonlitja Ossze és megéllapitja,
hogy az imidazolszarmazékok igen igéretesek €s vizsgalatuk hatékony modellvegyiiletek
kifejlesztéséhez vezethet. Reedijk és munkatarsai bisz(imidazol-2-il)metil-amin egységet
tartalmaz6 ligandumok réz(II)komplexeit allitottak elé egykristily forméjaban a kétmagva
rézproteinek modellvegyiileteiként [17]. A ligandumok koziil a négyfogh, harom
imidazolgyiiriivel rendelkez6 [bisz(1,1'-imidazol-2-il)(4-imidazol-4(5)-il)-2-azabutan, biib; V
az 1. abréan] és a réz(II) etanolos oldatabél imidazolhidas Cu,L, Osszetételii, négyzetes
piramisos szerkezetli komplex kristalyosodik ki, amelyben a fémionokat négy nitrogén veszi
koriil az ekvatoridlis sikban, tovabba axialisan egy-egy anion (ClOs, NO; és BFy)
koordinalddik [18,19]. Wei és munkatarsai négyfogu tripodalis ("haromlaba") ligandumok
[(bisz(2-piridil)metil)((1-metilimidazol-2-il)metil)amin)  bpia,  (bisz(1-metilimidazol-2-
il)metil)((2-piridil)metil)amin) bipa; VI és VII az 1. abran] réz(I)komplexeinek oxigénfelvevd
sajatsigait tanulményoztik [20]. Az analdg [trisz((2-piridil)metil)amin] ligandummal
Osszehasonlitva a bpia szdrmazék hasonlé spektralis és oxigénfelvevd sajatsagokkal
rendelkezik, ebben az esetben az oxigénfelvétel sordn transz-(p-1,2-peroxo)komplex
képzddik [21]. Ezzel ellentétben az 1-metil-imidazolcsoporttal kétszeresen szubsztitualt bipa
teljesen eltér6 méodon viselkedik, az oxigénfelvétel soran képzodd kevésbé stabil termék
paraméterei (pi-1°m>-peroxo)komplex képzédésére utalnak. A tapasztalt meglepd viselkedés
tanulményozaséra a szerz6k tovabbi imidazoltartalmu ligandumok vizsgalatat javasoljak.

Krebs és munkatarsai a IlI-as tipusu rézproteinek csoportjaba tartozé katechol-oxidazt
modellezték otfogh, koztiik imidazolnitrogén donoratomokkal is rendelkezd ligandumok

[pl. 4-bromo-2,6-bisz{[2-(1-metil-2-imidazolil)-etilJaminometil}fenol, 4-bromo-2-(4-metil-



piperazin-1-ilmetil)-6- {[2-(1-metil-2-imidazolil)etilJaminometil } fenol; VIII és IX az 1. bran]
kétmagvu réz(Il)komplexeivel [22]. A kinetikai vizsgélatok soran 3',5'-ditercbutil-katecholt
alkalmaztak szubsztratként, a tanulményozott ligandumok koziill az aszimmetrikus
szerkezetliek  bizonyultak  aktivabbnak.  Rontgenszerkezetvizsgéalatok  segitségével
megallapitottak, hogy a fémionok kérnyezete az aktiv komplexekben erdsen torzult, -igy a
reaktivitasbeli kiilonbségek elsddlegesen geometriai tényezdkkel magyarazhatdak.

A legegyszeriibb imidazoltartalmi szénsav-anhidrdz modellvegyiilet maga a
Zn(imidazol);(H20) cink(II)komplex. A koordinalt viz deprotonalédasa ebben a komplexben
magasabb pH-n jatszdodik le (pK = 8,0), mint magaban a nativ enzimben (pK ~ 7,5) [23]. A
Clewley és munkatarsai altal szintetizalt bisz(1-metilimidazol-2-ilmetil)etilamin (1. abra, X)
ZnL(H,O) komplexének deprotonalodasara 33 %-os etanol-viz elegyben 8,16-as értéket
mértek, amely a  becslések szerint vizben 7,8 koriili [8]. Kimura és munkatarsai
makrociklusos tri- és tetraaminok cink(II)komplexeit vizsgélata soran megéallapitottak, hogy
az 1,5,9-triazaciklododekan (1. abra, XI) cink(II)komplexe szerkezetileg és funkcionalisan is
az enzim egyik legjobb modelljének tekinthetd [24]. Ebben a nem imidazoltartalma

komplexben a koordinalt vizmolekula pK-ja (7,3) szinte megegyezik az enzim ezen értékével.
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2.3. Imidazolszdrmazékok komplexképzo sajdtsdgai

Az imidazolgylirii biolégiai jelentoségének megfelelden nagyszamii publikacié
sziiletett a hisztidintartalmi di- és tripeptidek, valamint hisztamintartalmi pszeudopeptidek
atmenetifémkomplexeinek koordiniciés kémiai vizsgélata terén (pl. hisztidil-glicin [25-27],
glicil-hisztidin [25-27], glicil-glicil-hisztidin [28-30], hisztidil-hisztidin [31,32], hisztamin
tartalmi pszeudopeptidek [33-37]). A komplexképzd sajatsagokat illetéen a hisztidin (igy az
imidazolgytirii) helyzete a peptidlancban alapvet6 jelent6ségili, minthogy ez a legtobb esetben
meghatarozo a ligandum egyéb donorcsoportjainak koordindciés lehetdségeit illetden [38, IV.
fejezet]. Emellett a koordindcidban jelentds szerep jut a deprotonalt amidnitrogénnek,
melynek pK-jat a fémkoordinacid jelentdsen lecsékkenti. Maga az imidazolgytir(i kelattipust
koordinacié esetén az N-as nitrogénjének (piridines nitrogén) nemkotd elektronparja révén
koordinalédik, mig az N'-es nitrogén (pirrolos nitrogén) a szabad ligandumban pH ~ 14 koriil
deprotonéalddik. Fémion jelenléte azonban jelent6sen lecsékkenti a pirrolos nitrogén pK-jat,
amely két okra vezethetd vissza: (1) az imidazolgytiri N*-as nitrogénjének koordinélédésa
megvaltoztatja a gyliri elektroneloszldsat, igy a pirrolos nitrogén pK-ja példdul réz(II)
jelenlétében 2-3 nagysagrenddel csokken; (2) a pirrolos nitrogénhez torténd kozvetlen
fémkoordinacié — amely imidazolathidas oligomer komplexek kialakulasat eredményezi — a
csoport pK-jat az elobbinél jelentésebb mértékben, 4-5 nagysagrenddel csokkenti.

Az N-termindlis helyzetben hisztidint tartalmazé dipeptidekben az amino- és az
imidazolnitrogének hisztaminszerli koordinicidja ligandumfelesleg esetén kizarja az
amidnitrogén kotodésének lehetdségét. Mindamellett réz(Il)ionok esetén - ekvimolaris
oldatokban - glicilglicinszerii koordinacié is megvalésulhat, amelynek eredményeképpen
imidazolhidas kétmagvu komplexek képzOdnek. Amennyiben a peptidlanc eggyel hosszabb
(His-Gly-Gly), abban az esetben a kialakul6 telitett koordinacids szféranak koszonhet6en az
elébb emlitett dimer komplexek szétesnek [39]. A C-termindlis helyzetben hisztidint
tartalmazo6 dipeptidekben azonban az imidazolnitrogén koordinécidja eldsegiti az amidcsoport
részvételét a komplexképzddési folyamatban, melynek sorédn stabilis, {Nam, N, Nin}
koordinacioval bir6 MLH., 6sszetételi komplexek alakulnak ki. Varnagy és munkatérsai
eredményei alapjan a peptidlanc hosszanak noévekedésével a lancvégi imidazolgylirli egyre
kisebb stabilitasti makrokelatot alakit ki, majd a penta- és hexapeptidekben teljesen kiszorul a
koordinacids szférabol [40]. A réz(I)-His-His rendszerben az N- és a C-terminalis
analégokra jellemz6 komplexek is jelen vannak, méar savas pH-n hisztamin tipusa

koordiniciéval rendelkezé CuLH osszetételli komplex képzddik (mint a His-Gly esetén),
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majd a pH novelésével elészér a Gly-His-re jellemz6 Cul komplex alakul ki nagyobb
mennyiségben, majd pH=7-8 kornyékén egy Cu,L,H., Osszetételii kétmagvi részecske,
amelyben a koribban még szabad imidazolgyirii hidképz6 koordinacidja alakitja ki a
1étrejévo dimer szerkezetet.

A hisztidin- és a hisztamintartalmt (pszeudo)peptidek mellett véltozatos szerkezettel
rendelkez6 imidazolszarmazékok koordinacids kémiai vizsgalatara vonatkozdan is talalunk
példat az irodalomban. Tang és munkatérsai bisz(imidazol-2-il)metdn alegységet tartalmazo
ligandumokat allitottak el6, az egyensulyi vizsgalatok eredményei alapjan [41,42] réz(Il)-,
cink(II)- és nikkel(II)ionokkal nagy stabilitdsi ML és ML, sszetételli komplexek képz6dnek
a kialakulé hattagi kelatgyliriinek illetve az imidazolgylirlik er6s m-akceptor sajatsaganak
koszonhetéen. Varnagy és munkatarsai megallapitottak, hogy amennyiben a ligandum erésen
koordinalédé donorcsoportot tartalmaz oldallancéban (pl. aminocsoport {bisz(imidazol-2-
iDmetilamin} vagy hisztidin {Bu’OCO-Pro-His-Gly-NHCH(imidazol-2-il);} [42]), a
komplexképzodést az kismértékben befolyasolja, de alapvetd valtozast a koordinacidban nem
eredményez az alapvegyiilethez képest. Reedijk és munkatérsai valtozatos szerkezetii szintén
bisz(imidazol-2-il)metil-amin tipusi (koztiikk harom- illetve négy imidazolgyiiriivel
rendelkez6) ligandumokat és ezek réz(I)komplexeit allitottdk elé (ClO47, NOs™ illetve BF4
ellenionokkal) egykristaly formajaban [17-19]. A négyfogl, hirom imidazolgyiiriivel
rendelkezd biib — melynek vizes oldatban torténd komplexképz6désének vizsgélataval jelen
dolgozat is foglalkozik — réz(II)ionokkal etanolos kdzegben imidazolhidas Cu,L; Gsszetételii
komplexet képez. Metiléncsoporton keresztiil lancszerlien kapcsolddd, harom- és négy
imidazolgytirtis ligandumok és kiilonbdzo geometridji rézkomplexeik eldallitasa Cl° és ClO4
ellenionokkal Mulliez nevéhez flizodik [43]. Ezen poliimidazolszdrmazékok egyensulyi és
oldatbeli szerkezetének vizsgalatat kutatdcsoportunk végezte el [44]. Az eredmények alapjan
réz(Il)- illetve cink(I)ionokkal rendkiviil stabil ML és ML, Osszetételi toérzskomplexek
alakulnak ki. Linearis szerkezetli, imidazolcsoporto(ka)t is tartalmazd (poli)amino-
szarmazékok elballitasara és fémkomplexeik tanulmanyozasara is szdmos példa taldlhaté az
irodalomban [45-47]. A bisz(imidazol-2-il) tipusi ¢és a linedris szerkezetii
imidazolszarmazékok mellett az imidazoltartalmu ligandumok tovabbi jelent6s csoportjat a
tripodalis ("haromldbu") imidazol donorcsoporto(ka)t tartalmazé ligandumok alkotjak
[19,20,46,48]). Az ilyen tipusi ligandumok szamos kedvezd tulajdonsidgnak koszénhetden
kiilonsen alkalmasak arra, hogy a rézproteinek elektromos és geometriai sajatsigairol

indirekt mdédon tovabbi informaciét nyerjiink. A négyfogu tripodalis ligandumok &tés
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koordinécioju, trigonalis bipiramisos vagy négyzetes piramisos illetve a kett6é kozotti atmeneti
szerkezetli komplexeket képeznek. A kialakuldé struktura nagymértékben fiigg a
Az eddig vizsgélt tripodalis ligandumok nagy része azonos vagy a kozponti atomtol
ugyanazon tavolsagra elhelyezkedd donorcsoportokat tartalmazott, holott az €16 szervezetben
eléforduld négyzetes piramisos szerkezetli komplexek képzddése az eredmények alapjan csak

az aszimmetrikus struktiraji molekuldktdl varhato [48-53].

2.4. A foszfoészterdazok és modellvegyiileteik

A foszfodiészterek hidrolizisének éltalanosan elfogadott mechanizmusat a 2. ébra
mutatja. A hidroxidion nukleofil tdmadast hajt végre a parcialis pozitiv toltést foszforatomon,
amely trigondlis bipiramisos szerkezeti foszforan intermedier kialakuldsat eredményezi,
melynek stabilizalodasa egy foszfor-oxigén kotés felhasadasaval valosul meg. Az €l
szervezetekben a foszfatészter kotés enzimatikus hidrolizisének mechanizmusa az egyszer(
baziskatalizalt folyamathoz hasonléan minden esetben Sy2, amely leggyakrabban egy

fémionhoz koordinalt hidroxidnak a foszforatomon torténd nukleofil tdmadéasa révén megy

végbe.
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2. abra A foszfodiészterek hidrolizisének dltalanosan elfogadott mechanizmusa

A foszfatészterkotés hidrolizisét végzé enzimeket szubsztratspecificitasuk alapjan
csoportosithatjuk. Eszerint monoészterazokat (foszfatazok) €s diészterazokat kiilonboztetiink
meg [54]. A foszfatdz enzimek fontos szerepet toltenek be a metabolitikus folyamatok
szabalyozasaban, az enzimek aktivaldsaban és dezaktivalasaban illetve a sejtek jelatado
mechanizmuséaban. A foszfomonoészterazok kozé tartozik példaul az irodalomban részletesen

targyalt alkali-foszfataz.
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Az alkéli-foszfatazok olyan nem specifikus foszfomonoészterazok, amelyek — mint
ahogy a nevik is mutatja — maximalis aktivitasukat pH = 9-10 kozott érik el. Legismertebb
képviselojiik az E. coli alkali-foszfatdz, melynek aktiv centruméaban két Zn(II) és egy Mg(II)
talalhato. Az enzim mikodésére a 3. abran lathatdé mechanizmust javasoltdk [55]. A
foszfomonoészter eloszor 1,3-hidas formaban kotodik a két fémcentrumhoz, a Znl-hez a
monoészter ¢észterkotésben 1évé oxigénatomjan keresztiil. Egy a Zn2 éaltal kialakitott
alkoholation (szerin oldallanc) nukleofil tdmadasa révén trigonalis bipiramisos atmeneti
allapot alakul ki, ahol a foszfat el6z6leg a Zn2-hoz koordinalt oxigénatomja hidként koti
Ossze a két fémiont és a szerin oxigénatomja a Zn2-hoéz koordinalédik. A foszfomonoészter
Znl-hez koordinalddott alkoholatcsoportja eltadvozik, majd a méasodik 1épésben a foszforilalt
szerin atmeneti komplexet a Znl-hez koordinalt hidroxidion nukleofil timadas révén hasitja
¢és foszfatcsoport kialakuldsat eredményezi. Emellett mindkét trigonélis bipiramisos dtmeneti
komplex hidrogén-hidas kotések révén is stabilizalodik. A mechanizmus érdekessége, hogy

az egymast koveto 1épésekben a két fémion szerepe felcserélddik.

O\ /;O/\ B % O\ /O © /O
i ik O Ser R Per” \P\ i
™~ A0 Ser HO_ o) Ser
His /O O\ : Hi /O é) | e \ \O |
: is : .
" >7nt zZno——His B0 R, IS>zm/ Szng—His
His” \ / \A His” \ RN His™ \ I
Asp Asp ASp Asp Asp Asp Asp Asp Asp

3. abra Az alkali-foszfatazok miikodésére javasolt reakciomechanizmus

A nukleazok a foszfodiészteraz enzimek legfontosabb alcsoportjat alkotjak. Feladatuk
a nukleinsavak lebontasa és mddositasa, a DNS szakaszok javitdsa és a virusok elleni
védekezés. Modellrendszereik tanulmanyozéasa nemcsak miikodési mechanizmusuk tisztazasa
érdekében folyik, hanem az in. mesterséges nukledzok jelentékeny szerepet tolthetnek pl. a
jovo  biotechnoldgidjaban, hiszen a nagy hidrolitikus aktivitdsi modellvegyiiletek
oligonukleotid konjugaltjai alkalmasak lehetnek az RNS és DNS szekvenciaspecifikus
hidrolizisére, ezaltal az ilyen tipusu vegyiiletek tervezésére és eldallitasara fokozddo igény
mutatkozik.

Az E.coli polimeraz I foszfodiészteraz aktivitassal bird 3',5'-exonukledz egysége két
fémiont (Mg, Mn, Zn vagy Co, melyeknél a fém-fém tavolsag kb. 4 A) tartalmaz, melyek
koziil az M1 a szubsztrat tavollétében is erdsen kotddik a proteinhez, mig az M2 csak annak

jelenlétében. A rontgenszerkezet és enzimkinetikai vizsgalatok alapjan [56,57] az alabbi

mechanizmus valdszintisithet6 (4. abra). A foszfodiészter 1,1-hidas formaban kétddik meg, a
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két fémiont egy karboxilat és a szubsztrat koordinaléd6 oxigénatomja koti Ossze, ezaltal a két
fémion kooperativ egyiittmiikddése révén hatékonyabb elektrosztatikus aktivalas (kétszeres
Lewis-sav aktivalas) valosul meg. A nukleofil tdmadast az M1 segitségével kialakuld
hidroxidion hajtja végre, mig M2 a hozza kotodo 3'-észteres oxigén révén a tdvozd csoport
stabilizalasaban vesz részt. Meglepd mdédon a két fémion egylittmiikodése Gnmagaban
elegend6 a foszfodiészter hidroliziséhez, hiszen a mechanizmusban a protein egyetlen

oldallanci csoportja sem vesz részt.
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4. abra A DNS polimeraz I 3',5'-exonukledz egységének miikodési mechanizmusa

A foszfoészteraz enzimek természetes szubsztratjai (foként a foszfodiészterazok
esetén) a hidrolizissel szemben rendkiviil ellenalléak, fizioldgids pH-n és 298 K
homérsékleten a hidrolizis félélettartamat a monoalkilfoszfatoknal 8 évre [58], mig a
dialkilfoszfatok esetében 200 millio6 évre becsiilik [59]. Az elézéek alapjan a
modellvizsgalatok viszonylag nagy részénél a sokkal reaktivabb p-nitrofenil-észtereket
hasznaljak. Ezek az tUgynevezett aktivalt, vagyis jo tavozd csoportot tartalmazd
foszfatészterek konnyebben vizsgalhatok ¢€s nagysagrendekkel olcsébbak mint az tn.
nemaktivalt bioldgiai foszfatészterek (1d. 3.2.3. fejezet). Emellett az aktivalt szubsztratokkal
kapott eredmények jO becslést jelentenek a nekik megfelelé, nemaktivalt analogok
hidrolizisére vonatkozoan. Figyelembe kell venniink azonban azt is, hogy az egyes
modellvegyiiletek nem feltétleniil segitik eld aktivalt és nemaktivalt foszfatészterek
hidrolizisét is. Az eltérés foként akkor mutatkozik, amikor a bioldgiai foszfatészterek
hidrolizisének sebességmeghatarozd lépése az alkoholatcsoport tdvozésa [60], hiszen a
nitrofenolcsoport pK-ja kb. hét logaritmus egységgel kisebb, mint az alifés alkohol pK-ja.

A legtobb foszfoészteraz enzimben, mint ahogy az a rontgenszerkezetvizsgalatok
alapjan megallapithato, kettd esetleg harom, két- vagy haromvegyértékli fémion vesz részt a
szubsztrat hidrolizisében, s igy a nagy katalitikus hatékonysag, legalabbis részben a fémionok
egyiittmiikodéséhez rendelhetd. A fémionok a foszfatészterek hidrolizisét a kovetkezd

modokon segithetik elo:
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— koordinaci6 révén aktivaljak a szubsztratot (Lewis-sav aktivalds) és kompenzaljak annak
negativ toltését .

— ugyancsak koordinécié révén részt vesznek az atmeneti komplex és a tavozd csoport
stabilizalasaban

—~ semleges pH-n képesek a nukleofil tamadast végrehajté (koordindlt) hidroxidion
kialakitasara.

A fenti sajatsagok alapjan, a fémionok illetve a fémkomplexek a jelenleg
rendelkezésre 4ll6 leghatékonyabb nemenzimatikus reagensek a foszfatészterek enyhe
koriilmények ko6zo6tti hidrolizisében. A modellvizsgalatok kezdeti idoszakaban féként
Co(Illl)komplexeket tanulmanyoztak, késobb ezeket a kutatdsokat igen nagyszamu fémionra
kiterjesztették (Cu(ll), Zn(Il), Fe(IIl), La(Ill), Ce(IV), Zr(IV)). A Co(Ill) er6s Lewis-sav
jellege révén nagymértékben aktivalja a szubsztratmolekulat, ligandumcseresebessége
azonban lassi, igy példaul egy Co(Ill)-hoz koordinalt foszfodiészter hidrolizise inert
foszfomonoészter komplex kialakulasat eredményezi. Ezért a hidrolizis a Co(II) esetén
altalaban nem katalitikus és ebbdl kifolydlag ezeknek a rendszereknek nincs nagy gyakorlati
jelentdsége a mesterséges foszfoészterazok tervezésében. Ennek ellenére a Co(III)komplexek
tanulményozasa jelentékeny médon hozzajarult a fémion altal indukalt foszfatészter-hidrolizis
megértéséhez, mivel a gyors szubsztratcsere nem bonyolitja a kinetikai analizist.

A Co(Ilkomplexekkel ellentétben a kinetikailag labilis fémkomplexek gyors
ligandumcserét biztositanak és igy némelyikiik valddi katalitikus hatassal rendelkezik. A
Zn(Il) erésebb komplexképz6 jellege, Lewis savassiga és a fémionhoz koordinalt
vizmolekula elobbiekbdl adodé alacsony pK-ja, valamint jelenléte a nativ foszfatazok aktiv
centruméban arra inspiralta a kutatokat, hogy nagyszamu cink(II)tartalmi kétmagva
mesterséges foszfatazt fejlesszenek ki. Ezzel ellentétben csak kevés Fe(Ill)ion tartalmi
modellrendszert vizsgaltak. Ugyanakkor bar a Cu(II)- és a Ln(IIT)ionok bioldgiai szempontb6l
nem relevansak, kedvez0 kémiai sajatsagaik néhany esetben rendkiviil nagy hidrolitikus
hatést eredményeznek fémkomplexeikben (a Cu(Il) esetén 10®-szoros, mig a Ln(II)ionok

esetében 10"3-szoros sebességnovekedés).
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2.4.1. Modellezés aktivalt foszfatészterekkel

Kimura és munkatarsai részletesen vizsgaltak az S5.a abran lathatd oktaazakriptand
kétmagva alkoxo-hidas cink(Il)komplexét, amely egyediilallo viselkedést mutat, hiszen
szelektiven képes foszfomonoészterek hidrolizisét felgyorsitani [61]. Az alkoxo-hidas dimer
kristalyszerkezete két megegyez0, trigonalis bipiramisos cinkcentrum jelenlétét mutatta. A 4-
nitrofenil-foszfat hidrolizisére kifejtett viszonylag jelentés hatas (kops = 7,5%10°, pH =6, T =
308 K és 5 mM komplex jelenlétében) a szekunder amin nukleofil tamadasa révén valdsul
meg. Meghatdroztak a 1étrejovo nagy stabilitasu intermedier kristalyszerkezetét is, amelyben
a foszforamid oxigének 1,3-hidas forméban kotédnek a fémcentrumokhoz (5.b abra), igy a
reakci6 nem Kkatalitikus. A reakcid mechanizmusara az S.c abran lathatd sémat javasoltak,
amelyben a szubsztrat hidként koti 6ssze a két fémiont leszoritva azokrdl az axialisan kétddo

aminocsoportokat, majd ezek egyike nukleofil tdmadéas hajt végre a foszforatomon, ami

e

W ('ﬁ:n/o/\\x Gl ONH}
G G
t/NOH k/:H\) k/ﬂH\)

a b C

tulajdonképpen foszforil-transzfert eredményez.

5. abra Kimura és munkatarsai altal tanulmanyozott kétmagvu cink(Il)komplex

Itoh és Fujii triamin és tetramin szarmazékok cink(II)komplexeinek (6. ébra)
hidrolitikus hatasat vizsgélta a foszfotriészter 2,4-dinitro-fenil-dietil-foszfat hidrolizisére
vonatkozdan [62,63]. Az aktiv részecske ZnL(OH) dsszetétellinek adddott €s azt tapasztaltak,
hogy a triamin-komplexek aktivitdsa joval nagyobb, mint a tetramin-komplexeké. Az
eredmények alapjan a legnagyobb aktivitassal az 1,5,9-triazaciklododekéan cink(I)komplexe
(6.¢ abra) rendelkezik (koy = 0,0225 M's™!, T = 298 K, v; = koux[ML(OH)][észter]), illetve
emellett a cisz-cisz-1,3,5-triaminociklohexan cink(Il)komplexe (6.d é&bra) is jelentds
hidrolitikus aktivitissal bir (koy = 0,0197 M's", T = 298 K). Megallapitottak, hogy a
komplexek sebességi allanddinak logaritmusa linedrisan novekszik a koordinélt viz pK-janak

csokkenésével, valamint csokken a ligandumok komplexképzd sajatsagainak erdsodésével.
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Ezek alapjan azt feltételezik, hogy eldszor a foszfatészter a cink(Il)ionhoz koordinalddik,

melyet a fémhez koordinalodott OH" csoport foszfatészteren torténd nukleofil timadéasa kovet.

CI)Hz |OH2 CI)H2 ?Hz
Zn
S = HN" ] ONH
4/ . \>2 </ NH2 bl\y
a d
(|)H2 OH2 (|)H2 OH2
N
HN NH
HN/Z;\ CHzN\ /NHz 3 et M e R
L/ SNH HoN l \) HN NH
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e f g h

6. abra Tri- és tetraminszarmazékok cink(ll)komplexei (Itoh és Fujii)

Az aktivabbnak bizonyult triamin szarmazékok réz(II)komplexeinek hidrolitikus hatasat is
tanulmanyoztak, a vizsgalatok soran a foszfodiészter 2,4-dinitro-fenil-etil-foszfatot és az
elobb emlitett foszfotriésztert alkalmaztak szubsztratként [62,64]. Az aktiv részecske szintén
ML(OH) osszetételinek adodott, a legnagyobb aktivitast pedig itt is az 1,5,9-
triazaciklododekan fémkomplexe esetén tapasztaltdk (kon = 8,35 M's! a foszfotriészter
illetve 0,231 M's™ a foszfodiészter esetén, T = 298 K). Foszfodiészter felesleget (10-100
szoros) alkalmazva 10 %-os metanol-viz elegyben telitési kinetikai vizsgalatokat is végeztek
és megallapitottak, hogy rendszer leirhaté a Michaelis-Menten-féle kinetika segitségével
illetve a foszfatdiészter hidrolizise soran képzddé foszfatmonoészter — amely bar gyakran
inhibitorként viselkedik — a vizsgalt komplexek esetén nem fejt ki inhibidld hatast (ki =
2.9%10” ¢, Ky = 3, 4x10* M a réz(Il)-triazaciklododekan rendszerben illetve ki = 2,6x10 B
S ], Km = 4,4x10' M a réz(Il)—cisz-cisz-triaminociklohexan rendszer esetén, pH = 8,1 és T =
298 K).

Trogler és munkatarsai foszfatdiészterek — a 4-nitrofenil-etil-foszfat és a bisz(4-
nitrofenil)foszfat — hidrolizisét tanulmanyozta 348 K-en, a 2,2"-bipiridin [Cu(bpy)(H20),]*
osszetételli komplexe (7.b abra) segitségével [65]. A 4-nitrofenil-etil-foszfat esetén tobb, mint
1000 katalitikus ciklust detektaltak, a bisz(4-nitrofenil)-foszfat hidrolizise pedig 6300-szor
bizonyult gyorsabbnak az autohidrolizishez képest. Az aktiv részecske CuL(OH)
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Osszetétellinek adodott, a telitési kinetikai vizsgalatok a Michaelis-Menten kinetikara jellemz6
viselkedést mutattak (ks = 5,6x10° s, Ky = 4,7x102 M) és egyben bizonyitékul szolgaltak

a katalizator—szubsztrat komplex kialakulasara.

2.4.2. Modellvizsgdlatok nemaktivilt foszfdtészterekkel

A DNS rendkiviil ellenéllé hidrolitikus szempontbdl, autohidrolizisének fél€lettartama
kb. 200 milli6 év, mig az RNS kevésbé inert, félélettartama kb. ezer év, ami a nukleofil 2'-OH
csoport intramolekularis részvételével magyarazhat6. Ezen nagymértékii inertség ellenére
bizonyos fémkomplexekkel a hidrolizis akar szazmillidészorosara is felgyorsithato.

A fémkomplexekkel t6rtén6 RNS-hidrolizis vizsgalatok kezdete 1990-re teheto.
Elsoként magat a cink(Il)akvaiont tanulményoztik, amely hatékonynak bizonyult az
alkalmazott polinukleotid (poli(A);2-1s) hidrolizisére vonatkoz6an [66]. Kuusela és Lonnberg
atmenetifémionok és ciklikus poliaminokkal alkotott komplexeik hidrolitikus aktivitasat
tanulmanyoztak, a vizsgalatok soran a ribonukleéaz katalizalta RNS-hidrolizis koztitermékét (a
2',3'-ciklikus-uridin-monofoszfatot;  2',3'-cUMP)  alkalmaztdk  szubsztritként [67].
Eredményeik alapjan az 1,5,9-triazaciklododekdn MLH.; §sszetételii cink(Il)komplexe (6.e
abra) bizonyult a legaktivabbnak, amely kozel harom nagysagrenddel gyorsitja fel a 2',3'-
cUMP autohidrolizisét. Burstyn és munkatarsai az 1,4,7-triazaciklononan réz(II)komplexét
(7.a abra) RNS oligonukleotidok hidrolizisére vonatkozdan vizsgaltak és megallapitottak,
hogy fizioldgias pH-n (pH = 7,2) és hdmérsékleten (T = 310 K) a komplex mind az egyszalu,
mind a kétszali RNS-t hidrolitikus uton hasitja, valamint a komplex emellett hidrolaz
funkcidval is bir [68]. Chin és munkatarsai ezen komplex kétmagvi valtozatat is el6allitottak
(7.d abra), amely igen reaktivnak bizonyult az ApA hidrolizisét tekintve (1 mM komplex kb.
5 nagysagrenddel noveli meg az ApA hidrolizisét 6,6-os pH-n). Minthogy a kétmagva
komplex az el6bbi egymagvii komplex monomer analégjanak tekinthetd, lehetdség ﬁyilt a
dupla Lewis-sav aktivalas elony6s voltanak kvantitativ jellemzésére is, ez esetben a két
fémion egyiittmiikodése mintegy 600-szoros sebességndvekedést eredményez [69].

Linkletter és Chin 1995-ben egy meglehetdsen aktiv modellvegyiiletet taldltak [70],
nevezetesen a neokuproin egymagvu réz(I)komplexét (7.e ébra), amely az ApA hidrolizisét
200-szor hatékonyabban segiti €6, mint a [Cu(trpy)(H20),]** komplex (7.c 4bra) és 20000-
szer aktivabb a 2,2'-bipiridin réz(I)komplexénél (7.b abra). A vizsgalt modellvegyiilet
rendkiviil nagy hidrolitikus aktivitissal rendelkezik (10 mM komplex jelenlétében az ApA

félélettartama mindéssze 3 perc 7-es pH-n és 310 K-en), amely egyrészt azzal magyarazhato,
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hogy a metilcsoportok térgatlo hatdsa teljesen visszaszoritja az analég 2,2'-bipiridin
komplexre jellemz6 dihidroxo-hidas dimerizaciét illetve a terpiridin esetén a telitettebb
koordinacids szféranak koszonhetden monoakvakomplex képzddésére nyilik csak lehetdség,
amely egyidejlileg joval kisebb valoszinliséggel képes megkdtni a nukleofil tdmadast
végrehajto hidroxidiont és a foszfatésztert.

Az irodalomban elsdként 1987-ben szamoltak be fémion altal eldsegitett DNS-
hidrolizis vizsgalatokrél [71]. Burstyn ¢€s munkatarsai az 1,4,7-triazaciklononan
réz(Il)komplexét (7.a dbra) hatékonynak talaltak az egyszala és a kétszala DNS (pH = 7,8, T
= 323 K) aerob, st anaerob koriilmények kozott megvalositott hidrolizisére egyarant [72].
Megjegyzendd, hogy nagyon kevés azon jol definidlt fémkomplexek szama, melyek
hidrolitikus, tehat nem oxidativ uton képesek hasitani a DNS-molekulat. Itoh és Fujii
triaminok (6. abra) réz(Il)komplexeinek hidrolitikus hatasat vizsgaltak, melyek koziil csak a
cisz-cisz-triaminociklohexan réz(Il)komplexe bizonyult hatékonynak a DNS nem oxidativ

uton megvalositott hidrolizisére (ki = 4,34 h'l, pH=28,1, T=308 K) [73].
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7. abra Az RNS- és a DNS-hidrolizis réz(I)tartalmu modellvegyiiletei

21



3. Kisérleti rész

3.1. Felhaszndlt anyagok

A vizsgalt ligandumok egyszerlsitett szerkezetei a 8. abran lathatéak. A 4-amino-
imidazol-karboxamid és a 4-imidazol-ecetsav Aldrich termékek voltak, a 2,2'-bisz-imidazol
elallitasat pedig Bernarducci és munkatarsai altal leirt moédon végeztiik el [74]. Az anyagok
tisztasagat 'H-NMR vizsgilattal és potenciometrids titralassal ellendriztiik. A biib névvel
roviditett ligandumot és [MaL(ClO4)2]x2Cl0, Osszetételt egykristaly réz(II)komplexét Jan
Reedijk bocsajtotta rendelkezésiinkre [19].

Az N,N'-bisz(imidazol-4-ilmetil-5-metil)-hisztamin el6éllitasa a kovetkez6 moédon
tortént: 0,921 g (5 mmol) hisztamin-dihidrokloridot 30 cm’ vizmentes metanolban oldottunk,
kalium-hidroxiddal semlegesitettiik és fél Ords kevertetés utdn a kivalt kalium-klorid
csapadékot szliréssel eltavolitottuk. A hisztamin lesziirt oldatdhoz 1,101 g (10 mmol) 5-
metilimidazol-4-karboxaldehid vizmentes metanolos oldatat (30 cm®) éntottik. Az igy kapott
oldathoz keverés kozben 0,8 g natrium-borohidridet adtunk kis részletekben, majd 48 draig
kevertettiik (eloszér szobahOmérsékleten, az utolsé 18 draban pedig 40 °C-on) és 12 dréig
refluxaltattuk. Ezutan témény sésavval megsavanyitottuk és a kivalt csapadékot lesziirtiik. A
kapott oldatot beparoltuk (2-3 cm’-re), 30 cm® metanolt adtunk hozz4 és a kivalt csapadékot
0jbol lesziirtiik, majd vizmentes etanol hozzaadasa utan szarazra paroltuk. Az igy kapott
terméket metanol segitségével atkristalyositottuk, a kitermelés 66 %-osnak (1,47 g) adédott.
Az anyag tisztasagat "H-NMR vizsgélattal és potenciometrias titraléssal ellendriztiik. A vizes
kozegben mért 'H-NMR eredménye: & = 8,497 (d, *J ~ 0,8 Hz, 1 H, C?nH), 8,468 (s, 1 H + 1
H, C*nH), 7,125 (s, széles, 1 H, C*,H), 3,813 (s, 2 H + 2 H, im-CH,-NH), 2,890 (m, 2 H + 2
H, NH-CH,-CH;-hm), 2,213 (s, 6 H, CH3-im).

A bimdm és az mbimdm névvel roviditett ligandumokat Jean-Baptiste Verlhac
bocsatotta rendelkezésiinkre [47], a hisztamin-dihidroklorid pedig Fluka termék volt. Az
N,N'-di-L-hisztidiletén-1,2-diamint Téth Gabor és munkatirsai (AOK, Orvosi Vegytani
Intézet) allitottdk elo, az anyag tisztitisat mi végeztik el. Az eldallitas a kovetkezo
lépésekben tortént:

a., N N™-di(tert-butoxikarbonil-L-hisztidin (Boc,His) el8allitsa: 31,45 g (150 mmol)
L-hisztidin-hidroklorid-hidratot keverés kozben 80 cm® aceton, 40 cm’ viz és 76 cm’
Me;COC(0)OC(0)OCMe; (330 mmol) elegyében feloldjuk. 2 6rdig szobahémérsékleten

kevertetjiik, majd az acetont bepérlassal eltavolitjuk és a maradék vizes fézist n-hexannal
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extrahéljuk. Az igy kapott oldatot 10 %-os KHSO, vizes oldataval és etil-acetat segitsége’vel
keét fazisra osztjuk, a szerves fazist Na;SOy-tal szaritjuk és beparoljuk. Az olajszerli termék
homogenitasat vékonyrétegkromatografias vizsgalatok alapjan ellen6rizhetjiik.

b., N“,Nim-di(tert-butoxikarbonil-L-hisztidil)etén-l,2-diamin (Boc,His-NH-CH,-CH,-
NH-HisBoc;) elallitasa: 50 mmol Boc,His-t 50 cm® vizmentes kloroformban feloldunk, 0
°C-ra hitjiik és 8,66 g (42 mmol) diciklohexil-karbodiimidet illetve 5,67 g (42 mmol) 1-
hidroxi-1H-benzotriazolt adunk hozza. A reakcidelegyet 0 °C-on 10 percig kevertetjiik, majd
1,13 cm’ etan-1,2-diamint csepegtetiink hozzd. Ezutin 2 6raig szobah6mérsékleten
kevertetjilk, a kivalt diciklohexil-ureat lesziirjitk, a maradékot beparoljuk, etil-acetitban
feloldjuk, végiil pedig 5 % KHCO3s-ot és 5 % KHSOs-ot tartalmazo vizes oldattal extrahaljuk.
A szerves fazist Na;SQq-tal szaritjuk és beparoljuk. Az olajszerii terméket etil-acetat és n-
hexén elegyének segitségével atkristalyositjuk (A kitermelés 57 % (2,1 g).

c., Védéesoporteltavolitas: 1,1 g Boc,His-NH-CH,-CH,-NH-HisBoc,-t 10 cm® 1,5 M-
os sOsav ecetsavas oldataban oldjuk 0 °C-on, 30 percig kevertetjiik, az ecetsavat beparlassal
eltavolitjuk és a maradékot dietil-éterrel kicsapjuk. A kristalyos terméket lesziirjiikk, metanol
és dietil-éter segitségével atkristalyositiuk (A kitermelés 71 % (0,51 g).
Tomegspektrometrids, NMR és HPLC-vizsgélatok alapjan igy tiszta anyaghoz juthatunk. A
HPLC-mérések soran Lichrosorb 7RP18 oszlopot, mozgéfazisként 0,1 % CF;CO,H tartalmi
vizes oldatot hasznéltunk, az aramlési sebesség 0,8 ml/perc volt, tg = 8,2 perc. A vizes
kozegben mért 'H-NMR eredménye: 8,645 ppm (C2im-H), 8,410 ppm (NHamiq), 7,378 ppm
(CPin-H), 4,208 ppm (C*Hyisz), 3,314 ppm (CHa pis) és 3,251 ppm (CHzen).

A tdci és tmci névvel roviditett ligandumokat Hegetschweiler €s munkatérsai
szintetizaltdk a saarbriickeni egyetemen, nehézkes és veszélyes koztitermékek képzddésével
jard elballitasukat a 90-es évek elején dolgoztak ki [75].

A hidrolitikus aktivitds tanulmanyozasa soran hasznalt aktivalt foszfatészterek,
nevezetesen a 4-nitrofenil-foszfat (npp) és a bisz(4-nitrofenil)-foszfat (bnpp) Fluka illetve
nemaktivalt foszfatészterek csoportjaba tartoz6 2',3'-cUMP Sigma termékek voltak. A 2,4-
dinitrofenil-etil-foszfat (dnpep) eldallitisa Moss és munkatarsai 4ltal leirt médon tortént [76].
A pH allandé értéken tartasadhoz hasznalt bioldgiai pufferek [mes (pH = 5,5-6,7), hepes (pH =
6,8-8,2), ches (pH = 8,6-10,0) illetve caps (pH = 9,7-11,1)] Aldrich termékek voltak. A
spektroszkopids és a kinetikai mérések soran a pH-mér6 kalibralasa 4,00-es, 7,00-es és 10,00-

es pH-ja (= 0,01) kereskedelmi forgalomban kaphat6 standard pufferekkel (Sigma) tértént.
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A katecholokkal torténd vegyesligandumt komplexképzodés tanulméanyozaséhoz a
Sigma cég altal forgalmazott dopamint és L-dopa-t haszndltuk. A fémoldatok készitéséhez
hasznalt Cu(Il)-, Zn(II)-, és Ni(II)s6k (t6bbnyire ClO4", de CI illetve NO;' is) Fluka termékek
sziikséges egyéb anyagokat (pl. K-H-ftalat, ionerdsség beallité s6k, DO, olddszerek) a
Reanal, Sigma, Fluka vagy Aldrich cégektdl vasaroltuk.
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8. abra A vizsgalt ligandumok egyszeriisitett szerkezetei
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3.2. Az alkalmazott vizsgdlati modszerek
3.2.1. Potenciometrids titrdldsok

A ligandumok protonalédasi 4llandoit és a fémkomplexek képzddési allandéit pH-
metrids titralasok értékelésével kaptuk meg. A méréseket 25,0 + 0,1 °C-ra (illetve a dhen és a
ha esetén 90 + 1 °C-ra is) termosztalt, zirt mér6edényben, 4llandé ionerbsség mellett (0,1 M)
hajtottuk végre, a szén-dioxid és a molekuldris oxigén tavoltartisira nagytisztasagi argon
gazt buborékoltattunk at a vizsgilandé oldaton. A titralasokhoz 0,1 M koncentraciéji
karbonatmentes NaOH-oldatot hasznaltunk, melyet a Merck cég Titrisol markanevii
lagkoncentruménak higitdsdval vagy exszikkatorban tartott szilird NaOH (Fluka)
segitségével készitettiink el, mindkét esetben frissen kiforralt és lehlit6tt kétszer desztillalt
vizet hasznaltunk, melyen el6zdleg Ar-gazt buborékoltattunk at. A zirt edényben, Ar
atmoszféra alatt tartott NaOH-oldat pontos koncentriciéjat 0,05 mol/dm’ koncentraciéjii
kalium-hidrogén-ftalattal hataroztuk meg. A mérboldat adagolasdhoz és az adatok
rogzitéséhez szamitoégéppel vezérelt Metrohm 665 Dosimat tipusi automata titrald
berendezést, az elektrodpotencial illetve a pH mérésére Orion 710 A pH/mV-mérét és Orion
8102 BN illetve Metrohm AG 9101 tipusti kombinalt {ivegelektrodot hasznéltunk.

(A reprodukalhat6sag: + 0,1 mV illetve 0,004 pH egység.)

Az elektrod kalibraciés paramétereit egy gyenge egyértékii bazis [trisz-(hidroxi-
metil)-amino-metén; tris] és egy erds sav (perklorsav illetve sésav, az alapelektrolitt6l
fliggben) elegyének titrdlasaval hatdroztuk meg. A kalibraciot minden mérés elétt elvégeztiik,
az Osszetartozé mérdoldat fogyas — potencial értékparokbdl a modositott Ne?f—egyenlet [77]

E=Eo+KxIg[H]+Jyx[H]+ Jon x Ky /[H] (1)
paramétereit (Eo, K, Ju és Jou) nemlinedris legkisebb négyzetes paraméterbecsléssel
hataroztuk meg, ahol:

E¢ — a rendszer normal (vagy formal) potencialja

Ju és Jou — az elektrod savas és ligos hibéjat jellemz6 paraméterek

Ky — a vizionszorzat (pKy, = 13,75; T=25°C és1=0,1 M)

K- (RT/nF) x 2,303

R - az egyetemes gazallandé (Jmol'K™)

T — a homérséklet (K)

n-az eleﬂ{lszémvéltozés az elektrédfolyamatban

F — Faraday-alland6 (96487 C/mol)
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A kalibréck,{és adatok segitségével a mért potencialértékekbdl az egyenlet [H']-ra torténd
megoldasaval nyerjiik az dsszetartoz6 mérdoldat — pH értékparokat.

A vizsgalt rendszerekben keletkezd kiilonbozé osszetételii részecskék képzddése a
kovetkez0 altalanos egyensulyi folyamattal értelmezhet6:

PM+qL+rA+sHo MLAH, (2)
(ahol "A" a terner redszerekben hasznalt masik ligandumot jel6li)

A toltéseket az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban is elhagyjuk és nem jeldljik a
fémionhoz k6t6d6 vizmolekulat sem (amelyek a fémion koordinacids szférdjanak telitettségét
biztositjak). A fenti altalanositott részecskének a képzddési alland6ja Bpgs. A ligandumok
protonalddasi allandoit a SUPERQUAD [78] nevil szamitogépes programmal hataroztuk meg,
a komplexképzodési allandok szamitdsara a PSEQUAD [79] szamitogépes programot
hasznaltuk fel. A ligandumok torzsoldatainak titralasa soran kapott adatokbol a protonalédasi
allandok meghatarozasa mellett a SUPERQUAD nevii programmal egyuttal a ligandumok
tisztasagat is ellendrizhetjik. A PSEQUAD nevii program megadja a feltételezett részecskék
képz6dési allandéit, azok hibajat (az eredmények kozlésekor a zardjelben szerepld szam a
kozolt ért€k utols6 szamjegyét terheld hibat jelenti), a kisérleti és a szamitott gorbék eltérését
jellemz6 illesztési paramétert és egy adott komponensre vonatkozéan kirajzolja az
asszociatumok koncentracideloszlasi goérbéjét a pH fiiggvényében. Egy adott rendszer
modelljének a feltételezett asszocidtumok Osszességét nevezzik €s azt a modellt tekintjiikk a
rendszert leironak, amely kémiai megfontolasok alapjan értelmezhetd és amelynél az illesztési
paraméter a legkisebb. A pH-metria altal szolgaltatott informaciok alapyetd fontossagiak a
komplexkémiai vizsgalatokban, de sok esetben nem lehet csak ez alapjan egyértelmii
kévetkeztetéseket levonni. Abban az esetben, ha két részecske képzddése azonos pH-effektust
eredményez, akkor csupan a pH-metria segitségével nem tehetiink kiilonbséget a részecskék
kozott. Elofordulhat az is, hogy ugyanaz a rendszer tobb kémiailag reéalis modellel is
egyforman j6l leirhat6, melyek koziil csupén elvi megfontolasok alapjan egyik sem vethetd el.
Ezért a pH-metrias adatok kiértékelésekor minden esetben fliggetlen, dontéen spektroszképias
(UV-lathaté, CD, ESR, NMR) vizsgalatokra is tdmaszkodtunk. A 90 °C-on végzett pH-
metrids mérések kivitelezése soran 0,05 M-os hepes pufferrel kalibraltuk a pH-méré —
elektrdd rendszert (pK = 6,6, ha T = 363 K [80]) és idealis Ne{r'ét-i funkcidt feltételeztiink.
Ezen a hdmérsékleten a pK,, = 12,07 [81], a meghatarozott képzddési allandék a kisérleti

kériilmények miatt joval nagyobb hibaval terheltek és mindenképpen kritikusan kezelendok.
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A protonalodasi allandokat altalaban 4-5, a komplexképzOdési allandokat 6-10
figgetlen titralasbol hataroztuk meg (kb. 70-80 mérési pont titrdlasonként). 90 °C-on
4-5 fuggetlen titralasbol szamoltuk. A 4-amino-imidazol-karboxamid és a 4-imidazol-ecetsav
esetén a fém-ligandum ardny 1:1 és 1:6, a ligandumkoncentracié 2x10? és 1x10? mol/dm®
kozott valtozott. Mivel a 2,2'-bisz-imidazol oldhatésaga meglehetdsen kicsi vizben, ezért a
titralasokat a megszokott 5-10 cm’ oldattérfogat helyett 100 cm’-es térfogatokban végeztiik
([L] = 4x10™* M), a fém—ligandum arény 1:1 és 1:4 kozott valtozott. A biib névvel roviditett
ligandum esetén csak réz(II)tartalmii ekvimolaris és kétszeres fémfelesleget tartalmazé
rendszereket vizsgéltunk, mivel nem allt kell6 mennnyiségli ligandum a rendelkezésiinkre és
ezért méréseinket [CuyLa(ClO4)2]x2C104 Osszetételii egykristaly segitségével tudtuk csak
elvégezni. A protonalddési allandékat 0,004 M-os ligandumoldattal hatiroztuk meg, a
komplexképz6dési allandokat az egykristaly perklérsavas oldata segitségével, amely a
ligandumra nézve szintén 0,004 M-os volt. A bimdm és az mbimdm névvel roviditett
ligandumok esetén ([L] = 0,004 M) 1:4, 1:2 illetve 1:1 fém-ligandum aranyt alkalmaztunk.
Mivel a katecholokkal térténd vegyesligandumu komplexképzddés leirasashoz sziikségiink
van a torzsrendszerek pontos ismeretére, ezért ijra meghataroztuk a dopamin és az L-dopa
protonalodasi és komplexképzddési allandoit az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények
mellett ([L] = 0,004 M, az alkalmazott fém-ligandum arany 1:4, 1:2 illetve 1:1 volt). Mivel
mind az imidazoltartalmi ligandumok, mind a katecholaminok tobbféleképpen
koordinalddhatnak, vagyis a képz6dd vegyesligandumi komplexekre tobbféle szerkezet is
elképzelhetd, ezért modellrendszerek vizsgélata is sziikségessé valt, melyeknél szintén
elsodlegesen sziikségiink volt a torzsrendszerek altalunk alkalmazott kisérleti feltételek
melletti leirasara. A glicin esetén ([L] = 0,005 M) 1:2 és 1:4 fém-ligandum aranyt
alkalmaztunk, a hisztaminnal ([L] = 2x10° - 1x10? M) ez az arany 1:8 és 1:1 kozott
valtozott. A vegyesligandumu rendszerek tanulmanyozasa sordn 1:2:2, 1:1:2 és 1:1:1 fém—
ligandum'ligandum? arany mellett hatiroztuk meg a képzédési allanddkat ([M] = 0,003 M,
L' = bimdm, mbimdm, hisztamin, L2= dopamin, L-dopa, glicin). Az N,N'-di-L-hisztidiletan-
1,2-diamin esetén az 1:2 és 1:1 fém-ligandum ardnyok mellett lehet6ségiink nyilt 2:1
rendszerek tanulméanyozasara is ([L] = 2x10” — 1x10? M). Az altalunk szintetizalt N,N'-
bisz(imidazol-4-ilmetil-5-metil)-hisztaminnal ([L] = 1x102 - 3x10'3) 1:1 és 1:2 fém-

ligandum aranyt alkalmaztunk.
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3.2.2. Spektroszkopids vizsgdlatok

Az UV/VIS abszorpcios spektrumokat Hewlett Packard 8452A tipusu diédasoros,
valamint az Ocean Optics cég altal forgalmazott S2000/PC2000 tipusi spektrofotométeren
vettiik fel. A réz(I)komplexek egyedi szinképeit a PSEQUAD programmal szamitottuk. A
CD (cirkularis dikroizmus) szinképeket Jobin Yvon CD6 tipusu spektropolariméteren
regisztraltuk a 230-800 nm hullimhossztartomanyban. A CD intenzitasokat, a jobbra és a
balra cirkuldrisan polarizalt fény abszorpcidja kozotti kiilonbségként, a teljes fémion-

koncentriciéra vonatkoztatva M'cm’

egységben adtuk meg. Az optikai Uthosszat a
spektrofotometrids (az aktivalt foszfatészterekkel végzett kinetiai mérések is ide tartoznak)
vizsgalatok ¢és a CD-spektrumok felvétele sordn az adott rendszertél és
hullamhossztartomanyt6l fliggben valtozattuk: 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 illetve 3 cm-es uthosszal
rendelkez6 kvarckiivettakat hasznaltunk, az allandé hémérsékletet termosztalhato kiivettatartd
segitségével biztositottuk.

Az ESR-spektrumokat JEOL-JES-FE 3X spektrométeren vettik fel 77 és 298 K
hémérsékleten az X savban 100 kHz modulaciéval. A mérések soran a magneses tér
hitelesitése MgO-hordozoéra felvitt mangan(Il)ion vonalai segitségével tortént. Az ESR-
paraméterek szamitasahoz Rockenbauer Antal és munkatarsai altal kifejlesztett szamitégépes
programot hasznéltunk [82], amely alkalmas tobb (idealisan két) egyidejlileg jelenlévd
részecske spektrumanak kezelésére.

Az 'H NMR-spektrumokat szobahdmérsékleten vettiik fel Bruker AM-400
spektrométeren. A 2% D;O-t és 98 % HO-t tartalmazd oldatokban az izotépeffektus
kovetkeztében fellépd pH-valtozast nem koffrigéltuk. A kémiai eltolodasokat dss-re (4,4-
dimetil-4-szilapentan-1-szulfonat natrium s6ja) vonatkoztatva adtuk meg, bels6é referensként
1,4-dioxént hasznaltunk (3,7 ppm a dss-tol).

Az ionerdsséget a spektroszkopids és a kinetikai mérések soran is 0,1 M-ra allitottuk
be (az adott rendszert6l fliggéen NaClOy-tal, NaCl-dal illetve KNO;-tal).

3.2.3. Kinetikai mérések

A modellvizsgalatokban alkalmazott aktivalt szubsztratok segitségével a bioldgiai
foszfatok mindhdrom alaptipusa (biolégiai monofoszfatészterek, DNS, RNS) modellezhetd.
Mi ezek koziil a 4-nitrofenil-foszfattal (npp), a bisz(4-nitrofenil)-foszfattal (bnpp) illetve a
2,4-dinitrofenil-etil-foszfattal (dnpep) végeztiink kinetikai vizsgélatokat (9. dbra). Az npp-t a

biolégiai monofoszfatészterek, a bnpp-t és a dnpep-t a DNS modellezésére hasznaljak. A
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nativ foszfatészterekhez hasonldéan a modellszubsztratok hidrolizise is eltérd feltételeket
tamaszt a fémkomplexek szerkezetét és ebbol kifolyodlag kinetikai sajatsagait illetéen. Mig az
aktivalt foszfatészterek hidrolizise egyszerlien kovethetd spektrofotometridsan, addig a

nemaktivalt foszfatészterek vizsgalata nehézkesebb (csak HPLC-vel lehet kovetni a reakciot)

. és a reakcid sebessége altalaban joval kisebb, mint az aktivalt foszfatészterek esetén. A

biologiai foszfatok nemaktivalt modelljeiként leggyakrabban ciklikus mononukleotidokat
illetve dinukleotidokat [DNS: TpT, RNS: UpU illetve 2',3'-ciklikus-uridin-monofoszfat, 9.

abra] hasznalnak.

NO2
i 0
w(@gete (e ror (Ol
o O
bisz(4-nitrofenil)-foszfat (bn
( ) (bnpp) OH)
i I
SO e i
o OH
4-nitrofenil-foszfat (npp)
IDI I
O2N o0—P—0O" —> ON O(H) + O—P—O
OEt OEt
NO, NO,
2 4-dinitrofenil-etil-foszfat (dnpep)
0 2 0
| NH NH NH NH
O
HO o} o Ho—w m HO—Q
O
O
S | I
P, _ "O—P=0
vz \O O=T_O |
0O o O
2',3'-cUMP 3-.UMP 2'-UMP uridin

uridin-2',3'-ciklikus-monofoszfat

9. dbra A foszfoészterek modellezésénél alkalmazott aktivalt és nemaktivalt foszfatészterek
valamint hidrolizisiik folyamata
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Az altalunk alkalmazott aktivalt foszfatészterek hidrolizisét (T = 298 K illetve 323 K)
spektrofotometridsan kovettilk a hidrolizis soran képz6d6 400 nm-es abszorbci6s
maximummal rendelkez6 para-nitrofenolat illetve 2,4-dinitrofenolat anion detektalasa révén
(e = 18900 M'cm™). A deprotonalt termék rendkiviil intenziv sévja lehetdséget ad a sebességi
egyiitthatok kezdeti sebességbdl torténd kiszamitasara. A hidrolizist kb. 2-5 %-o0s konverzidig
kovetve, az id6 fiiggvényében mért abszorbancia értékekbdl a Lambert-Beer torvény (A =
excxl) alapjan kiszamithatjuk az egyes idopillanatokhoz tartozé para-nitrofenolat
egyiitthatok pH-t6l, fém-ligandum aranytol illetve komplex-koncentraciotdl valo fliggését a

kezdeti sebességek maédszerével hataroztuk meg, s minden esetben figyelembe vettiikk a pH

sz 2

6,98) a vizsgalt pH-tartomanyban deprotonalddik (a 2,4-dinitrofenol pK-ja 4,02).
A komplex részvételével lejatszodé reakcid az alabbi egyszeriisitett egyenlettel irhato le,

K+S>K+P (3)

ahol K a komplexet, S a szubsztratot és P a terméket jeloli. A reakcid sebessége:

Ve = kx[K]x[S] (4)

vagyis a folyamat a k; masodrendii sebességi egyiitthatoval jellemezhetd. Mivel a vizsgalt
rendszerekben a reakcid ideje alatt a komplex koncentricidja éallandénak tekintheté (a
hidrolizis katalitikus jellegére vonatkozdan fliggetlen vizsgalatokat végeztiink), ezért a
%

folyamat pszeudo elsGrendii reakciéként kezelheto, A
-— '\,0 LW e
Vr = KopsX[S]  (9) 8’(

* 7oy

integralt sebességi egyenlet irhat6 fel:

[S] = [S]oxe™™! (6)

amelyben [S]o a szubsztrat kiindulasi koncentracioja, t pedig az eltelt id6. A keletkezd termék

[P} = [Slo— [S] = [Slox(1 — &™) (7)

A kapott dsszefliggést a Lambert-Beer torvénybe helyettesitve, valamint a zardjeles kifejezést

a Taylor polinom els6 két tagjaval egyszer(sitve a pszeudo sebességi egytitthat6 a kovetkezo

,,,,,
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Kobs = (A — Ag)le x I x [Slox t (8)

ahol Ay a 0 id6pillanatban mért abszorbancia, vagyis az alapvonal.

A masodrendii sebességi egyiitthato meghatarozasdhoz a pszeudo elsérendii sebességi
egyiitthatok komplexkoncentraci6tdl valo fliggését is tanulmanyoztuk. Ahol a gyors reakcié
erre lehetdséget adott, ott nem csak a reakci6 kezdeti szakaszat vizsgaltuk, hanem a teljes
kinetikai gorbét is felvettiik, vagyis kb. 90-95 %-os konverzibig kovettiik a reakciét. Ebben az

esetben a kovetkezo egyenlet alapjan szamoltuk ki a sebességi egyiitthatot:

IN([SV[S]o) = Kobs x t  (9)

A vizsgalt modellrendszerek altalaban j6l leirhatok az enzimreakciok esetén altalanos
Michaelis-Menten-féle kinetikaval, azaz a folyamat soran kinetikailag stabilis atmeneti
komlex alakul ki:

k1 kkat
K+S == KS —» K+P
k- (10)

A k; és a k.| az el6egyensily oda- és visszairanyu reakcidjénak sebességi egyiitthat6ja, a kia
pedig a katalitikus sebességi allandé. A folyamatot jellemzo tovabbi paraméterek:

Kassz = Kilkq (11)  Ku = (Katkia)ke (12)  Kiat X Kassz = k2 (13)

melyekben Kass, az asszociaciés allando, Ky a Michaelis-Menten konstans és k. pedig a
masodrendii sebességi egyiitthaté. A modellreakciokban ki, rendszerint kis érték (kia << k.1),
igy Km egyszeriisitve K, reciproka (Kassz = 1/Ky), amely ezen feltételek teljesiilése mellett
az atmeneti termék stabilitisat jellemzi. A telitési kinetikai vizsgalatokbdl ezen paraméterek
meghatarozhatok, emellett ezzel a mddszerrel is kiszamithaté a k, masodrendii sebességi
egylitthatd értéke. A telitési gérbe hagyoméanyos modszerrel torténd felvétele soran a kezdeti

sebesség szubsztratkoncentraciétol valéd fiiggését vizsgaltuk,

Vi = KiatxKmx[K]x[S)/(1+Kn[K]) (11)

illetve részben oldékonysagi problémak miatt forditott médszert is alkalmaztunk, vagyis a
kezdeti sebességnek a hidrolitikusan aktiv komplex koncentracidjatél valé fliggését is
tanulmanyoztuk.

A réz(II)-tmci rendszerben lejatsz6dd szubsztratinhibicio folyamata (4.5.2. fejezet) az
alabbi mechanizmus segitségével irhaté le. Az elsé egyenlet megfelel az altalanos Michaelis-

Menten kinetikanak, a masodik 1épésben pedig a szubsztrat gatld hatasa érvényesiil, amely az
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inaktiv KS, adduktum képzodésével értelmezhetd.

K1 kkat
K+S = KS —> K+P
K2

A kezdeti sebesség ebben az esetben az alabbi egyenlettel szamolhato:

Vii = kiatX[K]/(1+K4/[S]+[SVK2)  (13)

A dolgozatban szereplé mérési pontok 3-4 parhuzamos mérés atlagat jelentik (a
parhuzamos mérések kozotti eltérés kb. 5-10 %).

Nemaktivalt foszfatészterrel, nevezetesen a 2'.3'-cUMP-vel is végeztiink kinetikai
vizsgalatokat (T = 363 K), ebben az esetben nagynyomast folyadékkromatografiaval
kovettiik a hidrolizis folyamatat. A méréseket M-600 gradiens pumpaval, M-996 diddasoros
detektoron (A = 260 nm), Millenium 2010 Cromatography Manager kiértékel6 rendszerrel
(Millipore, Waters Chromatography Division, Milford, MA, USA) végeztik. A
kromatografias oszlop Lichrospher 100 RP-18 (150x4 mm) 5 um szemcseatmérdjli oszlop
volt (Merck). Mozgéfazisként 4,3-as pH-ji 0,025 mol/dm™ koncentracioju acetat puffert
hasznaltunk, amely NH4Cl-ra nézve 0,1 M-os volt (az aramlési sebesség: 0,4 cm’/perc).

A pH beallitasat 298 K-en végeztik el, majd ezeket az értékeket 363 K-re
extrapolaltuk az alkalmazott bioldgiai pufferek pK-janak ismeretében (pKmes = 6,1, pKhepes =
7,5 és pKehes = 9,3 ha T = 298 K). A hepes pK-ja ismert 363 K-en (pK = 6,6), a mes €s a ches
pufferek pK-it pedig meghatéroztuk (pKmes = 5,4 £ 0,05 illetve pKches = 7,8 £ 0,05, T = 363
K). A dolgozatban szerepld mérési pontok mindegyikét 10 kiilonb6z6 idépillanatban vett
minta segitségével szamoltuk és természetesen egy pontra legalabb egy parhuzamos mérést is
végeztiink. Az egyes mintakat a kivétel utan azonnal jeges vizbe helyeztiik, ezaltal a reakciot
befagyasztottuk. Egy méréssorozat soran a kiilonbozé idépillanatokban meghatarozott
szubsztratkoncentracio ¢és a mintavétel idépontjanak ismeretében a 9. egyenlet segitségével
([So] = 5x10™* M) hatéroztuk meg a pszeudo elsdrendii sebessagi egyiitthatot (a mérési
pontokra a legkisebb négyzetek mddszerével illesztettiink). A hidrolizis folyamatat a 9.4bra

szemlélteti.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Kétfogukent koordindlodo imidazolszdrmazékok Cu(Il)-, Zn(I)- és Ni(I)komplexei

A vizsgalt ligandumok pH-metridsan meghatarozott protonalédasi alland6ibél szamolt
pK értékeit valamint fémkomplexeik képzodési allandoit az 1. tablazat tartalmazza. A
ligandumok véltozatos szerkezetének ko&szonhetéen a kiilonbozé komyezetben 1évo
imidazolgytirlik igen eltéré bazicitdssal rendelkeznek. A 4-amino-imidazol-karboxamid
elsoként deprotonal6dd csoportjanak meglepden alacsony pK-ja — amelyet az alkalmazott
korilmények mellett nem tudtunk meghatirozni — az imidazolgyiirth6z vagy a
aminonitrogénekhez rendelhet6. Bar az imidazolgylirli bazicitisara az amino- és az
imidazolcsoport szeparacidjanak cstkkenése nagyobb hatast gyakorol, mint ahogy az a
hisztamin (pK.m = 9,74 és pKim = 6,07 [37]) és a 4(5)-aminometil-imidazol (pKam = 9,35 és
pKim = 4,73 [83]) pK-inak Osszehasonlitisabdl lathatd, egyértelmili hozzirendelés a mért
alacsony pK-k miatt nem tehetd. A 2,2'-bisz-imidazol els6ként deprotonal6do
imidazolcsoportjdnak szintén igen alacsony pK-ja egyrészt a kozvetleniil kapcsolédd
imidazolgytirlik kozotti elektronszivd kolcs6nhatassal, masrészt a koztiik 1étrej6vé erds
hidrogénhidas szerkezettel magyarazhatd. A két deprotonalddas koézti kiilonbség (ApK > 3,5)
az anal6g bisz(imidazol-2-il)-metannal (pKim1 = 4,74 és pKim,2 = 6,93, ApK = 2,19 [40])
erdsebb hidrogénhid kialakulasara utal. A biimnél ugyanis kisebb tagszamu H-hid alakulhat
ki, mint a bisz(imidazol-2-il)-metan esetén, ahol az imidazolgytriik egy szénatomon keresztiil
kapcsolédnak egyméshoz. A 4-imidazol-ecetsav imidazolcsoportja a karboxilat és az imidazol
3-as nitrogénje kozotti hidrogénhidas kolcsonhatds kovetkeztében magasabb pH-n
deprotonalédik, mint az imidazol-4-acetamid molekuldban (pKin, = 6,41) [84].

A 4-amino-imidazol-karboxamid esetén kialakul6 fémkomplexek képzodési
allandéinak meghatdrozésa sordn pH = 6-ig értékeltiik a titralasi gérbéket, mivel magasabb
pH-n csapadékképz6dést tapasztaltunk. Az ltalunk alkalmazott kisérleti koriilmények mellett
mindharom fémionnal egyszerli ML és ML, 6sszetételli komplexek alakulnak ki. A ligandum
hérom lehetséges donorcsoportot tartalmaz (Okarbonit, NH2, Nim), azonban az amino- és az
imidazolnitrogén sztérikus okok miatt nem tud kialakitani kelatgytriit a fémionnal. Ezek
alapjan a bézikusabb nitrogén és a karboniloxigén koordinacidjat feltételezziik a kialakuld
mono- és biszkomplexekben. A réz(I)-aic rendszerben 5,5-6s pH-n és 1:4 fém-ligandum
aranyndl (ilyen koriilmények mellett ML és ML; komplexek egyarant jelen vannak) az UV-

lathaté spektrumon 680 nm-nél széles d-d 4atmeneti- valamint 400 nm-nél intenziv
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toltésatviteli sav figyelhetd meg. Ugyanezen a pH-n jelentds ligandumfelesleget alkalmazva
([Cu)/[L] < 1/40) 590 nm-nél fokozatosan egy 1uj d-d atmeneti sav jelenik meg a
ligandumfelesleg ndvekedésével, ami a nagyobb ligandumtérerejii 4N-es ML, Gszetételii
komplex képzodésének tulajdonithatd. Mivel az ML, komplex még 6tszords ligandumfelesleg
mellett is csak kb. 50-60 szazalékban van jelen vizes oldatban, ezért a spektroszkdpias
vizsgélatokat metanolban végeztiik el. Az ML, komplex UV-lathaté spektruman (12.A 4bra) a
d-d tartoméanyban részben felhasad6 savszerkezet illetve 400 nm-nél intenziv toltésatviteli sav
figyelhetd6 meg. A d-d atmenet 644 nm-es maximummal rendelkezik, ami két nitrogén
ekvatoridlis sikban tortén6é koordinalédasasnak felel meg. A spektrofotometrids mérések
mellett az ESR-paraméterek (g, = 2,075, g = 2,291, A, = 14 G, A|| = 156 G) szintén
{2N,20} koordinaciéju, torzult oktaéderes (vagy négyzetes piramisos) szerkezetli ML,
komplex kialakulasat valdsziniisitik. A 77K-en felvett spektrum (a) illetve az illesztett
spektrum (b) a 12.B abran lathato.

A 2,2'-bisz-imidazol mindharom fémionnal szintén egyszerli ML és ML, osszetételii
mono- és biszkomplexeket képez. Ebben az esetben is pH = 6-ig értékeltiik a titralasi
gorbéket, mivel magasabb pH-n csapadékképz6dést tapasztaltunk. Annak ellenére, hogy az
imidazolnitrogének kis bazicitasiak, a kétfogu ligandum igen stabil fémkotdhelynek
bizonyult a kialakulé oOttagi kelatgyiiriinek illetve az imidazolgyiiriik erés m-akceptor
sajatsdgainak kOszonhetben. A bazicitassal korrigalt képzddési allandok alapjan érdekes
Osszehasonlitas tehet6 a 2,2'-bipiridinnel illetve a bisz(imidazol-2-il)-metannal. A hérom
ligandum koziil a 2,2'-bipiridin réz(Il)komplexei a legstabilabbak, amelynél logK,; ko =
logBiio-logBoiz = 4,81, logKaokor = 1,52 [85]. Az éltalunk vizsgélt 2,2'-bisz-imidazol
réz(I)komplexei t6bb logaritmus egységgel nagyobb stabilitdssal birnak (logK;kor ~ 0,70,
logKs korr ~ -0,90, ahol logPoi2 = 5.58, pK; =~ 0,4 [86]), mint az anal6g bisz(imidazol-2-il)-
metdn (logK korr = -2,03, logKa korr = -4,28 [40]), ami a kelatgytriik tagszamanak valtozasaval
magyarazhatd. A log(K,/K;) értékek alapjan az altalunk vizsgalt rendszerben
kedvezményezett a mésodik ligandum beépiilése az oktaéderes szimmetria kdvetkeztében a
cink(II)- és nikkel(INtartalmu (0,88 €s 0,43) rendszerekben, Gsszehasonlitva a réz(Il)-el
(1,58). Azonban ezen ut6bbi érték még mindig alacsonyabb, mint az analdg 2,2'-bipiridin
(3.29) illetve a bisz(imidazol-2-il)-metan (2,25) esetén, ami egyrészt az altalunk vizsgalt
ligandum kisebb térkit6ltésével, masrészt pedig a kialakulo kelatgyliri alacsonyabb
tagszamaval magyarazhat6. Mivel a 2,2'-bisz-imidazol oldhatésaga nagyon kicsi vizben, ezért

komplexei esetén spektroszkdpias vizsgalatokat nem végeztiink.
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1. tablazat A kétfogiiként koordinalodo imidazoltartalmu ligandumok pK értékei
és Cu(ll)-, Zn(1l)- illetve Ni(ll)ionokkal alkotott komplexeik képzodesi allandoi (logf)
(T =298 K, I =0,1 MNaClOy, a becsiilt hibaértékek zarojelben)

aic biim iaa
pK, <1 <1 3,188(2)
pK, 4,018(2) 5,185(3) 7,336(1)
CuL 3,54(1) 6,27(4) 6,86(3)
CuL, 5,76(2) 10,96(5) 12,43(3)
CuloHo, --- --- 1,90(6)
CuyL,Hy --- e -20,11(8)
Illesztési paraméter 0,002 cm’ 0,002 cm’ 0,005 cm’
Ki§érleti pontok 340 315 420
szama
ZnL 1,77(4) 3,48(3) 3,81(2)
ZnL, --- 6,54(3) 7,15(3)
ZnlL; --- --- 9,48(3)
[llesztési paraméter 0,003 cm’ 0,003 cm’ 0,003 cm’
Kigérleti pontok 280 325 265
szama
NiL 2,45(1) 4,87(3) 4,81(1)
NiL, 4,16(2) 8,86(5) 8,49(5)
NiL; --- --- 10,56(6)
NiL,H. -2,26(4)
Illesztési paraméter 0,003 cm’ 0,002 cm’ 0,005 cm’
Ki§érleti pontok 325 300 370
szama
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12. dbra 4 Cu(aic),; komplex UV-lathato (A) (T = 298 K) és fagyasztott
(a mért és b szamolt) ESR-spektruma (B) metanolban (T = 77 K)
[Cu(Il)] = 0,2x[L] = 0,0065 M



A 4-imidazol-ecetsav esetén barmely cink(II)}-ligandum aranyndl pH 9 folott
csapadékképzddést tapasztaltunk, mig a réz(II)- és a nikkel(II)tartalmu rendszerekben csak az
ekvimolaris osszetételnél. A vizsgalt ligandum pH = 7-ig mindhdrom fémionnal ML illetve
ML, Osszetételii torzskomplexet képez (13. dbra). A réz(II)-iaa rendszerben Gsszhangban a
részecskeeloszlassal a 4,5-es pH-n detektalt ESR-spektrum két egymagvu részecske egyidejii
jelenlétére utal (14.A abra), 7-es pH-n pedig mar csak egyetlen részecske van jelen (14.B
abra). A potenciometrids mérések alapjan a kizardlag pH = 4,5-nél jelentkez6 jel az ML
komplexnek tulajdonithaté (g, = 2,067, g = 2,308, A, = 16 G, A;| = 157 G), mig a pH = 7-nél
dominéns részecske, amely méar pH = 4,5-nél is megjelenik az ML komplex mellett, ML,
Osszetételli (g, = 2,060, g =2,274, A, =16 G, A|| =160 G, Ay, = 14 G). Az ML, komplex
UV-lathaté spektruman a d-d 4tmenet maximuma 640 nm-nél van, 350 nm-nél pedig intenziv
toltésatviteli siv figyelhetd meg. Az ESR-paraméterek, valamint a spektroszkOpids mérések
alapjan ezekben a komplexekben az imidazol- és a karboxilcsoport koordinalodik és a B-
alanin komplexekhez hasonléan hattagi kelatgytirli alakul ki. A bazicitdssal korrigélt
képzddési allandok (logK korr = -3,67 és —5,73 a réz(II)- illetve a nikkel(IDkomplexek esetén)
azonban hdrom nagysagrenddel nagyobbak, mint a B-alanin esetén (logK;xor = -6,71 [87] a
réz(Il)- illetve —9,15 [88] a nikkel(I)tartalmi rendszerekben). Ez a lényeges kiilénbség az
imidazolgylirti és a fémionok kozott kialakulé n-kolcsonhatassal magyarazhatd, ami nem
jOhet létrga B-alanin komplexekben. A réz(Il)- és a nikkel(II)tartalma rendszerekben pH 7
folott tova’;bbi lugfogyaszt6 folyamatok jatszodnak le, ami a nikkel(II) esetében valdsziniileg
ML,H., oOsszetételi vegyes hidroxokomplex kialakulasahoz vezet. A réz(II)tartalma
rendszerekben azonban az ESR-jel intenzitdsa pH 10-t6l 11,5-ig fokozatosan csokken (14.C

és D ébra) valdszinilileg olyan oligomer komplexek képzddése kovetkeztében, ahol erds

antiferromagneses kolcsénhatas jon létre a fémcentrumok kozo6tt. A potenciometrids mérések[

alapjan pH 10 folott M,LoH., illetve M,L,H.4 Osszetételii részecskék vagy oligomerjeik' P

{(CuLH.)), és (CuLH.2),, n 2 4 [33,35]} képz6dnek, amely egyrészt dihidroxo-hidas dimerek
kialakuldsdhoz vagy pedig az imidazolgylirli pirrolos nitrogénjének deprotonalédésahoz
rendelhetd. Mivel mindkét folyamatot 350 nm kozelében toltésétviteli sav kialakulasa kiséri
[33,34,89], a ketté nem valaszthaté el, de a szukcessziv folyamatok miatt valdsziniiloeg
mindkettd lejatszodik. Bar a hisztamin szintén a kétfogiként koordindléd6 ligandumok
csaladjaba tartozik, a kapott eredményeket a hasonld alegységeket tartalmazé dhen

ligandummal a 4.4. fejezetben targyaljuk.
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13. abra A réz(1l)—iaa(A) és nikkel(Il)—iaa(B) rendszerek eloszlasgorbéi; A szaggatott

vonalak a fényelnyelés 350 nm () illetve 400 nm-nél W)tapasztalhato pH fiiggését mutatjak

(T = 298K, I = 0,1 M NaClO,, [M(I])] = 0,2x[L] = 0,002 M)
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14. abra A réz(1l)—iaa rendszer fagyasztott ESR-spektrumainak pH-fiiggése
(T'=77K, [Cul)] = 0,2x[L] = 0,002 M, pH = 4,5 (A és A'), 5,8 (B és B)),
10,8 (C) és 11,5 (D) ; A' és B'illesztett spektrumok
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4.2. Tobbfogu, nem linedris szerkezetii imidazolszarmazékok réz(I11)- és cink(Il) komplexei
A két hasonld szerkezetli tripodalis ligandum pH-metridsan meghatarozott
2. tablazat tartalmazza. A biib négy protonalhat6 csoportot tartalmaz (harom imidazol- és egy
iminocsoport), a szekunder aminocsoport nagyobb bazicitdsanak kdszonhetéen elsoként nagy
valoszinliséggel az imidazolgyliriik deprotonalodnak. Az elséként deprotonalodd
imidazolcsoport (ami feltételezhetéen a bisz-imidazol egység egyik gytirlije) meglepden
alapcsony pK-ja két okra vezethetd vissza: (1) a ligandum teljesen protonalt forméajaban négy
pozitiv toltésii, igy deprotondlédasa kedvezményezett; (2) masrészt az elsd deprotonalddas
soran a két egymashoz kozeli imidazolgylirli kozott erés hidrogénhidas szerkezet (hattagu
kelatgytrii) alakulhat ki, ami ugyancsak eldsegiti az elsé proton disszociaciojat. A szekunder
aminocsoport szintén a vartnal alacsonyabb pH-n deprotonalddik, amely a kozeli
imidazolcsoportok elektronszivé hatasanak tulajdonithatdo. A bimha, hasonléan a biib-hez,
négy protonalhaté csoportot tartalmaz, harom imidazol- és egy tercier aminocsoportot. A
tercier aminocsoport nagyobb bazicitasanak koszonhetden az alacsonyabb pK értékek az

imidazolcsoportokhoz rendelhetdk.

L

2. tablazat A tobbfogu, nem linearis szerkezetii biib és bimha pK értékei
valamint réz(Il)- illetve cink(Il)ionokkal alkotott komplexeik képzdédési allandoi
(T =298 K, I =0,1 MNaClOy (biib) illetve NaCl (bimha), a becsiilt hibaértékek zardjelben)

biib bimha
pK, 1,3(1) \ <1
pK> 3,822(2) 5,86(2)
pK; 5,849(2) 6,59(2)
K 7,133 2) 8,61(1)
CuLH 17,64(1) CuLH, 22,10(4)
Cink, 31,80(1) CuLH 20,15(1)  ZnLH  15,99(5)
CwL.H.,  24,49(1) CuL 16,062)  ZnL 12,73(1)
Cu,LH., 13,07(1) CuL,H, 23,6(1)
CwLH,  5,84(6) CuL,H 27,63(5)
CuL, 19,96(4)
F.P. 0,006 0,004 0,007
N. P. 611 369 290

F. P. = illesztési paraméter (cm3 ), N. P. = kisérleti pontok szdma
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Elséként val6sziniileg a metilezett imidazolgyiiriik egyike deprotonalédik, hiszen igy
kisebb tagszami H-hidas gyiirii alakulhat ki, mint a hisztamin tipusi imidazolcsoport
részvételével. A biib esetén valdsziniileg elsd lépésben a bisz-imidazol egység egyik
imidazolcsoportjanak deprotonalodésaval egy hattagu hidrogénhidas gyiirii jon létre. Mivel az
[41], ezért ebben az esetben nagy valdsziniiséggel a masodik deprotonilédas is a bisz-
imidazol egységhez rendelhetd. A harmadik hisztamin tipusi imidazolcsoport ennek
megfelelden 5,85-6s pK-val bir, ami szinte megegyezik a bimha esetén mért pK = 5,86-0s
értékkel.

A négyfogi biib esetén csak réz(IDtartalmi 1:1 és 2:1 fém-ligandum arannyal
rendelkez6 rendszereket tanulményoztunk, mivel nem allt kellé mennnyiségii ligandum a
rendelkezésiinkre és ezért méréseinket [CuzLy(ClO4);]x2C10,; Osszetételii egykristaly
segitségével tudtuk csak elvégezni. A képz6dd réz(Il)komplexek képzédési allandébit a 2.
tabldzat tartalmazza, a részecskeeloszlasi gorbék a 16. &abran lathaték. Ekvimolaris
dsszetételnél két forészecske alakul ki, a pH = 2-es maximummal rendelkezé CuLH és a pH =
4-6 kozott 100 %-os mennyiségben jelenlévd fémet és ligandumot 1:1 ardnyban tartalmazé
(CuL vagy Cu,L, Osszetételil) komplex. Magasabb pH-n tovabbi deprotonélédas figyelhetd
meg, azonban a titrdldsi gorbéket pH~7-ig tudtuk csak kiértékelni, mivel efolott
csapadékképzddést tapasztaltunk. A keletkezo csapadék s6tétkék szinti, vagyis rosszul old6do
komplex(ek) alakul(nak) ki, nem pedig réz(ID)hidroxid képzddik.

A ligandum négy donorcsoportjanak ko&szonhetben két eltérd szerkezeti, CuLH
Osszetételli komplex alakulhat ki: (1) a {3Nin} koordinaciéju komplexben a bisz-imidazol
egység két imidazolgyiiriije az ekvatorialis sikban, mig a harmadik imidazolgy(irii axidlisan és
ezaltal egy kicsit gyengébben kapcsolddik a fémionhoz; (2) {Nim, NH, Nin} koordinaci6
esetén pedig mindharom donorcsoport ekvatorialis helyzetben helyezkedik el, a képz6dd
komplex egy oOt- és hattagl csatolt kelatgytirit tartalmaz (15. dbra). A potenciometrids
mérések alapjan pH = 2-nél egyetlen CuLH 6sszetételii részecske képzodik kézel 100 %-ban.
A pH = 2-nél felvett tipikusan egymagvi komplexre utal6 fagyasztott ESR-spektrum (17.A
abra) azonban két egymas mellett 1étezd kotési izomer jelenlétét mutatta, vagyis az elébb
emlitett két kiilonboz0 szerkezetli, de azonos Osszetételli komplex valdsziniileg egyidejiileg
van jelen ({3Nin} esetén g = 2,302, g, = 2,067, A) = 152 G illetve {Nim, NH, Nin}

koordinaciénal g)| = 2,263, g, = 2,065, A = 169 G, A, = 32 G. Az UV-lathat6 spektrumon ;
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pH = 2-nél 335 nm-es intenziv toltésatviteli sav figyelhetd meg, a d-d atmenet maximuma 660
nm-nél jelentkezik.

A spektroszkopiai vizsgalatok pH = 2-5 koézott egy Gj komplex kialakuldsit mutatjak.
A d-d maximum 660 nm-r6l 588 nm-re tolédik el. A potenciometrias eredmények alapjan (1:1
fém-ligandum arany) Cu,L, dsszetételi komplex képzddik, amely pH~5 kériil 100 %-ban van
jelen. A kialakulé részecske egy igen jellegzetes, nagy zérustérfelhasadassal (487 G) bir6
triplett ESR-jelet ad (17.B ébra), ESR-spektruman a pérositatlan elektron és a két
réz(Il)centrum kozotti hiperfinom kolcsénhatds eredményeképpen létrejove 1:2:3:4:3:2:1
intenzitasaranyokkal jellemezhetd felhasadasi kép is lathatd (17.b abra). A meghatirozott
ESR-paraméterek (g, = 2,180, g = 2,041, A, =14 G, A; =8 G, D =487 G) és a
spektrofotometrids mérések eredményei (Acr = 325 nm illetve A% = 588 nm) alapjan a
kialakulé kétmagvi komplexben a fémionok koriil az ekvatoridlis sikban négy nitrogén
koordindlddik. Meéréseink szerint tehat a CupL, Osszetételi komplex két egymassal
kozvetleniil nem csatolédd, 4N-koordinalt rezet tartalmaz, ami csak a 15. dbran lathatd
szerkezet esetén valosulhat meg, azaz a szimmetrikus szerkezetli kétmagvi komplexben a
fémcentrumok kozott a bisz(imidazol-2-il) egység egy-egy imidazolgyiirlije tolti be a hid
szerepét. Tehat vizes oldatban ugyanaz a komplex alakul ki, mint amit Reedijk és munkatarsai
egykristaly formdjaban eldallitottak [18,19].

A kétszeres fémfelesleget tartalmazé rendszerben pH 4 f616tt egy kétmagvi, Cu,LH.
Osszetételii komplex valik dominanssa, majd az ekvimoléris rendszerhez hasonléan pH 7
folott csapadékképzodés tapasztalhaté (ebben az esetben is sotétkék szinli a csapadék). A
kétmagvi komplex kialakulasaval az UV-lathaté spektrumon a t6ltésétviteli atmenetre utald
'vall' 360 nm-nél (¢ = 200) jelentkezik, a d-d atmenet maximuma pedig 656 nm-nél (g = 40)
taldlhaté. A képz0dod részecske fagyasztott ESR-spektruma (17.C ébra) szintén kétmagvu
komplexre jellemzd spektrum, azonban a zérustérfelhasadas elhanyagolhaté mértékii. A gy
tartomanyban ebben az esetben is lathatdé a parositatlan elektron és a két réz(II)centrum
kozotti hiperfinom kolcsonhatas eredményeképpen létrejévo hét jel. Magat a spektrumot,
valoszinlileg a nem ekvivalens réz(II)centrumok miatt nem sikeriilt megilleszteni. A
komplexképzodés soran lejatszodd “extra” deprotondlédds vagy a fémionhoz koordinalt
vizmolekula vagy a ligandum tovabbi deprotonalédaséhoz rendelhetd. Mivel azonban nem
valo6szinii, hogy a ligandum a masodikként kapcsol6dé réz(I)iont csak egyetlen donoratomon
keresztiil koti (ami akkor valésulna meg, ha az elséként koordinalodé réz(II)ionhoz kot6do

vizmolekula deprotonalédna), ezért ebben az esetben is csak egyetlen szerkezet adédhat (15.
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abra). Ezek alapjan a Cu,LH.; 0sszetételii komplex két aszimmetrikus fémcentrumot
tartalmaz — az egyik analdég a CuLH &sszetételii komplex esetén megvalosuld {Nin, NH, Nin}
koordinacioval, mig a masik bisz-imidazolszeri koordiniciénak felel meg — melyek
imidazolathidon keresztiil kapcsolédnak egymashoz. Korabbi vizsgalatok soran [33-35] is
talalkoztak mar az imidazolgyliri pirrolos nitrogénjének réz(Il)ion(ok) éaltal eldsegitett
deprotonaldédasaval (melynek eredményeképpen imidazolathidas oligomer komplexek
alakulnak ki), ahol ez a folyamat csak pH 8 folott jatszodott le. Az éltalunk vizsgalt
rendszerben pH 4 koriil megtorténik a deprotonalddas, melynek eredményeképpen a méasodik

réz(Il)ion is koordinalddik, ami a ligandum rendkiviil nagy fémionmegkotd képességére utal.

@m

CulLH

15. 4bra A réz(11)-biib rendszerben képzédo komplexek vazlatos szerkezete
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16. abra A réz(11)-biib rendszer eloszlasgorbéi
[Cu(ll)] = [L] = 0,005 M (A) illetve [Cu(ll])] = 1,9x[L] = 0,008 M (B)
(T=298K,1=0,1 MNaClO,)
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17. abra Fagyasztott ESR-spektrumok a réz(1)-biib rendszerben
(T=77K, (A) [Cu(ll)] = [L] = 0,005 M, pH = 2; (B és b) [Cu(ll)] = [L] = 0,005 M,
pH=35,5; (C) [Cu(ll)] = 2,1x[L] = 0,008 M, pH = 5,2;

A', B' és b’ illesztett spektrumok
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A hasonlé szerkezetii, négyfogui bimha esetén kialakulé réz(II)- és cink(II)komplexek
képzbddési allandoit a 2. tablazat tartalmazza. A réz(II)tartalmi rendszert pH = 9-ig (illetve 1:1
Osszetételnél pH = 7,5-ig), cink(II) jelenlétében pedig pH = 8,3-ig tanulmanyoztuk, mivel
ef6lott csapadékképzddés tapasztalhatd. A kapott részecskeeloszlasi gorbék alapjan (18. dbra)
a réz(II)-bimha rendszerben kétszeresen protonalt CuLH, Osszetételii részecske alakul ki a
savas pH-tartomanyban. A CuLH 6sszetételli komplex pH~3 koriil valik dominanssa. A Cul
komplex a CuLH = CuL + H folyamatban (pK = 4,09) képzddik. A cink(II)tartalma
rendszerekben valdsziniisithetd részecskeeloszlas azonban nagymértékben kiilonbozik a
réz(II)-t6l. Ebben az esetben a ZnLH csak kb. 20 %-os mennyiségben képzddik,
deprotonalédasa majdnem egy pH- egységgel alacsonyabb pK-n (pK = 3,26) jatszodik le
Osszehasonlitva a CuLH komplexszel (pK = 4,09). A kapott eredmények arra utalnak, hogy a
réz(Il) a ligandum haromfogi koordinacidjat részesiti elényben, mig a cink(Il) a
négyfoguként torténd koordiniciot. A CuLH komplex kedvezményezett kialakuldsa
figyelhetd meg hasonlé egy vagy két propil-oldallanccal rendelkez6 aszimmetrikus, tripodalis
poliamin esetén is [52]. Ligandumfelesleg alkalmazasa mellett (18.B abra) meglepé médon
csak réz(II) jelenlétében képzodnek bisz-komplexek, mig a cink(II)tartalmi rendszerben nem
alakulnak ki ilyen részecskék. Az irodalomban targyalt négyfogu tripodalis ligandumok —
melyek foként a trisz(2-aminoetil)-amin és a trisz(3-aminopropil)-amin szarmazékai -
oldategyensulyi vizsgalatai szerint nem képzOdnek Cul,H, Osszetételi bisz-komplexek
[52,53]. Az altalunk tanulmanyozott ligandum réz(II) és cink(II)ionokkal mutatott eltérd
viselkedése és a korabbi eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a bimha a két
fémion esetén kiilonb6z6 geometriat részesit elényben. Ennek elddntésére a réz(II)tartalmu
rendszerben spektrofotometrids és ESR, mig a cink(II)tartalmiban 'H NMR-méréseket
végeztiink.

A réz(Il)-bimha rendszerben képz6d6 CuLH részecske spektralis sajatsagai (go =
2,124, Ag=47 G, anyo = 11, g1 = 2,062, g|| =2.234, A|| =179 G; A" = 652 nm, e = 93 M
'em™) hasonlitanak a kutatécsoportunk altal mar tanulmanyozott N-(imidazol-4-ilmetil)-
hisztamin (imha) analég CuL komplexe esetén detektalt paraméterekre (go = 2,124, Ap = 55
G, ano = 11, g1 =2,060, g|| =2.237, A|| = 168 G; A" ax = 634 nm, € = 59 M'em™). Az
imha tulajdonképpen a bimha haromfogi részegységeként foghaté6 fel, melyben a
donorcsoportok {2Nin, NH} koordinacioval, torzult oktaéderes kérnyezetben helyezkednek
el. Ezek alapjan a bimha CulLH komplexe esetén is torzult oktaéderes szimmetridval biré
{2Nim, NH} koordinacidju réz(Il)komplex képzddik.
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18. dbra A4 fém(1l)-bimha rendszer eloszldsgorbéi
M (4,a), MLH; (B), MLH (C,c), ML (D,d), ML,H, (E), ML,H (F), ML; (G)
[Cu(ll)] = [L] = 1:1 (4) illetve 1:3 (B) (folyamatos vonal és nagybetii)
[Zn(l)] = [L] = 1:1 (4) illetve 1:2 (B) (szaggatott vonal és kisbetii)
[Cu(ll)] = [Zn(])] = 0,005 M; T =298 K, I = 0,1 M NaCl
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19. abra Mért és illesztett ESR-spektrumok a réz(Il)-bimha rendszerben
[L] = [M(I])] = 0,005 M (a,b), [L] = 3x[M(I)] = 0,015 M (c-e),
pH = 3,00 (a), 6,45 (b), 5,71 (c), 6,50 (d) illetve 8,21 (e), T = 298 K.

A réz(II)-bimha rendszerben képz6dé két dominans részecske (CuLH és CulL) ESR-
spektrumai (19. 4bra) alapvetden kiilonbdznek egymastél. A CuL esetén meghatirozott
paraméterek (go = 2,137, Ao =37 G, g, = 2,065, g|| =2,277, A|| =134 G, A, =-16 G, ahol a
negativ csatolasi allandé értéke az Ao = 1/3 (A|| + 2A)) Osszefiiggés alapjan lett szamolva)
valamint a spektrofotometridsan is kovetett titralas eredményei (20. abra) geometriavaltasra
utalnak. A valészinlileg torzult oktaéderes szimmetridval rendelkezd CuLH osszetételii
komplex deprotonaloddsiaval és a negyedik donorcsoport koordindlodéséval Iétrejovo
komplex igen kis csatoldsi allandokkal rendelkezik. Egyedi UV-VIS spektrumén pedig két
kozel azonos intenzitasti d-d atmeneti maximum jelenik meg (A; = 728 nm, € = 54 M"cm'l,
A2~ 900 nm, € = 52 M'em™), ami 6tds koordinaciéval bird, négyzetes piramisos vagy

trigonalis bipiramisos szerkezetii részecskékre jellemz6 [20,46,48,52,90-93]. A két sav kozel
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egyez$ intenzitdsa a négyzetes piramis és a trigonalis bipiramis kozti atmeneti szerkezet
kialakulasara utal [92,93]. A trigondlis bipiramisos szimmetridju réz(II)komplexek ESR-
spektruma ugynevezett “forditott* axialis spektrum (g, > g||), mig a négyzetes piramisos
részecskék — mint esetiinkben (19. abra) — tipikus tetragonalis axialis képet mutatnak (g|| >
g1) [46,92,93]. A CuL komplex spektroszkopias eredményei alapjan tehéat olyan torzult 6tos
koordinacidju részecske kialakulasat valoszintsithetjiik, amely a trigondlis bipiramisos €s a
négyzetes piramisos szerkezetek atmeneteként értelmezhetd, de inkéabb az utébbihoz all kozel.
Megallapithat6 tehat, hogy a CuLH-ban a bimha haromfogt meridionélis (egy sikban torténd)
koordinacioja még megengedi a torzult oktaéderes szimmetriat, de a tripodalis ligandum
négyfogiként torténd kapcsolodasa mar o6tés koordinacidji  komplex kialakulasét
eredményezi.
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20. 4bra A4 réz(ll)-bimha rendszerben nagy mennyiségben képzddo részecskek

A: CuLH, B: CuL, C: CuL,H és D: CuL; egyedi spektrumai

A réz(Il)ionok jelenlétében képz6do bisz-komplexek (Cu,LHy, x = 0-2) ESR és lathato
spektrumai (19. és 20. é&bra) nagymértékben kiilonboznek az el6zéekben targyalt Cul
megfelelé spektrumaitol. Ezek alapjan a bisz-komplexek esetében a fémion koriil Gjra
tetragonalis geometria kialakulasa valoszintsithet6 (Cul,H: 234, .. = 686 nm, € = 90 M'em™!
illetve CuL,: A% a = 660 nm, & = 82 M'em™"), habar a lathaté spektrumon 900-950 nm kériil
még gyengén megfigyelhetd az 6tds koordinaciora jellemzd d-d dtmeneti sév. A harom bisz-
komplex egyedi ESR-paramétereit njem lehetett meghatarozni, mivel valdszinileg ezek a

részecskék nem kiilonboznek egymastol az ekvatoridlis sikban kot6d6 donorcsoportok

50



tekintetében. Az ESR-spektrumok viszont jol leirhatok a Cul és egy masik ekvatoridlis
sikjaban négy nitrogéndonoratomot tartalmazd részecske feltételezésével. A két részecske
koncentracidaranya megfelel a pH-metriasan meghatérozott eloszlasgorbék alapjan szamitott
CuL mennyiségének illetve a harom bisz-komplex 0sszegének aranyaval.

A cink(II)-bimha rendszerben 'H NMR-vizsgalatokkal probéltunk tovabbi informéaciot
szerezni. A szabad ligandum és a cink(II)-bimha 1:1 rendszer esetén meghatarozott kémiai
eltolodasértékeket az 3. tablazat tartalmazza, néhany spektrumrészlet pedig a 21. abran
lathat6. Ekvimolaris osszetételnél pH 3 folott a ZnL kialakulasaval parhuzamosan egy Uj
jelcsoport jelenik meg, ami ezen komplex lassii ligandumcsere-sebességére utal. Az
imidazolgytrik protonjainak jelei a komplexképzddés hatasara jelentés mértékben eltolédnak
a nagyobb terek iranyaba. Emellett a ZnL kialakulasaval a ligandum alifds protonjainak
tekintetében is jelentékeny valtozasok figyelhetok meg, valamint a szabad ligandum két
rovidebb oldallancanak metiléncsoportjahoz tartozé szingulett egy tipikus AB kvartetté alakul
at a komplexképzodés hatdsara. A metilén protonok magneses inekvivalencigjat a ligandum
négyfoguként torténd koordinicidjaval magyarazhatjuk, hiszen ezaltal megsziinik a C-C/N

kotések mentén torténd szabad rotacio.

a o 4k

b J N J

R R T

B RN R = IR S G O IS R B A T S )
86 84 82 80 78 76 74 72 7,0 68 6,6
pPpm

21. dbra 'H NMR-spektrumrészletek a cink(Il)-bimha rendszerben
[L] = [M] = 0,006 M, pH = 3,60 (a); [L] = [M] = 0,006 M, pH = 6,80 (b);
[L] = 2x[M] = 0,012 M, pH = 7,27 (c)
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3. tablazat 4 cink(ll)-bimha 1:1 rendszer illetve a ligandum 'H NMR-spektrumaibol

meghatarozott kémiai eltolodasértékek ppm-ben megadva, T = 298 K.

pH C4%H C)yH CpH im-CH-NH NH-CH,-CHy-ha CHj-im
bimha 6,80 7,849 7,805 6,909 3,987 3,126,2,897° 2,137

Mimha o 1130 “7.568 . 7,546 6114 3,552 2,702° 2,057

bimha-Zn(Il) 6,80 7.993° 7,802 6,979 379236249  2,904,2,734° 2,136

"teljesen deprotonalt ligandum; * multiplett; ® két triplett, °J = 7,3 Hz; © négy kotésen keresztiili csatolas a C H
részvételével, “J= 1,4 Hz; ¢ AB kvartett, >/ = 14,9 Hz; ® két enyhén torzult triplett, 3J~53 Hz.

Kétszeres ligandumfelesleget alkalmazva a kapott spektrum a pH-metrids mérésekkel
egyez6 moédon a ZnL komplex és a szabad ligandum jelenlétének megfelelden alakul, vagyis
bisz-komplexek képzddésére utald bizonyitékot az NMR-mérések sem szolgéltattak. Felmertil
a kérdés, hogy mi lehet az oka annak, hogy a 6N koordinaciét is kedvelé cink(II)ion
jelenlétében nem alakulnak ki bisz-komplexek, ugyanakkor réz(II)ionokkal képzddnek ilyen
komplexek, holott a Jahn-Teller torzulas miatt a 6N koordinaci6 altaldban nem preferalt a
réz(Il)komplexek esetén. Erre a CuL és a ZnL komplexek el6zdekben sugallt eltérd
geometrigja tlinik a legvaldszinlibb magyarazatnak. A CuL esetén az eredmények alapjan
négyzetes piramisos szerkezet alakul ki, amit ugy képzelhetiink el, hogy az ekvatorialis
sikban két imidazolnitrogén és a tercier aminonitrogén helyezkedik el illetve a harmadik
imidazolcsoport axidlisan koordinalodik (22. ébra). Ezzel szemben a ZnL feltételezhetéen
trigonalis bipiramisos szerkezettel bir — ebben az esetben valoszintileg ekvatoriélis pozicioban
helyezkedik el a harom imidazolnitrogén és axidlisan koordinalodik a tercier aminonitrogén —
ami kétszeres ligandumfelesleg hatdsara sem rendezddik 4t oktaéderes geometriaju
részecskévé. Az ML komplexek eltéré geometridgja magyarazatot adhat a
biszkomplexképzddés terén tapasztalt viselkedésre, nevezetesen a Cul. komplex szabad
ekvatoridlis pozicidja révén konnyen atrendezddhet oktaéderes részecskévé a

biszkomplexképzddés soran.

HN
. |
N
HN <IN

22. abra A réz(ll)-bimha rendszerben képz6do CuL komplex vazlatos szerkezete
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4.3. Tobbfoga, linedris szerkezetii imidazolszdarmazékok réz(11)- és cink(I)komplexei

A 8. abran lathat6 négyfogi bimdm és mbimdm névvel roviditett ligandumokat Jean-
Baptiste Verlhac és munkatarsai bocsatottak rendelkezéslinkre. A bimdm ligandumbdl
eléallitott vegyes vegyértékdi mangénkomplexszel [Mny"™™VO,(bimdm),](Cl0O4)3*H.0 a
kutatok a ndvények oxigéntermeld koézpontjat modellezték [47]. Elsoként a ligandumok
protonalodasi folyamatait vizsgéltuk, a potenciometridsan meghatarozott protonalddasi
allandokbdl meghatarozott pK értékeket a 4. tablazat tartalmazza. Emellett az analég N,N’-

bisz(imidazol-4-ilmetil)-etan-1,2-diamin (bimd) megfelelé adatait

tablazatban, melyet Gruenwedel vizsgalt [45].

rrrrr

réz(1l)- illetve cink(Il)ionokkal alkotott komplexeik képzddeési dllandoi
(T =298 K, I = 0,1M NaClO,, a becsiilt hibaértékek zdrdjelben)

bimd* bimdm mbimdm
pKi 321 1,90(2) <1,80
pK; 4,26 3,76(1) 2,96(2)
pKs 6,56 6,26(1) 6,28(1)
pK4 9,05 8,75(1) 7,51(1)
M,L,H, Cu(ll) Zn(1l) Cu(ID) Zn(II) Cu(Il) Zn(II)
111 - - - 14,12(3) - 13,71(3)
110 11,43 10,39  16,55(2) 11,12(1) 16,67(3) 11,92(1)
11-1 - - -- -- 6,553) 1,61(1)
log KmLkorr -11,65 -12,69 -4,12 -9,55 ~(-1,3)  ~(-6,1)
Kisérleti pontok 324 386 304 293

szama

Illesztési
paraméter (cm’)

0,007 0,005

0,003 0,004

33

* irodalmi adatok [45], *log Kmr ko = log B110 — ZpK

is feltiintettem a



Az aminocsoportok nagyobb bazicitasanak koszonhetden mindhiarom ligandum
esetében elsoként valdsziniileg az imidazolgytiriik fognak deprotonalédni. Osszehasonlitva az
aminocsoportokhoz rendelt pK-kat (pK; és pKs) elmondhatjuk, hogy az 4&ltalanos
tendencidnak megfelelen az analég bimd szekunder aminocsoportjai bazikusabbak, mint az
altalunk vizsgalt ligandumok tercier nitrogénjei. Masrészt az aminocsoportok metilezése
erésen befolyasolja az imidazolcsoportok pK-it (pK; és pK3) is, mint ahogy ezt a bimd és a
bimdm 6sszehasonlitasabdl lathatjuk. Mivel az imidazolcsoportok mindkét ligandum esetén
viszonylag tavol helyezkednek el egymastdl, de a metilezett nitrogént6l is, ezért a bimdm
esetén mért alacsonyabb pK értékekre a metilcsoportoknak koszonhetden kialakulé kisebb
mérték(i hidrataci6 tlinik a legvalésziniibb magyarédzatnak. Az imidazolgylirik 1-es
pozicidban 1évd nitrogénjeinek metilezése még tovabb csokkenti az imidazolcsoportok pK-it
(1d. mbimdm), ami latszélag ellentmond az eletronkiildé metilcsoport bazicitasnéveld
hatdsanak. A jelenséget szamos tényez0 egyiittes hatasanak figyelembevételével
magyarazhatjuk. Példéul az imidazolgyiirii N'-es nitrogénjének metilezése révén megsziinik a
tautomerizacié, igy a pK-t a sokkal savasabb N-as nitrogén hatirozza meg illetve a tovabbi
metilezés hatisara a molekula hidratacidja még kevésbé valik kedvezményezetté. |

A komplexképzd sajatsagokat réz(Il)- illetve cink(Il)ionokkal tanulmanyoztuk, a
komplexek képz6dési allandodit a 4. tablazat tartalmazza. A bimdm esetén mindkét fémion
jelenlétében pH = 9,5 folott csapadékképzddést tapasztaltunk, ezért magasabb pH-n nem
végeztiink egyensilyi vizsgalatokat. Mindharom ligandum pH = 4-9 kozott réz(Il)- illetve
cink(II)ionokkal is rendkivill stabil {2N;m,2Nam} koordinaciéju ML komplexeket alakit ki.
Ezen komplexek bazicitassal korrigalt képzddési alland6éi épp az ellenkezé tendenciat
mutatjék a donorcsoportok bazicitisa alapjan varhat6 sorrenddel, vagyis a kisebb bazicitasd
metilezett szarmazékok er6sebb donorsajatsigokkal rendelkeznek. A bimdm CuL
komplexének spektrilis paraméterei j6 egyezést mutatnak hasonld {2Nm, 2Nim}
koordinacidval biré komplexekkel, mint példaul a kutatécsoportunk altal tanulmanyozott
bisz[4-imidazol-4-ilmetil)-imidazol-2-iljmetdn (tim) és a hisztamin bisz-komplexével (5.
tablazat). Az mbimdm CuL komplexének paraméterei azonban eltérd koordinacids szférat
sejtetnek, a mért elnyelési maximum értéke (A *pax = 634 nm) jéval nagyobb, mint ami négy
nitrogén ekvatorialis sikban tortén6 koordinacidjanak feltételezésével josolhatd, bar ez a His-
Gly bisz-komplexénél (A*%nox = 630 nm) is nagyobb a vértnil. Emellett a g értékek
nagyobbak, az A, pedig joval alacsonyabb, ezért mivel a pH-metrids adatok egyértelmiien

{4N} koordinaciét valésziniisitenek, a mért adatok jelent6s mértékii rombos torzulasra

54



utalnak. Mindkét fémion esetén pH 9 folétt tovabbi deprotonalédas figyelheté meg, ami csak
az mbimdm ligandum jelenlétében vezet vizoldhaté MLH., Osszetételi komplex
kialakuldshoz. Mivel ebben az esetben az imidazolgylirii N'-es nitrogénje metilezve van,
ezért a képz6dd6 MLH., részecske tulajdonképpen ML(OH) 0Osszetételi hidroxo
vegyeskomplex. Az extra deprotonalddas hatdsara megvaltoznak az ESR-paraméterek, igy az
ML(OH) kialakulésa a koordinaciés szféra atrendezddésével képzelhet6 el, nevezetesen az
egyik imidazolgyiirii axidlis pozicidba keriil, mig a hidroxidion az ekvatorialis sikban kotodik,
vagyis a {4N} koordinacié er6s kotésmod ugyan, de csak a savas pH-tartoményban. A
cink(II)tartalmt rendszerekben MLH &sszetételii protonalt komplex is képzodik, amelyben

val6szintileg hdrom nitrogén koordinalédik a fémhez.

5. tablazat A bimdm és az mbimdm réz(I)komplexeinek spektralis paraméterei
(T=298K,1=0,IMNaClO,)

Cu,LyH, A4d o nm g0 Ao gy g Ay Ay

bimdm 110 614 2,120 74G 2,230 2,065 173G 21G
mbimdm 110 634 2,145 60G 2,280 2,077 130G 25G
11-1 630 2,132 65G 2,273 2,061 163G 17G
His-Gly* 120 630 - -- 2,247 2,044 186G  --
tim* 110 610 2,118 70G 2234 2062 179G 16G
hisztamin** 120 600 2,110 76G - - - -

*irodalmi adatok [44,94,95); **dltalunk meghatdrozott paraméterek
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4.3.1. Kinetikai mérések a cink(Il)-mbimdm rendszerben

Az mbimdm esetén képzc")d6 vizoldhaté hidroxo vegyeskomplex foszfatészterkotés |
végre €s az aktivalt bisz(4-nitrofenil)-foszfatot alkalmaztuk szubsztratkent. A 23. abra az
autohidrolizissel korrigalt pszeudo elsorendu sebessegl egylitthatok pH-fliggését mutatja az
emlitett rendszerben. A hidrolitikus hatés novekedese JO egyezést mutat a potenciometriasan
meghatarozott ZnLH., komplex képzddésével. A komplexképzddésre vonatkozoan
potenciometriasan 10,31-es, mig a kinetikai adatokbol 10,26-0s pK hatarozhaté meg. Ezek
alapjan a lejatsz6d6 mechanizmusra a fémhez kotott hidroxidion dltal megvaldsitott
intramolekuléris nukleofil hidrolizist javasoljuk. A ZnLH.; komplex teljes kialakulasanal mért
hidrolitikus aktivitas jelentésnek mondhatd, valamivel nagyobb a sokszor vizsgalt és igy
klasszikus példaként emlithetd cink(Il)-triazaciklododekédn komplexénél, azonban utébbinal
joval magasabb pH-n éri el maximalis hatasat, igy bioldgiai modellként kevéssé relevéns.

Ennek kdszonhetden tovabbi kinetikai vizsgalatokat ebben a rendszerben nem végeztiink.

44 Y= (kobs,komplex" kobs,auto)x‘")7 (5-1)

Kezdeti érték: 0
21 Végsé érték: 4,05x10”’
pK = 10,26

I ¥ I . I i I i I i T % I s Ll 4 I

75 80 -85 8095 400 105 110 115
pH

23. abra Az autohidrolizissel korrigalt pszeudo elsérendii sebességi egyiitthatok
pH-fiiggése a cink(Il)-mbimdm rendszerben
[Zn(1l)] = [mbimdm]=2,33x]0'4 M, [bnpp] = 2x10° M, T=323K
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4.3.2. Vegyesligandumu komplexek képziodése katecholokkal

Erdekes lehet azonban imidazoltartalmu ligandumaink fémkomplexeinek stabilitasét
egyéb ligandumokkal szemben is megvizsgalni. Az él0 szervezetben hatasukat részben
hormonként, részben neurotranszmitterként kifejté katecholaminok szamos biokémiai
folyamatban nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be. A Parkinson-kor kezelésében hosszu ideje
alkalmazzdk a dopamin prekurzoraként funkciondlé L-dopa-t, hatékonysaganak ndvelése
fémkomplexeitdl remélhetd. Mindezek mellett a katecholaminok szallitasaban és
raktarozasaban a vegyesligandumi komplexek kialakuldsa jelentékeny szerepet jatszhat,
valamint néhany metalloprotein pl. tirozindz esetén a katecholat dianion kozvetleniil
koordinalddik a kdzponti fémionhoz, ezért imidazoltartalmi ligandumaink (mint lehetséges
modellvegyiiletek) katecholaminokkal, nevezetesen dopaminnal és L-dopaval (24. ébra)
alkotott terner rendszereit is megvizsgaltuk. Mivel a terner rendszerek pontos leirasahoz
sziikségiink van a biner rendszerek komplexképzddésének pontos ismeretére, ezért ujra
meghataroztuk a vizsgalt katecholaminok réz(II)- és cink(II)ionokkal alkotott komplexeinek
képzddési allanddit az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények mellett (6. tablazat).

A kapott eredmények jO egyezést mutatnak a korabbi vizsgéalatokkal [96-98].
Komplexképzé sajatsagaikra az jellemzd, hogy a dopa alacsony pH-n aminosavszeriien,
magasabb pH-n katecholszeriien koordinalodik, semleges pH-n pedig a vegyes kotésmaod a
jellemz6. A dopamin esetén azonban az aminocsoport gyenge koordinacios képessége miatt

csak katechol tipusu koordindciora nyilik lehetéség.

HO NH, HO COOH

NH,
HO HO

dopamin L-dopa

24. abra A tanulmanyozott katecholaminok vazlatos szerkezete
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réz(1l)- illetve cink(Il)ionokkal alkotott komplexeik képzédési allandoi
(T =298 K, I = 0,IM NaClO, a becsiilt hibaértékek zardjelben,* irodalmi adatok [96-98])

dopamin L-dopa glicin
M\LyH,  Cu(ll) Zn(1I) Cu(Il) Zn(1I) Cu(II) Zn(II)

011 134" 13,4* 9,563(4)

012 23,434(8) 23,221(6) 11,921(7)

013 32,247(8) 31,940(6) -

014 - 34,103(14) -

112 - -- 30,69(1) 27,03(7) - -

111 24,26(1) 20,21(1) - 20,29(2) -- -

110 16,31(2) - - -- 811(1)  4,71(5)

124 - -- 60,51(1) - - -

123 -- - S3,5(1y - 47,12(3) - -

122 46,02(1) 38,86(1) 44,97(9) 38,40(2) - -

121 35,81(1) 28,66(2) 35,14(9) 28,55(3) - -

120 25,09(1) 18,05(1) 25,38(2) 18,12(2) 14,80(2) 9,15(3)
222 - - 53,25(3) - -- -
221 - - 47,51(4) - - -
220 - - 42,17(2) - -- -
N.P. 313 258 511 284 106 96
2% 4 0,003 0,003 0,003 0,005 0,003 0,007

N. P. = kisérleti pontok szama, F. P. = illesztési paraméter (cm3)

A terner rendszerek vizsgalata sordn is a bimdm esetén mindkét fémion jelenlétében
pH 9,5 folott csapadékképzodést tapasztaltunk, ezért magasabb pH-n nem végeztiink
egyensulyi vizsgalatokat. A vegyesligandumt részecskék képzodési allandoit a 7. tablazat
tartalmazza, a réz(1I)-mbimdm—-dopamin/L-dopa terner rendszerek eloszlasgorbéi a 25. €s a
26. abran lathatoak. Mindkét imidazolszarmazék katecholaminokkal MLAH,, MLAH illetve
MLA osszetételti vegyeskomplexeket képez, az eredmények alapjan a vegyeskomplexek

kialakulasa csak pH = 6-7 koriil indul, majd pH = 8-9 fol6tt valik dominédnssa.
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A ligandumok multidentat jellege miatt a képzddott vegyeskomplexekre tobbféle
szerkezet is elképzelhetd, ezért a koordindlddé donorcsoportok valdszintisitésére egyrészt
spektrofotometrids vizsgalatokat végeztiink, masrészt néhany egyszeriibb modellrendszert is
tanulmanyoztunk. Annak eldontésére, hogy az imidazolszarmazékok vajon hisztaminszeriien
esetleg harom- vagy négyfogiként koordindlédnak a fémhez, megvizsgaltuk a
réz(Il)/cink(IT)-hisztamin—dopamin/L-dopa rendszereket is. Emellett a réz(Il)/cink(II)-
mbimdm-—glicin rendszereket is tanulmanyoztuk azért, hogy az L-dopa aminosavszeri
koordinacios mddjat modelezziik. A meghatarozott képzddési allandok (7. tablazat) jo
egyezést ~mutatnak az  analég  réz(Il)/cink(IT)-hisztidin—dopamin/L-dopa illetve
réz(11)/cink(IT)-hisztamin—pirokatechol rendszerekkel [99,100].

7. tablazat A vizsgalt rendszerekben képzodo vegyesligandumu komplexek

képzddési allandoi, Pogrs = [MpLeAHJ/[M]P[L][A]" [H]
(T =298 K, I = 0,IM NaClOy, a becsiilt hibaértékek zardjelben)

L hisztamin bimdm mbimdm
A pqrs Cu(Il) Zn(II) Cu(Il) Zn(1II) Cu(Il) Zn(1I)
dopamin 1112 -- -- 42,56(5) 37,10(4) 42,23(4) 37,23(9)
L-dopa 40,29(1) 32,90(3) 42,54(3) 37,02(3) 42,64(2) 37,57(4)
dopamin 1111 33,24(1) 25,57(1) 33,83(2) 28,58(1) 33,57(1) 29,42(1)
L-dopa 32,65(2) 25,29(2) 33,66(2) 28,37(1) 33,70(1) 29,15(1)
dopamin 1110 22,99(1) 15,38(2) 23,81(3) 18,34(2) 23,26(2) 18,96(1)
L-dopa 22,81(3) 15,61(2) 24,05(2) 18,61(2) 23,57(2) 19,26(1)
glicin 19,82(1)  14,92(2)
glicin 110-1 8,65(4) 4,21(3)
dopamin N.P. 276 266 275 256 275 250
L-dopa 279 251 223 249 200 264
glicin 307 301
dopamin Y. 0,006 0,007 0,008 0,007 0,008 0,007
L-dopa 0,007 0,007 0,005 0,006 0,006 0,007
glicin 0,006 0,007

N. P. = kisérleti pontok szama, F. P. = illesztési paraméter (cm3)
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25. abra A réz(1l)-mbimdm—dopamin rendszer eloszlasgorbéje
[Cu(ll)] = 0,0037 M, [mbimdm] = 0,004 M illetve [dopamin] = 0,004 M
(T=298K,1=0,1 MNaClOy)
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40
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26. abra A réz(1l)-mbimdm—L-dopa rendszer eloszlasgorbéje
[Cu(ll)] = 0,0037 M, [mbimdm] = 0,004 M illetve [dopa] = 0,004 M
(T=298K,1=0,1MNaClOy)
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Az L-dopa ambidentat jellegének koszonhetéen glicin- és katecholszerii
koordinacioval is kotodhet. Réz(Il) esetében, spektrofotometriasan is kovetett titralasok
segitségével meghataroztuk az egyes komplexek egyedi spektralis paramétereit is (8.
tablazat). A 28. és a 30. abra a spektrumok pH-szerinti valtozasat mutatja, a 29. és a 31. dbran
pedig az ezekbdl szamolt egyedi spektrumok lathatok. Az eredmények arra utalnak, hogy a
képz6dd CuLAH; komplexben az L-dopa, legalébbis részben, katecholszertien koordinalédik,
hiszen a 440 nm koriil tapasztalt toltésatviteli sav {O,07} tipust koordinaciora utal [101].
Ugyanakkor a glicintartalmua terner rendszer vizsgalatanak tapasztalatai alapjan (27. ébra)
nem zarhaté ki teljes bizonyossdggal az aminosavszerlien koordinalodé kotési izomer
jelenléte sem, mivel pH = 7-8 folott még egy egyszerli aminosav is képes megtorni a
meglehetdsen stabil ML komplex szerkezetét.

A dopamint tartalmaz6 terner rendszerekben kevés kétszeresen protonalt
vegyeskomplex képzddik, valdsziniileg ezért nem sikeriilt meghatdroznunk a CuLAH,
részecske egyedi spektrumat. Ebben az esetben nincs aminosavtipusu koordinaciora
lehetdség, ezért az L-dopat tartalmazd terner rendszerekre vonatkoz6 eredmények alapjan
katecholtipusu koordinécid feltételezheto itt is. E komplexekben a katecholaminok lancvégi
aminocsoportja mellett az imidazoltartalmt ligandumok egyik nitrogénje (valdszintileg az
egyik tercier aminocsoport) van protonalt allapotban.

100 -
80 -
60 -
M(ll) %

40 -

20 -

pH

27. abra A réz(Il)-mbimdm—glicin rendszer eloszldasgorbéje
[Cu(Il)] = 0,0037 M, [mbimdm] = 0,004 M illetve [glicin] = 0,004 M
(T=298K,1=0,1 MNaClO,)
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pH = 2,467, 2,751, 3,225, 3,931, 5,322;
7,220, 7,898, 8,404, 8,987; 9,338;

150 - 9,869; 10,303; 10,709; 11,049
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28. abra UV-lathato spektrumok a réz(Il)-mbimdm—dopamin rendszerben
[Cu(Il)] = 0,0015 M, [mbimdm] = 0,0016 M illetve [dopamin] = 0,0016 M
(T=298K,1=0,1 MNaClOy)
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29. abra A réz(Il)-mbimdm—dopamin rendszerben képzodo részecskék

egyedi spektrumai (kisérleti koriilmények az elézé abran)
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pH = 2,184, 2,455; 2,780; 3,112; 3,695; 4,117;
4,949; 7,129, 7,751, 8,268; 8,559; 9,132;
150 9,715; 10,355; 10,825; 11,151
(400 nm-nél névekvd abszorbancia szerint)
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30. abra UV-lathato spektrumok a réz(1l)-mbimdm—L-dopa rendszerben
[Cu(Il)] = 0,0015 M, [mbimdm] = 0,0016 M illetve [dopa] = 0,0016 M
(T=298K,1=0,1 MNaClOy)
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31. dbra 4 réz(ll)-mbimdm—L-dopa rendszerben képzodo részecskék

egyedi spektrumai (kisérleti koriilmények az el6zé abran)

63



60 -
M(ll) %
40 -

20 -

pH

32. abra A réz(Il)-hisztamin—dopamin rendszer eloszlasgorbéje
[Cu(l)] = 0,0037 M, [hisztamin] = 0,004 M illetve [dopamin] = 0,004 M
(T=298K,1=0,1 MNaClOy)
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33. abra A réz(1l)-hisztamin—L-dopa rendszer eloszldsgorbéje
[Cu(Il)] = 0,0037 M, [hisztamin] = 0,004 M illetve [dopa] = 0,004 M
(T=298K,1=0,1 MNaClOy)
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A kovetkez0 MLAH 0ssszetételii komplex mér a dopamint tartalmazé terner
rendszerekben is nagy mennyiségben képzddik. A komplexek egyedi spektrumai arra utalnak,
hogy e komplexekben a katecholaminok megtartjik kétfogti {O7,07} tipust koordinaci6jukat.
A négyfogli imidazolszarmazékok koordinaciés mddjarél a hisztamint tartalmazé terner
rendszerek vizsgalataval prébaltunk informaciét szerezni. A meghatirozott képz6dési
allanddkat a 7. tablazat tartalmazza, a kapott eloszlasgérbék a 32. és a 33. abran lathatéak. A
réz(II)-hisztamin- L-dopa rendszerben pH 4 koriil képzodik a kétszeresen protonalt CuLAH,
komplex. Dopamin jelenlétében nem képzddik az analég Osszetételli részecske, a terner
komplexek képzbdése csak pH 5 felett kezdddik, a szinte 100 %-o0s mennyiségben kialakuld
CuLAH osszetételii komplex képzddésével. A spektralis paraméterekbdl (8. tablazat) jol
latszik, hogy az L-dopa jelenlétében szamottevd mennyiségben képz6dé6 CuLAH;
kompléxben a katecholamin aminosavszer(ien koordinilédik, mivel ebben az esetben nem
jelentkezik a katecholtipusi koordinaciéra jellemz6 t6ltésatviteli sav 400-450 nm kériil. A
képz6do tébbi vegyeskomplex esetén ugyanakkor, a meghatarozott paraméterek alapjan a

katecholaminok {O~,07} tipusu koordinacidjara kovetkeztethetiink.

8. tablazat 4 képzodo vegyesligandumi [CupL,A.H,] komplexek spektrdlis paraméterei
(A meghatarozott elnyelési maximumok hibdja + 3 nm; T = 298 K, I = 0,1M NaClO,)

L A pars ACT T A+ g+l
hisztamin dopamin 1111 438 134 612 67
1110 435 152 610 61
hisztamin L-dopa 1112 - - 598 74
1111 442 121 606 68
1110 440 203 604 77
mbimdm dopamin 1111 450 178 635 73
1110 417 270 647 68
mbimdm L-dopa 1112 455 186 623 97
1111 450 120 636 72
1110 434 255 648 74
mbimdm glicin 1110 - - 635 58
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Tovabbi Osszefliggések keresése érdekében a 9. tdblazatban felsorolt szarmaztatott
képzOdési allanddkat hasonlitottuk §ssze egymassal. A téblazat az analdg réz(Il)/cink(Il)}-
hisztidin—-dopamin/L-dopa  illetve  réz(II)/cink(II}-hisztamin—pirokatechol = rendszerek
megfeleld irodalmi értékeit is tartalmazza. A logK” értékek alapjan elmondhatjuk, hogy a
katecholaminok belépése az ML komplexbe (ML + AH = MLAH) jéval kedvezdbb a
hisztamin esetében, mint a négyfogl ligandumoknal, ami érthetd is, hiszen kevésbé telitett a
koordinacids szféra. A négyfogi imidazolszarmazékok preferélt koordinaciés mddja a négy
nitrogén egy sikban térténd koordinacidja, a katecholaminok kotddésével azonban legalédbb
egy nitrogénnek ki kell szorulnia az ekvatorialis sikbdl, ami axidlisan koordinalédhat wjra. J6l
ismert ugyanakkor, hogy a cink(II)-nél az axialis koordinécié joval kedvezményezettebb mint
a réz(I1)-nél. Ez magyarézatot adhat arra, hogy a cink(II) esetén a hisztamin valamint a 4N-es
ligandumok logK* értékei kozott joval kisebb a kiilonbség, mint a réz(Il) analdg értékei
kozott. A 9. tablazat értékei alapjan a 4N-es ligandumok beépiilése az MAH Osszetételii
komplexbe (MAH + L = MLAH, logk*) mindkét fémion esetén nagyobb stabilitési
allanddval irhaté le, mint a hisztamin koordinécidja. Ez az eltérés viszonylag nagy (kb. harom
nagysagrend) a cink(II) komplexei esetén, ami Osszhangban van a hatos, {4N,207}
koordinacigji részecskék kialakuldsaval. A réz(II)-nél a hisztaminra és a két
imidazolszarmazékra szamolt logK* értékek kozotti kiilonbség kisebb (kb. egy nagysagrend),
de még mindig utobbi ligandumok legalabb haromfogu koordinacidjara utal.

A terner komplexek pH 10 koriil lejatszodé deprotondlodasa jorészt a katecholaminok
oldallanci aminocsoportjahoz rendelhetd, hiszen az MLA komplexet eredményezo
deprotonalédas pK*™-i jo egyezést mutatnak a szabad ligandum hasonlé értékével.
Ugyanakkor, a spektrofotometrias mérések tanusaga szerint, utébbi deprotonalédasi folyamat
jelentOs spektralis valtozast eredményez (a d-d sav maximuma nd, a toltésatviteli savé 'pedig
csokken), amit nem eredményezhet egy a koordinacids szférat nem érint6, attél meglehet6sen
nagy tavolsagban lejatszod6é deprotonalddas. A spektralis valtozas szerkezeti atalakulasra
utal, nevezetesen arra, hogy az ekvatorialis sikban koordinilédé nitrogéndonorcsoportok
szama csokken, az oxigéndonoroké pedig né. Az eldbbiek alapjan ez arra mutat, hogy a
CuLAH komplex lehetséges izomerjei kozott olyan is eléfordul, amelyben a katecholaminok
axidlis—ekvatorialis {O~,07} poziciéban kétddik a fémionhoz (ilyen izomerre az irodalomban
is taldlhatunk példat [99]). Ugyanakkor az MLA terner komplexben a katecholaminok

ekvatoridlis {2N,20} koordinacidji izomerje dominansabba valik.
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9. tablazat A vizsgalt rendszerekben képz6do vegyesligandumi komplexek

szdrmaztatott képzddeési dllandoi (T = 298 K, I = 0,1M NaClO* irodalmi adatok [99,100])

logK*(ML+AH=MLAH)

logk*#*(MAH+L=MLAH)

L A Cu(l) Zn(II) L A Cu(ll) Zn(ID)
L-His* L-dopa 12,73 9,27 L-His* L-dopa - 5,83
L-His* dopamin 13,17 9,67 L-His* dopamin 9,35 6,13

hisztamin* pirokatechol 13,48 - hisztamin* pirokatechol 9,19 -
hisztamin L-dopa 13,35 10,32  hisztamin L-dopa -- 5,00
hisztamin dopamin 13,43 10,09 hisztamin dopamin 8,98 5,36
bimdm L-dopa 7,29 7,43 bimdm L-dopa - 8,08
bimdm dopamin 7,51 7,13 bimdm dopamin 10,13 8,37
mbimdm L-dopa 7,21 7,41 mbimdm L-dopa - 8,86
mbimdm dopamin 6,57 7,17 mbimdm dopamin 9,31 9,21

pK*(MLAH,=MLAH-+H)
L A Cu(ll) Zn(ID) L A Cu(l) Zn(ID)
hisztamin L-dopa 7,67 7,61 hisztamin dopamin -- -
bimdm L-dopa 8,88 8,65 bimdm dopamin 8,73 8,52
mbimdm L-dopa 8,94 8,42 mbimdm dopamin 8,66 7,81
pK#(MLAH = MLA+H) pKnus(L-dopa/dopamin) = 9,82/10,33

L A Cu(Il) Zn(II) L A Cu(Il) Zn(1D)

hisztamin L-dopa 9,84 9,68 hisztamin dopamin 10,25 10,19
bimdm L-dopa 9,61 9,76 bimdm dopamin 10,02 10,24
mbimdm L-dopa 10,13 9,89 mbimdm dopamin 10,31 10,46
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4.4. A hisztamin alegységet tartalmazo dhen réz(Il)- és cink(Il)komplexei

A hisztaminszerii donorcsoportokat tartalmazd, véltozatos koordinaciés médokra
lehetéséget biztosité dhen eloallitasdval célunk olyan imidazoltartalmd peptid
tanulményozésa volt, ahol a peptidkétés az €16 szervezethez hasonléan nem jatszik szerepet a
fiziol6gias pH-tartomanyban. A dhen, valamint a hisztamin protondlédasi allandoéit és
komplexeik képzddési allanddit a 10. tabldzat tartalmazza. A hisztamin esetén az altalunk
alkalmazott kisérleti feltételek mellett kapott eredmények j6 egyezést mutatnak a korabbi
vizsgélatokkal [102,103]. A dhen négy protonalhatd csoportot tartalmaz (két imidazol- és két
aminocsoport), a primer aminocsoport nagyobb bazicitdsanak kd&szonhetden elséként

valdsziniileg a két imidazolgyiir(i fog deprotonalédni.

réz(1l)- illetve cink(Il)ionokkal alkotott komplexeik képzddési dallandoi
(T =298 K és [363 K], I = 0,1M NaCl, a becsiilt hibaértékek zardjelben)

dhen hisztamin
M,LH,  Cu(ll) Zn(II) M,LH,  Cu(l) Zn(II)
pK; 4,601(5) [3,67(5)] 011 6,081(2) [4,85(5)]
pK» 5,356(5) [4,36(5)] 012 9,763(1) [7,94(5)]
pK3 6,787(4) [5,57 (5)]
pK4 7,773(4) [6,31(5)]
112 20,81(1) 111 12,853)  10,87(4) [---]
111 16,771)  12,33(1) [11,0(1)] 110 9,48(1)  5,15(1) [4,5(1)]
220 27,83(2) 16,47(2) [15,0(1)] 121 21,48(3)
42-4 16294 -2,29(6) [1,3(1)] 120 15,98(1)  9,97(1) [8,6(1)]
42-5 - -11,56(9) [-5,3(1)] 11-1 - =3,04(2) [-2,0(1)]
42-6 e 221,1509) [[12,2(1)] 12-1 5,19(1)
112 -6,12(1) -11,77(5) [-8,8(1)] 22-2 7,02(1)
N. P. 579 462 [218] N.P. 721 391 [326]
F.P. 0,006 0,007 [0,013] F.P. 0,006 0,005 [0,008]

N. P. = kisérleti pontok szama, F. P. = illesztési paraméter (cm’)
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Az imidazolcsoportok a szubsztitudlatlan imidazolgyiri (pK = 6,95 [104]) és a hisztamin
imidazolgyftrtjének pK-jahoz (pK = 6,081) képest joval alacsonyabb pH-n deprotonalédnak
(pK; = 4,601; pK;, = 5,356), mivel a ligandum teljesen protonalt formajaban négy pozitiv
toltésti, igy a deprotonalédas kedvezményezett. Az aminocsoportok bazicitasa is kisebb az
imidazolgyfriik elektronszivé hatdsa miatt (pK3 = 6,787; pK4 = 7,773), mint az analég N,N'-
digliciletan-1,2-diamin esetén (pK = 7,48 és 8,22 [105]). Ha egy molekula két azonos
deprotonaldédd csoportot azonos koérnyezetben tartalmaz és ezek kozott nincs szamottevod
kolcsonhatds (példaul térben tavol helyezkednek el egymastdl), akkor statisztikai
megfontolasok alapjan [106] ezek pK értékeinek kiilonbsége 0,6 (ApK = log4). A dhen
imidazolcsoportjai esetén ez az érték 0,76, vagyis valoszintileg nincs kolcsonhatas kozottik.
Az aminocsoportok ApK-ja 0,99, viszont az analég N,N'-digliciletan-1,2-diamin esetén 0,74.
Ez a kiilonbség azt mutatja, hogy a dhen aminocsoportjainak deprotonidldédasa nem teljesen
fiiggetlen egymastol. A dhen kiilonb6z6 fém—ligandum ardnyoknal kapott titralasi gorbéit az
34. abra mutatja.

11,51 11,5}

A
10,5 1087
9,51
9,5
8,51
8,5 -
7.51
pH737 pH
6,5
6,5 1
551
5,5
4,51
4,51 35
3,5 T T T 1 2,5 T T T 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
NaOH / [dhen] NaOH / [dhen]

34. abra A cink(ll)—dhen (A) és a réz(Il)—dhen (B) rendszerek titralasi gorbéi
kiilonbozo féem—ligandum aranyoknal;

[L] = 0,0028 M (a) és [M] = 0,0014 (), 0,0026 (c) illetve 0,0052 M (d)
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J61 lathat, hogy a ligandum deprotonéalddésa a fémkoordinacié hatdsara alacsonyabb pH-kon
jatszodik le. A komplexképzddés, mint az varhato volt, joval alacsonyabb pH-kon indul meg a
réz(II)tartalma rendszerben, mint a cink(II)-nél. A cink(II)-dhen rendszerben pH = 7 folott
ijabb deprotonalédas térténik, melynek soran pH = 11-ig a fémre nézve két ekvivalens proton
valik szabadda. A fémfelesleget tartalmazé rendszerben érdekes médon pH = 9-ig két extra
deprotonalddas figyelheté meg, magasabb pH-kon pedig megindul a csapadékkivalas. Ezen
2:1 fém-ligandum aranynal végzett méréseinket a titralasok soran tapasztalt lassan bealld
egyensilyok miatt nem hasznaltuk fel a képz6dési allandok szamitasahoz. Az ekvimolaris és a
ligandumfelesleget tartalmazd titralasi gérbéink is tobbféle modellel illeszthetdk, igy ebben az
esetben mint fiiggetlen mddszert, az NMR-t vettiik igénybe a rendszer pontos leirasahoz. A
réz(I)tartalma rendszerben 2:1 fém-ligandum aranynél mér pH 7,5 folott csapadékképzddést
tapasztaltunk és a cink(Il)-hez hasonléan kinetikai okok miatt nem értékeltilk ezen
titralasokat. Az ekvimolaris és a ligandumfelesleg mellett végzett méréseinknél a cink(II)-kel
Osszehasonlitva az extra deprotonalddés kb. egy egységgel magasabb pH-n jatszodik le, a
rendszerben képzO6dott komplexekrdl UV-lathaté, CD- és ESR-vizsgalatokkal gyiijtottiink
tovabbi informaciokat.

Az 35. ébra a kiilonbozd fém-ligandum aranyoknal felvett NMR-spektrumok
imidazolprotonjainak pH-fliggését mutatja. A jelek eltolodasa illetve kiszélesedése a szabad
ligandumhoz képest mér pH 5-nél fém—ligandum kolcsonhatasra utal. Minthogy a C? proton
kiszélesedése jelentdsebb, ezért a kialakulé komplexekben az imidazolgyiiri N3-as
nitrogénjének koordinacidja valésziniisitheto. A fémfelesleget tartalmazo6 2:1 rendszerben pH
6,6 felett fokozatosan egy Uj jelcsoport jelenik meg az el6zdekhez képest jelentosen eltolodva
a nagyobb terek irdnyiba, amely egy lassi ligandumcserével bir6 komplex kialakuldsahoz
rendelhetd. Mivel nem tapasztaltunk csapadékképzddést, ezért ez a megfigyelés csak olyan
komplex(ek) kialakuldsaval magyarazhatd, amelyben 2:1 a fém-ligandum arany. Az 1:1 és az
1:2 rendszerekben is megjelenik a lassu ligandumcserével bir6 komplex, amely széles pH-
tartomanyban — ott, ahol tébb deprotonalddas is lejatszodik — végig jelen van. Az ekvimolaris
rendszerben pH = 8-11 kozott koriilbeliil azonos a jelek intenzitdsa, azaz itt is nagy
mennyiségben képzddik a 2:1 komplex. Ligandumfelesleg mellett (1:2,5 aranynal) magasabb
pH-kon cs6kken a lassii ligandumcseréjii komplex jelének intenzitasa, vagyis ujabb
komplex(ek) alakulnak ki. Felmeriil a kérdés, mi lehet ezen tSbbmagvi komplex vagy

komplexek szerkezete.
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1L

[M]:[L] =2:1 pH = 5,40 [M]:[L] = 1:1 pH =5,78 [M]:[L] = 1:2,5 pH = 6,30

b D PN - S L : SN J\
6,62 7,24 L 7,64
g 709 173 8,80
ol MU, oo bk
7,64 8,31 J\ l 9,36
935 10,70 10,94

:
F

L

PPM 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 PPM 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50

35. abra A cink(ll)—dhen rendszerben kiilonbozé fém—ligandum aranyndl felvett NMR-spektrumok imidazolprotonjainak pH-fiiggése

2 7

(C? és C° protonok jeleit ’a’ és b’ -vel jelsltiik gyors ligandumcsere illetve 'c’ és ’d’-vel lassii ligandumcseresebesség esetén)



A pH 6 felett lejatsz6do lugfogyaszté folyamatok vagy a koordinalt viz deprotonalédasahoz,
vagy a fémion altal indukalt amidnitrogén deprotonalédasahoz, vagy pedig az imidazolgytirii
pirrolos (N'-es) nitrogénjének deprotonalédésihoz rendelheték. Ennek kapcsdn emlitést
érdemel a lassi ligandumcserével bird komplex imidazolprotonjainak jelentds eltolodasa,
féként a C? szénen 1évd proton, amely 1,4 ppm eltolédast szenved a szabad ligandumhoz
képest (a C° szénen 1év proton eltolédasa csak 0,3 ppm). Ugyanakkor az etiléndiamin-rész
metilén protonjai (melyek kdzvetleniil kapcsolédnak az amidnitrogénekhez) nem mutatnak
nagy mértékli valtozast a komplexképzodés soran. A fémionhoz koordindlt viz
deprotonalédasaval 1étrejovo vegyes hidroxokomplex kialakuldsa sem eredményezheti az
imidazolprotonok jeleinek ilyen nagy mértéki eltolodasat. Az irodalomban tobb
hisztidintartalmu peptid cink(II)- és diamdagneses nikkel(Il)komplexénél is beszamolnak
peptidnitrogén deprotonalédasa soran kialakulé lassi ligandumcseréjii komplexekrdl
[35,107], azonban ezeknél az amid koérnyezetében 1évé protonok joval nagyobb, az
imidazolprotonok joval kisebb eltolédast szenvednek. Ugyanakkor az irodalomban tébb
esetben is taldlkozhatunk az imidazolgytirli protonjainak ezzel teljesen analdg eltolédasival
diamégneses nikkel(IT)komplexek esetén, ahol ez az imidazol N'-es nitrogénjének
deprotonal6dasahoz volt rendelhetd [35,36], igy ez esetlinkben is erdsen valdszinisithetd.
Ennek eredményeképpen a pirrolos nitrogén deprotonalodasaval 1étrejévé imidazolatanion
kétfoghh hidligandumként koordinalédik a létrejové komplex(ek)ben. Erre wutal a
hisztidinegység metilénjeleinek a megvaltozasa is a szabad ligandumhoz képest (36. abra). A
CPH, csoport protonjainak inekvivalencidja jelentSsen megn a komplexben, ami az
imidazolgyiiri erdsen rogzitett allapotara utal, s ez §sszecseng azzal, hogy a gytiri kétfoga
hidként kotédik. Mivel az NMR-spektrumban csak egyetlen jel jelenik meg a ligandum
minden egyes protonjat tekintve, ezért az imidazolgytiriik a 1étrejévo komplex(ek)ben azonos
kérnyezetben helyezkednek el és ezt — a ligandumszerkezetbdl kvetkezéen — csak 2:1 fém—
ligandum arannyal rendelkezé ciklikus oligomer képzOdésével magyarazhatjuk, ahol a
fémionokat kétfogiiként koordindlédé imidazolathidak k&tik Ossze. A cink(II)-dhen
rendszerben valdsziniileg a legkisebb méretli, azaz 4:2 fém-ligandum arannyal biré ciklikus
oligomer komplex alakul ki, melyhez hasonlé szerkezetii, négymagvi komplexek vizsgélatira
szamos példat talalunk az irodalomban [34,35,108,109], de nem zarhat6 ki nagyobb méretii
oligomerek képzOdése sem. Ezen ismeretek birtokaban egyensulyi méréseink a 37. abran
lathaté eloszlasgérbékkel irhaték le az ekvimoléaris rendszerben illetve ligandumfelesleg

alkalmazasa mellett.
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11. u

PPM 3,20 3,10 3,00 2,90 2,80

36. abra A dhen metilén protonjainak [etiléndiamin-(1) és hisztidilrész(11)]
'H-NMR spektruma a szabad ligandumban pH=10,5-nél (a)
illetve a cink(Il)—dhen 2:1 rendszerben pH=9,35-nél (b)
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Alacsonyabb pH-kon MLH &sszetételli részecske alakul ki, majd a pH novelésével
kézel 100 %-ban van jelen a Zn,L, komplex. Ebben a {4N} koordinaci6jii komplexben a
fémionhoz két aminonitrogén és két N*-as imidazolnitrogén kapcsolédik. A semleges pH-
tartomanyban képz6dd komplex a pH-metria illetve az NMR-mérések alapjan ML illetve
M,L, Osszetételli is lehet, azonban a réz(II)-dhen rendszerben kapott eredmények és a
kinetikai mérések alapjan (1d. 4.4.1. fejezet) a dimer komplex kialakulasat valdsziniisithetjiik.
A pH tovabbi novelésével az 1:1 rendszer esetén pH 7, az 1:2-es rendszerben pH 8 kériil indul
el a négymagvi ciklikus oligomer komplex (Zn4L,H.4) képzddése, amely az NMR-mérések
alapjan széles pH-tartoményban jelen van. A potenciometridss mérések ezen komplex
képzbdési tartomanyaban tovabbi deprotonalédési folyamatokra utalnak, ami csak vegyes
hidroxokomplexek képzddésével magyarazhaté. A lugos pH-tartomanyban egymagvii, ZnLH.
o Osszetételli részecske alakul ki, amelyben az NMR-mérések alapjan (gyors
ligandumcseresebesség) valészinlibb a koordindlt viz deprotondloddasa, mintsem a
peptidnitrogéné. A réz(II)-dhen rendszerben a pH-metrids és spektroszkdopias mérések alapjan
1:1 és 1:2 fém-ligandum arénynal széles pH-tartoményban (pH 5-8 kozott) egyetlen
dominans részecske van jelen, amely mint arr6l mar a cink(II)-nél is szé esett, ML illetve
ML, 6sszetételii is lehet. A d-d 4tmenet maximuma (A = 625 nm) ezen komplex esetén joval
magasabb hullamhossznal jelenik meg, mint amit négy nitrogén koordinaciénal varnank (pl. a
hisztamin {2NH,, 2N;n} koordinici6ju bisz-komplexének abszorpciés maximuma 600 nm).
Az irodalomban azonban talalhatunk példat a vizsgalt komplexiinkh6z nagyon hasonld értékre
is, hiszen a His-Gly bisz-hisztamin jellegli koordinaciéval biré CuL, komplexe 630 nm-nél
jelentkezd d-d atmenettel rendelkezik [94]. A vizsgalt részecske ESR-paraméterei (go = 2,101,
Ao = 68 G, g|| = 2,238, g, = 2,057, A|| = 180 G) miér egyértelmilien négy nitrogén
koordinacidra utalnak, hiszen a hisztamin bisz-komplexe (go = 2,110, Ag = 76 G, 38. ébra) és
a His-Gly CuL, osszetételii komplexe (g|| = 2,247, g, = 2,044, A|| = 186 G [95]) is hasonlo
értékeket mutat. Ugyanakkor ha egymagvi Cu(dhen) komplex képzddne, annak mérete és
szerkezete teljesen analdg lenne a Cu(hisztamin), komplexszel, emiatt viszont nem lenne
értelmezhetd a két ESR-spektrum (38. dbra) kozotti igen jelentds vonalszélességbeli
kiilonbség. Ezen spektrumok sokkal inkabb azt bizonyitjdk, hogy jelentés méretbeli
kiilonbség van a két komplex koz6tt, ami a kétmagvi CuzL; (39. abra) 6sszetételii komplex
kialakuldsat valdszintsiti. A hipotetikus ML komplexben tizenegytagu kelatgytri alakulna ki

a két aminocsoport kozott, ami gy tlinik nem stabilizalja ezen komplexet.
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37. abra A cink(ll)—dhen rendszer eloszlasgorbéi
1.1[Zn] = [L] = 0,003 M (a) illetve 1,05[Zn] = 0,5[L] = 0,0015 M (b)
(T=298K, 1= 0,1 MNaCl)
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38. abra Szobahémérsékletii ESR-spektrumok
a réz(Il)-hisztamin(a) és a réz(Il)—dhen (b,c) rendszerekben
[Cu] = 0,004 M; [Cu]:[L] = 1:5 (a), 1:1 (b,c); pH 8,0 (a), 7,5 (b), 11,0 (c)
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A réz(II)—dhen 1:1 és 1:2 rendszerek CD-spektrumainak pH-fiiggése alapjan pH 6 koriil 100
%-ban kialakul egy részecske mindkét rendszerben, amely az el6zéek alapjan Cu,L,
Osszetételli. Ugyanakkor pH 7-10 kozott (40. abra) a két rendszer viselkedése alapvetden eltér
egymastél, az ekvimolaris oldatban ujabb részecske(k) jelenik meg viszonylag nagy
koncentraciéban, amelybdl ligandumfelesleg mellett joval kevesebb képzodik. A CD-
spektrumok matrixrang analizise alapjan [110] ebben a kéztes pH-tartomanyban ellentétben a
cink(Il)tartalmi rendszerrel csak egyetlen komplex alakul ki, amely az el6zéek és a pH-
metrids adatok figyelembevételével nagy valosziniiséggel 2:1 dsszetételli, hiszen az 1:1 €s 1:2
rendszerek ilyen nagymértékii kiilonbsége 1:1 vagy 1:2 fém-ligandum arannyal rendelkezd
komplex képzddésével nem magyaridzhatd. Emellett tobbmagvi komplex képzddésére utal a
fémcentrumok  ko6zotti  antiferromagneses  kolcsonhatds  kovetkeztében  1étrejovo
intenzitdscs6kkenés is az ESR-spektrumon. Ezen tobbmagvi komplex Osszetételére
vonatkozoan megallapithatd, hogy mig a pH-metrids gérbék az ugyanolyan protonéltsagi
dllapott Cu,LH., illetve Cu4l,H,4 Osszetételi komplex feltételezésével is hasonléan
illeszhetdk, ezzel szemben a CD-spektrumok csak a négymagvi részecskével vagy ennek
nagyobb tagszamu analégjaval irhatok le megfelel6 médon. Az eldbbiek alapjan tehat ebben a
kéztes pH-tartomanyban a cink(II)tartalmii rendszerhez hasonldéan négymagvi komplex
kialakulasa valdsziniisithetd. A lugos pH-tartomanyban pedig Gjra ugyanaz a dominans
részecske van jelen az 1:1 és 1:2 rendszerekben, amely a pH-metrias mérések alapjan CuLH.,
Osszetételll. A d-d atmenet maximuma (A = 514 nm) és az ESR-paraméterek alapjan (go =
2,080, Ag = 90,4 G, 38. abra; g|| = 2,178, g, = 2,046, A|| = 206,6 G) egyértelmi, hogy a
CuLH.; komplexben a két peptidnitrogén deprotonédlédik, mikdzben az imidazolnitrogének
kiszorulnak a koordinacids szférabdl (39. abra).

Ezen eredmények alapjan az 41. abran lathat6 eloszlasgorbék vonatkoznak az 1:1 és
1:2 rendszerekre. A savas pH-tartomanyban ketto illetve harom nitrogén koordinalodasaval
MLHj; illetve MLH &sszetételii protonalt részecskék keletkeznek. A cink(II)-nél is javasolt
kétmagv, bisz-hisztamin koordindci6val biré komplex igen széles pH-tartomanyban (pH 5-8
kozott) domindns. Erdemes megjegyezni, hogy az Mihisztamin), komplexek bazicitassal
korrigalt képz6dési allandéi (példaul a Cul, esetén logbizoker = logbi2o — 2logbgi2 = —15,71)
tobb nagysagrenddel alacsonyabbak, mint mas hisztaminszerli ligandumok, igy a HisOMe
(logbi2okorr = —11,92) [111], a His-Gly (logBi2oxor = —11.61) [94] illetve a vizsgélt dhen
{log[(B220x0m)'*] = (logPaz0 — 2logPo1a)'?= —12,01} esetén. Ez esetleg utalhat arra, hogy az

utobbi vegyiiletek esetén a karbonil oxigén axiélis koordinacidja valésul meg, ami stabilizélja
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a szerkezetet ¢s emellett magyarazatot adhat az ezen vegyiiletek réz(Il)komplexeinél
tapasztalt voros eltolodasra is. Az altalunk vizsgalt rendszerben igen széles pH-tartoméanyban
jelenlévd kétmagvi komplex hisztaminszeri koordindcidja rendkiviil stabil, s ennek
koszonhetéen az amidnitrogén a réznél szokéasosndl joval magasabb pH-n deprotonalddik
(példaul az analég N,N'-digliciletan-1,2-diamin esetén [105] a deprotonalddas két logaritmus
egységgel alacsonyabb pH-n jatszodik le). Mivel mindkét fémion esetén a deprotonalddasi
folyamat (ML, — 2 MLH.; + 4 H") logK-ja majdnem azonos (1ogK 71y dhen = —40,01 illetve
logKcuan-dhen = —40,07), ezért figyelembe véve a cink(Il) joval kisebb affinitdsat az
amidcsoporthoz, a két kozel egyezd érték kiilonboz6 deprotonalddési folyamatot takar. A
réz(Il)nél az amidnitrogén, mig a cink(Il) esetén a koordinalt viz deprotonaldodasa a

valoszintibb.

\=N,_  NH, HN, N/
Cu :Cu'\,
/=N N HN  N=
o i /\NH
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39. abra A réz(1l)-dhen rendszerben képzodo komplexek vazlatos szerkezete

A kinetikai mérések pontosabb leirdsa érdekében a cink(II)-dhen és a cink(II)-hisztamin
rendszerek potenciometrias vizsgalatat 90°C-on is elvégeztiik. A mérések kiértékelése soran
ugyanazon részecskék képzodését feltételeztilk, mint 25°C-on, a meghatérozott képzodési
allandokat a 10. tablazat tartalmazza. A cink(Il)ion hidrolizisének tanulmanyozasa soran
(0,001-0,004 M Zn(ClO4),-oldatot titraltunk 90°C-on a csapadékképzodés megindulasaig,
vagyis a Zn(OH) részecske 10-15%-o0s képzddéséig) meghataroztuk a kinetikai mérések

kiértékeléséhez sziikséges Zn(OH) részecske képzddési allandojat {logBio-1 =—6,8(2)} is.
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40. abra CD-spektrumok a réz(1l)— dhen 1:1 (a) és 1:2 (b) rendszerekben
a. [Cu] = [L] =0,0025 M; pH 7,43, 8,12, 8,37, 8,58, 880, 9,01, 9,18,
9,41, 9,68, 9,87, 10,12, 10,37 és 10,57 (650 nm-nél fentrdl lefelé)

b. [Cu] = 0,5[L] = 0,0015 M; pH 7,55, 8,23, 8,61, 8,85, 9,01,

9,25, 9,44, 9,66, 10,04 és 10,46
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41. abra A réz(ll)-dhen rendszer eloszldasgorbéi
[Cu] = [L] = 0,003 M (a) illetve [Cu] = 0,5[L] = 0,0015 M (b)
(T=298K,1=0,1MNaCl)
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4.4.1. A cink(Il)komplexek hidrolitikus aktivitasanak vizsgdlata nemaktivalt foszfatészterek
segitségével

A célkitizéseknek megfeleléen a hisztamin és a dhen cink(II)komplexeinek
hidrolitikus  aktivitasat a nemaktivalt 2'3'-cUMP segitségével, HPLC-technikéaval
tanulmanyoztuk (Id. 3.2.3. fejezet). A méréseket az eldvizsgalatok alapjan 90°C-on hajtottuk
ad (42. abra), az egyenes meredekségébdl egy pszeudo elsérendli sebességi allando
szamithat6, melyeknek pH-fliggését a 43. abra mutatja. A cink(II)-hisztamin rendszer
hidrolitikus aktivitasa erdteljesen novekszik a pH-val az {N;», NH», OH } koordinacidval bir6
ZnLH.; osszetételii komplex kialakulasaval parhuzamosan (44. dbra). A ligandumfelesleg
novekedésével az aktivitas jelentosen lecsokken (45.A ébra), ami arra utal, hogy a szintén
képz6dod és egyre jobban talsulyba keriil6 ZnL, komplexnek nincs hatésa a hidrolizisre. Ezek
a tapasztalatok is arra a korabbi megfigyelésre utalnak, hogy a fémhez kotott hidroxidion
jelenléte meghatarozé a hidrolizisben. Az Osszkoncentraciotél vald filiggést ebben a
rendszerben 6,3-as pH-n vizsgéltuk (45.B abra). Mivel az alkalmazott feltételek mellett tobb
részecske van egyensulyban, ezért sem a reakciérendre, sem a katalizis esetleges
eloegyensulyi folyamataira nem lehet kovetkeztetni. Az irodalmi eredmények
figyelembevételével [65,67,109] azonban egyértelmiinek latszik egy cinket és egy foszfatot

1:1 aranyban tartalmazo vegyesligandumt komplex kialakulésa.

e
0,5 y = In([AJ/[Ad]), A = 2',3-cUMP
- A = Agexp(-keper)
-1 1
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0 1000 2000 3000 4000 5000
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42. abra A 2’,3’-cUMP hidrolizisének folyamata 90 C-on
([Zn] = 0,45[hisztamin] = 0,004 M, [2’,3"-cUMP]y = 0,0005 M)
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43. abra A pszeudo elsorendii sebességi allando pH-fiiggése a cink(Il)—hisztamin
(M, [Zn] = 0,45[L] = 0,004 M) és a cink(Il)-dhen (A, [Zn] = 0,95[L] = 0,002 M)
rendszerekben (A folytonos vonal illesztett gorbe; T = 363 K, I = 0,1 M NaCl )
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44. abra Részecskeeloszldas a cink(Il)—hisztamin rendszerben ([Zn] = 0,45[L] = 0,004 M)
valamint az el6z6 abra ugyanezen rendszerre vonatkozo értékei
nem logaritmikus abrazolasban (T = 363 K)
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45. abra A pszeudo elsérendii sebességi allando fiiggése
A a ligandum—fém ardnytol a cink(Il)-hisztamin ([Zn] = 0,45[L]; pH = 6,3)
B az osszes fémionkoncentraciotol a cink(1l)—hisztamin (m, [Zn] = 0,45[L]; pH =6,3)
és a cink(ll)—-dhen (A, [Zn] = 0,95[L]; pH =5,9) rendszerekben, valamint
C a pH-1t6l a csak cink(Il)iont tartalmazé rendszerben [112]
(A folytonos vonal illesztett gorbe; [Zn] = 0,004 M, T = 363 K, I = 0,1 M NaCl )
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A cink(II)-hisztamin rendszerben a kiilénb6z6 pH-kon, koncentracioknal illetve fém—
ligandum aranyokndl meghatarozott sebességi allandok és a vizsgalt pH-tartomanyban
jelenlévd ot részecske koncentricieloszlasanak ismeretében az aldbbi egyenlet alapjan

meghatarozhatjuk az egyes részecskék egyedi hozzajarulasait a hidrolizishez:
Kobs = K1x[Zn] + K2x[Zn(OH)] + kax[ZnL] + k4x[ZnL;] + ksx[ZNnL(OH)]

A kapott sebességi allandok:
ky = 0, kp = 0,19 (£0,01), ks = 7 (+3) x103, kq ~ 0, ks = 0,59(+0,02) M's™

A 43. és a 45. abran a folytonos vonal az ezen értékekkel szamolt elméleti gorbét mutatja. A
ks pontos meghatirozasahoz irodalmi adatokat is felhasznaltunk [67]. A kapott masodrendii
sebességi allandok alapjan megallapithatjuk, hogy a mar feltételezett ZnLH., komplex mellett
a Zn(OH) részecske is jelent6s hidrolitikus aktivitissal bir, bir ez utdbbi részecske
ligandumfelesleg esetén sohasem képzddik 7%-ndl nagyobb koncentraciéban. Mindkét
hidroxokomplexben a hidroxidion, mint igen er6s nukleofil reaktins vesz részt az
intramolekuldris katalizisben. Osszehasonlitva a két hidroxokomplexet, a ZnLH.; hiromszor
nagyobb aktivitisa azzal magyardzhatd, hogy az imidazolgytirli koordinacidja a 1étrejovod n-
kblcs6nhatds révén elosegiti az O-donorokkal, s igy a foszfatészterrel létrejévd
vegyesligandumti komplex képzodését. A tobbi részecske koziil csak a ZnL rendelkezik
kismértékili aktivitassal. Ez esetben a fémionhoz koordindlt viz a fémionhoz koordinalt
hidroxidionhoz hasonl6éan vesz részt a mechanizmusban, azonban a jéval kisebb nukleofilitas
sokkal kisebb hidrolitikus aktivitast eredményez. A ZnL komplex kismértékli hozzajarulasa
szintén az imidazolgyiirli n-akceptor sajatsagsagaval magyarazhat6, ami megnéveli a foszfat-
diészterrel létrejott vegyesligandumu részecske stabilitasat. Ezek alapjan a ZnL, esetén joval
nagyobb aktivitast kellene tapasztalnunk, azonban a komplex valoszinlileg tetraéderes
szerkezetli [23], ami megakadalyozza a szubsztrat (cUMP) illetve a nukleofil reaktins (H,O)
fémionkoordinacidjat.

A cink(II)-dhen rendszer esetén az aktivitas joval kisebb, széles pH-tartomanyban
allandd, s csak magasabb pH-kon tapasztalunk névekedést (43. abra). A sebességi allando
Osszkoncentraciotol valé fliggését ebben a rendszerben pH = 5,9-nél (ott ahol 90°C-on a
Zn,L; komplex a dominans) tanulmanyoztuk (45.B abra). Az egyenes meredeksége = 0,5, ami

egyrészt 6sszhangban korabbi eredményeinkkel kétmagvii komplex kialakulasét valészindisiti,
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maésrészt a két fémion egylittmiikodését bizonyitja a hidrolizis sordan. A pH-metridsan
megfigyelhet extra deprotonalédas eredményeképpen létrejovo ciklikus oligomer komplexek
képzddési tartomanyaban a hidrolitikus aktivitds egy kissé lecsokken (43. abra). Ezen
megfigyelés is alatdmasztja azt a korabban mar emlitett tapasztalatot, hogy nem egyszerii
vegyes hidroxokomplexek jonnek létre, hiszen ebben az esetben igen jelent6s
aktivitasnévekedést kellett volna tapasztalnunk. Magasabb pH-kon viszont valdsziniileg a
ZnLH, vegyes hidroxokomplex kialakuldsat tiikkr6zi a nagyobb hidrolitikus hajlam.

Az eredmények alapjan a cink(I)}-dhen rendszer 2’,3’-cUMP segitségével
tanulmanyozott hidrolitikus aktivitasa széles pH-tartomanyban allandd, s csak magasabb pH-
kon tapasztalunk névekedést. A cink(II)-hisztamin rendszer viszont meglehetdsen aktivnak
bizonyult a nemaktivalt 2',3'-cUMP hidrolizisére vonatkozdan, hiszen kozel hirom
nagysagrenddel gyorsitja fel a 2',3'-cUMP autohidrolizisét (Kobsauo = 2,4x10° s, pH = 6,3),
amely szinte megegyezik a legtobbet vizsgalt cink(I)-[12]aneN3 rendszer aktivitdsaval [67].
Maga a hisztamin inaktiv (kops = 1,9x10% s pH = 6,3, T = 363 K), igy a tapasztalt
hidrolitikus aktivitas a cink(II)komplexeknek tulajdonithatd, s ez igencsak meglepd, hiszen
altalanos az a vélekedés, hogy ez csak viszonylag rigid, polidentat példaul ciklikus

ligandumok fémkomplexeinél varhato.
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4.5. Inozitolsza’rm'azékok réz(I)komplexeinek hatdsa aktivilt foszfdtészterek hidrolizisére
Kutatécsoportunk korabbi vizsgalataibol kitiint, hogy az alkoxohidas kétmagvi
fémkomplexek igen hatékonyak lehetnek a foszfatészterkotés hidrolizisének tekintetében
[113], ezért munkank soran szamos ilyen vegyiiletet vizsgaltunk. Ezek két képviselbje (tdci és
tmci) a 8. abran lathat6, réz(II)komplexeik hidrolitikus aktivitasat aktivalt foszfatészterek
segitségével szobahOmérsékleten tanulmanyoztuk. A vizsgalt vegyiiletek tulajdonképpen az
1,3,5-triamino-1,3,5-trideoxi-cisz-inozitol (taci) aminocsoportjain metilezett sziarmazékai,
melyek szerkezetliknek és a donorcsoportjaiknak koszonhetGen egyediilalld koordinacids
sajatsagokkal rendelkeznek, hiszen eltér6 hard-soft sajatsagokkal biré fémionok szamara
egyarant fémkotohelylil szolgalnak. A taci esetén négy kiilénb6z6 koordiniciés mod
lehetséges ({Nax, Nax, Nax}, {Naxs Ockvs Nax}s {Oaxs Oax, Oax} illetve {Oax, Neky, Oax} [114]).
Az aminocsoportjain dimetilezett tdci komplexeiben csak a két utdbbit részesiti elényben,
mivel a nagy térkitoltésii dimetilaminocsoportok axialis pozicidja az er6s intramolekularis
taszitds miatt nem kedvezményezett, ezaltal csak azok a kotédési modok johetnek szdba,
amelyekben a nitrogének ekvatoriélis helyzetben helyezkednek el. Ezek koziil a 3d sor vége
felé talalhat6 atmenetifémek, mint példaul a réz(II) az {Ou, Nekv, Oax} tipust koordinaciét
részesiti eldnyben. Ennek koszonhetéen alkoxohidas tobbmagvi komplexek képzddésére
nyilik lehetéség. Célunk az volt, hogy az ily médon egymashoz kézel keriilé fémionok
lehetséges kooperacigjat kihasznaljuk a foszfodiészterek hidrolizisének folyamatiban.
Irodalmi adatok alapjan a szerkezetileg hasonld réz(Il)—cisz-cisz-1,3,5-triamino-ciklohexén
rendszer hatékonyan segiti el6 a foszfodiészterek hidrolizisét [64,73], azonban az altalunk
vizsgélt ligandumok hidroxilcsoportjainak jelenléte alapvetSen eltérd szerkezetli és
Osszetételli komplexek kialakuldsahoz vezethet. Ugyanakkor a fémionhoz kététt
alkoxocsoport sok esetben hatékonyabb nukleofil reaktansként szerepelhet a foszfoészterek
hidrolizise sordn, mint a fémionhoz k&t6tt hidroxidion [61,115,116]. Az egyiittmiikédés
keretében végzett munkdm a réz(II)-tdci és a réz(II)-tmci rendszerekben képz6dé komplexek
aktivalt foszfatészterek hidrolizisére gyakorolt hatdsanak tanulmanyozisa volt. A
tovabbiakban a réz(II)-tdci rendszerre vonatkozd azon eredményeket szeretném bemutatni,
melyek nem képezik részét doktori munkdmnak, azonban az altalam végzett vizsgalatok
értelmezését jelentésen megkonnyitik. A réz(II)}-tmcei rendszerre vonatkozoéan ilyen jellegii

adatok még nem allnak rendelkezésiinkre.
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46. abra Hegetschweiler és munkatarsai dltal meghatdrozott eloszldsgorbék a

réz(Il)—tdci rendszerben; [Cu]/[L] = 1/1 (4), 2/1(B) és 3/1 (C), [L] = 4,4x1 0 M

(T=298K,1=0,1MKCI)
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A réz(II)-tdci rendszerben elvégzett hidrolitikus vizsgalatok a korabban kozoltnél
[117] joval sszetettebb oldatspeciaciét valdsziniisitettek (pl. haromszoros fémfelesleg esetén
is vizoldhaté6 komplexek képzddnek a teljes pH-tartomanyban), ezért a koopericiéban
résztvevd német kutatocsoport igen részletes vizsgalatokat (27 fiiggetlen titralas, a fém—
ligandum arany 1:4 és 3:1 kozott valtozott illetve a pH-metrids méréseket egyidéjﬁleg
spektrofotometriasan is kovették) végzett a rendszer pontosabb egyensilyi leirasa érdekében.
Az 0jabb eredmények alapjan a kutatok a 46. dbran lathaté részecskeeloszlast javasoljak.
Lathatd, hogy nagyszamu kiilénbz6 protonaltsagi allapoti egy-, két- s6t harommagva
komplex alakul ki a fém-ligandum arény és a pH fliggvényében. A komplexképz6dés pH 4-5
koriil indul, az egymagva komplexek (CuLH, CuL és CuLH.)) ligandumfelesleg alkalmazésa
mellett illetve 9,5-es pH alatt képzédnek nagy mennyiségben. Erdekes médon a tSbbmagvi
részecskék (Cu,LH., n = 2,3; x = 0-6) még négyszeres ligandumfelesleg esetén is jelen
vannak és pH 9,5 folott minden rendszerben dominanssa valnak. Ekvimolaris Gsszetételnél és
2:1 fém-ligandum aranynal a kétmagvi komplexek tekinthetdk forészecskéknek a teljes pH-
tartomanyban. A harommagvi komplexek (CusLH., x = 3-5) 3:1 fém-ligandum arany mellett
és pH 6 folott alakulnak ki nagy mennyiségben. Felmeriil a kérdés, hogy mi lehet ezen
komplexek szerkezete. A tdci Aaltal kedvezményezett kétféle koordindciés moédnak
koszonhetéen a fémionok szdméara négy kotédési hely addédik (egy, csak axialis
oxigéndonoratomokb6l all6 {Oaux, Oux, Ou} illetve harom {Oax, Neky, Oax} tipusit). Az {Oy,
Oax, Oax} koordinaciés médot csak a tobbszords pozitiv toltéssel biré hard fémionok kedvelik,
igy a réz(II)-tdci rendszerben feltételezhetéen {Oax, Nekv, Oax} tipusi koordinacidval bird
részecskék alakulnak ki. A pH-metridsan meghatarozott stabilitasi allandokbol a Cu,LHy +
Cu = CuxLH,y egyenlet alapjan szdmolhaté szarmaztatott allandok hasznos informaciét
szolgaltattak az O-donoratomokra vonatkoz6an, melyek hidroxil- és alkoxocsoportként is
koordinal6dhatnak. Nevezetesen min€l deprotonéltabb a kiinduldsi komplex, annal nagyobb a
folyamat képzodési dlland6ja, vagyis minél tobb alkoxocsoport van jelen, annal erésebb a
koordinacié. A létrejové komplexek feltételezett szerkezetének igazolasira a kutatok
kiilonb6z6 szerkezetvizsgilé moddszereket (spektrofotometria, ESR, tomegspektrometria)
hasznaltak. A lathaté6 spektrumok alapjan a fém-ligandum ardny novekedésével a d-d
tartomanyban jelentds (70-80 nm) vords eltolodas figyelhetd meg, ami a tetragonalis
szimmetria torzulasira utal és valésziniileg a Cu;LH.s komplex kialakuldsdnak k&szonheto.
Emellett a fém-ligandum arany ndvekedésével 350 nm koriil egy intenziv tdltésatviteli sav

figyelheté meg, ami az alkoxohidas réz(II)centrumok jellemzd sajatsaga. Az ESR-spektrumok
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alapjan az egymagvi komplexekben a fémionhoz egy nitrogéndonor koordinildédik. A
kétmagvu komplexek ESR-csendes spektruma arra utal, hogy erds antiferromagneses
kolcsonhatas alakul ki a fémcentrumok kozott. A hiarommagvi komplexek ESR-aktiv
spektrummal rendelkeznek, azonban ez jelent6sen kiilonb6zik az egymagvii komplexek
esetén detektalt jeltdl. A pH-metrias és a spektroszkdpids eredmények alapjan a képz6d6
komplexekben a réz(Il)ionokhoz nagy valdsziniliséggel a ligandum axialis hidroxil/alkoxo- és
ekvatorialis aminocsoportjai, valamint a koordinalt vizmolekuldk deprotonalodasa révén
képz6do6 hidroxidionok koordinalddnak.

Emellett a kutatoknak sikeriilt rontgenkrisztallografiis mérésekre alkalmas
egykristalyt néveszteniilk. A szilard komplex bonyolult Gsszetételii 6tmagvi részecske
([Cus(tdciH p)tdci(OH), (NO3)2](NOs)4*6H20), melyben harom ligandumhoz 6t réz(Il)ion
koordinal6dik. Az oldategyensulyi vizsgélatok koriilményei mellett ilyen dsszetételii komplex
nem képzddik, kialakuldsa ugy képzelhet6 el, hogy a semleges koriilmények mellett nagy
mennyiségben keletkez6 komplexek aggregilédnak, példdul két Cu,LH.; és egy CuL
kapcsoloédasaval. Az 6tmagvi komplex (47. édbra) két kétmagvi és egy hiarommagvu
egységbdl éll (a Cu4 és a Cu5 része mind a kétfajta egységnek).

Az 6t fémion koriil harom kiilonb6zé geometridji koordinacios szféra alakul ki A
Cul és a Cu3 négyzetes piramisos geometridji {NO; + O} koordinaciés szféraval
rendelkezik. A Cu2 szintén négyzetes piramisos kérnyezetben talalhat6, azonban {N,O, + O}
tipusu koordinacio jellemzi. A Cu4 és a Cu$ koriil erdsen torzult oktaéderes geometria alakul
ki {NO4 + O} koordinaciéval. A fémionok hidroxo-vagy alkoxohidon keresztiil kapcsolédnak
egymashoz és eziltal egy CusOg Osszetételi klaszter alakul ki (47.b abra). Az egymashoz
kozvetleniil kapcsolddé réz(IT)ionok 2,916-3,782 A tavolsagra helyezkednek el egymaéstdl, a
tavoliak kozott a fém—fém tavolsag 5,455-5,712 A.
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47. dbra A [Cus(tdciH y)tdciy(OH),(NO3),]*" ion rontgenszerkezete
ORTEP abrazoldsban (a) és a létrejove CusOg adduktum kinagyitva (b)

(a hidrogénatomok, a nitrationok N(13)O; kivételével nincsenek feltiintetve)

valamint az alkoxo-hidas kétmagvu (c) és harommagvii (d) fragmensek
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4.5.1. A réz(Il)—tdci rendszer

Mivel az el6zetes eredmények alapjan (46. abra) a réz(II)-tdci rendszer speciacidja
igen véltozatos képet mutatott az alkalmazott fém-ligandum aranytél fiiggéen, ezért elsdként
azt vizsgaltuk, hogy milyen Osszetételnél képzOdik a hidrolitikus hatassal bir6 részecske. A
kinetikai mérések soran harom aktivalt foszfatésztert alkalmaztunk szubsztratként: a bisz(4-
nitrofenil)-foszfatot (bnpp), a 4-nitrofenil-foszfatot (npp) és a 2,4-dinitrofenil-etil-foszfatot
(dnpep). Az eldvizsgalatok alapjan a réz(II)-tdci rendszer a bnpp hidrolizisét segiti el a
leghatékonyabban. A 48. abra a bnpp hidrolizisére meghatarozott sebességi egyiitthatok fém—
ligandum arany fliggését mutatja. A kapott harangalakti gérbe maximumahoz rendelhet6 érték
alapjan egyértelmili, hogy kétmagvii komplex felelés a hidrolitikus aktivitasért. Az 1:1
aranynal tapasztalhaté viszonylag jelent0s aktivitds annak k&szénhetd, hogy a 2:1 fém—
ligandum ardnnyal biré komplex szamottevd mennyiségben képz6dik mar az ekvimolaris
Osszetételli oldatban is (46. abra). A haromszoros fémfelesleg mellett mérhetd sebességi
egylitthatd értéke azt mutatja, hogy az ilyen koriilmények mellett 100 %-ban jelenlévd
harommagvi komplexek a szabad ligandumhoz hasonléan szinte teljesen inaktivnak
bizonyultak a bnpp hidrolizisére vonatkozodan.

A meghatarozott 2:1 Osszetételnél a pszeudo elsérendii sebességi egyiitthatok pH-
fuggése a kiilonboz6 szubsztratok esetén a 49. dbran lathaté. A kapott eredményeket az
egyensulyi mérésekkel Osszevetve (46. abra) lehetévé valt az aktiv részecske protonaltsagi
allapot szerinti azonositasa is. A pH = 7,5-9,5 tartomanyban hirom részecske (CuLH.,,
Cuw,LH; illetve CusLH.s) mutat koncentracidmaximumot, a hiarommagvi komplexet a
pszeudo elsdrendii sebességi egylitthatok fém-ligandum arany fliggése alapjan eleve
kizarhatjuk. Az 1:1 és 2:1 rendszereket Gsszehasonlitva pedig konnyen belathatd, hogy az
egymagvi komplex sem johet szamitasba. Nevezetesen 2:1 fém-ligandum aranynal kb.
kétszer nagyobb hidrolitikus aktivitis mérhetd, mint 1:1 Osszetételnél, ugyanakkor az
egymagvi komplex ilyen koriilmények kozott csak feleakkora mennyiségben képzddik, mig a
kétmagvi komplex szazalékos mennyisége megkétszerezodik. Ezek alapjan egyértelmii, hogy
a réz(Il)-tdci rendszerben a hidrolitikus aktivitas a Cu,LH.; Osszetételi komplexhez
rendelhetd. A dnpep jelenlétében mért pszeudo elsdrendii sebességi allandok kb. feleakkorak,
mint a bnpp esetén. A tapasztalt aktivitdscsGkkenést egyszeriien statisztikai okokkal
magyarazhatjuk, hiszen a dnpep csak egy aktivalt foszfoészterkotést tartalmaz szemben a
bnpp-vel. Az npp — amely tulajdonképpen a bnpp hidrolizisének terméke — esetén a

maximumhoz tartoz pszeudo elsérendii sebességi alland6 értéke azonos koriilmények mellett
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kb. 150-szer kisebb, mint a bnpp esetén, ezért a bnpp hidrolizisére vonatkozé szdmitasaink
soran a termék tovabbalakulasat elhanyagoltuk.

A kovetkezOekben telitési kinetikai mérésekkel probalkoztunk, de ez a hagyomanyos
modon nem volt kivitelezhetd, mivel a bnpp néhany mM-nél nagyobb koncentraciéban nem
oldédik vizben. Ezért forditott mddszert alkalmaztunk és a komplex koncentracidjanak
ndvelésével probaltuk elérni a telitést a katalitikus sebességi allandé meghatdrozasa céljabol.
Azonban ebben az esetben sem sikeriilt kimérniink a teljes telitési gorbét (50. abra), ugyanis
az a komplex igen erSs elnyelése miatt, technikailag nem volt elérhetd. igy az 50. &bran is
megadott Kkisérleti pontokbdl a Michaelis-Menten kinetika feltételezésével szamithatd
paraméterek (Km = 0,024 M , ki = 0,02 s") csak kozelito értékeknek tekinthetok.
Mindazonaltal a meghatarozott masodrendii sebességi éallandé (k; = 0,75 M's? a kezdeti
sebességek modszerével meghatérozott kinetikai adatok alapjan illetve 0,95 M's™ a teljes
kinetikai gorbe segitségével szamolva) a Cu,LH3 komplex rendkiviil nagy hidrolitikus
aktivitasara utal, hiszen értéke 47600-szorosa a szintén erds nukleofil hidroxidion hasonld
értékénél (koy = 2x107 M"s"), ami 4 mM aktiv komplex jelenlétében 35 milliészoros
gyorsulast eredményez az autohidrolizissel sszehasonlitva pH = 8,6 esetén [118].

A bnpp részér6l felmeriilt oldékonységi problémék kikiiszobolésére a vizoldékonyabb
dnpep-vel is végeztiink telitési kinetikai vizsgélatokat (51. abra). Ebben az esetben sikeriilt a
dnpep koncentracidjanak ndvelésével a telitési szakaszt elérniink, ami bizonyitékul szolgal
arra, hogy a hidrolizis el6egyensuly révén kialakulé komplex—szubsztrat dtmeneti terméken
keresztiil jatszodik le. A nemlineéris paraméterbecslés segitségével meghatarozott Michaelis-
Menten allandé (Ky = 26,2 mM, Kass; = 1/ Ky = 38 M) értéke alapjan a dnpep kozepes
erosséggel kotédik a Cup,LH.; komplexhez, mig a katalitikus sebességi allandd (kxa =
5,54x107 ") nagysaga rendkiviil gyors hidrolizisre utal [64].

A lejatsz6dé reakcié valdban katalitikusnak tekinthetd, hiszen tizszeres bnpp f6losleg
mellett 9 Kkatalitikus ciklust mértiink 400 perc alatt, azonban a szdmolt gérbénél kisebb
aktivitast tapasztalhattunk (52. ébra), ami feltételezhetden a hidrolitikus folyamat soran
képz6dé nitrofenil-foszfat (npp) inhibiald hatdsénak tulajdonithaté. A kisérleti pontok jol
leirhatéak egy az npp-vel kialakitott inaktiv vegyesligandumi komplex képzddésének
feltételezésével (CusLH ;" + npp> = [Cu;LH.3(npp)]”, K = 490 M™', 52. 4bra).
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48. abra A pszeudo elsorendii sebességi egyiitthatok fem—ligandum arany fiiggése
a réz(Il)—tdci rendszerben, pH = 8,60, [tdci] = 4,6x107 M, [bupp] = 1x107* M, T = 298 K
. o -6
. n . 9x10
-5 ’ s \
8x10 » "
6x107 ] \ -6x10°
/! _-A ©
-1 - X & TA \
Kobs(S™) ; X " \
4x10° Th G
/I 4 \ = B 3X1 0-6
,/ /’ /A ‘\ \‘\
2x10™ "~ SOl ST .
,4/' ,—’ e, \‘"\\
m o T
i | :
0", l - . 0
7 8 9
pH

49. abra A pszeudo elsorendii sebességi egyiitthatok pH-fiiggése a réz(Il)—tdci rendszerben
m: [Cu(ll)]=2[tdci]=8,80x10°* M, [bnpp]=1x10" M: A: [Cu(ll)]=2[tdci]=8,85x107* M,

[dnpep]=1x10" M; O: [Cu(Il)]=2[L]=3x10° M, [npp]=3x10"° M: T = 298 K
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50. abra A pszeudo elsérendii sebességi egyiitthatok [Cu,LH 3] koncentraciotol valo fiiggése

a réz(Il)—tdci rendszerben, O: [bnpp] = 1 x1 07 M (kezdeti sebességek modszere alapjan),
m: [bupp] = 2x10°7 M (teljes kinetikai gorbe felvételével);
[Cul)]:[L] = 2:1, pH=8,60, T=298 K
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51. abra A kezdeti sebesség dnpep koncentraciotol valo fiiggése a réz(Il)—tdci rendszerben

[CusLH 5] = 1,1x10* M, pH = 8,60, T =298 K
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52. abra A bnpp Cu,LH_3 komplex dltal katalizalt hidrolizisének folyamata a réz(ll)—tdci
rendszerben tizszeres bnpp felesleg esetén, pH = 8,60, [CuLH.3] = 2,55x10°M, T = 298 K;
A szaggatott vonal az idealis viselkedést jeloli, a folytonos pedig az inaktiv

vegyes ligandumu komplex feltételezésével szamitott gorbe

(CuLH 3" + npp” = [CusLH.3(npp)] -, K = 490 M)

a b

53. abra A réz(Il)—tdci rendszerben képzédé Cu,LH 3 komplex valosziniisitett szerkezete (a)
(a fémionokhoz tovabbi vizmolekuldk kotodése feltételezheto)

és a bnpp hidrolizisének lehetséges mechanizmusa (b)
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Az aktiv komplex szerkezetére a Hegetschweiler és munkatarsai altal el6allitott szilard
komplex hasonl6 kétmagvu alegysége, valamint az elvégzett oldatspektroszkodpiai vizsgalatok
alapjan az 53.a abran lathatd szerkezetet valosziniisithetjiikk, amelyben a kétmagvi centrum
fémionjai alkoxo-hidon keresztiil kapcsolddnak egymashoz. A bnpp Cu,LH.; komplex altal
eldsegitett hidrolizisének feltételezett mechanizmusat az 53.b abra mutatja.

Az aktiv komplex javasolt szerkezete alapjan az alkoxo-hidon keresztiil kapcsolod6
fémionokhoz két hidroxidion kotddik, habar az a szerkezet sem zarhat6 ki teljesen, amelyben
mindharom hidroxilcsoport fémion altal eldsegitett deprotondlodasaval a foszfoészterek
hidrolizisében hatékonynak bizonyult alkoxocsoportok jonnek létre. Ha ezen utébbi
folyamatot valészintisitjik, akkor a bnpp atészterezddésével egy 1j, nemaktivalt
foszfoészterszarmazék képzddne. Ezt a bnpp-nél hidrolitikusan stabilabb atmeneti terméket
azonban HPLC-vel nem sikeriilt detektalnunk. Forditott fazisi HPLC-technikaval viszont
kimutathat6, hogy az aktiv komplex hatasira a bnpp p-nitrofenolatra és p-nitrofenil-foszfitra
(npp) bomlik, vagyis a folyamat valoban hidrolitikus és nem egy fémionhoz kotott
alkoxocsoport nukleofil timadasa révén megvalosuld atészterezési folyamat jatszodik le. A
hidrolizis kétfajta mechanizmus szerint jatszodhat le, nevezetesen a fémhez kotott hidroxidion
direkt nukleofil tdmadasa révén illetve altalanos baziskatalitikus folyamatot feltételezve.
Utobbi esetben a fémhez kotott hidroxidion tovabbi vizmolekulakat aktivél és az igy létrejévo
hidroxidion hajtja végre a nukleofil tdmadast. Esetlinkben a Cu,LH_; komplex rendkiviil nagy
aktivitasa alapjan a fémhez kotott hidroxidion direkt nukleofil tdmadasat valdsziniisithetjiik.

A rontgenszerkezetvizsgalatok alapjan az alkoxohidon keresztiil kapcsolédé fémionok
3,6-3,8 A tavolsagra helyezkednek el egymastél, ami kb. megfelel a kétmagvi foszfoészteraz
enzimek aktiv centruméban lévé fémionok tdvolsiganak. Szamos eredmény sziiletett arra
vonatkozdan, hogy a foszfodiészterek p—1,3-hidas formaban megkotddhetnek hasonldé fém-
fém tavolsaggal bir6 alkoxo- [113] vagy fenoxo-hidas [119] kétmagva centrumokon. A
réz(I)-tdci rendszerben képz6dé kétmagvii részecske kiemelkedd aktivitasat is igy
magyarazhatjuk, vagyis a szubsztrat 1,3-hidas forméaban kétddik a Cu,LH.3 komplexhez, ami
a szubsztrat kétszeres Lewis-sav aktivalasit eredményezi, majd az egyik fémcentrum
hidroxidionja kézvetlen nukleofil tamadast hajt végre a szubsztrat foszforatomjan, melynek
eredményeképpen a foszfatészterkotés felhasad (53. dbra). A javasolt mechanizmus szerint
tehat az Altalunk vizsgalt rendszerben kétszeres Lewis-sav aktivalds révén megvalosuld

intramolekularis nukleofil katalizis jatszodik le.
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Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a réz(I)tdci rendszer rendkiviil hatékonyan
segiti eld a bnpp hidrolizisét és emellett szelektiv a diészterek tekintetében, ami irodalmi
adatok alapjan igencsak ritkdn fordul el [120]. Altaliban azt tapasztalhatjuk, hogy a
foszfatészterkotés hidrolizisében kiemelkedden aktiv komplexek ugyanolyan mértékben
illetve még gyorsabban képesek a monoészterek hasitdsdra, mint a diészterek, ami
kedvezotlen pl. a mesterséges nukleazok kifejlesztése tekintetében. Emellett a hidrolizis
katalitikusnak bizonyult, ami szintén igen ritkan fordul el6 a hatékony rendszerek esetében
[121,122]. Kétértékii fémiont tartalmazé komplexek koziil tudomasunk szerint a réz(II)-tdci
rendszerben kialakulo CupLH.; Osszetételii részecske segiti €l6 leghatékonyabban a bnpp
hidrolizisét illetve ugyanez mondhat6 el a legtébb lantanoida(IIl)komplexszel sszehasonlitva
is, csupan néhéany lantanoida(III)-H,O; rendszer [123] illetve a négyértékii fémionok (Zr(IV)
és Ce(IV)) rendelkeznek az éltalunk vizsgalt rendszernél nagyobb hidrolitikus aktivitassal
[124,125].

4.5.2. A réz(Il)—tmci rendszer

Mivel a réz(II)-tdci rendszer hatékonynak bizonyult a bnpp hidrolizisére vonatkozdan,
ezért megvizsgaltuk a rokonvegyiilet tmci réz(II)komplexeinek hidrolitikus aktivitasat is.
Ebben az esetben azonban bnpp-vel a kezdeti gyors hidrolizis utdn a folyamat lelassult, amit
gy magyarazhatunk, hogy csak a bnpp-ben 1év néhany tized szdzalék npp hidrolizal el
gyorsan. Ezt erOsitették meg részletesebb vizsgélataink is, igy a réz(II)-tmci rendszer
gyakorlatilag inaktiv bnpp-vel, viszont rendkiviil aktiv npp-vel szemben. A kétszer negativ
toltésti npp hidrolizisét csak nagyon kevés fémtartalmu rendszer képes nukleofil tdmadas
révén felgyorsitani a semleges pH-tartomanyban a nukleofil hidroxidionra haté jelent6s
elektrosztatikus taszitds miatt. Ezek kozé tartoznak az er0sen Lewis-sav jellegii
lantanoida(IIl)- illetve pl. a Zr(IV)- és Ce(IV)ionok. Hasonléan az elébbi ligandumhoz
el6szor azt vizsgaltuk, hogy milyen fém—ligandum aranynal képzddik a hidrolitikus hatassal
biré részecske.

A pszeudo elsOrendii sebességi egyiitthatok fém—ligandum arany fiiggése (54. abra)
ebben az esetben is harangalakii maximumgorbével irhat6 le. A legnagyobb értéket 2:1 fém—
ligandum ardnynal mértilk, ami arra utal, hogy hasonléan a réz(II)-tdci rendszerhez, ez
esetben is egy kétmagvi komplex felelds a hidrolitikus aktivitdsért. Ennél kisebb illetve
nagyobb ardnyoknél a sebességi allandok fokozatos csokkenését tapasztaltuk. Mindazonaltal

— az egyensulyi eredmények hidnyaban — a képz6d6 1:1 Osszetételii komplexek hidrolitikus
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aktivitasa sem zarhato ki, viszont a kapott eredmények alapjan ezek esetleges hozzajarulasa a

hidrolizishez elhanyagolhat6 a kétmagvi komplex(ek)hez képest.
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54. abra A pszeudo elsérendii sebességi egyiitthatok féem—ligandum arany fiiggése a réz(1l)—
tmci rendszerben, pH = 7,80, [tmci] = 4,5x107 M, [npp] = 1,25x107" M, T = 298 K

Az optimalisnak talalt 2:1 fém-ligandum arany mellett meghataroztuk a pszeudo
elsérendii sebességi egylitthatok pH-fliggését. Emlitésre mélto, hogy kiilonbozé szubsztrat—
komplex aranyok mellett eltérd gorbéket kaptunk, bar minden esetben maximumgorbével
irhat6 le a pH-profil. Ha a komplexek koncentracidja négyszer akkora mint a szubsztraté (55.
abra), akkor a gorbe maximuma pH=7,8-ndl, viszont négyszeres szubsztratfelesleg esetén (56.
abra) pH=8,4-nél talalhato.

Ez arra utal, hogy a foszfomonoészter npp terner komplexek kialakulasa révén
szamottevoen eltolja az egyenstlyt a réz(Il)-tmci rendszerben. Erre magyarazatot adhat a két
negativ toltésli foszfomonoészterek viszonylag jelentds elektrondonor tulajdonsaga, azaz
stabil komplexek kialakitasara valé hajlama. Emellett, a két dbra Gsszehasonlitdsabol az is
lathat6, hogy a kisebb komplex—szubszirat ardny (nagyobb szubsztratkoncentracid) esetén a
varhaténal a hibat meghaladé mértékben csokken a mért sebességi allando, ami a szubsztrat
inhibialé hatasara utal. Ezért meghataroztuk a kezdeti sebesség szubsztratkoncentraciotol valo

fliggését (57. abra).
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55. abra A pszeudo elsérendii sebességi egyiitthatok pH-fiiggése komplexfelesleg esetén a
réz(Il)—tmci rendszerben, 2[Cu(ll)] = [tmci] = 5x1 0 M, [npp] = 1,25x1 0°M T=298K
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56. abra A pszeudo elsdrendii sebességi egyiitthatok pH-fiiggése szubsztrdtfelesleg esetén a
réz(Il)~tmci rendszerben, 2[Cu(Il)] = [tmci] = 1,5x107 M, [npp] = 6x107% M, T = 298K
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57. abra A kezdeti sebesség npp koncentraciotol valo fiiggése a réz(ll)—tmci rendszerben

2[Cu(1)] = [tmci] = 3x107 M, pH = 8,10, T = 298 K

Kis szubsztratkoncentracional linearis novekedés figyelheté meg, majd tobb mint
kétszeres szubsztratfolosleg felett a kezdeti sebesség csokken a szubsztrat koncentraciojanak
novelésével, tehat a szubsztratkoncentraciotol vald fliggés nem telitési jellegli . Ez a
viselkedés alapvetden eltér attol, ami az egyszerli Michaelis-Menten féle kinetika alapjan
varhat6 lenne €s szubsztratinhibiciora utal. A szubsztrat gatlo hatédsa az enzimeknél jol ismert,
modellkomplexeknél azonban rendkiviil ritkdn el6forduld jelenség. Az npp inhibicidja a
kovetkezd mechanizmus segitségével magyarazhato:

K, Kkat
Kok Sascs KN~ i 4o ]

RS+ St iR e
(ahol K = aktiv komplex; S = npp szubsztrat; K; a KS, mig K; a KS, adduktum képzddésének
egyensulyi allanddja; ki, a katalitikus sebességi allando)

Az els6 egyenlet megfelel az egyszerli Michaelis-Menten-féle kinetikanak, azaz az
aktiv részecske és a szubsztrat egy atmeneti komplexet képez s a tovabbiakban egy kia
sebességi allandoval jellemezhetd intramolekularis folyamat révén jatszodik le a reakcid. A
szubsztrat inhibiciés hatdsa a masodik egyenletben jelolt folyamat alapjan, nevezetesen az

inaktiv KS; adduktum képzodésével értelmezhetd. Az egyensulyi adatok hidnyaban nincs
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informaciénk az aktiv komplex aktualis koncentracidjardl az adott kériilmények k6zott, ezért
azt feltételeztilk, hogy az aktivitisért felelés kétmagvii komplex 100 %-ban képz6dik. A
mérési pontoknak a nemlinearis legkisebb négyzetek mddszerével térténd illesztése
(folytonos vonal az 57. 4bran) a kovetkezd paramétereket szolgaltatta: K, = 2146 M, Ky =
1379 M}, ki = 1,83x10s™!. A meghatarozott katalitikus sebességi 4lland6 rendkiviil nagy
érték, foként ha figyelembe vessziik, hogy a fenti elhanyagolds miatt a val6sigos kia
értékének also hatarat jelenti. Fenti érték alapjan a réz(II)-tmci rendszer kb. 200000-szeresére
képes felgyorsitani pH 8 kériil az npp autohidrolizisét (Kauo = 9x107° s™") [126].

A Kkatalitikus sebességi éllandot forditott mddszerrel, vagyis az aktiv komplex
koncentracidjanak novelésével is meghatdroztuk. Ekkor a szubsztrat koncentracidjat kis
értéken tartottuk, hiszen igy elkeriilhet6 volt a KS; komplex képzodése, azaz az inhibicids
hatas jelentkezése. Ebben az esetben, minthogy a reakciosebességek illetve az alkalmazott kis
szubsztratkoncentracié azt lehetové tették, a teljes kinetikai gorbét felvettilkk. A reakcid
sebességi allanddjat (ill. az ebbol szamolt kezdeti sebességet) két kiilonbézé pH-n (pH = 7,8
ill. 8,4) is meghataroztuk, melyeket az 58. és 59. abrak mutatnak be. Mindkét gorbe telitési
jellegli, azonban kismértékben kiilonbéznek egymastél, ami varhaté is volt a
komplexképz6dés pH-fliggése miatt. A sebesség kezdetben lindrisan valtozik a kompléx(ek)
koncentracidjanak névelésével, majd telitésbe hajlik, amely jol értelmezhetd a klasszikus
Michaelis-Menten kinetikdval. A mért pontokbél a nemlinedris legkisebb négyzetek
moédszerével hatéroztuk meg az ismeretlen paramétereket (pH = 7,8-nél kio = 1,45x107%s°",
Kwm = 1,00x10 M illetve pH = 8,4-nél ko= 1,60x107s, Ky = 1,48x10 M). Mivel az aktiv
komplex 100 %-os képzddését feltételeztiik, ezért eredményeink csak alsé becslésnek
tekinthetoek. Azonban a meghatdrozott katalitikus sebességi allanddk jé egyezést mutatnak
egyméssal illetve a szubsztratkoncentraci6 fliggésbél meghatarozott ki értékkel (1,83x107 s~
1. Minthogy ks értéke elhanyagolhat6 az egyenletben szereplé masik két sebességi allandé
mellett, a Michaelis-alland6 jo kozelitéssel azonos a KS adduktum képzddési allanddjanak
reciprokaval. fgy az utébbi mérések alapjén harom fliggetlen mérésbél is szamolhatjuk a KS
adduktum képzédési 4llandéjat. A meghatarozott K, értékek rendre 2146, 1000 ill. 677 M
(logaritmusuk 3,33, 3,00, 2,81). Figyelembe véve a kinetikai mérések pontossagat illetve az

eltéro koriilményeket, a fenti értékek j6 egyezést mutatnak.
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58. dbra A kezdeti sebesség fiiggése a komplexkoncentrdaciotél pH = 7,8-ndl
a réz(Il)—tmci rendszerben, [Cu(Il)]:[tmci] = 2:1, [npp] = 6,5x10°, T =298 K
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6x107° -

4x107° 4
v (Ms™) -
2x10°® 4

0 1 1 1 I =1 |
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

[Cuoe]/2(M)

59. dbra A kezdeti sebesség fiiggése a komplexkoncentraciotol pH = 8,4-nél
a réz(ll)-tmci rendszerben, [Cu(Il)]:[tmci] = 2:1, [npp] = 6,5x1 Q0 T=208K
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Osszegzésképpen elmondhaté, hogy a réz(I)-tmci rendszer rendkiviil hatékony az
npp hidrolizisére vonatkozoan ¢s emellett szelektiv a monocszterek tekintetében. A kétszer
negativ toltésli monofoszfatok (pl. npp) hidrolizisét csak nagyon kevés fémkomplex képes
jelentésen meggyorsitani, azonban ezen fémionok illetve komplexeik esetén nem nagyon
ismeretes a csak monofoszfatokat érint6 szelektiv hatas. Kétértékii fémionokat tekintve csak
egyetlen cink(II)komplex ismeretes, amely viszonylag hatékonyan képes monofoszfitészterek
hidrolizisét elosegiteni [61]. Ezen kétmagvu oktaazakriptand komplex (Id. 2.4.1. fejezet)
tovabbi érdekessége, hogy hatdsa szelektiv a foszfomonoészterekre csakugy, mint a jelen
esetben targyalt réz(II)-tmci rendszer. Aktivitasukat tekintve azonban jelentds kiilonbség
mutatkozik, hiszen azonos kériilmények kozott a réz(II)-tmci rendszer mintegy 300-szor

aktivabban képes elosegiteni az npp hidrolizisét.
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5. Osszefoglalas

Munkéink soran elsésorban olyan kis molekulatomegii fémkomplexek vizsgalatat
tliztiik ki célul, amelyek nem csak szerkezeti, hanem funkcionalis szempontbél is
metalloenzimek aktiv centrumanak modellvegyiiletei lehetnek. Ezen célkitiizés megvalositasa
érdekében kiilnbdz6, igen valtozatos szerkezettel biré imidazolgyiiriit tartalmaz6 ligandumok
koélcsonhatasat vizsgaltuk réz(Il)-, cink(I)- és nikkel(I)ionokkal. A potenciometridsan
meghatarozott részecskeeloszlas ismeretében spektroszképids modszerek (spektrofotometria,
CD-, ESR- és NMR-spektroszképia) segitségével javaslatot tettiink a képz6d6é komplexek
kétésmodjara és oldatbeli szerkezetére vonatkozdan is. A tirozindz aktivitds kapcsan néhany
imidazolszadrmazék és analégjaik katecholokkal torténd vegyesligandumu komplexképzédését
vizsgéltuk. Az egyensilyi mérések eredményei alapjan hatékonynak remélt imidazoltartalmu
rendszerekben aktivalt és nemaktivalt foszfatészterek segitségével a foszfatészterkotés
hidrolizisére gyakorolt hatast tanulméanyoztuk. A legtébb réz- és cinkprotein aktiv centrumat
modellezd, imidazolgytiriit tartalmazé ligandumokl mellett az el6zetes vizsgalatok alapjan
igéretes inozitolszarmazékok réz(I)komplexeinek hidrolitikus  aktivitdsdt aktivalt
foszfatészterek hidrolizisére vonatkozéan vizsgaltuk. A kinetikai mérések eredményeit az
egyensulyi vizsgalatokkal Gsszevetve a legtobb esetben beazonositottuk a hidrolizist elésegitd
aktiv részecske Osszetételét és szerkezetét. |

A kétfogiként koordinalddé imidazolszérmazékok (aic, iaa, biim) réz(II)- cink(Il)- és
nikkel(IT)ionokkal is ML és ML, Osszetételli torzskomplexeket képeznek. Annak ellenére,
hogy kis bazicitasi imidazolnitrogéneket tartalmaznak, igen stabil komplexek kialakitdsara
képesek az ot- illetve hattagii kelatgyiiriinek, valamint az imidazolgytiriik erds m-akceptor
sajatsagainak koszonhetden. A réz(II)-iaa rendszerben a masik két ligandumtdl eltérden a
lagos pH-tartomanyban oligomer komplexek is képzddnek.

A bisz(imidazol-2-il) egységet tartalmazé ligandum (biib) rendkiviil stabil egy- illetve
kétmagva réz(IT)komplexeiben két-, harom- illetve négyfogiként koordinalédik. Ekvimolaris
Osszetételnél két forészecske alakul ki (CuLH és Cu,L;), mig kétszeres fémfeleslegnél a
Cu,LH.; 6sszetételii komplex a dominéns. A CuLH esetén az ESR-spektrumok két kiilonb6z6
szerkezetll kotési izomer jelenlétére utalnak. Az ekvimolaris rendszerben a semleges pH-
tartomany koérnyékén kialakulé Cu,L, Osszetételli komplex egy igen jellegzetes, nagy
zérustérfelhasadassal bird triplett ESR-jelet ad, ami szimmetrikus, egymassal kozvetleniil nem

csatolddé fémcentrumokat tartalmazé szerkezetet jelez. A biib a tripodalis (“haromlabd™)
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ligandumok csaladjaba tartozik, vizsgalataink igazoltdk, hogy a négy donorcsoport egy
fémionhoz vald koordinacidja sztérikus okokbol nem lehetséges, ellenben a ligandum
szerkezete kedvez a kétmagvu komplexek kialakuldsanak.

A biib-hez hasonloan tripodalis, harom imidazolgytr(t tartalmazé, négyfogi bimha
kiilonb6z6 protonaltsagi allapoti mono- és biszkomplexeket képez réz(Il)ionokkal, a cink(II)—
bimha rendszerben azonban csak 1:1 fém-ligandum arannyal bird részecskék alakulnak ki. A
legtobb részecske valosziniileg (torzult) oktaéderes szerkezetli, azonban az ML komplexek
6tos koordinacidjuak, a Cul részecske feltételezhetden négyzetes piramisos geometridval bir,
mig a ZnL komplex esetén valdsziniileg trigonalis bipiramisos geometria alakul ki. Az ML
komplexek eltérd geometridja magyarazatot adhat a biszkomplexképzddés terén tapasztalt
viselkedésre, nevezetesen az ekvatorialis pozicidban szabad koordinaciés helyet tartalmazo
CulL komplex valdsziniileg konnyebben rendezddik &t oktaéderes részecskévé, igy
biszkomplexé.

Az emlitett két, szerkezetileg hasonl6 tripodalis ligandum (biib és bimha) alapvetéen
eltéré koordinacios kémiai sajatsagai azzal magyarazhatéak, hogy a bimha hosszabb "labai"
révén a négy donorcsoport egyetlen fémionhoz is képes koordinalédni.

A négyfogl, linearis szerkezetli bimdm és mbimdm ligandumok réz(Il)- és
cink(Il)ionokkal is rendkiviil stabil {2Njn, 2Nam} koordinacidjd ML komplexeket képeznek
széles pH-tartomanyban. Mindkét fémion esetén pH 9 folott tovabbi deprotonalddas
figyelhetd meg, ami csak az mbimdm jelenlétében vezet vizoldhaté MLH.; Gsszetétell
részecske kialakulasahoz. Az mbimdm ZnL(OH) 6sszetételii vegyes hidroxokomplexe képes
az aktivalt bisz(4-nitrofenil)foszfat hidrolizisét eldsegiteni. A két ligandum fémkomplexei
katecholaminokkal MLAH,, MLAH illetve MLA &sszetételli vegyeskomplexeket képeznek.
Az L-dopa MLAH; komplexe kivételével, ahol aminosavtipusu koordinacié a dominéns, a
masodik ligandum katecholtipusii koordinacidoval kotddik a fémionhoz. A négyfogl
ligandumok katecholaminokkal képzett vegyes réz(Il)komplexeiben legalabb harom, cink(II)
esetén valosziniileg négy nitrogénnel koordinalddnak a fémhez.

A hisztaminszeri donorcsoportokat tartalmazé hatfogi dhen réz(Il)- és
cink(Il)ionokkal is igen stabilis, kétmagvu, bisz-hisztamin tipust koordinacidval bir6 M,L,
Osszetételli komplexeket képez a semleges pH-tartomanyban. A pH 10 fo16tt kialakulo MLH.,
részecske szerkezete azonban eltérd, a réz(Il)tartalmi rendszerben az amidnitrogének
deprotonalddasa valdsziniisithetd, mig cink(Il) esetén a koordinalt viz deprotonalddasa révén
feltételezhetben vegyes hidroxokomplexek jonnek Ilétre. Az ESR-, CD- és NMR-

spektroszkdpias mérések eredményei alapjan a koztes pH-tartomanyban olyan négymagva,
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ciklikus oligomer komplexek alakulnak ki, ahol a négy fémiont kétfogiiként koordinalédo
imidazolathidak kotik 0Ossze. A cink(II)-dhen rendszer 2°,3’-cUMP segitségével
tanulmanyozott hidrolitikus aktivitdsa széles pH-tartomanyban allandd, s csak magasabb pH-
kon tapasztalunk ndvekedést.

A cink(IT)-hisztamin rendszer a varakozasainkkal ellentétben meglehet6sen aktivnak
bizonyult a nemaktivalt 2',3'-cUMP hidrolizisére vonatkozéan. A kiilonb6z6 pH-kon,
koncentracidknal illetve fém-ligandum aranyoknal meghatarozott sebességi allandok és a
vizsgalt pH-tartoményban jelenlévd 6t részecske koncentracideloszlasinak ismeretében
meghataroztuk az egyes részecskék egyedi hozzajarulasait a hidrolizishez. A ZnL(OH)
Osszetételli komplex mellett a kis mennyiségben képz6dé Zn(OH) részecske is jelentds
hidrolitikus aktivitassal bir.

A réz(IT)-tdci rendszer rendkiviil hatékonyan képes a vizsgalt két aktivalt DNS-modell
— a 2,4-dinitrofenil-etil-foszfat és a bisz(4-nitrofenil)foszfat (bnpp) — hidrolizisét el6segiteni.
A meghatérozott masodrendii sebességi allandé értéke (0,95 M's') 47600-szorosa a szintén
er6s nukleofil hidroxidion hasonlé értékénél és a mérhetd sebességi alland6 3,5x10’-szerese
az autohidrolizisnek (8,6-os pH-n és 4 mM aktiv komplex jelenlétében). Az egyensulyi
mérések eredményei alapjan a hidrolitikus aktivitisért felelds részecske Cu,LH.;
Osszetételiinek adddott. A lejatszodd reakcid katalitikusnak tekinthetd, emellett a komplex
szelektiv a diészterek hidrolizisére vonatkozdan. A javasolt mechanizmus szerint az éltalunk
vizsgalt rendszerben kétszeres Lewis-sav aktivilds révén megvaldsulé intramolekularis
nukleofil katalizis jatszodik le. Kétértékili fémiont tartalmazé komplexek koziil a réz(II)-tdci
rendszerben kialakulé Cu,LH.; Osszetételii részecske segiti €l6 leghatékonyabban a bnpp
hidrolizisét illetve ugyanez mondhato el a legtobb lantanoida(IlI)komplexszel dsszehasonlitva
is.

A réz(II)-tmci rendszer rendkiviil hatékonyan képes elosegiteni a 4-nitrofenil-foszfat
(npp) hidrolizisét és emellett szelektiv a monoészterek tekintetében, mivel inaktivnak
bizonyult a diészter bnpp-vel szemben. A kétszer negativ toltésii npp hidrolizisét csak nagyon
kevés fémtartalmu rendszer képes nukleofil tdmadas révén felgyorsitani a semleges pH-
tartomanyban, a nukleofil hidroxidionra hatd jelentds elektrosztatikus taszitdis miatt. A
réz(I)-tdci rendszerhez hasonldan, ez esetben is egy kétmagvi komplex felelos a hidrolitikus
aktivitasért. A kezdeti sebesség szubsztratkoncentraciotdl vald fliggése szubsztratinhibiciéra
utal, ami enzimeknél j6l ismert, modellkomplexeknél azonban rendkiviil ritkdn eléforduléd

jelenség. A meghatarozott katalitikus sebességi allandé alapjan a réz(II)-tmci rendszer pH 8
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kériil kb. 200000-szeresére képes felgyorsitani az npp autohidrolizisét. Ez az adat joval
nagyobb a hasonlé kétértékii fémionok komplexei esetén publikalt értékeknél.

Eredményeink alapjan az altalunk vizsgélt imidazolszarmazékok alkalmas szerkezeti
modellek, de csak kozepes aktivitdsii funkciondlis modellek. A két inozitoszarmazék
hidrolitikus aktivitasa azonban rendkiviil nagy, s talan ennél is érdekesebb és ritkan el6fordulo
jelenség a modellkomplexek korében, hogy hatasuk szelektiv a mono- illetve diészterek

tekintetében.

107



6. Irodalomjegyzék

1. W. Kaim, B. Schwederski, Bioinorganic Chemistry: Inorganic Elements in the Chemistry
of Life, John Wiley and Sons, Chichester, 1994

2. J.J.R. Frausto da Silva, R.J.P. Williams, The Biological Chemistry of the Elements; The
Inorganic Chemistry of the Life, Clarendon Press, Oxford, 1991

3. M. N. Hughes, The Inorganic Chemistry of Biological Processes, John Wiley and Sons,
Chichester, 1981

4. R. H. Holm, P. Kennepohl, E. I. Solomon, Structural and Functional Aspects of Metal Sites
in Biology, Chem. Rev., 1996, 96, 2239

5. E. 1. Solomon, K. W. Penfield, D. E. Wilcox, Active Sites in Copper Proteins. An
Electronic Structure Overview, Structure and Bonding, Springer, Heidelberg, 1984, 53, 1

6. W. N. Lipscomb, N. Striter, Recent Advances in Zinc Enzimology, Chem. Rev., 1996, 96,
2375

7. D. E. Wilcox, Binuclear Metallohydrolases, Chem Rev., 1996, 96, 2435

8. R. G. Clewley, H. Slebocka-Tilk, R. S. Brown, Inorg. Chim. Acta, 1989, 157, 233

9. E. A. Kesicki, M. A. DeRosch, L. H. Freeman, C. L. Walton, D. F. Harvey, W. C. Trogler,
Inorg. Chem., 1993, 32, 5851

10. F. Chu, J. Smith, V. M. Lynch, E. V. Anslyn, Inorg. Chem., 1995, 34, 5689

11.S.J. Lau, T. P. A. Kruck and B. Sarkar, J. Biol. Chem., 1974, 249, 5878

12. M. R. Malachowski, M. Adams, N. Elia, A. L. Rheingold, R. S. Kelly, J. Chem. Soc.
Dalton Trans., 1999, 2177

13.J. Ueda, T. Ozawa, M. Miyazaki, Y. Fujiwara, J. Inorg. Biochemistry, 1994, 5§, 123

14. G. Tabbi, W. L. Driessen, J. Reedijk, R. P. Bonomo, N. Veldman, A. L. Spek, Inorg.
Chem., 1997, 36, 1168

15. J-L. Pierre, P. Chautemps, S. Refaif, C. Beguin, A. E. Marzouki, G. Serratrice, E. Saint-
Aman, P. Rey, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 1965

16. T. N. Sorrell, Tetrahedron, 1989, 45, 3

17. G. J. A. A. Koolhaas, P. M. van Berkel, S. C. van der Slot, G. Mendoza-Diaz, W. L.
Driessen, J. Reedijk, Inorg. Chem., 1996, 35, 3525

18. G.J. A. A. Koolhaas, W. L. Driessen, J. Reedijk, H. Kooijman, A. L. Spek, J. Chem. Soc.,
Chem. Commun., 1995, 517

108



19. G. J. A. A. Koolhaas, W. L. Driessen, J. Reedijk, J. L. van der Plas, R. A. G. de Graaff,
Inorg. Chem., 1996, 35, 1509

20. N. Wei, N. N. Murthy, Z. Tyekléar, K. D. Karlin, Inorg. Chem., 1994, 33, 1177

21. N. Kitajima, Y. Moro-oka, Copper-Dioxygen Complexes. Inorganic and Bioinorganic
Perspectives, Chem. Rev., 1994, 94, 737

22.R. Than, A. A. Feldman, B. Krebs, Structural and functional studies on model compounds
of purple acid phosphatases and catechol oxidases, Chem. Rev., 1999, 182, 211

23. H. Sigel, R. B. Martin, Chem. Soc. Rew., 1994, 83

24. E. Kimura, T. Shiota, T. Koike. M. Shiro, M. Kodama, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112,
5805

25.R. P. Agarval, D. D. Perrin, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1975, 268

26. G. Brookes, L. D. Pettit, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1975, 2112

27.1. Sovago, E. Farkas, A. Gergely, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1982, 2159

28. E. Farkas, 1. Sovago, T. Kiss, A. Gergely, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1984, 611

29. R. W. Hay, M. M. Hassan, C. You-Quan, J. Inorg. Biochem., 1993, 52, 17

30. T. P. Kruck, S. Lau, B. Sarkar, Can. J. Chem., 1976, 54, 1300

31.R. P. Agarval, D. D. Perrin, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1976, 89

32. C. E. Livera, L. D. Pettit, M. Bataille, B. Perly, H. Kozlowski, B. Radomska, J. Chem.
Soc. Dalton Trans., 1987, 661

33. T. Gajda, B. Henry, J.-J. Delpuech, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1992, 2313

34. T. Gajda, B. Henry, J.-J. Delpuech, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1993, 1301

35. T. Gajda, B. Henry, J.-J. Delpuech, Inorg. Chem., 1995, 34, 2455

36. T. Gajda, B. Henry, A. Aubry, J.-J. Delpuech, Inorg. Chem., 1996, 35, 586

37. T. Gajda, B. Henry, J.-J. Delpuech, Inorg. Chem., 1997, 36, 1850

38. K. Burger, Biocoordination Chemistry: Coordination Equilibria in Biologically Active
Systems, Ellis Horwood, Chichester, 1990

39. A. Yokoyama, H. Aiba, H. Tanaka, Bull. Chem. Soc. Japan, 1974, 47, 112

40. K. Varnagy, J. Szabé, 1. S6vagé, G. Malandrimos, N. Hadjiliadis, D. Sanna, G. Micera, J.
Chem. Soc. Dalton Trans., 2000, 467

41. C. C. Tang, D. Davalian, P. Huang, R. Breslow, J. Am. Chem. Soc., 1978, 100, 3918

42. K. Varnagy, I. Sovago, K. Agoston, Zs. Lik6, H. Siili-Vargha, D. Sanna, G. Micera, J.
Chem. Soc. Dalton Trans., 1994, 2939

43. E. Mulliez, Tetrahedron Letters, 1989, 30, 6169

44. A. Jancsé, T. Gajda, E. Mulliez, L. Korecz, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 2000, 2679

109



45. D. W. Gruenwedel, Inorg. Chem., 1968, 7, 495

46. S. Chen, J. F. Richardson, R. M. Buchanan, Inorg. Chem., 1994, 33, 2376

47. Y.-M. Frapart, A. Boussac, R. Albach, E. Anxolabéhére-Mallart, M. Delroisse, J.-B.
Verlhac, G. Blondin, J.-J. Girerd, J. Guilhem, M. Cesario, A. W. Rutherford, D. Lexa, J. Am.
Chem. Soc., 1996, 118, 2669

48. K. J. Oberhausen, R. J. O’Brien, J. F. Richardson, R. M. Buchanan, Inorg. Chim. Acta,
1990, 173, 145

49. K. D. Karlin, P. L. Dahlstrom, M. L. Stanford, J. Zubieta, J. Chem. Soc. Chem. Commun.,
1979, 465

50. K. D. Karlin, P. L. Dahlstrom, J. R. Hyde, J. Zubieta, J. Chem. Soc. Chem. Commun.,
1980, 906

51. R. W. Hay, T. Clifford, P. Lightfoot, Polyhedron, 1998, 17, 4347

52. A. M. Dittler-Klingemann, C. Orvig, F. E. Hahn, F. Thaler, C. D. Hubbard, R. van Eldik,
S. Schindler, 1. Fabian, Inorg. Chem., 1996, 35, 7798

53.F. Thaler, C. D. Hubbard, F. W. Heinemann, R. van Eldik, S. Schindler, 1. Fabidn, A. M.
Dittler-Klingemann, F. E. Hahn, C. Orvig, Inorg. Chem., 1998, 37, 4022

54. R. Kriamer, T. Gajda, Functional model complexes for dinuclear phosphoesterase
enzymes, Perspectives on Bioinorganic Chemistry, 1999, 4, 207

55. E.E. Kim, H.W. Wyckoff, J. Mol. Biol., 1991, 218, 449

56.D. L. Ollis, P. Brick, R. Hamlin, N. G. Xuong, T. A. Steitz, Nature, 1985, 313, 762

57. L. Beese, T. A. Steitz, EMBO J., 1991, 10, 25

58. 1. P. Guthrie, J. Am. Chem. Soc., 1977, 99, 3991

59.J. Chin, B. Banaszczyk, V. Jubian, X. Zou, J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 186

60. F. M. Menger, M. Ladika, J. Am. Chem. Soc., 1987, 109, 3145

61. T. Koike, M. Inoue, E. Kimura, M. Shiro, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 3091

62. T. Itoh, Y. Fujii, Recent Res. Devel. in Pure and Applied Chem., 1998, 2, 329

63. T. Itoh, Y. Fujii, T. Tada, Y. Yoshikawa, H. Hisada, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1996, 69,
1265

64. T. Itoh, H. Hisada, Y. Usui, Y. Fujii, Inorg. Chim. Acta., 1998, 283, 51

65. J. R. Morrow, W.C. Trogler, Inorg. Chem., 1988, 27, 3387

66. M. K. Stern, J. K. Bashkin, E. D. Sall, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 5357

67. S. Kuusela, H. Loénnberg, J. Phys. Org. Chem., 1992, 5, 803

68. E. L. Hegg, K. A. Deal, L. L. Kiessling, J. N. Burstyn, Inorg. Chem., 1997, 36, 1715

69. M. J. Young, J. Chin, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 10577

110



70. B. Linkletter, J. Chin, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34, 472

71.J. A. Basile, A. L. Raphael, J. K. Barton, J. Am. Chem. Soc., 1987, 109, 7550

72.E. L. Hegg, J. N. Burstyn, Inorg. Chem., 1996, 35, 7474

73. T. Itoh, H. Hisada, T. Sumiya, M. Hosono, Y. Usui, Y. Fujii, J. Chem. Soc. Chem.
Commun., 1997, 677

74. E. E. Bernarducci, P. K. Bharadwaj, R. A. Lalancette, K. Krogh-Jespersen, J. A. Potenza,
H. J. Schugar, Inorg. Chem., 1983, 22, 3911

75. K. Hegetschweiler, I. Erni, W. Schneider, H. Schmalle, Helv. Chim. Acta, 1990, 73, 97

76. R. A. Moss, Y. Ihara, J. Org. Chem., 1983, 48, 588

77. F. J. C. Rosotti, H. Rossotti, The determination of stability constants, McGraw - Hill Book
Co., 1961, 149

78. H. Irving, M. G. Miles, L. D. Pettit, Anal. Chim. Acta, 1967, 38, 47

79. L. Zékany, 1. Nagypal, Computational Methods for the Determination of Stability
Constants, ed: D. Leggett, Plenum Press, New York, 1985

80. N. E. Good, G.D. Winget, W. Winter, T. N. Conolly, S. Izawa and R. M. M. Singh,
Biochemistry, 1966, 5, 467

81.R. E. Mesmer, C. F. Baes, F. H. Sweeton, J. Phys. Chem., 1970, 74, 1937

82. A. Rockenbauer, L. Korecz, Appl. Magn. Reson., 1996, 10, 29

83. F. Huber, R. Griesser, H. Sigel, Inorg. Chem., 1971, 10, 945

84. S. C. Zimmermann, J. S. Korthals, K. D. Cramer, Tetrahedron, 1991, 47, 2649

85. A. Odani, H. Masuda, K. Inukai, O. Yamauchi, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 6294

86. F. Holmes, D. R. Williams, J. Chem. Soc., 1967, 1256

87. H. Sigel, P. Huber, R. Pasternak, Inorg. Chem., 1971, 10, 2226

88. P. Daniele, G. Ostacoli, P. Caldaro, Ann. Chim.(Rome), 1976, 66, 127

89. B. Gyurcsik, T. Gajda, A. Jancsé, R. Lammers, L. Nagy, J. Chem. Soc. Dalton Trans.,
1997, 2125

90. K. D. Karlin, J. C. Hayes, S. Juen, J. P. Hutchinson, J. Zubieta, Inorg. Chem., 1982, 21,
4106

91. M. Duggan, N. Ray, B. Hathaway, G. Tomlinson, P. Brint, K. Pelin, J. Chem. Soc. Dalton
Trans., 1980, 1342

92. D.-H. Lee, N. N. Murthy, K. D. Karlin, Inorg. Chem., 1997, 36, 5785

93. N. Wei, N. N. Murthy, Z. Tyeklar, K. D. Karlin, Inorg. Chem., 1994, 33, 6093

94. P. G. Daniele, O. Zerbinati, R. Aruga, G. Ostacoli, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1988, 1115
95. R. Pogni, G. D. Lunga, R. Basosi, J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 1546

111



96. T. Kiss, A. Gergely, Inorg. Chim. Acta, 1979, 36, 31

97. A. Gergely, T. Kiss, Inorg. Chim. Acta, 1976, 16, 51

98. A. Gergely, T. Kiss, Gy. Deak, Inorg. Chim. Acta, 1979, 36, 113

99. T. Kiss, Gy. Dedk, A. Gergely, Inorg. Chim. Acta, 1984, 91, 269

100. P. R. Huber, R. Griesser, B. Prijs, H. Sigel, European J. Biochem., 1969, 10, 238

101. R. K. Boggess, R. B. Martin, J. Am. Chem. Soc., 1975, 97, 3076

102. P. Daniele, O. Zerbinati, G. Negro, Ann. Chim.(Rome), 1987, 77, 879

103. S. Sjoberg, Pure and Appl. Chem., 1997, 69, 1549

104. Varnagy K., Sévago 1. és Agoston K., Magyar Kémiai Folyoirat, 1994, 3.sz., 127

105. K. Sun Bai and A. E. Martell, J. Am. Chem. Soc., 1969, 91, 4412

106. B. Noszal, J. Phys. Chem., 1986, 90, 4104

107. D. L. Rabenstein, S. A. Daignault, A. A. Isab, A. P. Amold and M. M. Shoukry, J. Am.
Chem. Soc., 1985, 107, 6435

108. M. Wienken, B. Lippert, E. Zangrando and L. Randaccio, Inorg. Chem., 1992, 31, 1985
109. P. Chaudhuri, I. Karpenstein, M. Winter, M. Lengen, C. Butzlaff, E. Bill, A. X. Trautwein,
U. Florke and H.-J. Haupt, Inorg. Chem., 1993, 32, 888

110. G. Peintler, I. Nagypal, A. Jancsd, I. R. Epstein and K. Kustin, J. Phys. Chem., 1997, 101,
8013

111. R. Hay and P. Morris, J. Chem. Soc. A, 1971, 1518

112. S. Kuusela and H. Lonnberg, J. Phys. Org. Chem., 1993, 6, 347

113. T. Gajda, R. Krdmer and A. Jancsd, Eur. J. Inorg. Chem., 2000, 1635

114. K. Hegetschweiler, V. Gramlich, M. Ghisletta and H. Samaras, /norg. Chem., 1998, 31,
2341

115. J. N. Morrow, K. Aures, D. Epstein, J.Chem. Soc. Chem. Commun., 1995, 2431

116. M. J. Young, D. Wahnon, R. C. Hynes, J. Chin, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 9441

117. T. Kradolfer, K. Hegetschweiler, Helv. Chim. Acta, 1992, 75, 2243

118. F. M. Menger, L. H. Gan, E. Johnson and D. H. Durst, J. Am. Chem. Soc., 1987, 109,
2800

119. M. Wall, R. C. Hynes and J. Chin, Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 1993, 32, 1633

120. E. Kovari and R. Kridmer, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 12704

121. S. J. Oh, K. H. Song, D. Whang, K. Kim, T. H. Yoon, H. Moon and J. W. Park, Inorg.
Chem., 1996, 35, 3780.

122. R. Hettich and H.-J. Schneider, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 5638

123. B. T. Takasi and J. Chin, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 8582

112



124. R. Ott and R. Kridmer, Angew. Chem. Int. Ed. Eng., 1998, 37, 1957
125. K. Bracken, R. A. Moss and K. G. Ragunathan, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 9323
126. D. H. Vance, A. W. Czamik, J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 12165

113



7. Summary

Small molecular model compounds are extensively applied to imitate the active sites
of biomolecules. Coordination chemical and kinetic studies of low molecular weight metal
complexes contribute to understand better the structural and functional properties of
metalloproteins and metalloenzymes. These investigations are not only simpler and cheaper
than those of the native macromolecules but provide also an opportunity for developing so
called artificial enzymes by means of highly active model systems. Molecular structure of the
active centres of metalloproteins are fundamentally determined by coordination of side-chain
donor groups. In this respect the imidazole ring is one of the most important residues because
of its versatility offering an extremely stable metal-binding site in physiological pH range.
Imidazole moiety can be found in almost all copper(I)- and zinc(II)enzymes, its presence is
often related to hydrolytic reactions even in absence of metal ions. One of the most abundant
classes of hydrolytic enzymes are phosphatases, which hydrolyse phosphate ester bonds and
are involved in a number of biological processes. Besides crystallographic and kinetic studies
of these native enzymes, low molecular weight functional models have attracted great interest
due to their applications in biotechnology and chemotherapy.

In the present Ph.D. work copper(I)-, zinc(I)- and nickel(l)-complexes of several
imidazole containing ligands and some methylated derivatives of 1,3,5-trideoxy-1,3,5-
triamino-cis-inositol ensuring rather rigid, preorganised structures have been studied.
Imidazole-based ligands having very different basicity and metal binding ability are good
models for studying the coordination behaviour of the imidazole ring in the presence of varied
donor greups and substituents. Most of the systems have been investigated by solution
equilibrium and structural methods. In case of some imidazole derivatives ternary complex
formation was studied with catecholamines which play an essential role in various
neurological and biochemical processes. Kinetic measurements have been performed at
different pH, concentrations and metal-to-ligand ratios in those systems which proved to be
highly active on the cleavage of phosphate esters. Kinetic data combined with the equilibrium
and structural results allowed to identify the active species and to draw mechanistic
conclusions. The aim of the present work were the followings:

— detailed description of the solution equilibrium speciation of metal complexes
— structure determination of species formed by means of several solution structural methods

— kinetic analysis of model systems towards hydrolysis of phosphate esters
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Experimental methods
Solution equilibria, speciation and composition of species formed have been studied

by pH-metric and combined pH-metric/spectrophotometric methods. Experimental data have
been evaluated by a computer program PSEQUAD.

Several solution structural methods (UV/VIS-, EPR-, CD-, NMR-spectroscopy) have
been applied to characterise the solution structure of metal complexes. EPR-spectroscopy
have been used to get information on copper(Il)-complexes (e.g. number of nitrogen atoms,
structure distortion etc.) and to identify dinuclear species. 'H NMR measurements have been
performed to characterise the zinc(II)-complexes. This method proved to be very useful in
case of slow ligand exchange (as compared to the NMR time-scale).

The hydrolysis of activated and nonactivated phosphate esters have been followed by
spectrophotometry and HPLC techniques respectively. Spectrophotometric experiments were
based on the appearance of p-nitrophenolate ion at 400 nm which is the hydrolytic product of
the activated esters. In case of the nonactiveted esters reversed phased HPLC have been
applied to separate the original substrate and the products and their quantity was monitored at
260 nm.

Results

All of the three bidentate imidazole-containing ligands (aic, iaa, biim) form ML and
ML, parent complexes with copper(Il)-, zinc(Il)- and nickel(Il)ions. In spite of the low
basicity of the imidazole donor groups, the ligands are able to form particularly stable
complexes due to the formation of five- or six-membered chelate ring and the strong =-
acceptor property of the imidazole ring. In the copper(II)-iaa system further deprotonations
were observed at higher pH, which resulted in a formation of oligomer complexes.

The biib ligand, which contains bis-imidazolyl unit, offers extremely stable bi-, tri-
and tetradentate coordination to copper(Il) in its mono- and dinuclear complexes. In
equimolar solution two major species (CuLH és Cu,L;) are formed and in case of metal
excess a dinuclear Cu;LH.) complex is dominant. The low temperature EPR spectrum of the
CuLH complex were assigned to the two coexisting binding isomers having identical
compositon but different structures. The two dinuclear complexes show magnetic interaction
between metal centres. The EPR spectra of the Cu,L; is a characteristic triplet with high zero-
field splitting, which indicates symmetric structure with indirectly coupled metal centres. The
biib is a tripodal ligand and according to the results the coordination of the four donor groups
to one metal ion can be excluded because of steric hindrance. However the structure of the

ligand is favourable to the formation of dinuclear species.
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The tripodal, tetradentate bimha containing also three imidazole rings forms mono-
and bis-complexes with different protonation states, but in the zinc(II)-bimha system only
mono-complexes have been detected. Most of these species possess (distorted) octahedral
geometry, but pentacoordinated structure is preferred in the ML complexes. The CuL
presumably has square pyramidal geometry, while trigonal bypiramidal structure is proposed
for ZnL. The geometrical difference between the ML complexes can help to explain the
diverse behaviour in terms of bis-complex formation. The square pyramidal Cul. complex,
with the bridgehead nitrogen in one of the basal positions, seems to transform easily into an
octahedral species through the substitution of an equatorial imidazole nitrogen by the second
ligand. The trigonal bypiramidal ZnL species, with the bridgehead nitrogen in the apical
position, is less susceptible to the coordination of a second ligand.

The two studied structurally similar tripodal ligands (biib and bimha) have basically
different coordination chemical behaviour. The bimha has longer arms than the biib and thus
the four donor groups are able to coordinate to one metal ion, too.

The linear tetradentate bimdm and mbimdm form extremely stable ML complexes
with copper(Il)- and zinc(I)ions in wide pH range having {2Nin, 2Nam} coordination. In the
presence of both metal ions further deprotonation can be observed above pH 9, which results
water soluble MLH.; species only in case of mbimdm. The ZnL(OH) complex of mbimdm
proved to be active towards the hydrolysis of activated bis(4-nitrophenyl)phosphate. The
metal complexes of the bimdm and mbimdm form MLAH,, MLAH and MLA mixed
complexes with catecholamines. In these mixed complexes catecholamines are coordinated in
a catechol like bonding mode with the exception of the MLAH, complex of L-dopa, where the
aminoacid type coordination is dominant. In the copper(lI)-containing mixed complexes at
least three nitrogens of tetradentate ligands bound to metal ion, while in case of zinc(II)
presumably all of the four nitrogens are coordinated.

The hexadentate dhen containing histamine like donor sets form considerably stable
dinuclear ML, complexes with copper(Il)- and zinc(II)ions having bis(histamine-like)
coordination in the psychological pH. The MLH.; complex, also formed in both systems
above pH 10, has different structures with the two metal ions. A presumably hydroxo mixed-
ligand complex is formed in case of zinc(II), while the base-consuming processes are assigned
to metal-promoted deprotonation of amide nitrogens in the copper(II) containing system.
Between these two dominant species tetranuclear, cyclic oligomer complexes are formed in
both case, as suggested by the EPR, CD and NMR results, in which the four metal ions are
bounded by bidentate imidazolate anions. The hydrolytic activity of the zinc(IT)-dhen system
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towards the hydrolysis of 2°,3’-cUMP is constant in wide pH range and increases only at
higher pH.

The zinc(II)}-histamine complexes efficiently hydrolyse the non-activated 2°,3’-cUMP
as opposed to our expectations. Kinetic data, obtained at different pH, concentrations and
metal-to-ligand ratios combined with the concentration distribution of five species provided
by equilibrium data have been used to determine the individual contributions of all species to
the hydrolysis rate. Not only the ZnL(OH) complex, but also the Zn(OH) formed in small
amount is highly active towards the hydrolysis of the 2°,3’-cUMP.

The copper(I)-tdci system was proved to be extremely active towards the hydrolysis
of the examined two activated DNA model substrate — 2,4-dinitrophenyl-ethyl-phosphate and
bis(4-nitrophenyl)phosphate (bnpp). The second-order rate constant is (0.95 M"s") is ca.
47600-fold higher than that of the hydroxide ion catalysed hydrolysis and the rate acceleration
is 3,5x10"-fold compared to the autohydrolysis in the presence of 4 mM dinuclear complex at
pH 8.6. On the basis of equilibrium and kinetic data the dinuclear CuLH.; complex is
responsible for the hydrolytic activity. The hydrolysis was proved to be catalytic and selective
for the phosphodiester bnpp. The proposed bifunctional mechanism of the hydrolysis includes
double Lewis acid activation and intramolecular nucleophilic catalysis. The Cu,LH.; species
is more active for bnpp hydrolysis than any other divalent metal complex as well as most of
the lanthanide(III)-complexes.

The copper(Il)-tmci system is extremely active for the hydrolysis of 4-nitrophenyl-
phosphate (npp) and selective for the phosphomonoester because it was proved to be inactive
towards the hydrolysis of the diester bnpp. Only few metal containing systems are able to
accelerate the hydrolysis of npp having two negative charges in the psychological pH range
owing to the significant electrostatic repulsion hindering the nucleophilic hydroxide. Similarly
to the copper(II)-tdci system the hydrolytic activity is also assigned to a dinuclear complex.
The initial rate — substrate concentration profile refers to inhibition, which is well-known in
case of enzymes, but remarkably rare in terms of model complexes. The catalytic rate
constant is about 200000-fold higher than the autohydrolysis of npp at pH 8 and this data is
much more higher than those of the metal complexes of similar bivalent metal ions.

According to the results imidazole derivatives are good structural models, but only
moderately active functional models. The hydrolytic activity of the two inositol compounds is

extremely high and they are selective for the hydrolysis of phosphate mono- or diesters.
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