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1. Bevezetés és célkitiuzés

1.1. A vizsgalt rendszerek biologiai szerepe

A réz az ¢l szervezetek szamdara nélkiilozhetetlen elem, mivel szamos biologiai
folyamatban vesz részt. Leggyakrabban bioredoxi folyamatok katalizatoraként szerepel. A
szervezetben fehérjékhez kotddve fordul elé [1-3], a koriilotte kialakuld sztereokémia
jelentdsen befolyasolja a fémion redoxipotencialjat. A plasztocianin a z6ld névényi levelek
kloroplasztjaiban szerepel elektronatadoként [4]. Baktériumok, algdk és mas novények
fotoszintézisében hasonld szerepet tolt be az azurin, sztellacianin és umecianin [5]. Fontos
novényi enzim a "kék" oxidazok csoportjaba tartozo lakkaz és aszkorbat-oxidaz [5]. Egyes
allati szervezetekben (puhatestiiek) réz-fehérje komplex, a hemocianin végzi az oxigén
szallitasat. Az emberi szervezetekben is szamos réztartalmi enzim van, amelyek koziil
alapvetéen fontos a citokrom-c-oxiddz mint elektronatadd a mitokondriumokban. A
szuperoxid-dizmutaz diszproporcionalja a szuperoxidot, amelynek felhalmozddasa jelentds
szerepet jatszik az iziileti gyulladés, az epilepszids roham ¢és a rak kialakuldsaban [6-9]. A
tirozinaz a pigmentképzodés folyamataban vesz részt. Az amin-oxidazok azon primer aminok
eltavolitasahoz nélkiilozhetetlenek, amelyekre mar nincs sziikség a hormonmiikdodésben. A
lizil-oxiddz a kotdszovetek 1étrehozdsdban és gyogyitasaban jatszik szerepet. Tovabba a réz a
prosztaglandin szintézis €s a hisztaminmiikddés szabalyozéasaban is részt vesz [10]. A réz
tobbnyire az illetd metalloenzim aktiv centrumaban van, vagy ha nem, akkor is dont6 hatdssal
van az aktiv centrumra. A hisztidin oldalldnc szdmos metalloenzim aktiv centrumdban szerepet
jatszik a fémion megkotésében. Altalaban 2-4 hisztidin oldallanc imidazolnitrogénje
koordinalodik a fémionhoz. Ritkdbban hidligandumként is szerepelhet, ha a pirrolnitrogén
deprotonalodésa folytan két fémion megkotésére is alkalmassa valik, pl. a Cu-Zn-szuperoxid-
diszmutézok esetében.

Ismeretes, hogy normal étrend mellett a szervezetbe naponta koriilbeliil 2 mg réz jut be,
¢s ez a vizelettel vagy mas formdban (haj, korom, stb.) valasztodik ki. Amennyiben a
taplalkozas nem fedezi a szervezetbdl tdvozd mennyiséget, sulyos rézhidny léphet fel, amely
az agyl degeneraciéval jar6 Menkes betegséghez vezet [11]. Genetikai eredetii
anyagcserezavar folytdn az agyban ¢és a mdjban felhalmozodo f6los mennyiségli réz

idegrendszeri tiineteket és majcirodzist okoz (Wilson-kor) [11].



Sokoldalu bioldgiai szerepe miatt a réz bioszervetlen kémidja mar régota a kutatok
érdeklédésének kozéppontjdban all. A rézvegyiiletek biologiai szerepének tisztdzasdhoz
egyrészt a réz kotési helyek feltarasa sziikséges, masrészt a bioldgiai funkcidt befolyasold
stabilitasi, elektronszerkezeti és geometriai sajatsdgokra és az ezeket kialakitd szerkezeti
tényezOkre kell fényt deriteni. E célbol gyakran kisebb molekuldkat valasztanak modellként,
ilyenek lehetnek a fehérjekomplexek esetében a kisebb-nagyobb tagszdmu peptidek
komplexei.

Ezzel 6sszhangban tanulmanyoztam doktori munkam keretében néhany oligoglicin és
hisztidin tartalmi dipeptid vizes oldatban képz8dd réz(Il)-komplexeit. Ezekrdl a
rendszerekrél szamos irodalmi adat allt mar rendelkezésre; munkdm célja egyfeldl az
egyensulyl viszonyokrél és az egyes molekulafajtdk szerkezetérdl kialakult kép tovabbi
finomitasa volt. Mivel egy egészen 1j, fejlesztés alatt 1évd ESR-spektroszkopiai értékeld
eljarast alkalmaztam, e modszer tesztelése szempontjabol is kivanatos volt, hogy eldszor olyan
rendszereknél haszndljuk, amelyek tobbé-kevésbé ismertek. Az sem elhanyagolhat6d szempont,
hogy a fentebbi és ezekkel rokon ligandumok nemcsak modellként szolgalhatnak, hanem
maguk is bioldgiai hatdsuak. A triglicin és a tetraglicin réz(Il)-komplexei szuperoxid-
diszmutdz aktivitdst mutatnak [12]. Egy masik tripeptid, a glicil-L-hiszitidil-L-lizin
rézkomplexe a plazmaban el6forduld un. ndvekedési faktor, amely maganal a ligandumnal is
erételjesebben gyorsitja a sejtnovekedést, és fokozza a réz bejutasat a sejtekbe [13].

Ugyancsak biologiai jelentdsége miatt valasztottam vizsgéalataim targydul néhany
szekunder foszfinsav - réz(Il) egyensulyi rendszert (a bisz(aminometil)foszfinsav és nitrogénen
szubsztitualt szdrmazékainak komplexeit). Szdmos olyan aminofoszfindt ligandumot
vizsgaltak mar jelentds biologiai hatdsa miatt, amelyekben a foszfinatcsoport termindlis
pozicidban volt. Az elmult években felfedezett GABAg antagonista hatasu vegyiiletek kozott is
kiemelkedd szerepet jatszanak a foszfinsavak [14, 15]. A foszfinat- és a karboxilatcsoport
hasonld koordinacios sajatsagli, habar az aminofoszfinato komplexek stabilitdsa kisebb, mint a
megfeleld aminokarboxilato komplexeké [16], mivel a foszfincsoport joval erdsebben savas
karakterti, mint a karboxilcsoport. Amikor a foszfinat rész egy peptidkotést helyettesit, az
ilyen tipust molekula j0 modellje néhany hidrolitikus enzim atmeneti allapotban 1évd
szubsztratjanak [17, 18, 19, 20]. Az olyan lanckozi foszfinatcsoportot tartalmazé ligandumok
pedig, amelyek oldallancukban tobb erds donorcsoportot tartalmaznak, a biologiai
aktivitasukat erds koordinacios képességliknek koszonhetik: szamos baktérium valamely

enzimjének mitkddését gatoljak [17, 18, 19, 20], a szimmetrikus foszfinsavakndl erés HIV



protedz gatld tulajdonsdgot talaltak [21]; a bisz(L-prolino-N-metil)foszfinsav ¢és a
bisz(iminodikarboximetil-N-metil)foszfinsav (amelyeket jelen munkaban is vizsgaltunk)

novényi ndvekedést szabalyozo hatast mutattak [22, 23, 24, 25].

1. 2. A lehetséges vizsgalo modszerek attekintése

Komplex egyensulyi rendszerek vizsgdlatara a legelterjedtebb modszer a pH-
potenciometria, amelyet legtobbszor ultraibolya-lathatd spektroszkopiai (UV-VIS) [26, 27, 28,
29] és kalorimetrias [27, 30, 31] mérésekkel egészitenek ki, tovabba alkalmazhaté még az
infravoros (IR) [32, 33, 34, 35, 36], a Raman [32, 33, 34, 35, 36], a cirkularis dikroizmus
(CD) spektroszképia [37], kiilonféle rontgen-modszerek [38, 39, 40], a magmagneses
rezonancia (NMR) spektroszkopia [41, 42], valamint paramégneses fémionok esetén az
elektronspinrezonancia- (ESR-) [43, 44, 45, 46, 47] spektroszkopia. A pH-potenciometria
minden spektroszkopiai modszer alkalmazasahoz sziikséges, mivel éltala meghatdrozhatd a
képz6dd komplexek Osszetétele és képzddési allandodi, utdbbiakbol pedig a komplexek
koncentracioeloszlasa kiilonboz6 koriilmények kozott. Ennek ismeretében kivalaszthatok azok
a fém- és ligandumkoncentraciok, valamint pH-k, ahol dominans komplexek vannak jelen, és
az ilyen koriilmények kozott felvett spektrumokbol kovetkeztethetiink a megfelelé komplex
szerkezetére. A lathatd  abszorpcids  szinképsav  hulldmhossza és annak (a
koncentracioviszonyok valtozasakor bekovetkezd) eltolodasa a ligandumtér erdsséget és annak
valtozasait koveti, amibdl kovetkeztethetiink a koordindloddé donorcsoportok mindségére €s
annak valtozasaira. Az IR és Raman spektrumokbol nyerhetd fém-ligandum vegyértékrezgési
frekvencidkbol a geometridra és annak torzulasaira vonhatunk le kovetkeztetéseket. A CD
spektroszkopiaval optikailag aktiv molekuldk vizsgalhatok, igy példaul a kirdlis
fémkomplexek is. (A kiralitdas szdrmazhat abbol, hogy a donoratomok vagy a kotések
kétféleképpen (tiikorszimmetrikusan) rendezédhetnek el, vagy abbol, hogy a kozponti fémion
kornyezetében optikailag aktiv atom talalhat6.) A CD spektrumokbol a geometriara és a
koordinalodé donoratomok elrendezddésére kovetkeztethetiink, foleg empirikus szabalyokra
tdmaszkodva.

Kalorimetridas moddszerrel az egyensulyi rendszerben képz6édd komplexek
termodinamikai adatait hatdrozhatjuk meg. Adott fémkoncentracional a ligandummal torténd

titralassal az egyes pontokban mért reakciohokbdl a képzddd komplexek Osszetétele és



képzddéshdje meghatarozhatd. Ha a képzddési allando fliggetlen mérésekbdl mar ismert,
akkor az entropiavaltozas is kiszdmithato.

A rontgen-mddszerek koziil a szilard egykristdly rontgendiffrakcids vizsgalataval
szerezhetjlk a legpontosabb informaciét a komplex szerkezetér6l (donoratomok
elrendezddése, kotéshosszak, kotésszogek), azonban ilyen egykristaly eldallitdsa nem minden
molekulafajtabol lehetséges (pl. kisebb mennyiségben képzddd komplexek esetén). Probléma
lehet, hogy a kristalyszerkezet nem egyezik meg minden esetben az oldatbeli szerkezettel; jol
donald olddszerekben koordinacids szféra expanzid kovetkezhet be, a H-kotések oldatban
megsziinhetnek, ) H-kotések johetnek létre a ligandum és az olddszer kozott. Az oldat
alkalmas. Meghatarozhatjuk vele egy adott atom elsd, masodik, esetleg harmadik koordinacios
szférajaban 1évo atomok atlagos tdvolsagat és szdmat. Ha a rontgensugarzas valamely atomot
(abszorber) ionizal, és a hatdsara kilokott elektron egy masik szomszédos atomrol
visszaverddik, majd egy madsik kilokott elektronnal taldlkozik, interferencia jon létre. A
sugarzas energiajanak fliggvényében mérve az oldat elnyelését, a XANES (X-ray Absorption
Near Egde Structure) és EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) spektrumokat
kapjuk. A XANES spektrumbol nyerhetd az abszorber oxidacidés szdma, az abszorberhez
koordinal6dé atomok mindsége, €s jo kozelitéssel megbecsiilhetd az abszorber koriil kialakulo
geometria. Az EXAFS spektrumbodl szintén megallapithatd az abszorber atom koordinacids
szama ¢és geometridja, tovabba az elsd koordinacids szféraban koordinalodé atomok atlagos
kotéstavolsaga, €s a masodik, ill. a harmadik koordindciés szféraban 1évé atomok un. nemkotd
tavolsadga. Ha a koordindl6do atom(ok) EXAFS spektrumat is regisztraljuk, szerencsés esetben
kotésszoget is lehet szamolni.

Oldatban a komplexek tobbnyire atfeddé pH-tartomanyokban képzddnek, és
spektrumaik is atfednek, ezért spektrumfelbonatsra van sziikség az egyes komplexekhez
tartozo (egyedi) szinképek meghatarozasahoz. Az ultraibolya-l4thatd spektrumok felbontésa a
pH-potenciometrids szempontbol linearisan fliggetlen komplexek esetére megoldott, am az
azonos Osszetételll, de eltérd szerkezetdé komplexek spektrumai elvileg sem valaszthatok szét.
A fentebb felsorolt tobbi modszernél a spektrumfelbontés lehetdségei még korlatozottabbak.

Az NMR-spektroszkopia is értékes szerkezeti adatokkal szolgélhat, fdleg diamagneses
komplexek esetében, illetve ha a fémioné a rezonald6 mag. Valamely ligandum NMR-
spektrumat 0sszehasonlitva komplexének NMR-spektrumaval, a jelek kémiai eltolédasanak,

esetleg alakjanak (felhasaddsdnak) megvaltozasabol kovetkeztethetiink arra, hogy mely



donoratomok kotddnek a fémionhoz. Ha a pH fliggvényében regisztraljuk a kémiai eltolodast,
a gorbékbdl egyensulyi adatokat is nyerhetiink. A modszer alkalmazdsa paramdgneses
fémionok (mint pl. a réz(Il)ion) esetén a legtobb esetben azonban nehézkes, mert a parositatlan
elektron hatdsara a relaxéacios idok csokkennek, ami jelent6s vonalkiszélesedéshez vezet.
Bonyolultabb rendszerekben itt is féleg a spektrumfelbontas jelent problémat.

A paramagneses fémkomplexek vizsgalatanak egyik leghatékonyabb eszkdze az ESR-
spektroszkopia, amely viszonylag hig oldatokban 1is alkalmazhatdé. Az {ivegfazisban
(megfagyasztott oldatban) felvett spektrumokban a paraméterek anizotropidja (iranyfiiggése)
megjelenik, ami széleskorli informacidt szolgéltat a fém-donoratom kotésjellegrdl, a
geometridrdl, illetve annak esetleges torzuldsair6l. A paramagneses ligandummagok okozta
felhasadas elemzésével, tovabba a g €s a hiperfinom-csatolasi allando értékekbdl, tapasztalati
alapon a koordinalédd donorcsoportokra is kovetkeztetni lehet. Uvegfazisban azonban a
koncentraciok és a pH értékei nem ismertek pontosan, és nincs jol definialva az tivegképzddési
homérséklet sem, igy minden spektrumot kiilon-kiilon kell értékelni, nincs lehetdség a
spektrumokbdl nyerhetd informaciok egyesitésére. Tovabba egy-egy komplex spektruménak
leirasahoz viszonylag nagy szamu paraméter sziikséges, igy a spektrumok felbontdsara itt
korlatozottak a lehetdségek (legfeljebb két komponensre bonthatdk fel).

Folyékony oldatban a molekuldk gyorsan forognak, igy az ESR-paraméterek
anizotropidja kiatlagolédik. Ez a geometria megallapitisa és a fém-ligandum kotésjelleg
vonatkozasaban informacidvesztést jelent. Ugyanakkor azonban a koncentracidok pontosan
beallithatok, a pH mérhetd, és egy tovabbi fontos eldény: a spektrumok 1ényegesen kevesebb
paraméterrel irhatok le. Mindez azt jelenti, hogy ha egy megfeleld koriilmények kozott
regisztralt spektrumsorozat informacidtartalmat egyesitjiik azzal, hogy egyidejileg (egy
optimalizalasi eljarassal) értékeljiik ki a gorbesereget, a rendszerrdl kétoldalu felvilagositast
nyerhetiink: leirhatjuk a koncentracideloszlast (a képzddési allandok meghatarozasa révén),
tovabba valamennyi képz6dé ESR-aktiv komplex koordinacios modjardl is tjékozodhatunk
(az ESR-paraméterek értéke alapjan). A spektrumfelbontés igy egészen bonyolult egyensulyi
rendszereknél is biztonsaggal elvégezhetd, és — mas modszerekkel szemben — az azonos
Osszetétell, de eltéré szerkezetli molekuldk (izomerek) megkiilonboztetésére is mod nyilhat
még atfedd egyensulyok esetén is. Mindezen lehetdségek kiaknazasara mérési modszerként az
ESR-spektroszkopiat valasztottam, és a "kétdimenzios" ESR-szimulaciés modszert [48]

alkalmaztam.



Ha a fenti értékel6 moddszert bonyolultabb rendszereknél alkalmazzuk, a nagyszamu
paraméter egyértelmli meghatarozasahoz jo kezdeti adatokra van sziikségiink, amihez az is
sziikséges, hogy minél pontosabb egyensulyi modellbdl induljunk ki. Ehhez nagy segitséget
jelent, ha meg tudjuk hatarozni elézetesen az ESR-aktiv részecskék szamat a rendszerben. E
célbol a "matrix rang analizis (MRA) a maradék intenzitdsok moédszerével" [49] elnevezési,

tisztan matematikai elemzést adaptaltam az ESR-spektrumcsomagokra.

1.3. Célkitiizés

Az un. kétdimenzids ESR-spektroszkopiai szimuldcidos modszer lehetdségeit
kihasznalva, célul tliztem ki (1) az oldatban kialakul6d kiillonb6zd Gsszetételit komplexek,
tovabba az azonos Osszetételli, de kiilonbozo szerkezetli molekulafajtak (kotési és geometriai
1izomerek) azonositasat és képzddési allandoik meghatarozasat, (2) az ezekben kiilonb6zo
helyzetben koordinalodé donorcsoportok azonositasat és (3) esetenként tovabbi szerkezeti

sajatsagok felderitését (fém-donoratom kotésjelleg, geometriai torzulds).



2.Az alkalmazott modszerek elméleti alapjai

2.1. A komplex egyensulyi rendszerek leirasa

Fémiont (M) és ligandumot (L) tartalmazé vizes oldatban a pH-tdl fliggden a ligandum
kiilonb6z6 protonaltsaghi formaban kotdédhet a fémionhoz. A l1étrejott ML H, Osszetételi
komplexek képzddési allandojat (B) az alabbi egyenstlyra vonatkozdan a tdmegmérleg-

egyenlet alapjan a kovetkezOképpen szamithatjuk ki [50]:

pM+qL+rH == M,LH, (1)
 [MsLqH]
= IMIP L] [HT @

ahol [M,LH;] a komplex, [M], [L], [H] pedig a komponensek egyenstlyi koncentracidja az
oldatban. Hasznaljuk még a komplexek deprotonadlodasat jellemzd egyenstlyi allandot,
amelyre:

M,LH: = M,LH., +H" 3)

_ [MpLoH: 1] [H']

K
[MpLqH:]
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Az egyensulyi rendszerben képzddd i-edik komplex képzddési éllandojat Bi -vel
adott j-edik pH-n (c;) megmérjik (pl. ESR-spektroszkopiai iton), valamint a teljes M és L
koncentraciokat (Ty;, Ti) a bemérésbol ismerjiik, akkor B; meghatarozhatd, mivel [M], [L] és

[H] a kdvetkezd Osszefliggések szerint kiszamithato:

[M];=Tw B Z Ciipi )
L} =TuB 2 cq (©)
[H] = 107" (7)

Egy adott dsszetételhez szamos esetben tobbféle koordinacids mod is tartozhat, ezeket
izomereknek nevezziikk. Létrejohetnek geometriai  (azonos donoratomokkal — eltérd
elrendezddésben kotddd) izomerek ¢€s kotési (eltérd donorcsoporttal kotddd) izomerek.
Utobbiak egy érdekes csoportja, amikor a biszkomplexekben kotott ligandumok protonaltsagi
allapota kiilonbozik az izomerekben (pl. az egyikben LH., + LH formaban, a masikban L + L

formaban kotddnek a ligandumok).



Ha két izomer képzddik, és ezek képzddési allanddja kiilon-kiilon meghatarozhato,
akkor a komplex képzddési allanddja a két izomerre kapott érték Osszege lesz (B = Biizomer T
B2izomer). Az olyan eloszlast, amely az izomereket (mikroszpecieszeket) kiilon-kiilon jeleniti
meg, mikroeloszlasnak nevezziik.

A fenti Osszefiiggéseket hasznaltuk fel az ESR-spektrumok kiértékelésénél a képzodési

allandok kiszdmitasahoz.
2.2. Matrix rang analizis

A vizsgalt egyensulyi rendszerek bonyolultsaga miatt célszerlinek latszott a felvett
spektrumok eldzetes vizsgalata olyan matematikai modszerrel, amellyel mindenfajta elézetes
kémiai feltételezés nélkiil, kizardlag a spektrumok elemzésével szerezhetiink a rendszerrdl
informaciot. Az 1960-as években Richard M. Wallace [51] és mas kutatok [52, 53] (eredetileg
ultraibolya-lathatd spektrumok kiértékelésére) kidolgoztak egy mddszert, amely az
abszorbancia matrix rangja és a spektroszkopiailag aktiv részecskék szdma kozott teremt
Osszefliggést. A modszer hasznalatahoz egyetlen feltétel sziikséges: legyen linearis kapcsolat a
vizsgalt minta részecskéinek elnyelése ¢és koncentracidja kozott a teljes hullimhossz
tartomanyon. Az eljards célja a linedrisan fiiggetlen elnyeld részecskék szamanak
meghatarozasa. (Ennek ismerete nagy segitséget nyujthat abban, hogy megfeleld kémiai
modellt allithassunk fel az egyenstlyi rendszerekre.) A modszer fejlesztése két iranyban
haladt, egyrészt, hogy grafikus mdodon lehessen elvégezni a kiértékelést, masrészt, hogy minél
tobb adatot lehessen kiértékelni (ez utdobbi a ma mar kellden fejlett szdmitastechnika
segitségével valt lehetdve).

Mivel az ESR-spektrumok intenzitasa fiigg a kisérleti koriilményektdl, a modszer
alkalmazhat6saganak feltétele csak akkor teljesiil, ha a teljes spektrumsorozatot azonos
bedllitasnal vessziik fel, igy az intenzitds ardnyos marad az ESR-aktiv részecskék
érvényesiil, hogy : I; = ¢ I(B;)*, ahol I; az i-edig térértéknél mért intezitas, c* és I(B;)* a k-adik
ESR-aktiv részecske koncentracidja ¢€s intenzitdsa a vizsgalt koriilmények kozott. (I(B;)
szamitasanak modjat a 2.3.3. fejezetben részletezem.) Ezt Osszegezve az Osszes elnyeld

részecskére kapjuk, hogy:

m

L=, IB)<ct (i=1.p,j=1.n) (8)

k=1



ahol p a térértékek szama, n a kiillonboz6 Osszetételli rendszerekben végzett mérések szama és
m az ESR-aktiv részecskék szama. Az igy megadhatd intezitasok Osszessége adja a

vizsgaland6 matrixot:

B L, L. A L A I
B, L L, A L A Dn
M M M M M
BB L, L, A L A I
M M M M M
B, Lu Lo A Ly A L

ahol T; valamely komponens teljes koncentracidja a j-edik oldatban. Ez a matrix az el6z6
Osszegzés szerint felirhaté matrixok szorzataként is: I = I(B)AC, ahol I(B) a pAm elemii, az
adott koriilményekre érvényes molaris intenzitds matrix, C az mAn elemii koncentraciomatrix,
és I a pAn elemii intenzitasmatrix. A matrix rangjanak definicigja szerint az I(B) és C matrixok
rangja nem lehet nagyobb mint m, és ¢éppen m lesz abban az esetben, ha a térértékek szama
(p) és a kiilonbozd Osszetételli oldatok szama (n) nagyobb, mint az dsszes elnyeld részecskék
szama. Ezek alapjan tehat a matrixok szorzatdbol kapott I matrix rangja is m lesz. Az
intenzitds matrix rangjat az MRA nevli programmal hataroztuk meg [49], amely a kovetkez6
atalakitasokat végzi az I matrixon. Kivalasztja a legnagyobb abszolut értékli elemet (teljes
féelem kivalasztas), majd felcseréli a sorokat és oszlopokat ugy, hogy ez az elem az elsd sor
elsd oszlopaba keriiljon. Majd pedig az igy kapott [;; matrix minden elemén (kivéve az elsd
diagonalis elemet) elvégzi a kovetkez0 atalakitast:
Tt I, j
L =Lje T )

Ennek hatasara az elsd sor és oszlop minden eleme nulla lesz, kivéve a diagonalis elemet. Az
elsd sor és oszlop elhagyasaval nyert almatrixszal elvégezziikk 0jbol ugyanezeket az
atalakitasokat, kezdve a teljes féelem kivalasztassal. Mindezt addig végezziik, amig a f6atld
alatti 0sszes elem nulla lesz. Az eredeti matrix rangja a nem nulla értékli diagonalis elemek

szdmaval lesz egyenlo.



Ez az eljaras a hibaval nem terhelt adatokra ad pontos értéket, azonban mérési pontok
esetén nehéz megitélni, hogy mely elemek tekinthetOk nulldnak. Ennek eldontésére az egyik
lehetdség, hogy az intenzitds matrix minden I;; eleme helyére beirjuk az intenzitasértékek
ugyanugy végrehajtjuk a diagonalizalast, majd 6sszehasonlitjuk a diagondlis elemeket az I és
S matrixokban, ¢és ha az I matrix adott eleme a megfeleld szords elem haromszorosanal
(esetleg kétszeresénél) nagyobb, akkor nem nulla elemnek tekintjiik.

Egy masik lehetdség a linedrisan fliggetlen elnyeld részecskék szamanak
meghatarozasara az un. maradék intezitds gorbék megrajzoldsa. Tételezziik fel, hogy a
linedrisan filiggetlen elnyeld részecskék szdma a rendszerben m. Ekkor a matrix fenti
atalakitasait elvégezve az m+1-edik 1épésben kivalasztjuk azt a sort (térértéket), amely a
kovetkezd legnagyobb elemet tartalmazza. Ez a sor hordozza a legtobb informaciot egy
esetleges m+1-edik részecske meglétérdl. Ha most ezt a sort elhagyjuk, és Ujra elvégezziik a
redukalt matrixon a MRA-t, akkor az m+1-edik Iépésben most az m+1-edik részecskére
jellemz6é masodik legfontosabb informacidt hordozd sort kapjuk meg, és igy tovabb. A
matrixot igy 1épésrol 1épésre redukalva, az eljarast addig folytatjuk, amig csak m sora marad
az eredeti matrixnak. Ezutdn az m+1 -edik 1épésekben kapott diagonalis elemeket abrazoljuk a
térértekek fiiggvényében (maradék intenzitds gorbe), amely azon intenzitds értékeket mutatja,
amelyek nem magyarazhatdéak meg m részecske feltételezésével. Amennyiben a maradék
intenzitas nem valtozik szisztematikusan a térrel, vagyis alapvonal jellegii, akkor az m+1-edik
részecske 1étét elvethetjiik, ha viszont a gorbe "spektrum jellegli”, akkor egy m+1-edik
részecske kismértékil jelenlétét is figylembe vessziik a modell felallitdsanal. Vagyis, ha a
feltételezett részecskeszamot mindig eggyel novelve kiszamitjuk a maradék intenzitas
gorbéket, akkor annyi részecske sziikséges az eredeti intenzitasértékek leirasdhoz, amennyivel

a maradék intenzitas gorbe a zaj értékére csokkenthetd, és tovabb mar nem valtozik.

2.3. Réz(Il) - komplexek ESR-spektrumainak elméleti leirasa

Az elektronspinrezonancia- (ESR-) spektroszkdpidval paramagneses anyagok
vizsgalhatok. Ilyenek a szabadgyokok, atmeneti- és ritkafoldfém vegyiiletek. A moédszer a
Zeeman-effektuson, vagyis az elektron és a magneses tér kdlcsonhatasan alapul. Az elektron
energiaszintjeinek elfajultsdga magneses erdtérben megsziinik, az S=1/2 elektronspin és a

hozz4 tartozd magneses momentum a kiilsé térhez képest kétféle orientaciot vehet fel: paralel,
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illetve antiparalel iranyba allhat be. Ez a kétfajta orientacio kiilonbdz6é energidji allapotokat
jelent. Az ESR-abszorpcidt akkor kapjuk, ha a sztatikus térre merdlegesen polarizalt
nagyfrekvencidju - rendszerint mikrohulldmu - elektromagneses teret is alkalmazunk, és az
elektromagneses sugarzas energidja megegyezik a két allapot energiakiilonbségével [54].

Az ESR-spektrumban megnyilvanul6 kolcsonhatésokat az n. spin-Hamilton-operator
kolcsonhatasi matrixokkal célszeri leirni. Ha a parositatlan elektron nem gombszimmetrikus
palyan helyezkedik el, akkor a kolcsonhatasok iranyfliggdek lesznek, igy azokat tenzorokkal
(3A3-as matrixokkal) lehet leirni.

A spin-Hamilton-operator S=1/2 spinii rendszerekre, Fsu [55]:

Hsn = Hz + Hur + Ho + Hsur (10)
ahol Hz =n-B gS 3 Zeeman-operator, a parositatlan spin és a magneses tér kolcsonhatasi
energidjat reprezentalja. Az egyenletben p. = eh/(4mmc) = 9.2732 A 10** JT' a Bohr-
magneton, h = 6.6262 A10* Js a Planck-allando, m az elektron tomege, ¢ a fénysebesség, B a

magneses indukci6 (T), £ az anyagra jellemzd spektroszkopiai felhasadasi tenzor, § az
elektronspin operator.

Hur=S AT a hiperfinom-kolcsonhatas operatora. A parositatlan elektron és az
atommag spinje altal létrehozott "belsé magneses tér" kolcsonhatasat reprezentalja, ahol | a

magspin operator és A a hiperfinom-felhasadasi tenzor.

Ho=1P1I a kvadrupdlus-kolcsonhatasi operator. Az 1/2-nél nagyobb magspinii
magok kvadrupélusmomentummal rendelkeznek. Ho ennek kolcsonhatdsat irja le az
elektromos térgradienssel a mag helyén, és £ a kvadrupolus-kolcsonhatasi tenzor.

Hswr =S a T a szuperhiperfinom-kolcsonhatasi operétor. Atmenetifém-komplexekben
a parositatlan elektron a ligandumok donoratomjaira delokalizalédik. Amennyiben vannak
kozottik nullatol eltérd magspinnel (I;) rendelkezdk, akkor az ezen magok altal 1étrehozott
belsd magneses tér és a parositatlan elektron kolcsonhatasat reprezentalja Hgyr, 2 pedig a
szuperhiperfinom-felhasadasi tenzor.

A fent megadott spin-Hamilton-operator csak a paramagneses molekuldkon beliili
kolesonhatasokat reprezentdlja, ezért olyan esetekben alkalmazhat6, amikor a paramagneses
centrumok diamégneses kornyezetben (pl. oldatban) vannak, és igy egymadssal nincsenek

kolesOnhatasban.
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A spektrum alakjat, azaz a jelintenzitas valtozasat a magneses indukci6 fliggvényében
dontéen a £- A . a_ és P _tenzorok hatarozzak meg. A tenzorokat leird matrixot

diagonalizalva a f64tl6 elemeibdl megkapjuk a tenzorok foértékeit.

ligandumtérben (szabalyos oktaéderes és tetraéderes komplexekben) a £ - és A -tenzorok
harom féértéke megegyezik és Pn=P,,=P,=0. A spektrum fiiggetlen a molekulanak a térben
elfoglalt orientaciojatol, ekkor a 2- és a hiperfinom-csatolasi 4allando izotrop. (2)
Alacsonyabb szimmetria esetén g és a csatoldsi adllandok anizotropok: a spektrum fligg attol,
hogy a magneses tér milyen irdnyt vesz fel a £ -tenzor fétengelyrendszerében. Tetragonalis

ligandumtérben a fentebbi tenzorok axidlisak, azaz két-két foértékiik megegyezik. (3) A

szimmetria tovabbi csokkenésekor 3-3 kiilonbozo foértékkel jellemezhetdk, azaz rombosak.

2.3.1. A réz(II)-komplexek szimmetriaja, a d-szintek felhasadasa és a

kolesonhatasi tenzorok

crer

(S=1/2), a lyuk-elektron energiaszintjeit kiilonb6zd szimmetridjii ligandumterekben az 1. ébra
mutatja. Oktaéderes kristalytérben (Oy) az Otszorosen elfajult d-szintek egy haromszorosan
elfajult magasabb és egy kétszeresen elfajult alacsonyabb energidju szintre hasadnak fel. Mivel
degeneralt alapallapotot eredményezd molekulaszerkezet a Jahn-Teller-effektus értelmében
nem lehet stabilis, ezért az oktaéderes szimmetria torzul: a z-tengely mentén 1év6 ligandumok
kozelebb vagy tavolabb keriilnek a kozponti iontdl, ami a d-szintek tovabbi felhasaddsahoz
vezet. A réz(Il)-komplexek zomében a legstabilisabb allapot a (D4, szimmetridj) megnyult
oktaéderes térben jon létre. A parositatlan elektron alapéllapotban a d.2-2 palyan tartézkodik

[56, 57].
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dxz’ dYZ > dXY,--"
3d G
dyp, dyoyo dxziyz
0, Dy,
1. abra

A d-szintek felhasadéasa kiilonb6z6 szimmetriaju ligandumterekben

A réz(Il)-komplexek szimmetridja, ha a ligandumok térszerkezetét is figyelembe
vennénk, igen alacsony lenne. A magneses kdlcsonhatasok rombos torzuldsa azonban gyakran
kicsi a vonalszélességhez képest, és igy az ESR-spektrumot leirhatjuk az "effektiv Dun

szimmetriaval".

2.3.2. Magneses magok hatasa

A spektrumban a Zeeman-kolcsOnhatdsbdl szarmazd egyetlen rezonanciajel a
hiperfinom-kolcsonhatas kovetkeztében felhasad. Altalanos esetben egy 1 spinii mag (21+1)-
szeres felhasadast eredményez. Mivel a réz(Il) esetén 1¢,=3/2, négy jel varhatd, amelyek
intenzitdsa megegyezik.

Mivel a réz(Il)ion komplexeiben a pérositatlan elektron legtobbszor a dy., palyan
tartozkodik, amelynek a z-tengely mentén csomdsikjai vannak, szuperhiperfinom-felhasadas
csak azoktol a magneses ligandum-magoktdl varhatd, amelyek a komplexben ekvatoridlisan
(az xy sikban) helyezkednek el. A peptidek ¢és foszfinsavak jellemzd donoratomjai (O, N)
koziil csak a nitrogén rendelkezik magspinnel (Ix=1), és a fentebbiek értelmében csak az
ekvatoridlis nitrogének 1épnek szuperhiperfinom-kolcsonhatasba a parositatlan elektronnal. Ez
fontos az ekvatorialis donorcsoportok azonositasakor. Ha a molekuldban n szdmu ekvivalens

(a parositatlan elektronnal azonos jellegli és erdsségli kdlcsonhatasban 1év6) N donoratom van,

a szuperhiperfinom-kolcsonhatas (21+1)"= 3"-szeres felhasadast eredményez.
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Egy-egy rézjel 3" szamu, 3™ intenzitisu vonalra hasad fel. Az energiaszintek kdzott azonban
vannak elfajultak, végeredményben (2nl+1) = (2n+1) kiilonb6z6 energiaszint keletkezik, a
spektrumban egy-egy rézvonal (2n+1) szuperhiperfinom-vonalra hasad fel.

A szuperhiperfinom-szintek elfajultsdga, illetve a vonalak intenzitdsardnya tehat n szamu

ekvivalens nitrogén-donoratom esetén:

n=1 I :1:1
2 1 :2:3:2:1
3 1:3:6:7:6:3:1
4 1 :4:10:16:19:16:10: 4 : 1

Ha a N-atomok (részben) eltéré kdlcsonhatasban allnak az elektronnal, és kozottik ny,
n,... ekvivalens van, a felhasadas (2n;+1)(2ny+1)...-szeres. A fentiek az n;, n,... ekvivalens
atom egyiitteseire (donoratom "szetekre") kiilon-kiilén érvényesek.

Mivel a réz magspinje 1/2-nél nagyobb, fellép a kvadrupolus-kolcsonhatas is, ami a

hiperfinom-kolcsonhatas  kozvetitésével modositja a szinképet, a hiperfinom-vonalak

crer

2.3.3. A szinkép valtozasa a kisérleti koriilményekkel

A 2. dbra mutatja a tetragonalis komplexekben szokésos koordinatarendszer-valasztast.
A tetragonais tengely a z-tengely, ez jeloli ki az un. "parhuzamos" fOiranyt, ugyanis a
magneses indukcid irdnyat a z-tengellyel bezart szogével, (rval szokds megadni. A tenzorok
"parhuzamos" irdnyban mérhetd foértekeit a 1, mig a W=90° irdnydban mérhetdeket a v
(merdleges) indexszel jeloljiik. Axialis szimmetria esetén tehat g. = g,, €s g, = g« = Zyy-

Szilard egykristalyban a molekuldk orientacidja megegyezik, ezért mérhetd, hogy a
paraméterek szogfiiggése miatt hogyan valtozik a szinkép a magneses indukcio irdnyaval.

Megfagyasztott oldatban és porokban a molekuldk orientdcidja a térhez képest eltérd, de
spektrumainak Osszege, itt is jelentkezik a paraméterek szogfiiggése. A legegyszeriibb a

szinkép értékelése folyékony oldatban, ahol a molekulak rotdcidja miatt nem jelenik meg a

paraméterek szogfiiggése [55, 58]. Az ilyen, un. izotrép spektrumokbol a kolcsonhatasi
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tenzorok foértékeinek atlaga hatdrozhatdé meg (pl. g,=1/3(gwtgy1E~) , Dan SzZimmetria esetén

2=1/3(2g, + g.)).

2. abra

A £ -tenzor fétengelyrendszere tetragonalis komplexekben

A hiperfinom-kolcsonhatds hozzavetleg egy nagysdgrenddel kisebb a Zeeman-
effektusnal, ezért a vonalak kisebb tér irdnyaba valo eltolodasa az elsérendlii kozelitéshez
képest és a vonalszeparacido ndvekedése a nagyobb terek irdnydban még mérhetod effektust
okoz. Az elméleti spektrumvonalak helyének szdmitasakor ezért in. masodrendl korrekciora
van sziikség.

Folyadékfazisban tehat a kovetkez0 magneses indukcio-értékeknél mérhetok

spektrumvonalak:

B(M] ,MF):BO—AOM[ — 1/(2B0) A02 {I(I+ 1 )—M12 } —aNOMF (1 1)

ahol M= I, -I+1,..., +I a kdzponti ion magneses kvantumszama, Mg = -nl;, -nl;+1,....nl; a
szuperhiperfinom-felhasaddst okozd donoratomok eredd magneses kvantumszama, [ a
kozponti ion magspinje, Ix a N donoratom magspinje, B, = hv/usg, az izotrép g, nak
megfeleld tér és A,, an, a tér dimenzidju izotrdép hiperfinom- illetve szuperhiperfinom-
csatolasi allandok.

Adott magneses indukcional a mérhetd intenzitds, I(B) az egyes vonalak

hozzajarulasainak 6sszege. Ha a vonalalak derivalt Lorentz-gorbe,
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IB)=—-C 2.2 Mw {B-B(ML,Mp)} om {om+[B-BM,Mp)}2+ L, +kB  (12)
M; Mk

ahol I,+ kB az alapvonal egyenlete, C a kisérleti koriilményektdl fiiggd amplitadd faktor, om
a vonalszélesség. Oldatban:

om= o + BM; + YM7, (13)
ahol a,B,y a tér dimenzidju relaxacidos paraméterek €s My az egyes szuperhiperfinom-

vonalak intenzitasat jellemz6 tényezo.

2.3.4. D4, szimmetriaju réz(Il)-komplexek ESR-paraméterei

A réz(Il)ion d-palydinak részvételével Dy, szimmetria esetén a kovetkezd lazitd

molekulapalyak alakulnak ki [59]:

Woe= o d 2-2 - o Qr (x*-y?)
Wae = 0 d2 - o Qu(Z?)
Wiz = Bi diy- Brrou(xy)
Ve = Bdx, - B ou(x2)

Ve= Bdy. - Bou(yz)

Az x- és y-tengelyek a ligandumok donoratomjai fel¢ iranyulnak. A d-fliggvények
jelolik a réz(Il) 3d-palyait, mig a ¢, - fiiggvények a ligandumok megfeleld szimmetridja
palyait. A v, a sikbeli c-kotést, a i, a sikbeli m-kotést, e, a sikon kiviili m-kotést
reprezentdlja. Az oy, o, Bi, P molekulapalya-egyiitthatok a megfeleld kotések kovalens
jellegét mutatjak. D4, szimmetria esetén a parositatlan elektron a yy,, palyan talalhato. Ekkor a

molekulapalya-egyiitthatok és a £ - illetve A -tenzorok foértékei kozott érvényesek az alabbi

Osszefiiggések [59, 60]:

g -8 = - 8Ao/AEy (0B 2 - f1) (14)
g1 -8 = 2AhJ/AE, (a2B - £3) (15)
Ac=-K+P [-4/7 o2+ (grge (1+5) + 3/7 (g - g) (1+6)] (16)
AL=-K+P[-2/7 a2+ 11/14 (2. - g. ) (1+ )] (17)
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ahol g. = 2.0023 a szabad elektron g-faktora, A, = -828 cm™ a szabad réz(Il)ion spin-palya
csatolasi allandgja, K a Fermi-féle hiperfinom-csatolasi tag: K= -A, + P(g, - g.) ( ahol
2.=(g+2g1)/3, A=(A+2A1)/3 ), P = 0.036 cm” a szabad réz(Il)ion dipolus-koefficiense,
AE,, a By, < By, AE,,, az E, <—B,, elektronatmenet energidja, fi, >, f5, fs kis korrekcios

tagok, amelyek tartalmazzak a fém-donoratom atfedési integralokat.

2.3.5. A koordinacios modok hatasa az izotrop ESR-paraméterekre

A szuperhiperfinom-felhasadds oxigén ¢és nitrogén donoratomokat tartalmazd
komplexekben értékes adalékot szolgéltathat a koordindlédd donorcsoportok azonositasahoz,
mivel csak az ekvatorialis helyzetben képzddd nitrogéndonorok hozzak Iétre. A spektrum
szuperhiperfinom-szerkezete azonban gyakran rosszul feloldott, és foleg atfedd egyensulyok
esetén tobbféle nitrogén-felhasadasi modellel is egyforman jo szinképi egyezést érhetiink el.
Ezért a 6 szerkezeti informaciot a g, és A, értékek hordozzak, amelyek altaldban minden
molekulafajta esetén pontosan €s egyértelmiien meghatarozhatok.

Ha erdsebb teri donorcsoportok kiszoritjdk a vizmolekuldkat az elsd koordinacios
szférabol, a AE,, és AE,,,, elektrongerjesztési energidk novekedése a g. és g, igy g
csokkenését eredményezi (1. (14) és (15) egyenletek) [48, 61]. A nagyobb hozzijarulas a g
-bol ered, mert a A, egyiitthatoja nagyobb a (14), mint a (15) egyenletben, tovabba AE,,
I[TAE.,,, . A AE, elektrongerjesztési energia, amelyet az axidlis koordindci6 erdsen
befolyasolhat, effektiv D4, szimmetria estén nem hat a g és hiperfinom-csatolasi allando
értékekre ((14)-(17) egyenletek). Igy az axialis koordinacio csak kozvetett és gyenge hatassal
van az ESR-paraméterekre, amennyiben gyengiti az ekvatoridlis kolcsonhatasokat, és ezen
keresztiil csokkennek az elektrongerjesztési energidk. Megnyult oktaéderes geometriaja
komplexeknél
AE, T1 AE ITAE,,,,, igy az e harom sav szuperpozicidjaként mérhetd lathatd abszorpcios
szinképsav energidja, AE.. kozel megegyezik AE,,nal. fgy varhato, hogy amelyik
donorcsoport koordinacioja nagyobb kékeltolodast eredményez, annak bekotddése tgyszintén
nagyobb mértékil g, (g.) csokkenést valt ki, és az egyes donorcsoportok g,-ra gyakorolt hatasa

koveti a lathato spektroszkopiabol ismert ligandumtér-erdsségi sorrendet [62].
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C=0

OH NH, peptid N

<COO < imidazol N < ) < o )
OH- alkoholat O imidazolat N
P-O

A fém-donoratom kotések kovalens jellege a spin-pdlya csatoldson keresztiil szintén
befolyéasolja g, értékét. A g.-on keresztiil féleg a sikbeli o— és sikbeli n—kdtések kovalensebbé
valasa (o?, Bi* csokkenése) okoz jelentésebb g, csokkenést a (14) egyenletnek megfeleléen
[55, 59, 63, 64]. Ha ugyanazon donoratomok szerepelnek az ekvatoridlis sikban, de mas
elrendezddésben, akkor a két esetben a hibahataron beliil megegyezd g, értékeket kapunk. A
kotés kovalens jellegének mértéke lehet az an, értéke, amely ardnyos a parositatlan
spinstiriiséggel a nitrogénmag helyén, vagyis jellemzi a sikbeli c—kotést a réz(Il) és a nitrogén
donoratom kozott. Fiigg még a nitrogénatom hibridallapotatol is, igy pédaul ugyanolyan
mértékli kovalencia esetén kisebb ax, értéket varunk egy sp® amino-N-t6l, mint egy sp* peptid-
N- donoratomtol [65].

Ha a ligandumtér erdssége nd, a g, érték csokkenésével egyidoben A, érték
novekedése varhatdé a (16) és (17) egyenletek alapjan. Amennyiben g, csokkenésével
parhuzamosan A, nem nd, st csokken, az rombos torzulasra utalhat, mert ekkor 3d - 4s
palyakeveredés 1ép fol, ami a Fermi-féle hiperfinom-csatolasi tagon (K) keresztiil A, értékét
csokkenti ((16), (17) egyenletek) [64].

A vonalszélességeket harom relaxacidés paraméter (o.,p,y) segitségével irjuk le a (13)
egyenlet szerint. Nagy o érték esetén széles vonalak varhatoak. A réz(Il) akvakomplexe esetén
a nagy o érték a g nagy anizotropidjabol szarmazik (a g. és a g, értékek nagyon eltérnek). A
ligandumtérerd novekedésével ez az anizotropia csokken, és igy a spektrumvonalak
keskenyednek. Amennyiben kis g, értéknél (ahol kis g-anizotropia valoszinii) tapasztalunk
sz¢les vonalakat (nagy a értéket), abbdl oligomerizaciora kovetkeztethetiink, ugyanis a réz(I1)-
centrumok kozotti dipolus-kolesonhatés vonalkiszélesedést okoz. A paraméterek ebben az
esetben a spektrum formalis leirdsara szolgalnak, kivéve a g, értéket, amely tovabbra is a
foértekek atlaga, ha a két réz(Il)-centrum kdrnyezete azonos, ill. a két réz(Il)-centrum g,
értekeinek atlaga kiilonbozo kornyezetek esetén. Ha a réz(I1l)-centrumok kozott a kdlesonhatés
erds, a spinkicserélddési effektus miatt az ESR-jel teljesen meg is sziinhet, ugynevezett ESR-

inaktiv komplex jon létre.

2.4. A kétdimenzios értékelé eljaras
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A kétdimenzids szimulaciés modszer a paramagneses komplex egyensulyi rendszerrdl
készitett ESR-spektrumsorozat egyiittes kiértékelésén alapul. A spektrumokat kiilonb6z6 fém
¢s ligandum koncentracioknal végzett titradlasok soran, kiillonb6zé pH-értekeken, atfolyo
rendszerben vesszilk fel. A koriilményeket a rendszer fobb egyensulyi folyamatainak
ismeretében ugy kell megvalasztani, hogy minden kémiailag lehetséges komplex lehetdleg
minél nagyobb koncentracioban képzddve megjelenjen a spektrumok egy-egy kisebb
csoportjaban, vagyis a teljes spektrumsorozat minden molekulafajtarol tartalmazzon elegendd
informéaciot.

Az értékeld program az ESR-jelintenzitast két fizikai mennyiség fliggvényeként irja le
(errdl kapta az eljaras a "kétdimenzids" elnevezést). Az egyik koordinata a szokdsos modon a
magneses tér, a masik pedig a koncentracio, ebbe beleértve a pH-t is.

A jelintenzitas térfiiggését a 2.3.3. fejezetben ismertetett egyenletek alapjan szdmolom
mindegyik komplex esetében (természetesen az egyes molekulafajtdk paraméterei mas-mas
értekeket vehetnek fol). Adott kisérleti gorbéhez a megfeleld oldatban jelen 1évé komplexek
koncentraciojuk aranydban jarulnak hozza. A tapasztalat igazolta ugyanis, hogy a vizsgalt és
hasonld rendszerekben megvalosul a "lassu csere" kritériuma: a kiilonbozé komplexek
egymasba alakulasa az ESR-iddskalan lassu folyamat, ezért a kisérleti spektrum a jelen 1évo
komplexek spektrumainak (koncenracidval sulyozott) 6sszege. Ezzel a feltételezéssel élhetiink
az azonos Osszetételll, de kiillonb6zoé koordinacidos moda komplexek egymasba alakulasaval és
spektrumaval kapcsolatban is.

A jelintenzitas koncentraciofiiggését a teljes spektrumcsomagban a képzdédési allandok
Osszessége hatarozza meg. A 2D EPR program [48] az ESR-paraméterek illesztésével
egyidejlileg végzi a képzddési allandok optimalizalasat, hogy az ezekbdl a 2.1. fejezet
Osszefliggései alapjan szamitott koncentraciok az dsszetevéd spektrumok optimalis sulyfaktorai

legyenek a teljes spektrumsorozatban.

2.4.1. Valamely egyensiilyi rendszer leirasahoz sziikséges spektrumok szama

Egyetlen réz(I) ESR-spektrum, ahol a hiperfinom-szerkezet jol feloldott, atlagosan
kortlbeliil 10 elkiiloniild vonalat tartalmaz, amelyek 30 informacio-egységet hordoznak (mivel
egy jelet 3 érték hataroz meg: helye, szélessége ¢€s intenzitasa). Egy ESR-aktiv molekula

spektrumanak leirasahoz altalaban (a N donoratomok szamatdl fiiggéen) 6-9 ESR-paraméter
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sziikséges (g,, Ao, 1-4 an, érték és az o, B, y relaxdcids paraméterek). Ezért egyetlen
spektrumbol maximalisan harom részecske ESR-paraméterei ¢€s relativ koncentracioja
hatarozhat6 meg egyértelmiien. Az oldatokban rendszerint ennél tobb részecske van jelen
egyidejlileg, tehat az illesztendd paraméterek szama til nagy (féleg, ha figyelembe vessziik,
hogy az izomerek paraméterei eltérnek). Ha a kiilonb6z6 pH-kon és fém-ligandum
koncentracioaranyoknal felvett spektrumokat egyiittesen értékeljiik, az illesztendé paraméterek
szama csak kismértékben nd (elegendé a komplexek képzddési allandoit optimalizalni, hiszen
ezek, valamint a T¢,, To és a [H'] ismeretében barmely komplex koncentracidja barmely
oldatban kiszdmithatd). A spektrumcsomag informéciotartalma ugyanakkor a spektrumok
szamaval nagymértékben no. Az illesztendd paraméterek szama példaul 15 elnyeld részecske
esetén a 150-et nem haladja meg, mig 20-30 spektrum mintegy 600-900 informacid-egységet
képvisel. Ennyi kisérleti gorbe tehat még akkor is elegendd egy viszonylag bonyolult

egyensulyi rendszer egyértelmii leirdsdhoz, ha vannak kozottiik kevésbé jol feloldottak is.
2.4.2. Az értékelés statisztikai leirasa

Adott pH-n és fém-ligandum aranynal felvett j-edik spektrum (Sj(B)) a jelenlévd
részecskék spektrumainak 6sszegébdl tevodik Ossze:
Si(B) = z c;Fi(B)

ahol F;(B) az i-edik ESR-aktiv részecske spektruma egységnyi koncentraciora vonatkoztatva,

crcr

szerint megadhatd képzddési allandoik illesztésével valtoztatjuk, mig a spektrumokat az ESR-
paraméterek alapjan irjuk le. Az illesztés alapja a kisérleti Ej(B) és a szamitott Sj(B)

intenzitasértékek kozotti eltérés minimalizalasa:
SSQD = 2.5QD = 2. 2. [E(B) B S(BJI /N
J ]

ahol SSQD a teljes spektrumsorozatra Osszegzett atlagos négyzetes eltérés, SQD; a j-edik
spektrumra szamithatd atlagos négyzetes eltérés, By a k-adik térérték és N egy spektrum
térértékeinek a szama. A j-edik spektrum illeszkedését jellemezhetjiik, ha az SQD; értéket

osszehasonlitjuk a varianciaval:
V=2 [E(B)BET/N

¢s a zajjal:
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zi= 2. [BB)BE PN,
ahol > a spektrum két végén, az ESR-abszorpcid tartomanyéan kiviili részeken vett N,

szamu pont Osszegzését jelenti, és E; = > Ei(Bx) / N, az alapvonal. J¢ illeszkedés esetén

az SQD; a Vj-hez képest joval kisebb, és koriilbeliil a zaj négyzetének értékét éri el. Az
illesztés josadganak jellemzésére bevezethetjiik a zajjal korrigalt regresszids paramétert (R;):
R;=(V;+Z?B SQD)) / V;
amelynek értéke 1, ha az SQD; a zajnégyzet értékére csokken. Hasonloan szamithat6 az eredd
regresszid a teljes spektrumsorozatra:
R=(V+Z*BSSQD)/V
ahol V az Osszegzett variancia, Z az 0sszegzett zaj. A kiilonb6z6 modellek dsszehasonlitasara
szolgal a kritikus AR érték:
ARwi= 9 Z*[Npar/(N'Ninina V)]
ahol N' a ténylegesen fliggetlen mérési pontok szdma, N, az Osszes illesztett paraméter
szdma, Npmwa a spektrumok szama. Amennyiben két modell R értékének kiilonbsége
meghaladja ezt a kritikus értéket, akkor a kiilonbség szignifikdnsnak tekinthetd. Az egyedi
spektrumokra ez a kritikus érték 1 nagysdgrenddel nagyobb, mivel a mintdk szdma egy
(Nminm=1), amit valamelyest kompenzal, hogy a paraméterek szdma is csokken (N,,), mivel
ekkor csak az illetd spektrumban jelenlévo részecskék paramétereinek szamat kell figyelembe
venni.
A modszer alkalmas ESR-inaktiv komplexek képzddési allanddjanak meghatarozasara
1s, mivel az atfoly6 rendszer segitségével a spektrumok ugyanazon bedllitasnal vehetdk fel, igy
tiikrozi. Az ESR-inaktiv részecske képzddési allandojanak illesztésekor hasznalt osszefiiggés:

SQDine = 2 ([Cutga]; B[Cussel,

ahol [Cu.iv]j az aktiv rézkoncentracié a j-edik spektrumban az egyensulyi adatokbdl szdmolva,
¢és [Cugsr]j a rézkoncentracio a j-edik spektrum intenzitasabol szamolva [48].

Mivel a hibafiiggvény lokalis minimumainak szama exponencidlisan nd az illesztett
paraméterek szamaval, ezért egy 100 pramétert haszndld optimalizalds konnyen hibas
konvergencidhoz vezethet, ha a kezdeti paraméterértékek nincsenek kelléen kozel a valds

értekekhez. Ezért kiilondsen fontos, hogy legyenek eldzetes ismereteink a rendszerben
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képz6dd komplexek szamarol, Osszetételérdl. Ebben nyljt nagy segitséget a pH-

potenciometria és a matrix rang analizis.
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3. Kisérleti rész

3.1. Felhasznalt vegyszerek és ligandumok

1. tablazat A tanulmanyozott ligandumok neve, szerkezete és jelolése

Ligandum Szerkezet Jelolés
diglicin : G2
NH;*~CH,—C—NH—COO"
triglicin 0 ¢ G3
NH;*~CH,~C—NH—CH,~C—NH—COO"
tetraglicin C : : G4
NH;*—CH,—~C—NH—CH,—C—NH—CH,—C—NH—COO"
glicil-L-hisztidin ? 0 GH
H3NLCH2—A—NH—?H—C—O'
CH,
AN
L-hisztidil-glicin (l) 0 HG
H3N+—(IJH—é—NH—CH2—é—O'
CH,
%\N
bisz(aminometil 0 L1
( ) H\N/\l}l /\N/H
foszfinsav | [
H (¢) H
bisz(N-glicino-N- _ 0
(N-g 0oC CHZ\N PN /\N/CHZ—COO L2
metil)foszfinsav | [
H o
bisz(N-benzilglicino-N- _ 0 L3
( g 00C CHg\N N /\N/CHZ—COO
metil)foszfinsav | | |
CH O CH
bisz(L-prolino-N- o0 coo L4
. 0
metil)foszfinsav N/\lfll’ /\N\b
o
bisz(iminodikarboxi- "00C—CH,, /\(II;I) /\N/CHZ—COO' L5
metil-N-metil)foszfinsav ‘00C—CH;” A “NCH,-COO0"

Az analitikai tisztasagu diglicin, triglicin és tetraglicin ligandumokat a Sigma cégtdl, az

L-hisztidil-glicin és glicil-L-hisztidin ligandumokat a Fluka AG cégtdl a szereztiik be, és

tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. Az N-szubsztitudlt szekunder foszfinsav ligandumokat a

Debreceni Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékén allitottak eld [66]. A
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vizsgalt ligandumok szerkezetét és jelolését az 1. tablazatban foglaltam Gssze. A tovabbi,
analitikai tisztasagli reagenseket (KCIl, NaOH, HCI) a Reanal cégtdl vasaroltuk.

A vizsgalt mintakban a réz(Il) koncentracioja mindig SmM volt, mig a fém-ligandum
koncentracidarany 2:1 ¢és 1:20 kozott valtozott. A vizsgalandd oldatok Osszetételét
(koncentracio, pH) altalaban irodalmi képzddési allando értékek alapjan valasztottuk meg. A
megfeleld koncentracioeloszlasi gorbéket a PSEQUAD programmal szamitottuk ki [67]. A
torzsoldatokhoz, amelyek 0.2 M KCI alapelektrolitot tartalmaztak, annyi HCI oldatot adtunk,
hogy a titralast kb. 2-es pH-r6l indithassuk. Az egyes ligandumok esetén a felvételi

korlilmények a 2. tablazatban szerepelnek.

2. tablazat A kiilsnboz6 ligandum - réz(Il) egyensilyi rendszerek esetén vizsgalt pH-tartoméanyok

Fém-licandum arianv

Liscandum 2:1 1:1 1:4 1:5 1:10 1:15 1:20
GH pH 25-123 2.5-12.0
HG pH 23-121  20-118

GG pH 3.0-12.1 23-122

GGG pH 29-12.0 32-11.9

GGGG pH 28-122 25-122

L1 pH 1.6-6.1 1.5-6.7

L2 pH 1.6-55 15-85 15-10.5

L3 pH  1.9-55 22-107 22-12.1

L4 pH 1.8-10.4 1.7-9.7

L5 pH  20-62 1.7-84 1.5-10.5

3.2. Az ESR-spektrumok felvétele és numerikus elokészitése az értékeléshez

A minta 10 cm’-ét tivegbdl késziilt titrald cellaba helyeztiik, majd a mérés ideje alatt
végig nagy tisztasdgl argongdzt buborékoltattunk 4t rajta, amellyel kizartuk az oxigén ¢€s a
széndioxid bejutasat a leveg6bdl, valamint biztositottuk a minta keverését. Masterflex CL

perisztaltikus pumpa segitségével az oldatot folyamatosan aramoltattuk a rezonatoriiregben
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1év6 tivegkapillarisba és vissza (az aramlasi sebesség 14cm’/perc volt). A kb. 0.2 M-os NaOH
oldatot Metrohm 765 Dosimat automata biirettabol adagoltuk, a pH-t Radiometer GK2401C
kombinalt tivegelektroddal dsszekotott Radiometer PHN 240 potenciométerrel mértiik, 0.01
pontossaggal. Az elektrodot TUPAC Standard pufferekkel kalibraltunk. A kivant pH-t
beallitva, 2 perces cirkuldltatas utan vettiik fel az ESR-szinképeket JEOL JES-FE3X tipust
spektrométerrel 100 kHz-es modulédcioval, szobahdmérsékleten (291 K). Az ESR-
spektrumokat kortilbeliil 0.4-0.6 pH-egységenként vettiik fol.

A frekvencia pontos meghatarozasdhoz Mn(Il)-vel szennyezett MgO kiils6 sztenderdet
hasznaltunk. A mérések soran a mintatartot desztillalt vizzel megtoltve felvettik az
ivegkapillaris spektrumat is ("iivegjel"). A spektrumok értékelése eldtt az iivegjelet
valamennyi gorbébdl levontuk, igy a korrigalt szinképek mar nem tartalmaztak sem a mangan
sztenderd, sem az iivegkapillaris anyagaban (és esetlegesen a rezonatoriiregben) jelen 1évo
szennyezOdések spektrumat. A frekvencidk az egyes spektrumok felvételekor kissé eltértek,
ezért a gorbéket eltoltuk a térskalan a mért térértékek aranyos csokkentésével vagy
novelésével, mintha valamennyi folvétel azonos frekvencian tortént volna. Az azonos
térértékeknél vett intenzitdsokat harmadfoku polinom illesztéssel nyertiik.

A réz(Il) aquakomplexének spektrumait fiiggetleniil is regisztraltuk, SmM réz(Il)-
klorid oldatban, 0-0.4 M kozott valtozo KCl koncentracional, és megallapitottuk, hogy az
aquakomplex paraméterei nem valtoznak szisztematikusan az ionerdsséget beallitd so
rézionokkal elhanyagolhato a vizsgalt egyensulyi rendszerekben is.

A 2D EPR programmal maximalisan 36 kisérleti spektrum egylittes értékelésére van
lehetdség, Osszesen 15 ESR-aktiv és 5 ESR-inaktiv molekulafajta figylembevételével. A
program egyidejiileg optimalizalja az ESR-paramétereket (g,, Ao, ano, @ Om
vonalszélességeket leird o,f,y paraméterek (ahol oyy = o + PM; + yMy?)), valamint a képzOdési
allandokat (Bi). A paraméterek kezdeti értékeit addig valtoztatja, amig a teljes atlagos
négyzetes eltérés tovabb mar nem csokken. A program figyelembe veszi tovabba, hogy a “Cu
és a ®Cu izotopok magmagneses momentuma, és igy komplexeik hiperfinom-csatolasi
allandoi is eltérnek. A két izotdp spektrumat természetes eléfordulasuk aranyaban (0.671:
0.329) Osszegzi. A szamitott spektrumokban a szinképsavok alakjat derivalt Lorentz-gorbével
irtuk le.

A hiperfinom-csatolasi allandokat és a relaxacios paramétereket minden tablazatban a

$Cu izotopra vonatkoztatva adtam meg.
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3.3. Matrix rang analizis

Az egyes rendszerekben felvett 6sszes ESR-spektrum intenzitasértékeit a térértékek és
a pH-k szerint matrixba rendezve hatdroztam meg a matrix rangjdt a maradék
intenzitasgorbéket megadd MRA program segitségével [49]. Az intenzitds aranyossagat a
komplexek koncentraciojaval az biztositotta, hogy a spektrumokat atfolyd rendszerben,
azonos beallitasnal vettiik fel. A térértékek szama 900-1000, a felvett spektrumok szama pedig

altalaban 25-35 kozott volt egy-egy rendszer esetén.
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4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1. Réz(II) - oligoglicin rendszerek

4.1.1. Irodalmi attekintés

A réz(Il) - triglicin és réz(Il) - tetraglicin rendszerek pH-potenciometrias és lathatd
spektroszkopiai  vizsgéalata soran ekvimolaris oldatban az akvakomplex mellett 5
monokomplex képzoédési allandojat és koordinicios modjat hatdroztak meg. Altalanosan
elfogadott ezekben a komplexekben a lancvégi amino-nitrogén horgonydonor szerepe, €s savas
kozegben a szomszédos peptid-oxigén egyidejii kapcsolodasa, majd pH=4 felett a szomszédos
peptid-NH  csoportok  fémion-indukélt 1épcsdzetes deprotonaldédasa és  ekvatoridlis
koordinacigja [68-74]. A  ligandumfeleslegben képzddd biszkomplexekrdl, féleg
szerkezetlikr6l, azonban mdar joval kevesebb adat 4ll rendelkezésre. Két deprotonalt
biszkomplex képzddését vették szamitasba a semleges és mérsékelten ltigos tartomanyban a
pH-potenciometrids  vizsgalatokban [71,73]. Ezen talmenden, a rendkiviil nagy
ligandumfeleslegnél, = megfagyasztott  oldatban  fOlvett = ESR-spektrumok  alapjan
megallapitottak, hogy savas oldatban is képzddnek (protonalt) biszkomplexek [71]. Erdekes
kérdés, hogy milyen eredményre vezet a biszkomplexekben a két ligandum versengése az
ekvatorialis helyekért. Bizonyos esetekben azonos mértékben (de)protonalt ligandumok azonos
donoratomokkal ko6t6dhetnek (pl. a [CuL,] komplexben (L+L), vagy a [CuL,H.]*
komplexben (LH.;+LH.,) 0sszetétellel), azonban az eltérd protonaltsagi allapot és koordinacios
mod ((LH., + LH), ill. (LH, +L)) sem zéarhaté ki. A fenti koordinaciés modok egyiitt is
létezhetnek izomerelegyekben, s6t geometriai izoméria is felléphet. Az ESR- spektroszkopia
alkalmas modszer ilyen izomerek megkiilonboztetésére, ecélbol régota alkalmazzak dominans
komplexek esetén a spektrum nagyterii taroményaban a nitrogén szuperhiperfinom-felhasadas
vizsgalatat [56, 75, 76, 77, 78]. A fentebbi pH-potenciometrids vizsgalatok szerint azonban a
biszkomplexek semmilyen koriilmények kozott sem dominédnsak, ezért tanulmanyozasukhoz
spektrumfelbontésos eljarasra van sziikség.

Az ismertebb réz(Il) - diglicin rendszert is uUjra vizsgaltuk, egyrészt a
ligandumfeleslegben kialakulé komplexek szerkezetét szerettiik volna tisztdzni, masrészt jo
Osszehasonlitasi alap lehet a novekvd hosszisagi peptidlanc koordinacids tulajdonsagainak

jellemzésekor.
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4.1.2. Az egyenstlyi modell felépitése és igazolasa

A képz6dd komplexek varhatéan nagy szama miatt a "kétdimenzios" analizist

megeldzden célszertinek latszott tisztdzni az ESR-aktiv molekulafajtdk szamat az egyes
rendszerekben. Ezért a spektrumsorozatokat el0szor kémiai modell feltételezése nélkiil, tisztan

matematikai modszerrel, matrix rang analizissel értékeltiik. A réz(II) - tetraglicin rendszerben

felvett kisérleti spektrumokat mutatja a 3. abra.

(@) \‘\ ,

\/ (b)

A % o
e
% ; e}
0 o
% 325 350 3000 355, ”
B/gauss 0 Blgayes 300

3. abra
Kisérleti ESR-spektrumsorozat a réz(Il) - tetraglicin rendszerben; (a) T, = To=5 mM ¢és (b)

Tw=5mM, T.=75mM.

Az ezen spektrumsorozaton elvégzett MRA eredményét szemlélteti a 4. abra. A

maradék intenzitds gorbéket dsszehasonlitva megallapithato, hogy az utolso kis csucs (3200 G
koriil) a tizenegyedik részecske bevételével tiinik el, tehat tizenegy lineéarisan fliggetlen, ESR-

aktiv komplex valosziniisithetd a rendszerben. A triglicin ligandumnal is hasonld eredményt

kaptunk, mig a diglicinnél minimalisan 9 részecske feltételezheto.
Tizenegy fiiggetlen részecske a réz(Il) - tetraglicin és réz(Il) - triglicin rendszerekben

akkor lehet jelen, ha valamennyi, kémiailag lehetséges protonaltsagi allapoti mono- és

biszkomplex képzddik.
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4. abra
A matrix rang analizis eredménye a réz(Il) - tetraglicin rendszerben; (a) maradék intenzitas
gorbék kiilonbozd szami ESR-aktiv részecske feltételezésével, (b) kinagyitott maradék
intenzitas gorbék 7-11 feltételezett részecskére

Ennek megfeleléen, az akvakomplexen kiviil a [CuLH]**, [CuL]*, [CuLH,], [CuLH.,],
[CuLH ]*, [CuL,H,]*, [CuL,H]", [CuL,], [CuL,H] és [CuL,H.,]* ESR-aktiv részecskéket

feltételeztliik a fentebbi egyensulyi rendszerekben. A diglicin ligandum esetében a [CulLH ;]

komplexet nem tudtuk kimutatni pH = 12-ig, de az 6sszes tobbi komplexet figyelembe vettiik

ennél a rendszernél is, s6t az ESR-inaktiv [Cu,L,H ;] komplexszel is ki kellett egésziteni a
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modellt az intenzitasbol szamolt és az analitikai fémion koncentraciok jo egyezéséhez (5.

abra).

5.5
§5.0 5 mg
Zas
3
$4.0
3
3.5}
3078 9 10 11 12
pH
5. abra

Analitikai és szamitott teljes réz(Il)-koncentracié azonos réz(Il) és diglicin koncentracional,
ahol [ az analitikai koncentracid, 3 az ESR-rel nyert képzodési allandokbol (3. tablazat) a
tomegmeérleg-egyenlet alapjan szamolt koncentracid és % az utdbbi adatokbol szédmolt
fémkoncentracio, de a a [Cu,L,H.;]" komplex figyelmen kiviil hagyasaval

Ezen komplexek figyelembevételével azonos fém- €s ligandumkoncentracio esetén a
pH = 2 - 12 tartomanyban, mig ligandumfeleslegnél a savas tartomanyban felvett
spektrumokat jol le tudtuk irni. Ligandumfeleslegnél, pH = 6 f6l6tt azonban a szinképi
egyezés nem volt kielégitd. Itt izomerek feltételezésével finomitottuk az egyensulyi modellt. A
legjobb egyezést ugy kaptuk, ha a [CuL,], [CuL,H.] és [CuL,H.,]*komplexek spektrumat két
komponens gorbére bontottuk fel, vagyis izomeregyensulyt vettiink figyelembe. Az ESR-
analizissel kapott képzddési allanddkat a pH-potenciometridss modszerrel meghatarozott
irodalmi allandokkal egyiitt mutatom be a 3. tdbldzatban. Megallapithat6, hogy a kétféle
moddszerrel nyert adatok jol egyeznek. Az ESR-spektroszkdpiai képzddési allandokbol
kiszamitott koncentracideloszlasok a 6. abran lathatok.

A fenti, legjobb modellek alapjan analizdlva a spektrumsorozatokat, az eredd
regresszios egyiitthato (R) értéke a diglicin, triglicin, ill. tetraglicin esetében 0.99598, 0.99376,
ill. 0.99515 volt. Ha a modellbdl barmelyik részecskét elhagytuk, az R érték csokkenése
meghaladta a kritikus értéket, ami jelzi, hogy a redukalt modellek esetén szignifikdnsan
romlott a szinképi egyezés. Ennek a csokkenésnek az ardnyat a kritikus értékhez viszonyitva
mutatom be a 4. tablazatban. (Az egyediili kivétel a diglicin ligandum [CuL,H,]** komplexe,
ahol a kiilonbség csekély. Ennek a részecskének a jelenlétét a masik két rendszerrel vald

analogia tAmasztja al.)
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3. tablazat A diglicin, triglicin és tetraglicin réz(II)-komplexeinek képzddési allandoi (logf)*

b

Licandum

DNialicin

Trialicin

Totraalicin

Komplex Jelen [81] [80] [82]  Jelen [70] [71]1 [72] [73] Jelen [71] [74] [69]
[CuLHJ** 9.428) 936 9.47(9) 9.51 9.65  956(7)  9.09

[CuL]* 5603) 563 556 562 526(5) 508 525 513 530  5073) 506 507 5.08
[CuLH,] 136(1) 124 133 145  006(3) -003 -0.16 -005 -0.18 -0482) -0.50 -0.54 -0.42
[CuLH.| -8.10(1) 828 -804 -8.09 -6773) -676 -7.02 -677 -697  -732(1)  -741 -747 -731
[CuLH,]* -18.76(9)  -18.66 -18.30 -18.18 -16.602) -16.59 -1678 -16.6
[CuL,H, ] 18.2(1) 18.09(8) 18.00(9)

[CuL,HJ* 14.5(1) 14.19(6) 14.40(6)

[CuLs] 10.0(1) © 93(1)° 96 966  9.17(9)°

LH.,LH 9.9(1) 9.139) 9.03(5)

LL 9.48(7) 8.86(7) 8.60(5)

[CuLH..| 451(5)¢ 434 446 456  3.57(5)° 323 29 334 3385)¢ 331

L izomer 434(2) 337(2) 2.98(2)

2. izomer 4.03(3) 3.143) 3.16(3)

[CuLH.]*  -6836)¢ -7.70 -7.14 -4.6(1) ¢ 462 -494(5)¢  -5.00

L izomer -7.12(2) -4.82(4) -5.08(1)

2. izomer -7.14(5) -5.10(7) -5.49(4)

[CwL.Hs  -4578) 465 -451 -463

* A zardjelben szereplé szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-0s szignifikancia
szintnél. * Az [LH] és [LH,]" proton komplexek log B értékei a diglicin esetén 8.15 és 11.35 [81], a
triglicin esetén 7.93 és 11.25 [71] és a tetraglicin esetén 7.94 és 11.18 [71]. ¢ log B = log (Prwin +

BL,L)~ d log B = 108 (Bl izomer + BZ. izomer)
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1:1 fém-ligandum arany 1:15 fém-ligandum arény
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Koncentracideloszlasi gorbék az ESR-értékelésbol kapott log3 adatok alapjan szamolva (3.
tablazat) az (a) réz(Il) - diglicin, (b) réz(Il) - triglicin, és (c) réz(Il) - tetraglicin
rendszerekben

Az egyes részecskék kihagyasakor azoknak az oldatoknak a spektrumaban,
amelyekben az illetd részecske szamottevd mennyiségben van jelen, az illeszkedés romlasa
szemmel is joOl lathatdo. A 7. &bra szemlélteti a réz(Il) - tetraglicin rendszerben, a
biszkomplexek koncentraciomaximumahoz kozel felvett spektrumok esetében a mért és

szamitott gdrbék egyezését mikroegyensuly feltételezésével és anélkiil.
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4. tablazat. AR / ARy értékek a réz(Il) - oligoglicin rendszerekben

[CuLHJ* 4.0 2.4 15.9
[CuL,H,]* 1.1 1.4 2.9
[CuL.H] 2.2 3.8 17.0
[CuLs,] 2NP 5.0 43 10.7
[CuL,H.| 3NP 7.9 1.6 10.5

2N 38.3 2.8 12.5
[CuL,H.,]* ANP 11.0 9.1 33.4

3NP 10.0 9.8 21.1

* Az elsd harom sorban az adott komplexet, a kovetkezd sorokban csak egy-egy izomert
b

hagytunk ki a modellbdl.
donoratomjainak szama.

A modellben figyelembe vett izomer -ekvatoridlis N

— 1 T T 1 T
3100 3200 3300 3400
B/gauss

7. abra
Kisérleti és szamitott ESR spektrumok a réz(Il) - tetraglicin rendszerben, T, = 5 mM, T =
75mM koncentracional, az (a) [Cul.] (pH = 5.58), (b) [CulL.H. ] (pH = 7.65) és (c)
[CuL,H.]* (pH=8.99) komplexek maximalis koncentracidja kozelében. A felsd gérbe mutatja
az egyezést, amikor a kérdéses komplex szinképét két komponens spektrum 6sszegeként irtuk
le, az als6 esetében pedig egykomponensii gorbeként
4.1.3. ESR-paraméterek ¢s koordinacios modok a monokomplexekben
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A monokomplexek g, €s csatoldsi allando értékeit a 5. tablazat tartalmazza, az ezekbdl

(és a relaxacids paraméterekbdl) szamolt spektrumaik a 8. abran lathatok.

5. tablazat A diglicin, triglicin és tetraglicin réz(Il)-komplexeinek ESR paraméterei®

- e =

Ccu* g, AJG 2.1945(4), 34.5(4) 2.196(1), 34.2(9) 2.1966(2), 34.5(4)

[CuLH* g, AJG 2.1795(7), 41(2) 2.181(2), 41.(2) 2.1828(1), 40(1)

[CuL]* g, AJG 2.1606(5), 45.8(6) 2.1647(8), 43.8(7) 2.1633(2), 42.6(5)
aw/G 8(1) 8(1) 9.009)

[CuLH.] 2, AJG 2.1198(1), 66.8(1) 2.1273(3), 59.6(3) 2.1280(1), 58.4(2)
a/G 13.6(1), 11.7(1) 12.4(5), 12.2(5) 12.4(3), 12.2(3)

[CuLH.| 2, AJG 2.1164(1), 37.0(1) 2.0971(1), 80.9(2) 2.1057(1), 79.3(1)
a/G 12.1(1), 12.1(1) 17.1(3), 14.6(2), 8.6(4) 15.8(2), 12.4(3), 10.6(2)

[CuLH.* 2., AJG 2.1019(3), 78.6(4) 2.0864(1), 86.6(1)
aw/G 14.7(6), 13(1), 11.9(7) 16.9(1),15.1(1),

10.6(1),10.8(1)

[CuLH,** g, AJG 2.1794(7), 34(2) 2.181(2), 35(2) 2.1797(2), 35(1)

[CuL.H]* 2. AJG 2.1463(7), 41(2) 2.153(1), 432) 2.1583(1), 46(1)
aw/G 9(5) 10(3) 11(4)

[Clle]

LH.,LH 2, AJG 2.1167(7), 56(2) 2.120(1), 47(2) 2.1238(1), 51(1)
an/G 9(2), 9(2) 9(4), 9(4) 8(4), 8(4)

LL 2, AJG 2.1386(7), 36(2) 2.144(2), 31(1) 2.1414(1), 29.4(9)
aw/G 9(1), 9(1) 9(1), 9(1) 9(1), 9(1)

[ClleH.]]_

1. izomer g, AJG 2.1148(1), 52.0(1) 2.1138(4), 68.8(4) 2.1159(1), 68.0(4)
an/G 12.2(2), 10.6(3) 10.4(8), 8.0(6), 8.0(6) 12.7(8), 9.9(8), 7.5(9)

2. izomer g, AJG 2.1034(2), 44.1(2) 2.1130(6), 44.2(5) 2.0983(1), 44.9(5)
an/G 12.3(6),12.3(6),12.3(6)  14.8(6), 8(2), 8(2) 14(1), 12(2), 9.03)

[ClleH.z]z'

1. izomer 2, AJG 2.1033(4), 66.7(6) 2.1004(2), 77.1Q2) 2.1002(1), 76.5(2)
an/G 11(1), 6.9(6), 6.9(6) 13.5(4), 12.4(7), 10.4(4)  13.8(5),12.3(3), 9.8(3)

2. izomer g, AJG 2.0932(2), 64(1) 2.081(2), 71(3) 2.0805(3), 70(1)
a/G 13(1), 13(1), 9(1), 9(1)  13(3), 133), 11(3), 11(3)  12(3), 12(3), 9(4), 9(4)

* A zarojelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-os szignifikancia szintnél. A
vonalszélességre jellemz6 relaxacios paraméterek a Fiiggelék 1.¢€s 2. tablazataban talalhatok.
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A kis konfidencia-intervallumok tiikrozik a g, és A, paraméterek megbizhatosagat. A
deprotonalt monokomplexek szinképében a ligandum szuperhiperfinom-vonalak is jol

feloldottak, itt az an, paraméter hibgja is kicsi.
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8. abra

A diglicin, triglicin és tetraglicin réz(II)-komplexeinek szamitott spektrumai ( az 5. tablazat és
a Fiiggelék 1. és 2. tablazatanak adatai alapjan, 9.4 GHz frekvencidn)

A 9. abran a monokomplexek nitrogén-csatolasi allandoit és a komplexeknek az
irodalomban elfogadott szerkezetét tiintettem fel. Utdbbiakkal kapcsolatban meg kell jegyezni,
nem valt ki szamottevd eltolodast sem a lathatd szinképsav hullamhosszéban, sem a g,
értekében. Ugyanakkor termodinamikai vizsgalatok igazoltak [62, 79, 80], hogy réz(Il) -

dipeptid rendszerekben az aminocsoporttal egyiitt a fémionhoz kapcsolodva, stabil Ottagi



kelatgytiriit alkot. Esszerii feltételezésnek tiinik, hogy ilyen kelatgyiiriik a nagyobb tagszamu
peptidek N-terminalis részével is kialakulnak, st ha az oligopeptid valamely peptid-nitrogénje
mar deprotondlodott, vele egyiitt a kovetkezd peptidkotés oxigénje is a rézhez kapcsolodik,

hasonl6 kelatgytrtt alkotva.

o
O  Diglicin N/EO
V  Triglicin NHp, . N\e
$  Tetraglicin N/CU\N)_
o7~ -

;C 2+ V
14” I?H:O O
v
12 | 4\‘ o'® ©
ol O S
O
81 OV v

[CuL]* }[CuLHJ]}[CuLHQT}[CuLHaf'}

9. abra
A réz(Il) - diglicin, réz(Il) - triglicin, és réz(Il) - tetraglicin rendszerekben kialakuld
monokomplexek ay, szuperhiperfinom-csatolasi allandoi és szerkezete

Erdekes Osszefiiggés figyelheté meg a monokomplexek 1épcsézetes deprotonalodasa
soran kialakuld csatolt kelatgylirlik szama és a nitrogén-csatolasi allandok kozott (9. abra). A
[CuL]” komplexek kis ay, értéke az aminocsoport sp® hibridallapotanak és kozepes
kotéserdsségnek felel meg. Az elsé deprotonalodasi 1épés eredményeként ay, jelentdsen no,
ami jelzi a réz(Il) - nitrogén o-kotés erdsodését mindhdrom [CulLH.;] komplexben. A
diglicinkomplex esetében szignifikans eltérés van a két nitrogén donoratom kozott, mig a
masik két molekuldban a két csatolasi allando a hibahataron beliil megegyezik. Ez a kiilonbség
a harmadik donorcsoport mindségével magyarazhato: a diglicinnél a karboxilatcsoporttal
kialakuld viszonylag erds kotés képes stabilizalni a szomszédos réz(Il) - peptid-N- kotést, €s

ez megnyilvanul a nagyobb ay, értékben. Ezzel szemben a peptid-oxigén gyenge koordinacioja
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a triglicin és a tetraglicin esetében joval gyengébb ilyen hatdst eredményez. Az eltéré harmadik
donoratom miatt a g, értékek is eltérnek (5. tdblazat). A masodik peptid-NH deprotonalodasat
mar kiilondsen nagy an, érték megjelenése koveti, foleg a triglicin [CuLH.,]" komplexénél. A
magyardzat hasonld, mint az elébbi esetben: a masodik peptid-nitrogén deprotonalddasa és
koordinacidja stabilizalja az elsé réz(Il) - peptid-N- kotést, novelve a hozza tartozd csatolasi
alland6d értékét. A triglicin [CuLH.;]" komplexénél ehhez még hozzaadddik a negyedik
pozicioban ko6tédd lancvégi karboxildtocsoport hatasa, ennek kdszonhetd a két szokatlanul
nagy an, €rték (amelyek tehat nagy valdsziniiséggel a két peptid-N"-hez rendelhetdk) (9. abra);
ezzel egyiitt a g, érték csokken (5. tablazat). A tetraglicin [CuLH ;]* komplexében a harmadik
deprotonélodott peptid-N- jatszik hasonld szerepet, mint a fentebbi molekulafajtdkban a
karboxilatocsoport.

A fentieket a kovetkezoképpen Osszegezhetjiik: ha egy nitrogénatom két szomszédos
kelatgylirliben vesz részt, és a vele szomszédos két donoratom tobbé-kevésbé erds kotést
létesit a réz(Il)ionnal, akkor a nitrogénatom és a fémion kozotti o-kotés tovabb erdsodik.
Talaltunk tehat egy kozvetlen, ESR-spektroszkopiai bizonyitékot a csatolt kelatgylris
szerkezeteket stabilizalo hatédsra az oligoglicinek monokomplexeiben.

Altaldnosan elfogadott, hogy a diglicin ligos tartomanyban képz6dé [CuLH.,]
komplexében a negyedik ekvatorialis helyen 1év6 vizmolekula deprotonalodik. Ez egyiittjar a
g, kismértékii csokkenésével (5. tablazat), ami valamivel kovalensebb fém-donoratom
kotésjellegre utal (a protonvesztést ugyanis nem kiséri a lathatd szinképsav kékeltolodasa).
Ugyanakkor azonban ay, kicsivel kisebb, mint a [CuLH_;] komplexben, ami ugy lehetséges,
hogy a kevésbé kovalens réz(Il) - nitrogén o-kotést erdésebben kovalens m-kotés kompenzalja;
hasonlo versengés a kiilonbozd fém-ligandum kotések kozott megfigyelhetd volt mas réz(1)-
komplexekben is [55, 59, 63, 64, 83]. Az OH" ion kotédésésnek masik hatdsa A, dramai
csokkenése. Ez 3d-4s palyakeveredésre, rombos torzulasra utal, ami feltehetéleg a OH™ és a
szomszédos karboxilatocsoport elektrosztatikus taszitasa miatt jon 1étre [64, 84].

A triglicin [CuLH.]* Osszetételli vegyes hidroxokomplexénél kismértékii, de
szignifikdnsnak tekinthetd g, novekedést tapasztaltunk a [CuLH.,]" komplexhez viszonyitva,
ami az ekvatoridlis koordinacid megvaltozasat valoszinlisiti. Az OH™ axialis koordinacidja
esetén nem varunk g, valtozast. Ezzel szemben, ha az OH™ a karboxilatocsoportot kiszoritva,
az eckvatorialis sikban kotodik, akkor - mivel elébbi gyengébb donor - kismértékli g,

novekedést varunk. Masrészt - mivel felbomlik a harmadik csatolt kelatgytiri - nem vérhato
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kiugroan nagy an, érték. A 5. tdblazat adatai igazoljak mindkét varakozast, igy valdban az OH"

ekvatorialis koordinacidja valoszinii.

4.1.4. ESR-paraméterek ¢és koordinaciés modok a biszkomplexekben

A [CuL,H,]*" komplexekben (LH+LH) koordinacid valdszinii a karboxilatocsoportok
kotédésével (a karboxilesoport zommel deprotonalddik mar a szabad ligandumban is pH = 3 -
(LH+L) kotédés valoszinti, az L ligandum esetén az amino-nitrogénen €s peptid-oxigénen
keresztiil, mig a masik ligandum itt is karboxilatocsoportjaval koordindlodik a fémionhoz (10.
abra). A kapott g, értékek megfelelnek a donoratomok fenti elrendez6désének (5.tdblazat).

Mivel a [CuL,] komplex két izomerjének g, értékei kozott szignifikans a kiilonbség
(0.018-0.024 a kiilonb6zo rendszerekben (5. tablazat)), igy kiilonbozo ekvatorialis donoratom-
egyiitteseket kell feltételezniink, nem csupéan az ekvatorialis donoratomok atrendez0dését. A
nagyobb mennyiségben képzddo izomer g, értéke valamivel kisebb, mint ugyanazon ligandum
[CuLH.;] komplexéé, ami hasonld koordinaciot sugall, kiegészitve egy tovabbi gyenge
donoratommal. Itt tehat (LH.,+LH) tipust koordinaciét valdszintisithetiink, ahol a masodik
ligandum karboxilatocsoportjan keresztiil kapcsolédik egy CuLH., egységhez, mikdzben
aminocsoportja protonalt marad. A kisebbik izomer nagyobb g, értéke megfelel az (L+L)
koordinéacionak, ahol mindkét ligandum amino-nitrogénjével és peptid-oxigénjével kotédik a
fémionhoz (10. &bra).

Valamennyi ligandum [Cul,H. ] komplexe esetében izomerparokat mutattunk ki. A
diglicinnél a két izomer g, értéke szignifikdnsan eltér: a nagyobb mennyiségben képz6dd
izomeré kozel esik a [CuLH.;] komplexéhez, hasonld6 donoratom elrendezddést sugallva az
ekvatorialis sikban, a kisebbik izomerben a kisebb g, nagyobb ligandumtérerét jelez. Korabbi
termodinamikai adatok szerint [79] az LH. ligandum haromfogi ekvatorialis kotodése
fennmarad a [Cul,H.;] komplexben, és egy tovabbi kelatgyliri jon létre az L ligandum
amino-nitrogén ¢és  peptid-oxigén atomjainak ekvatoridlis-axidlis  koordinacidjaval.
jonnek 1étre. A nagyobb g, értékli izomerben a gyengébb terii peptid-oxigén, mig a kisebb g,

értékiiben az amino-nitrogén kapcsoldodik ekvatorialisan.
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Javasolt koordinacidos mddok a réz(Il) - diglicin (G2), réz(Il) - triglicin (G3) és réz(Il) - tetraglicin (G4)

rendszerekben képzddd biszkomplexekben
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Utobbi esetben a kisebb g,-nak megfelelden nagyobb A, értéket varnank effektiv Da,
szimmetria esetén, ezzel szemben A, tetemesen kisebb: ezt rombos toruldssal magyarazzuk,
amit - a masodik ligandum ekvatorialis-axialis koordinacidja mellett - valdszinlileg a két
aminocsoport kozeli elhelyezkedése okoz (10. éabra). (A nagyobb g,-lal jellemezhetd
izomerben is valdszinli a rombos torzulds, ezt allapithatjuk meg, ha paramétereit dsszevetjiik a
[CuLH.,] paramétereivel: nemcsak g, értéke, hanem A, értéke is kisebb, mint az utodbbi
molekulafajtag.)

A triglicin [Cul,H.,] komplexében elvileg létrejohetne (LH.,+LH)-tipust koordinacio,
ahol az egyik ligandum amino- és két deprotondlt peptid-nitrogénjével, a masik pedig
karboxilatocsoportjaval koordindlédna, de ehhez meg kellene bomlania a [CuLH..]" komplexre
jellemzd, négyfogu, harom csatolt kelatgylriis, igen stabil kotésmodnak, hogy a negyedik
koordinacids helyrdl az elsd ligandum karboxilatocsoportjat a masik molekula ugyanolyan
tipusu donorcsoportja kiszorithassa. Ez nem valdszinii, amit az is alatdmaszt, hogy a két
izomer kozeli g, értékei azonos mindségli donoratomokat jeleznek az ekvatoridlis sikban, de
geometriai izomériara az (LH.,+LH) koordinacional nincs lehetdség. Sokkal valdszinlibb az
(LH.,+L) kotésmdd, ahol az L ligandum aminocsoportja ekvatorialisan kotddik a fémionhoz.
Ezt egyrészt arra alapozom, hogy a kisebb g, valamivel erdsebb ligandumteret jelez e komplex
mindkét izomerjében, mint a triglicin [CuLH_,] komplexében (5. tdblazat). Masrészt a nagyobb
aranyban kialakuldé izomer meglehetésen nagy A, értéke kizarja, hogy szdmottevd rombos
torzulas lenne e molekulafajtaban; nagy valdsziniiséggel a ligandumok kétfogu diekvatorialis
kotédése valosul meg az aminocsoportok transz elhelyezkedése mellett. (Ekkor a
deprotonalodott ligandum peptid-oxigénje nem vesz részt az ekvatoridlis koordinacidban.) A
kisebb mennyiségben képz0dd izomerben a tekintélyes rombos torzulds az aminocsoportok
cisz elrendez0désére és az L ligandum ekvatoridlis-axidlis koordinaciojara utal; ekkor a
deprotonalodott tripeptid peptid-oxigénje is kialakithat ekvatorialis kotést a fémionnal (10.
abra). (Meg kell azonban jegyezni, hogy az ESR-adatok alapjan nem zéarhato ki teljes
biztonsaggal az L ligandum diekvatorialis kotddése sem.)

A tetraglicin és triglicin [Cul,H.;]" komplexe 1. izomerjének g, és A, értékei a
hibahataron beliil megegyeznek (5. tablazat), igy ugyanazt a koordinaciot javasoljuk a
tetraglicinkomplexnél is (10. abra). A triglicinnel ellentétben azonban itt az 1. izomerbdl van
kevesebb. A nagyobb mennyiségben képzddd izomer g, értéke joval kisebb, ami joval erdsebb
ligandumteret jelez (5. tablazat). A [CuLH.,] komplexhez képest 0.008-del kisebb a g, érték,

ami megfelel annak, hogy az LH., dsszetételli ligandum amino-nitrogénje és két deprotonalt
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peptid-N"-je mellett egy masik, LH 0Osszetételii ligandum karboxilatocsoportja foglalja el a
negyedik ekvatorialis helyet (10. abra).

A [CulL,H,]* komplex a diglicin esetében kétféle deprotonalodasi 1épés soran
keletkezhet: vagy a [Cul,H.;] komplex L liganduménak protonvesztésével, vagy ugy, hogy
egy OH" ion koordinalodik ehhez a molekuldhoz. A kis g, értékek az eldbbi esetet tamasztjak
ald. A kisebbik g, értékii, kisebb mennyiségben képz0dd izomerben mindkét ligandum
diekvatorialis kotddése valoszinii az amino- €s deprotonalt peptid-nitrogéneken keresztiil (4N
izomer). A g,-hoz mérten kis A, rombos torzulast jelez, ezért az azonos tipusu donoratomok
alacsonyabb szimmetrigju, cisz elrendezddése valoszinii (10. dbra). A nagyobb g, érték a masik
izomerben csak 3 nitrogén donoratom ekvatorialis kotddésének felel meg, ami az elso
ligandum haromfogt ekvatorialis koordinéacioja esetén sziikségszerii: ekkor csak egy szabad
ekvatorialis pozicid6 marad a masik ligandum szamara (3N izomer). Nagy valdsziniséggel a
peptid-N- foglalja el ezt a helyet, hiszen a fémion-indukalt deprotonalodas feltétele, hogy a
kialakult kotés erds legyen. A mdsodik ligandum amino- €s karboxilatocsoportjai axialis
kotéseket alakithatnak ki (10. abra).

A szamottevd eltérés az izomerek g, értékei kozott a triglicin és tetraglicin [CuL,H.]*
komplexénél eltérd ekvatoridlis donoratom-egylitteseket jelez, és kizarja azt a lehetdséget,
hogy mindkét izomerben ugyanolyan (LH.,+LH.;) koordinaci6 alakulna ki ugyanazon
ekvatorialis donoratomok eltérd elrendezddésével (cisz-transz izoméria). A kisebbik izomer
esetében a g, értek még a diglicin megfeleld komplexének 4N-es izomerjéénél is lényegesen
kisebb (5. tdblazat), holott mar abban is a lehetséges legerdsebb terli donoratomok szerepelnek
(2 amino-nitrogén + 2 peptid-N") (10. abra). A triglicin és tetraglicin esetében ugyanezen
donoratomok mellett a szignifikdnsan kisebb g,-t kovalensebb fém-ligandum kotésekkel
magyarazhatjuk, mint az analég diglicinkomplexben. A monokomplexekben igen
szemléletesen mutatkozott meg a csatolt kelatgylirlis szerkezetek kiemelkedd stabilitasa; ezzel
Osszhangban, itt is csatolt kelatgylirlis szerkezetet, (LH.,+L) koordinéciot feltételeziink. A két
ligandum aminocsoportjai cisz helyzetbe kényszeriilnek a deprotonalodott ligandum
haromfogt ekvatorialis kapcsolddasa folytan, ami rombos torzulashoz €s az A, csokkenéséhez
vezet (5. tablazat). A nagyobb mennyiségben kialakuld izomernek a ([CuLH..] komplexhez
kozeli) nagyobb g, értékét hasonld (LH.,+L) kdtésmodhoz rendelhetjiik, de itt az L ligandum
peptid-oxigénje foglal el ekvatorialis poziciot, mig amino-nitrogénje axialisan koordinalodik

(10. abra).
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Ha elfogadjuk a biszkomplexekre fentebb javasolt szerkezeteket, illetve a csatolt
kelatgytirtis struktirdk kiemelt stabilitdsat a biszkomplexek esetében is, magyarazat kinalkozik
a [Cul,H.,] komplexek igen eltérd deprotonalddasi pK-ira a harom rendszerben. A diglicinnél
ez joval nagyobb (pK=11.34), mint a masik két ligandumnal (pK=8.21 ¢és 8.32), ami érthetdvé
valik, ha figyelembe vessziik, hogy a diglicin esetében a [CuL,H.]* komplex képzO6déséhez
mindkét ligandum deprotonalddésa sziikséges. Ezen tilmenden a 4N-es izomer esetében egy
er6s haromfogu kotddést, két csatolt kelatgylriis szerkezetet bont meg a masodik ligandum
kotédése, a 3N-es izomernél pedig megmarad ugyan a két csatolt kelatgytirlis struktura, de itt
a horgony aminocsoport csak egy gyenge axidlis kotést 1étesit. A fenti tapasztalatok és a nagy
pK érték magyarazata Osszhangban van Lukas és munkatarsai eredményeivel [83], akik
diglicin-analog szubsztitudlt primer foszfinsavak esetében a karboxilatcsoportot helyettesitd
foszfinatcsoport bazicitdsat a szubsztituens mindségével befolyasolni tudtdk, és azt
tapasztaltak, hogy ahol a lancvégi donorcsoport kevésbé savas (bazikusabb), s igy erdsebben
tud kotddni a fémionhoz, ott megnd a [Cul,H.,] komplex deprotondlodasi pK-ja, a [Cul,H.

»]* komplex képzddése a lugosabb tartomanyba tolddik..

4.2. Réz(II) - glicil-L-hisztidin rendszer
4.2.1. Irodalmi attekintés

A réz(Il) - glicil-L-hisztidin rendszerben képzddd legtobb komplex Osszetétele és
képzddési allandoja mar ismert, de a tobbmagvu molekulafajtakkal kapcsolatosan nem alakult
ki egységes allaspont, és a biszkomplexek képzddési allandoi a kiilonboz6 kdzleményekben
jelentdsen eltérnek [72, 85-93]. Az oldallancbeli imidazolcsoport tovabb ndveli a lehetséges
koordinacios modok valtozatossagat az egyszerli dipeptidekhez képest. Egyes szerzdk a
dipeptidekkel vald hasonldsagot, masok az oldallanc szerepét hangsulyozzak. Ekvimolaris
oldatban a lugos tartomanyban Brookes és Pettit [72] szerint a [CulLH.] komplexet
fokozatosan a [Cu,L,H;], majd a [CuLH.,] 0sszetételli molekulafajta valtja fel. Mas szerzok
nem vették figyelembe a dimer komplexet [85-89]. Sovagd ¢és munkatarsai [85]
spektroszkopiai adatokra timaszkodva a pirrol-NH deprotonalddasat és a [CusL4H ]* tetramer
képzddését valoszinisitettek a lugos tartomanyban. Néhany szerzd erdsen lugos kdzegben az
ekvatorialis vizmolekula deprotonaldédasat ¢és a [CuLH.(OH)] vegyes hidroxokomplex

kialakulasat feltételezi [72, 86, 88, 90]. A biszkomplexek esetében az egyik ligandum
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haromfogi ekvatoridlis kotddése a deprotonalt peptid-nitrogén részvételével altalanosan
elfogadott [72, 85-89], az Osszetétel ezt hangsulyozva a kovetkezOképpen adhaté meg:
[Cu(LH.,)(LH)] és [Cu(LH.;))L]. A masodik ligandum esetében mindkét biszkomplexben az
imidazol-nitrogén kotddését javasoljak [72, 85, 86, 91, 92].

4.2.2. Egyensulyi modell

A pH-potenciometrids vizsgalatok savas kozegben a [CuLH]*, [CuL]" és [CuLH.]
komplexeket mutattdk ki [72, 85-89, 91-93]. Ezen komplexek mellett az erdsen savas
tartomanyban a [CuLH,]** komplexszel egészitettiik ki az egyensulyi modellt: ez sziikséges
volt a spektrumok kielégitd leirasahoz, valamint ahhoz, hogy az akvakomplex paraméterei ne
térjenek el szignifikdnsan a fliggetlen mérések soran meghatarozott értékektol.

Ekvimolaris oldatban, pH = 8 folott az ESR-spektrumokban megjelenik egy rosszul
feloldott komponens gorbe, amelyet a [Cu,L,H ;]" komplexhez rendeltiink. E molekulafajta
kihagyasakor féleg a pH = 9 - 10 kozotti tartomanyban szemmel 14thatoan rosszabb a szinképi
egyezés (11. abra). Ugyanilyen 0sszetételli komplexet egyszert dipeptid ligandumok esetében

is kimutattak, bar azokban a rendszerekben e molekulafajta ESR-inaktiv volt [94].

| n | n | n | n |
3000 3100 3200 3300 3400
B/gauss

11. abra
Kisérleti és szamitott ESR-spektrumok a réz(II)-glicil-L-hisztidin rendszerben (T¢, = T = 5
mM, pH =9.26) a [Cu,L,H ;] komplex figyelembevételével (felsd spektrum) és anélkiil (also
spektrum)
A pH tovabbi novekedésével (pH = 9 f0lott) a jelintenzitds gyorsan és jelentOsen

csokken (12. abra), ami egy ESR-inaktiv komplex, nagy valoszinliséggel a kordbban mar
spektroszkopiai adatok alapjan [85, 91, 92] javasolt [CusL4Hs]* tetramer képzO6désének
kovetkezménye. A pH = 11 feletti, kis intenzitasi spektrumok jelzik, hogy kisebb
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koncentracioban monomer [CuLH.,]" komplex is jelen van. Sét, egyetlen [CuLH..]" komplex
nem volt elegendd, szemmel is lathatéan javult a szinképi egyezés (12. abra), amikor két
komponens gorbe Osszegeként irtam le e spektrumokat, vagyis két kiilonbozd szerkezetd,

[CuLH.,] 6sszetételii molekulafajtat feltételeztem.

! | ! | ! | ! | ! |
3050 3150 3250 3350 3450
B/gauss

12. abra
ESR-spektrumok  a  réz(Il)-glicil-L-hisztidin ~ rendszerben  egyezé  fémion-  ¢és
ligandumkoncentracional, pH = 7.13 és 12.02 -nél. A nagyobb pH esetén a fels spektrum a
mért, az also kettd az tivegjellel korrigalt spektrum és annak leirasa két komponens gorbe
Osszegeként (feliil), és egykomponensii gorbeként (alul)

Az 6. tablazatban foglaltam 0Ossze a réz(Il) - glicil-L-hisztidin rendszer esetén a
kétdimenziés ESR-értékeléssel meghatarozott, tovabba az irodalmi pH-potenciometrias
képzddési allandok logaritmusat. A monokomplexek esetében az irodalmi adatok viszonylag
kisebb eltéréseket mutatnak (mintegy 0.5 egységnyi tartomanyon beliilre esnek); az ESR-rel
meghatarozott értékek beillenek az irodalmi adatok soraba. A biszkomplexeknél sokkal
sz€lsOségesebb eltérések vannak az irodalmi adatok kozott (mintegy 2 logaritmus egység).

6. tablazat A glicil-L-hisztidin réz(I1)-komplexeinek képzddési allandoi (logf3)
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* Az [LH], [LH2]" és [LH;]*" protonalt ligandumok logf értékei 8.2, 14.95 és 17.41 [72]. A
zardjelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-os szignifikancia
szintnél. ®KépzOdési allando értékek az L-alanil-L-hisztidin komplexekre 37 °C-on. ¢ Az ESR-
paramétereket nem illesztették. A kiilonbozo tereknél mért intenzitasokat bontottak fel a pH-
potenciometriasan azonositott komplexek hozzajarulasaira. *log B = 10g (B1. izomer T B2 izomer)

A ligandumfeleslegben képz6dd [Cul,] és [Cul,H.;]" komplexek rendkiviil nagy
hasonlésagot mutaté ESR-spektrumait szintén nem lehetett kielégitéen leirni egykomponensii
gorbeként, ezért mindkét komplexnél két eltéré koordindcioju izomert tételeztem fol (13.
abra). E molekuldk dsszetételének megfelelden 4, illetve 5 nitrogénatom koordinécidjara van
lehetdség, tehat az ekvatoridlis sikban akar 4 N donoratom is szerepelhet; ugyanakkor az egyik
izomer viszonylag magas g, értéke (I. a kovetkezd fejezetben) inkdbb 3 ekvatoridlis
nitrogénatom jelenlétét valosziniisiti. Emiatt az illesztést elvégeztem az egyik izomerben 3, a
masikban 4 ekvatoridlis nitrogénatomot feltételezd (3N+4N) szuperhiperfinom-felhasadasi
modellel is, és mindkét izomerben 4 ekvatorialis nitrogénatomot figyelembe vevd (4N+4N)
modellel is. A [CuL,] komplexnél a (3N+4N) modell adta a legjobb egyezést. A [CulL,H, ]
komplex esetében a (4N+4N) modellt a stasztitikai paraméterek alapjan nem lehetett kizarni;
itt azért valasztottuk a (3N+4N) modellt, mert a [CuL,] molekulafajta szinképi adataival valo
igen jo egyezés azonos koordindcidos moédokat sugall: a két komplex lathatdo abszorpcids
spektruma a hibahataron beliil megegyezik [85], és ugyanez all a megfeleld izomerek ESR-

spektrumaira is.
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13. abra
Meért és szamitott ESR-spektrumok husszoros glicil-L-hisztidin feleslegben, pH = 5.95-nél és
8.62-n¢l, a [Cul,] és [CulL,H.;] komplexek maximalis koncentraciojanal. A felsé gorbéken a
szamitott spektrum két komponens Osszege, az alsokon egykomponensii

A [CuLH,]*", [CuLH]*', [CuL]’, [CuLH.], [Cu,L,H 3], kétféle szerkezetii [CuLH.,],
[CuLsH]*, tovabba az izomer-parok elegyeként 1étezé [Cul,] és [CuL,H.,]" komplexekbdl
alkotott egyensulyi modell alapjan tudtam tehat a legjobb szinképi egyezést elérni. A teljes
spektrumsorozatra kapott eredd regresszios egylitthatd R = 0.98906. A AR = 0.00019, két
modell Osszehasonlitasakor az R érték ennél nagyobb ndvekedése/csokkenése esetén lehet
szignifikdns javuldsrol/romlasrél beszélni. Barmely komplex elhagyasakor szignifikdnsan
romlott az egyezés. Ennek alatdmasztdsdra a 7. tablazatban  bemutatom a kisebb
mennyiségben képzddd komplexek elhanyagolasakor bekovetkezd eredd regresszios

egyiitthatd csokkenésnek (AR) a kritikus értékhez viszonyitott aranyat.

7. tablazat AR / ARyiis @ 1é€z(I1) - glicil-L-hisztidin rendszerben

Kihagyott komplex AR / ARyitikus
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[CuLH,]* 13.7

[Cu,L,H;] 5.6
[CuLH.,], egyik izomer 34
[CuL,], egyik izomer 3.9
[CuLl,H. ] ,egyik izomer 5.6

Meg kell jegyezni, hogy ligandumfeleslegben pH = 10 f6l6tt a fentebbi modell alapjan
nem lehetett jol leirni a spektrumokat, és a modell tovabbi bdvitésére tett kisérletek sem jartak
sikerrel. Minden valoszinliség szerint tovabbi deprotondlodéasi folyamatok jatszédnak le
(pirrol-NH  deprotonalddasa és/vagy egy masodik peptid-nitrogén protonvesztése a
biszkomplexekben), ¢és ennek kovetkeztében tobb 1) molekulafajta képzddik kis

koncentracioban és nagyon hasonld6 ESR-paraméterekkel.

4.2.3. ESR-paraméterek és koordinacios modok

A réz(Il) - glicil-L-hisztidin komplexek ESR-paramétereit a 8. tablazatban, az ebbdl
szdmolhato komponens spektrumokat az 14. dbrdn mutatom be. A szinképi illeszkedés a
komplexek zOmének paramétereire érzékeny volt. A kis mennyiségben képzddo, széles
szinképvonalakkal, gyengén feloldott (szuper)hiperfinom-szerkezettel leirhaté [CuLH,]*,
[CuLH]* és [CuLH.,]/1. izomer paramétereire az illesztés kevésbé volt érzékeny, itt nagyobb

konfidencia-intervallumok adddtak.
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14. abra
A réz(Il) - glicil-L-hisztidin rendszerben kimutatott komplexek ESR-spektrumai (a 8. tablazat
¢s a Fiiggelék 3. tablazatanak adatai alapjan, 9.4 GHz frekvencidn)
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8. tablazat A réz(Il) - glicil-L-hisztidin rendszerben képz8d6 komplexek ESR-paraméterei®

o o No
wr _ W - A 14 . 14
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2+
rCsT 11 27 18501\ 20N QI

¢ A zardjelben szerepld szam az utols6 jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-0s
szignifikancia szintnél. A vonalszélességre jellemzd relaxacids paraméterek a Fiiggelék 3.
tablazataban talalhatok.

4.2.3.1. Monokomplexek és oligomerek

A glicil-L-hisztidin [CuLH,]**, [CuLH]*" és [CuL]® komplexeinek g, és A, értékei (8.
tablazat) kozel megegyeznek a glicil-glicin (5. tablazat) és a glicil-L-szerin [61] [CuLH]*,
[CuL]" és [CuLH.] komplexeinek paramétereivel. Eszerint ezekben a komplexekben az
imidazolgyliri protondlt marad, és a koordindci6 ugyanaz, mint a megfeleld egyszerii
dipeptidkomplexekben (15. 4bra).

A [CuLH.,] komplex spektruméaban a hdrom nitrogénhez rendelhetd szuperhiperfinom-
felhasadas és a kis g, mutatja, hogy a karboxilato-oxigén helyét az imidazol-nitrogén foglalja
el az ekvatorialis sikban (15. abra). Harom nitrogén donoratom ekvatorialis kotodését mutattak
ki rontgenkrisztallografias vizsgalatokkal is, megallapitottadk tovabba, hogy ebben az esetben a
karboxilatcsoport nem képes ugyanazon réz(Il)ionhoz koordinalodni [95]. Vizes oldatban a

lathato spektroszkopiai adatok szintén ezt a szerkezetet tamasztjak ala [85, 91, 92].
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A réz(Il) - glicil-L-hisztidin rendszer koncentracideloszlasi gorbéje 1:1 fém-ligandum
koncentracidaranynal (az ESR-értékelésbol kapott logf adatok alapjan (6.tablazat)), valamint a
monokomplexek szerkezete

A [Cwl,H;] komplex fel nem oldott spektruma (14. abra) jol tiikrozi az
Osszekapcsolddott  paramégneses centrumok kozotti magneses dipdlus  kolesonhatas
vonalkiszélesitd hatdsat. Az ugyanezen Osszetételii molekulafajta az egyszeri dipeptidek
esetében, ahol nagy valoészinliséggel hidroxo-hidas szerkezet alakul ki, diamagneses [61, 94].
A glicil-L-hisztidin komplexben a paramagneses centrumok kozotti kdlcsonhatas gyengébb,
nem zéarhat6 ki, hogy nem hidroxo-, hanem imidazolato-hid alakul ki a monomer egységek
kozott.

A [CuLH.,] komplex esetén a kétféle koordinacios modot azzal magyarazhatjuk, hogy
egyik izomerben egy vizmolekula, a masikban a pirrol-NH deprotonalodik. Az egyszerii
dipeptidek azonos Osszetételi molekulafajtaja csakis a vegyes hidroxokomplex lehet. Ezen

utobbi  komplexek spektrumanak egyik legfobb jellegzetessége a jol feloldott
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szuperhiperfinom-szerkezet és az egyforma nitrogén-csatolasi allandok [61, 84, 90, 96]. A 2.
izomer spektruma mutat hasonld tulajdonsagokat (14. abra, 8. tablazat), igy valdsziniileg ez a
vegyes hidroxokomplex, mig az 1. izomer jon létre a pirrol-NH deprotonalodasaval (15. abra).
E hozzéarendeléssel a g, értékek is Osszhangban vannak (8. tablazat), mert az
imidazolatocsoport erésebb ligandumteret képvisel, mint az imidazolcsoport ¢és a
hidroxocsoport egyiittesen.

A [CuL4Hs]* tetramer diamagneses, ami erds réz(Il)-réz(Il) kolcsonhatast jelez.
Lathato spektroszkopiai adatok alapjan feltételezik, hogy mindegyik imidazolato-gylirii két
szomszédos réz(Il)ionhoz kapcsolodik, és egy ciklikus szerkezetli tetramer alakul ki,
amelyben valamennyi réz(Il)ion koriil 4 ekvatorialis N-donoratom helyezkedik el - ez okozza
a lathato abszorpcids sav kékeltolodasat a glicil-L-hisztidin [85] és mdas hasonld ligandumok
[91, 92] esetében, amikor pH = 12 koriil a [CulLH.] komplex protonvesztésével a fenti

molekulafajta kialakul.

4.2.3.2. Biszkomplexek

Mindkét biszkomplex esetében altalanosan elfogadott, hogy az egyik ligandum peptid-
nitrogénje deprotonalodik, és ez a ligandum ugyanugy kotddik, mint a [CuLH_;] komplexben
[72, 85, 91, 92]. Szintén elfogadott, hogy a [CuL,] és [CuL,H.,]" komplexekben a koordinacid
moddja megegyezik, hiszen abszorpcios és CD spektrumaik kozel azonosak [85, 91, 92]; a
megegyez0 koordinacids modot tdmasztjdk alda ESR-spektroszkopiai adataink is a két
komplex megfelelé izomerjeinek vonatkozasaban (8. tablazat). Mindez azt jelenti, hogy a
[CuL,] komplex protonvesztése olyan donorcsoporton kovetkezik be, amely sem ebben, sem a
keletkezd [Cul,H.;]" komplexben nem vesz részt a koordinaciéban. Ebbdl az is kovetkezik,
hogy a [CuL,] komplex deprotonalddasi pK-ja varhatdéan megegyezik a koordinacidoban részt
nem vevd donorcsoport szabad ligandumbeli deprotonalodéasi pK-javal. Ennek alapjan
javasolja az irodalom a masodik ligandum egyfogti imidazol koordinacidjat mindkét
biszkomplexben [72, 85, 91, 92]): a pH-potenciometrids mérések szerint a [CuL,] komplex
deprotonalodasi pK-ja (pK = 7.5 - 8.4, a 6. tablazat adataibol) kozel esik a szabad ligandum
aminocsoportjanak pK-jdhoz (pK = 8.2), ami az eldbbiek értelmében arra utal, hogy a
masodik ligandum aminocsoportja nem vesz részt a koordinacioban. Ezt tamasztja ala egy
kémiailag rokon ligandum, a glicil-L-hisztidil-glicin deprotonalodasi entalpidja a [Cul,]
komplexben: ez a szabad ligandum aminocsoportjanak deprotonédlodasi entalpiajdhoz kozeli

érték.
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Tobb kisérleti adatunk ugyanakkor ellentétes az irodalomban javasolt fentebbi
koordinacios moddal. Az egyik ilyen kisérleti tényt az izomerek g, értékei jelentik: nem
felelnek meg annak a feltételezésnek, hogy az elsé ligandum haromfogu ekvatorilis kotddése
mellett a negyedik ekvatorialis pozicidt az imidazol-nitrogén foglalja el. A 2. izomer g,-ja a
[CuLH.,] komplexénél mintegy 0.030-del kisebb, ami sokkal inkdabb megfelel a masodik
ligandum aminocsoportja, semmint imidazol-nitrogénje koordinalodasanak (utdbbi esetben
0.010-0.015-ny1 kiilonbség varhat6). Az 1. izomer g, értéke a 2. izomerénél tetemesen,
mintegy 0.022-vel nagyobb, aminek alapjan e molekuldkban is rendkiviil valdszintitlen, hogy a
masodik ligandum imidazol-nitrogénje foglalné el a negyedik ekvatorialis pozicidt: abban az
esetben Iényegesen kisebb g, noOvekedést varnank. E varakozast a hisztamin- ¢és
hisztidinkomplexek korabbi 6sszehasonlitod vizsgalatara alapozom [61]. A hisztamin [CuL,H]**
komplexében a protonalt ligandum imidazol-nitrogénjével kapcsolddik a fémionhoz, az L-
hisztidin ugyanezen komplexében aminokarboxilato-kotésmodot mutattak ki - de a
hisztidinkomplex g,-ja csak 0.013-del kisebb, pedig az erdsebb terli aminocsoport helyettesiti a
hisztaminkomplex imidazol-nitrogénjét, ¢s még a karboxilatocsoport bekotddése is hozzajarul
a g, csOkkenéséhez. A glicil-L-hisztidin biszkomplexeinek 1. izomerjében tehat csak 0.010
koriili g, novekedést varnank, ha a 2. izomerbeli aminocsoport helyett az imidazolcsoport
foglalna el a negyedik ekvatoridlis kotéshelyet. Sokkal valdsziniibb, hogy ebben a pozicidban
csupan egy gyenge oxigéndonor van, ebbdl adodik az izomerek kézotti meglehetdsen nagy g,
kiilonbség. Tovabbi kisérleti tény, hogy vizsgalataink szerint a két [Cul,] izomer
deprotonéalodési pK-ja a hibahataron beliil megegyezik (pK = 6.98, ill. 7.01), és kozel esik a
szabad ligandum imidazolcsoportjanak deprotondlodasi pK-jahoz (pK = 6.8 [49,56-63]), ami
azt tamasztja ald, hogy mindkét komplex mindkét izomerjében az imidazolcsoport a nem
koordinalddé donorcsoport. (Ha a [Cul,] komplexben mégis imidazolkoordinacié valdésulna
meg, amit az aminocsoport protonvesztésekor aminokoordinécié valtana {6l (ezért csokkenne a
pK a szabad ligandum amino pK-jdhoz képest), ennek meg kellene mutatkoznia az ESR-
paraméterek valtozasaban, de ezek az adatok a hibahat4ron beliil megegyeznek.)

Mindezek alapjan az egyszerli dipeptidek [CuL,H.;]" komplexével analdg koordinaciot
tartom a legvaldszinlibbnek. A deprotonalt ligandum haromfogu ekvatorialis kotédése valosul
meg mindkét izomerben (de a glicil-L-hisztidin esetében a harmadik donor az imidazol-, nem
pedig a karboxilatocsoport). A masik ligandum amino-nitrogén és peptid-oxigén atomjaival
ekvatoridlis-axialis helyzetben kapcsolodik a fémionhoz; az izomerek abban térnek el, hogy e

két donoratom koziil melyik foglalja el az ekvatoridlis helyet. Az analdg kelatgylirlis szerkezet
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stabilitdsat szdmos, az el6z0 fejezetben ismertetett irodalmi példa is bizonyitja az egyszerii

dipeptidek komplexeiben.

16. abra
A réz(Il) - glicil-L-hisztidin ~ rendszer koncentracioeloszldsi  gorbéje  20-szoros
ligandumfeleslegben (az ESR-értékelésbdl kapott logl adatok alapjan (6.tablazat)), valamint a
biszkomplexek javasolt szerkezete

Az glicil-L-hisztidin  biszkomplexeire javasolt koordinaciéos moddokat a lathatod
abszorpcids szinképsdvok hulldmhossza is aldtdmasztja. A modositott Billo-szabaly [62]
alapjan a 4N izomerre mintegy 540 nm-es Amax Szamolhato, mig a 3N izomerre ez az érték 593
nm koriili. Ha figyelembe vessziik, hogy az izomerek koncentracidja kdzel megegyezik, és

feltételezzlik, hogy molaris abszorpcids koefficiensiik is kozel azonos (a monokomplexek
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esetén ez a tapasztalat [85, 91, 92]), akkor az izomerelegy szinképsavja varhatéan a fenti
hulldmhosszak atlagdhoz kozel, 567 nm koriil (illetve, ha a 3N izomerben a viszonylag erds
axialis kotés miatt varhato kis voroseltolodast is tekintetbe vessziik, valamivel af6lott) jelenik
meg. A mért érték ehhez igen kozeli, 575 nm a glicil-L-hisztidin [91] és 568 nm a glicil-L-
hisztamin [92] komplexre.

(Meg kell jegyezni, hogy mind az abszorpcios szinképsav hulldmhosszat, mind a g,
értekeket az ekvatorialis donoratomok egyiittese hatdrozza meg, igy azok nem bizonyito
erejick az axialisan kot6dd donoratomok anyagi mindsége tekintetében. Adataink alapjan
tehat nem zarhato ki az a lehetdség sem, hogy a [CuL,] 1. izomerben nem az axidlis amino-
nitrogén - ekvatoridlis peptid-oxigén koordinacid, hanem axiélis imidazol koordinicié jon
létre; a pH novekedtével, a [Cul,H. ] 1. izomerjében alakul csak ki a fenti kelat, és a rézhez
vald kotddés csokkenti az 1. izomerben az aminocsoport deprotondlédasi pK-jat a szabad
ligandumhoz képest - véletlenszerlien épp akkora értékre, mint a szabad ligandum
imidazolcsoportjdnak pK-ja. Egy ilyen valtozds nem kovetelné meg az ESR-paraméterek

megvaltozasat, hiszen az ekvatorialis sikban valtozatlanul hagyna a ligandumtérerot.)

4.3. Réz(II) - L-hisztidil-glicin rendszer

4.3.1. Irodalmi attekintés

A réz(Il) - L-hisztidil-glicin rendszerben még valtozatosabb koordinaciés modok
jOhetnek létre, mint a glicil-L-hisztidin vagy az egyszerti dipeptid ligandumok esetében. Itt
ugyanis a peptidvaz donoratomjainak erds versenytarsa lehet az N-terminalis rész, amely az
oldallancbeli donorcsoport részvételével hisztaminszerli koordindciét alakithat ki. Ezen
taulmenden, lugos kdzegben az imidazolcsoport is deprotonalodhat.

Valamennyi pH-potenciometrids vizsgalat azonositotta a [Cul]™ és [Cul,]
komplexeket [72, 85, 97, 98], és a legtobb kutatd figyelembe vette a [Cu,L,H_,] dimert is [85,
97, 98]. A kiilonb6z6 munkak emellett egy vagy tobb tovabbi protonalt vagy deprotonalt
mono- vagy biszkomplex képzddésérdl szamolnak be. A pH-potenciometrids, ultraibolya-
lathatd spektroszkopiai, valamint kalorimetrids és ESR-mérések alapjan javasolt koordinacios
moddokban hasonloan nagy eltérések vannak. A [CuL]" és [CuL,] komplexekben altalanosan

elfogadott a hisztaminszeri koordinacié [78, 72, 85, 98], mig a dimer esetén felmeriilt a
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hidroxo- [97], ill. az imidazolatocsoport [99] hid szerepe, mas munkéak pedig a peptid-nitrogén

deprotonalodésat és a semleges imidazolcsoport hid szerepét javasoljak [98, 100].

4.3.2. Egyensilyi modell

A pH = 2 - 12 tartomanyban, azonos fémion- ¢és ligandumkoncentracional, ill.
négyszeres ligandumfeleslegben felvett ESR-spektrumokat egy ESR-inaktiv és 12 ESR-aktiv
komplex feltételezésével lehetett a legjobban leirni. Ezek a kdvetkezok: az akvakomplex, a
[CuLH,]*" és [CuLH]*, a [CuL]" két izomerje, az aktiv [Cu,L,H.,] és az inaktiv [Cu,L,H ;]
komplexek, a [CuLH.,] és [CuL,H]" molekulafajtak, a [CuL,] két izomerje, tovabba a
[CuL,H.i] és [CuL,H.,]* komplexek. Ennél a modellnél az egyes spektrumok R; értéke 0.986
¢s 0.995 kozott valtozott, az eredd regresszios paraméter (R) 0.990538-nak addédott. Ha a
modellbdl barmelyik molekulafajtat kihagytuk, az egyezés jelentdsen romlott. Néhany kisebb
mennyiségben kialakul6 komplex esetében az R csokkenés mértékét a kritikus értékhez

viszonyitva mutatja a 9. tablazat.

9. tablazat. AR / ARy €rtékek a réz(Il) - L-hisztidil-glicin rendszerben

Kihagyott komplex AR / ARyitikus
[CuLH,]* 2.0
[CuLH]* 1.4
[CuL]", egyik izomer 29
[CuLH.,J 25.8
[CuL.H]" 8.3
[CuL,], egyik izomer 2.8
[CuL,H.] 4.1
[CuL,H.,]* 1.2

A 17. dbra szemlélteti a szinképi egyezés romlasat, ha a [CuLH,]**, a [CuLH]*" vagy a
[CuL,H]" komplexek valamelyikét elhagytuk a modellbdl.

Amennyiben a [CuL]" komplex esetén nem feltételeziink izomériat, vagyis csak
egyetlen spektrumot rendeliink hozza, akkor szintén jelentdsen eltérnek a megteleld kisérleti és

szamitott gorbék (18. abra).
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17. abra
Kisérleti és szamitott ESR spektrumok L-hisztidil-glicin feleslegben. A kiilonb6zé pH-knal a
fels6 spektrum mutatja a legjobb egyezést, az als6 spektrum szemlélteti az illeszkedést,
amikor egy-egy komplexet nem vettiink figyelembe. A kihagyott komplexek a névekvd pH
sorrendjében: [CuLH,]**, [CuLH]*" és [CuL,H]"

A [CuL,] komplex szinképét nem lehetett kielégitden leirni sem 3, sem 4 nitrogénatom
ekvatorialis koordinéciojat feltételezve (19. dbra). A szinképi egyezés szamottevoen javult, ha
e spektrumot két komponens gorbe dsszegeként értelmeztem; kiillonb6z6 szuperhiperfinom-
felhasadasi modelleket probaltam ki, hogy meghatdrozzam az ekvatorialisan kot6do
nitrogénatomok szamat. A legjobb illeszkedést a (3N+4N) modell eredményezte (19. abra), de
a (BN+4N) ¢és a (4N+4N) modellek kozott a szinképi egyezés alapjan nem lehetett
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egyértelmiien kiilonbséget tenni. A g, értékek szignifikans eltérése miatt dontdttiink az elébbi

modell mellett (1. alabb).

T T T T T
3100 3300 3500

B/gauss

T T
2700 2900

18. abra
Kisérleti és szamitott ESR-spektrumok azonos réz(Il) és L-hisztidil-glicin koncentracional. A
fels6 spektrum esetén a [CulL]® komplex szinképét kétkomponensii gorbeként, az alsod
spektrumnal pedig egykomponensiiként értelmeztiik
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19. abra
Kisérleti és szamitott ESR-spektrumok L-hisztidil-glicin feleslegnél. A legfelsé spektrum
esetében a [CuL,] komplex szinképét két komponens spektrum (egy 4 és egy 3 nitrogénes
szuperhiperfinom-felhasadassal jellemezhetd gorbe) Osszegeként, mig a két alsd spektrumot
egykomponensiiként irtam le. Utobbiaknal az ekvatorialis nitrogéndonorok szdma 3 (kozépso
spektrum), ill. 4 volt (legalsé spektrum)

A lugos tartomanyban a [CuLH_.,] és [CulL,H.,]" komplexek elhagydsa még dramaibb
csOkkenést okozott az R értékében (20. abra). Tovabba megfigyelhetd, hogy az utolséd
spektrumban kis mennyiségben megjelené [CuL,H.,]* komplex figyelembevétele jelentdsen

javitja a szinképi egyezést (20. 4bra).
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20. abra
Kisérleti és szamitott ESR-spektrumok Iugos kozegben a réz(II) - L-hisztidil-glicin
rendszerben a legjobb modell esetén, ill. egy-egy komplexet kihagyva. Te,= Ty, pH = 11.81-
nél a felsd spektrum esetében a [CuLH.,] komplexet figyelembe vettem, az alsonal
kihagytam; T¢, = Ty, pH = 10.24-nél a [Cul,H.,] komplexet vettem figyelembe, illetve
hagytam el; Tc,/ Tp =1/4, pH=11.83-nal a [CuL,H,]* komplexet vettem szamitasba, illetve
hagytam ki a modellbdl

Ha csak a fentebb felsorolt ESR-aktiv komplexeket vettiik figyelembe, akkor pH = 11
felett a jelintenzitdsbol szamitott teljes réz(Il)-koncentracid jelentdsen alatta maradt az
analitikai koncentracionak. Ha viszont bevettiik a modellbe a [Cu,L,H;]" Osszetételii inaktiv

komplexet, akkor ez az eltérés jelentdsen csokkent (21. abra).
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21. abra
Analitikai és szamitott teljes réz(Il)-koncentracid azonos réz(Il)- ¢és L-hisztidil-glicin-
koncentracional, ahol ® az analitikai fémkoncentracio, ® az ESR-kiértékelésbdl nyert
képzddési allandokbol (10. tablazat) a tomegmérleg egyenlet alapjan szamolt réz(I)-
koncentracio, O utdbbi adatokbol szamolt fémkoncentracio, de a [Cu,L,H;] komplex
figyelmen kiviil hagyasaval.

Az ESR-modszerrel nyert bruttdé képzodési allandok jol egyeznek a pH-
potenciometrids mérésekbdl kapott értékekkel (10. tablazat), foleg a [85] és [98] kozlemények
adataival. Utobbiak azonban csak a pH = 8 alatt képzddd komplexek képzddési allandoit adtak
meg. Mas kozleményekben [72, 97] szerepelnek néhany deprotonalt komplex képzddési
allandéi is, de ezek nagymértékben eltérnek az altalunk meghatarozottaktol (10. tablazat).
Ennek egyik magyarazata lehet, hogy nem vettek figyelembe néhany olyan mono- és
kétmagva komplexet, amelyek az ESR-mérések szerint jelen vannak a rendszerben ebben a
tartomanyban, €s emiatt a deprotonalt biszkomplexek jelenlétét és képzddési allandoit
tulbecsiilték. Méréseink alapjan azt is megallapithatjuk, hogy az ESR-spektrumok konzisztens
leirasahoz a [Cul,H.,]* komplexet pH = 11 alatt nem kell figyelembe venniink. Oka lehet a
pH-potenciometrids, ill. az ESR-modszerrel meghatarozott allandok eltérésének a lagos
tartomanyban, hogy mig erdsen lugos oldatban a pH-potenciometrias képzddési allandok az
elektrod alkali hibajaval terheltek, addig a pH-mérés ezen hibaja az ESR-analizissel kapott

képzddési allandokban sokkal kevésbé jelenik meg, mert a komplexek egyensulyi

crer
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10. tablazat Az L-hisztidil-glicin réz(Il)-komplexeinek képzddési allandoi (logf)*

b

Komnlex — [721 = 971 = [R5]1 @ [98] Jelen munka

3+
2

- T WW - 10 NN 77N

2+

N W WWa 11 NN 1A 1N 1A 171 /AN
+ C

—_—r W - o on sl aYa) o or 0O 0a O N1 /AN

h izomer

p izomer

-1

- T W - n "r 1~
- T WW - el o N O AN O 171 79\
-~ - ww - A AN /AN

- T W - O 1A N NA DN\
+
2
- o W 10 rr AN N7 1N NO /AN

2

N W = 14 1r 10 Nnr 10 AN 14 O0O/AN

4N izomer 14.67 (1)
3N izomer 14.46 (2)

2 -1
s ) oo as A AN
2-
2 -2

el R 41 22090 0N

¢ A zéarojelben szerepld szadm az utols6 jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-o0s
szignifikancia szintnél. ® Az [LH], [LH,]" és [LH;]*" protonkomplexek esetén 7.58, 13.53 és
16.49 log B értékekkel szamoltunk [85]. ¢ log B = log (B n izomer T B p izomer). ¢ log B = log
(B 4~ izomer T B 3N izomer)

4.3.3. ESR-paraméterek és koordinacios modok

A komplexek-ESR paraméterei a 11. tdblazatban szerepelnek, az ezekbdl szdmolt
komponens ESR-spektrumokat a 22. abran mutatom be.

A paraméterek hibaja altaldban kicsi, a [CuLH,]*" és [CuL,H.,]* komplexek
kivételével. Ezek a molekuldk csak kis mennyiségben képzddnek, és spektrumuk is rosszul
feloldott (22. abra). Réaadasul a [CuLH,]*" mellett a szintén rosszul feloldott spektrumu
akvakomplex van jelen viszonylag nagy mennyiségben, a [CulL,H.,]* komplex pedig csak
kevés spektrumban jelenik meg. Ez okozza paramétereik nagyobb hib4jat, tovabba azt, hogy a

lehetséges izomeregyensulyok vizsgalatara ezeknél a komplexeknél nem volt lehetdség.
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Hogy konnyebben eldonthetd legyen, egy-egy L-hisztidil-glicin komplexben
hisztaminszer(i vagy dipeptidszerti koordinacié alakul-e ki, a 11. tablazatban feltlintettem az L-

hisztidin, hisztamin és diglicin réz(II)-komplexeinek g, és A, értékeit is.

(=]
(8]
¥

[CuLH,I**

[CuLHP**

[CuLT*

o

[Cu,L,H,,]

[CuLH_]
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ot
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22. abra

Az L-hisztidil-glicin réz(II)-komplexeinek 9.4 GHz frekvencian (a 11. tablazat és a Fiiggelék
4. tablazat adatai alapjan) szamitott ESR-spektruma

4.3.3.1. Koordinacios modok a mono- és a dimer komplexekben
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A 23. 4bran bemutatom azonos fémion- és ligandumkoncentracional a réz(Il)ion
eloszlasat az egyes komplexek kozott. Az dbran feltlintettem a mono- €s a dimer komplexek

javasolt koordinacidés modjait is, amelyeket az alabbi meggondolasok alapjan tételezek fol.

HOX/O &XXNH& - OH,
—CuZ o
/_N \__<

- O -
100 W§@{°H2 O_i [CuL]*/
90 - ot
% ] NH>\ N

80 | cuLmp ,cuzq E w
70 | N O ol 1]

| Cu?t NH M§
60 1 [CuL]*/h N

0 Cu,L,H,,]|

50 - Ho—i [Cu,L,H,,
40 { o <, .
30 7NH3+ 0, ot

] . inaktiv
20 - [CuLH(OW)]"  [Cy/L,H.,|
10

0 - ‘ ‘ ‘
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH
23. abra
Koncentracideloszlas a réz(Il) - L-hisztidil-glicin  rendszerben azonos fémion- ¢és

ligandumkoncentracional (az ESR-kiértékelésbdl nyert képzddési allandokbol szamolva (10.
tablazat)), tovabba a mono- és a dimer komplexek szerkezete

A [CuLH,]" Osszetételnél két koordinacios mod is szoba johet: vagy a
karboxilatocsoport kotddik, és mind az amino-, mind az imidazol-nitrogénatom protonalt
marad, vagy az egyik nitrogén koordindlodik, mikdzben a masik nitrogén és a karboxilcsoport
marad protonalt allapotban. A g, értékek alapjan az utdbbi valoszintsithetd: az L-hisztidin
CuLH,; ¢és a diglicin CuLH komplexei esetében, ahol karboxilato koordinacié alakult ki, a g,
értékek Iényegesen nagyobbak; az L-hisztidil-glicin komplex ge,-ja a hisztamin CulLH
komplexéhez esik kozel (11. tablazat), ezért az elébbi komplexben is egyfogu imidazol
kotédést javasolunk. Az L-hisztidin és az L-hisztidil-glicin ligandumok koordinéaci¢janak

eltérése karboxilcsoportjaik eltéré savassagaval magyardzhatd. A [CuLH,]** komplex
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képzddési tartomanyaban a szabad L-hisztidil-glicin molekuldk tobbségében a karboxilcsoport
protonalt marad (pK = 2.96), mig az L-hisztidinnél deprotonélodik (pK = 1.50) [85].

Az L-hisztidil-glicin [CuLH]*", valamint az L-hisztidin és a hisztamin CuL
komplexeinek g, és A, értékei nagyon kozeliek (11. tablazat), aminek alapjan az eldbbinél is
az amino-N ¢és az imidazol-N egyidejli koordinaciojat tételezhetjiik fel. Lathato
spektroszkopiai €s kalorimetrids mérések is ezt a hisztaminszerti kotésmodot, és protonalt
karboxilcsoport jelenlétét tdmasztottak ala [98].

A [CuLHJ* komplex protonvesztése két eltér koordinacios modu izomerhez vezet: az
egyik [CuL]" izomer a [CuLH]*" komplexhez hasonlé paraméterekkel irhatd le (11. tablazat),
ami hisztaminszerli ekvatorialis koordinaciora utal (innen a "h izomer" elnevezés). Ebben az
esetben a karboxilatcsoport sztérikus okok miatt nem tud részt venni az ekvatorialis
koordinicidban, ezért azt varnank, hogy a [CuLH]* pK-ja a szabad ligandum
karboxilcsoportjanak pK-javal (2.96) megegyezd érték (vagy a karboxilatocsoport esetleges
axialis kotédése esetén még kisebb) lesz. Ezzel szemben a h izomer képzddéséhez vezetd
deprotondlodasi 1épésre 0.71-dal nagyobb érték adodik (pK = 3.67 a 10. tablazat adataibol).
Ez azzal értelmezhetd, hogy a szabad ligandumban a protonalt amino- €s imidazol-nitrogén
erds pozitiv induktiv effektusa eldsegiti a karboxilcsoport protonvesztését, mig ez a hatas
jelentdsen csokken a nitrogén donoratomok koordindléddsakor. A masik izomerben a kis g,
erés ligandumteret jelez. Itt feltehetéen a peptid-NH fémion-indukalt deprotonalddasa
kovetkezik be, és 1étrejon az egyszerti dipeptidek [CuLH.;] komplexénél ismert haromfogu
ekvatoridlis kotédés az amino- és deprotonalt peptid-nitrogén, valamint a karboxilato-oxigén
részvételével (innen a p izomer elnevezés, ami "peptidszeri" kotddésre utal).

A [CuL]" komplex esetében altalunk javasolt szerkezetek 6sszhangban vannak Daniele
¢s munkatarsainak a lathatd szinképi adatok ¢és a képzddési entropidk alapjan tett
megallapitasaival [98]. Hisztaminszerli koordinacidt javasolnak, és a termodinamikai adatok
alapjan egyidejiileg a karboxilatocsoport gyenge (részleges) toltésneutralizacidjat a fémionhoz
torténd kapesolodas révén. Ok mind a hisztaminszerti kétésmodot, mind a karboxilatocsoport
koordinacidjat ugyanazon komplexhez rendelik (a fémion "gyenge" semlegesitd hatasat axialis
karboxilato kotddésként értelmezik), mi viszont izomeregyenstlyt mutattunk ki: a h izomer
molekuldiban megvalosul a hisztaminszerti koordinacio, a p izomerben pedig az amino- €s a
peptid-nitrogének ekvatoridlis koordindciojat kiegészitd, viszonylag erds ekvatorialis

karboxilato kotodés.
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Azonos fémion- és ligandumkoncentracional, semleges és gyengén ligos oldatokban az
ESR-aktiv [Cu,L,H.,] dimer dominans. Spektrumaban a széles vonalak, a fel nem oldott
hiperfinom-szerkezet jelzi a réz(Il)ionok kozotti magneses dipdlus kolcsonhatast. Kordbban
haromféle lehetséges szerkezetre tettek javaslatot: (1) két hisztaminszeriien k6t6dé6 monomer
egységet két OH™ ion kot 6ssze [97]; (2) a monomer egységekben szintén az amino- és az
imidazol-nitrogén kotédik a réz(Il)ionhoz, de a deprotonalodott pirrol-nitrogén koti Ossze a
szomszédos réz(Il)-centrumokat [99]; és (3) a monomer egységekben a peptid-NH
deprotonalodik, a kialakuldé haromfogu ekvatorialis koordindcié az egyszeri dipeptidek
[CuLH.i] komplexére emlékeztet; ezt egészitik ki a szomszédos monomer egységekbdl
szdrmaz6 imidazol-nitrogének, amelyek kolcsonodsen elfoglaljadk a maésik fémion negyedik
ekvatorialis helyét [98, 100].

Az elsO szerkezetet két okbol is elvethetjiik: egyrészt a komplex ESR-aktivitasa jelzi,
hogy a paramagneses centrumok kozotti kolesonhatds nem tal erds, viszont a hidroxo-hidak
altalaban olyan erds kolcsonhatast kozvetitenek, ami a réz(Il)ionok spinparosodasédhoz vezet
[99]; masrészt, ha mégis a hisztaminszerli koordinacidji monomer egységeket hidroxo-hidak
kapcsolnak Ossze, és fennmaradna az ESR-aktivitas, akkor joval nagyobb g, értéket kellene
kapni (a [CuL]" h izomerjééhez kozelit, mivel az OH™ gyenge donor). Termodinamikai adatok
[98] szintén cafoljak ezt a szerkezetet.

A masodik és a harmadik szerkezet létrejottéhez a ligandum fémion-indukalt
deprotonalodasanak kell végbemennie, amihez erds fém - deprotonalt N- kotésnek kell
kialakulnia. Ez utobbi akkor johet 1étre, ha a deprotonaldodott nitrogén is az ekvatorialis sikban
kotédik. A kis g, érték ezzel 6sszhangban is van, de csupan a g, alapjan nem lehet eldonteni,
hogy melyik képzddik a két szerkezet koziil. A mdasodik szerkezet sztérikus okok miatt
zarhat6 ki. Molekulamodellek azt mutatjak, hogy az egyik fémion koriili hisztaminszerii
koordinacié mellett az imidazolgylirli masik N-jének egyidejli ekvatorilis koordinacidja egy
masik fémionhoz (és viszont) nem lehetséges. Legfeljebb gyenge axialis kotések révén
alakulhatnanak ki a monomereket 6sszekotd hidak, amelyek nem jelentenének kelld hajtoerdt
a fémion-indukalt deprotonaldodashoz, és a kis g, értéket sem magyaraznak. A fentiek alapjan
igy a harmadik szerkezetet javasolom, vagyis a peptid-NH deprotonalodasat és a dipeptidszerti
koordinaciot imidazol-hidakkal (23. &bra).

A [CulLH.,] komplex ESR-paraméterei, beleértve a két ekvivalens nitrogéndonortol
szarmaz6 szuperhiperfinom-csatolasi allandokat is (11. tablazat), kozel megegyeznek a

diglicin [CuLH.,(OH)]" vegyes hidroxokomplexének paramétereivel. Ennek alapjdn az L-
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hisztidil-glicin [CuLH.,]" komplexében is hasonlé koordinaciot javasolunk, a peptid-NH és egy
ekvatorialis vizmolekula deprotondlodasdval (23. abra). Tovabbi analogia az egyszerii
dipeptidekkel, hogy kis mennyiségben a diamagneses [Cu.L,H.;] is képzddik, amelyben a
[CuLH.] egységeket minden valoszinliség szerint egy OH™ ion koti 6ssze [99, 100]. Az L-
hisztidil-glicin esetében azonban a fenti (monomer ¢s kétmagvi) hidroxokomplexek
kialakulasa a [Cu,L,H.,] ESR-aktiv dimer imidazol-hidjainak felbomlasat koveteli meg, ez
lehet a magyarazata annak, hogy az egyszerti dipeptidek ugyanezen Osszetételii komplexeihez

képest 2-3 egységgel nagyobb pH-n képzddnek (vO. 6. és 23. abra).

4.3.3.2. ESR-paraméterek és koordinaciéos médok a biszkomplexekben

A 24. 4bra a réz(Il)ion koncentracideloszlasdt mutatja be a kiilonb6zé komplexek
kozott L-hisztidil-glicin feleslegnél. Az abran azokat a koordinaciés modokat is feltiintettem,
amelyeket a biszkomplexekre az alabbi megfontolasok alapjan javasolok.

A [Cul,H]" komplex L liganduma vagy hisztamin-, vagy peptidszeriien
koordinalddhat, ugyantigy, mint a [CuL]" komplexben. Az LH az imidazol- vagy az amino-
nitrogén révén kotddhet (utdbbi esetben a peptid-oxigén is koordinalddik). A sokféle
lehetséges variacio ellenére ennél a molekulafajtandl nem tudtunk izomeregyensulyt kimutatni,
csak egyféle koordinacidt. A g, egymagédban nem szolgaltat perdontd bizonyitékot egyik
lehetséges szerkezet mellett sem. Ha az L ligandum hisztaminszerli koordinaciojat tételezziik
fel, akkor a [CulL]" komplex h izomerjéhez viszonyithatjuk a g.-t; eszerint az 0.028-del
csokken az LH ligandum hatésara (11. tablazat). Ez a g, eltolodas joval nagyobb, mint amit
egy egyfogl imidazol koordinacidé kivalthatna (v6. a hisztamin [CulL]*" és [CuL,HJ*"
komplexeket), de nagyobb egy amino-N ¢és egy peptid-O kotddése esetén varhatondl is. Az
amino-nitrogén rendszerint akkor okoz ilyen nagymértékli g, csokkenést, ha egy masik,
viszonylag erds donoratommal egyiitt koordinalédva képez kelatgytirtit, példaul karboxilato-
oxigénnel (vO. pl. az L-hisztidin [CuL]" komplexét a [CuL,H]" komplexszel és a 3N-es [CuL,]
izomerrel (11. tdblazat)). Az L-hisztidil-glicin esetén azonban az aminokarboxilato koordinaciod
(a peptidcsoport részvétele nélkiill) nem kedvezményezett, mivel nyolctagi kelatgytira
képzddésével jarna. Mindezeket figyelembe véve, az L ligandum hisztaminszeri kotddésének
feltételezésével a g, érték nehezen értelmezhetd. (Mindazonaltal nem zarhat6 ki az (amino-N,
imidazol-N + amino-N, peptid-O) ekvatoridlis koordindci6, mivel ismert olyan példa is,
amikor egy amino-N koordinacioja a [CuL]* komplexhez 0.029-es g, csokkenést eredményez

(a hisztamin [CuL,]** 3N izomer esetében)). Tételezziik fel most, hogy az L ligandum
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peptidszertien kotédik a fémionhoz, mint a [CuL]*" p izomerében, és hasonlitsuk Ossze a
[Cul,H]" g, értékét az utobbi molekulafajtaéval: a kiilonbség ekkor 0.011. Ez inkabb megfelel
az LH ligandum egyfogt imidazol, mint amino koordinacidjanak: ha az egyszerti dipeptidek
[CuLH.] komplexéhez ekvatoridlisan egy amino-nitrogén kotddik, a g, csokkenése 0.017-
0.020 [84, 101] (11. tablazat), mig egy egyfogu imidazol k6t6dés a hisztamin [Cul]*
komplexéhez a g,-t 0.012-del csokkentette (11. tablazat). Ez utobbi, valosziniibb szerkezetet

tintettem fol a 24. abran.

24. abra
Koncentracideloszléas a réz(Il) - L-hisztidil-glicin rendszerben négyszeres ligandumfeleslegben
(az ESR-kiértékelésbdl nyert képzddési allandokbol szamolva (10. tablazat)), valamint a
biszkomplexek szerkezete

Habar az ESR-adatok nem szolgéltatnak egyértelmi bizonyitékot, termodinamikai
adatokkal [98] is az utobbi szerkezetet tamaszthatjuk ala. A képzdédési entropiak alapjan
megallapitottak, hogy a karboxilatocsoport toltése semlegesitve van a [CuL,H]** komplexben,
bar a szerzOk a toltésneutralizaciot nem a fémionhoz vald kotddéssel, hanem protonalodassal
magyardzzak (bisz-hisztaminszeri koordindciét javasolnak, és az egyik karboxilcsoport

protonalt allapotat). A komplex deprotonalodési pK értéke (pK=5.1 a 10. tablazat adatai
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alapjan) azonban joval meghaladja a szabad ligandum karboxilatcsoportjanak deprotonalodasi
pK-jat (pK=2.96), amire egyetlen magyarazat kinalkozik: a karboxildtocsoport a komplexben
nem protonalddds, hanem fémionkoordinicidé révén semlegesitodik (a 24. &bran lathato
szerkezettel 6sszhangban), és a komplex protonvesztése mas donorcsoporton valdsul meg.

Ahhoz, hogy a [Cul,] komplexben a ligandumok (LH.+LH) 0&sszetétellel
koordinalddjanak, az LH ligandum nem k&tddd nitrogén donoratomjanak joval nagyobb
bazicitdsunak kellene lennie a komplexben (amelynek deprotonalodéasi pK-ja 10.28 a 10.
tablazat adatai alapjan), mint a szabad ligandumban (ahol az imidazolcsoport deprotonalddasi
pK-ja 5.95, az aminocsoporté 7.58 [85]). Ezért sokkal valdsziniibb, hogy mindkét ligandum L
formédban van, és bisz-hisztaminszerli koordinaci6 jon létre az amino- és imidazolcsoportok
részvételével, amint az az irodalomban &ltaldnosan elfogadott. Ennél a komplexnél kétféle
donoratom elrendezddést mutattunk ki. Az egyik izoméria lehetdség, hogy mindkét ligandum
diekvatorialisan kotddik a fémionhoz, és az izomerek az azonos tipusi donoratomok (cisz
vagy transz) elrendezddésében térnek el. A masik lehetdség, hogy az egyik izomerben minden
donoratom szintén ekvatorialis pozicioban kotddik, a masik izomerben viszont az egyik
ligandum ekvatoridlis-axialis koordindcidja valosul meg. Mivel cisz-transz izoméria esetén az
izomerek kozel azonos g, értéke valdszinli, a szdbanforgd izomerpar esetében azonban
szignifikdnsan eltér a két érték (11. tdblazat), ezért a méasodik lehetdséget javasoljuk, amely
analog az azonos Osszetételll L-hisztidin- és hisztaminkomplexben kimutatott izomériaval (11.
tablazat). A nagyobb mennyiségben képz6d6 4N izomer kis g.-ja jelzi, hogy mind a négy
nitrogén donoratom az ekvatorialis sikban koordinalédik; a g.-hoz mérten kis A, rombos
torzulast valosziniisit, ezért az azonos tipusi donoratomok alacsonyabb szimmetridju cisz
elrendezddését javasoljuk (24. abra). A kisebb mennyiségben kialakuld izomer g, értéke
0.016-del nagyobb a 4N izomerénél, ami megfelel annak a képnek, hogy itt egy imidazol-
nitrogén hianyzik az ekvatoridlis sikbol, és egy viszonylag erds axialis kotés van jelen (amit
minden valoszinliség szerint az emlitett imidazol-nitrogén alakit ki a fémionnal, 24. abra).

A [CuL;H.] komplex esetében az a {6 kérdés, hogy az LH_; ligandum a dipeptideknél
megszokott haromfogu koordinacidéval kapcsoloédik-e a réz(Il)ionhoz (az amino-nitrogén,
deprotonalt peptid-N- és a karboxilato-oxigén részvételével), és igy az L ligandumnak csak
egyetlen ekvatorilis pozicio jut, vagy az L ligandum kiszoritja a karboxilatocsoportot, és két
ekvatorialis poziciot foglal el. Az utobbi esetben a karboxildtocsoport hianya varhatdan 0.005-
0.010-nyi g, névekedést eredményezne, mig az L ligandum hisztaminszert kotédése 0.040-es

csOkkenést okozna (v0. a [CuL] komplexet és a [CuL,] 4N izomert az L-hisztidil-glicin, L-
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hisztidin, és hisztamin esetében (11. tablazat)). Ha a [CuL] p izomerjének g, értékéhez most
mindkét eltolédast hozzaadjuk, akkor 2.100 koriili vagy anndl valamivel kisebb g, értéket
kapunk. Ez felelne meg tehat egy olyan koordinicionak, amikor az LH.; ligandum amino ¢és
deprotonalt peptid N-je, valamint az L ligandum amino- és imidazol-N-je koordinalodna az
ekvatoridlis sikban. A kisérleti érték (g.= 2.114) ennél joval nagyobb, csak harom
ekvatorialisan koordinalodod nitrogén donoratomra utal. A p izomerhez viszonyitott g,
kiilonbség 0.020, kortlbeliil akkora, mint az egyszeri dipeptidek [CuLH_,] komplexe ¢és a
[CuL,H.;]” 3N izomerje kozott (11. tablazat a diglicin esetében), ahol az elsé molekulafajta
ekvatoridlis koordindcidja a masodikban egy tovabbi aminocsoporttal egésziil ki. Mindezek
alapjan az L-hisztidil-glicin [Cul,H.;] komplexében az LH., ligandumnak az egyszer(i
dipeptidekre emlékezteté haromfogt ekvatorialis kapcsolodéasa valdszinii, amit az L ligandum
hisztaminszerli ekvatorialis-axialis koordinacidja egészit ki (az aminocsoport foglalja el az
ekvatoridlis, az imidazolcsoport pedig az axialis poziciot (24. abra). Egy tovabbi analdgia is
alatamasztja ezt a szerkezetet: szdmos réz(Il) - peptid vagy réz(Il) - aminosav komplex esetén
megfigyelhetd, hogy ha két szomszédos ekvatorialis pozicidoban aminocsoportok vannak jelen,
akkor rombos torzulas 1ép fel (amit a kis A, érték jelez) [55, 60, 84, 101, 102] (11. tablazat).
Az A, kis értéke rombos torzuldst valosziniisit az L-hisztidil-glicin [CuL,H.,]" komplexében is
(11. tablazat).

A [CuL,H.,])* komplex igen kis g, értéke jelzi, hogy benne minden ekvatorialis
kotéshelyet nitrogénatomok foglalnak el, de a komplex kis mennyisége és paramétereinek
nagy szorasa miatt nincs lehetdség a koordinacid moddjanak pontosabb leirdsara, esetleges

izomerek azonositasara.
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4.4. Réz(II) - N-szubsztitualt bisz(aminometil)foszfinsav rendszerek
4.4.1. Irodalmi attekintés

A vizsgalt ligandumok szerkezetét, a konnyebb Osszehasonlithatosag érdekében a
szubsztituensek kiemelésével, a 25. dbran mutatom be. Az amino donorcsoportok jelenléte az
L1 ligandumban lehetdséget jelent a diaminszerii koordindciora, mig a masik négy ligandum
amino- és karboxilatcsoportjai révén aminosavszeriien kotddhet. Erdekes kérdés, hogy a
foszfinatcsoport részt vesz-e, €s milyen kortiilmények kozott, a koordinacidban.

R O
1 R
AN 1

I l I
R2 O R2

Ll: R,=H, R,=H
L2: R,=H, R, = CH,COO"
L3: R,=CH,CH,, R,=CH,CO0

N

L4: RR,N =
&COO'

L5: R, =CH,COO, R,=CH,COO

25. abra
Szubsztituensek a bisz(aminometil)foszfinsav ligandumokban (az 1. tablazatnak megfelelden).

E ligandumok komplexképzd sajatsagait, bioldgiai fontossaguk ellenére, még alig
vizsgaltdk. Ritkafoldfém-komplexeikre vonatkozoan vannak elsdsorban pH-potenciometrias
irodalmi  adatok [103]. A  disszertacioban targyalt réz(Il) - N-szubsztitualt
bisz(aminometil)foszfinsav rendszerek pH-potenciometrias vizsgalatat a Debreceni Egyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén, Prof. Dr. Briicher Erné munkatarsai, Dr. Kiraly

Robert és Tircsé Gyula végezték el.
4.4.2. Egyensulyi modellek

Mivel a ligandumok eltéré szamu disszociabilis protont tartalmaznak, és az analog
koordinacidji komplexek toltése eltér, az egyszerliség kedvéért ebben a fejezetben elhagytam
a komplexek Osszetételét kifejezd képletekbdl a szogletes zardjeleket és a komplexek toltését.

A matrix rang analizist (MRA) [49] ezeknél a rendszereknél is alkalmaztam, hogy az

egyensulyi modell felépitéséhez meghatarozzam a lineérisan fliggetlen ESR-aktiv részecskék
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szamat. A réz(Il) - L1 rendszerben felvett ESR-spektrumokat a 26. dbran mutatom be, mig az

ugyanezen spektrumsorozaton elvégzett MRA eredményét szemlélteti a 27. abra.

26. abra
ESR-spektrumsorozat a réz(Il) - L1 rendszerben; (a) Tc, = To = 5 mM, (b) Te, = SmM, T =
25 mM

A kiilonboz6 térértékeknél kapott maradék intenzitdsok fokozatosan csdkkennek, amint
a rendszerben egyre tobb ESR-aktiv részecske jelenlétét vessziik figyelembe. A maradék
intenzitds 6 linearisan fiiggetlen komplex feltételezésekor éri el a zaj értékét (27. abra). (A
3000 G koriili utolsé kis csucs eltlinése a kinagyitott (b) abran jol lathat6 ). Az MRA az L2,
L3, L4, ill. L5 ligandumokat tartalmazé rendszerek esetén 2, 4, 6, ill. 5 fiiggetlen részecske
jelenlétét igazolta. E szamok ismerete jo kiindulépont a kétdimenzids analizishez, habar az
MRA nem tudja megkiilonboztetni azokat a részecskéket, amelyeknek a koncentracidaranya
nem valtozik a sorozat spektrumaiban, igy példdul az izomereket, vagy konstans fémion

koncentracional a monomer-dimer parokat.
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(b)

hoo AQ0 600

N\a&a&’e\s '“\\e.“m&as

27. abra
Matrix rang analizis eredménye a réz(Il) - L1 rendszer teljes spektrumsorozatan; (a) kiillonbozo
szami ESR-aktiv részecske feltételezésekor kapott maradék intenzitds értékek, és (b)
kinagyitott maradék intenzitas gorbék 5-7 feltételezett részecskére 3000 G koriil

A réz(Il) - L1 rendszerben az MRA tobb fliggetlen részecskét jelzett, mint a pH-
potenciometrids modell, ennek megfeleléen a CulL,H, komplexet is figyelembe vettiik a Cu,
CuLH, Cul, CulL,H és Cul, molekulafajtdk mellett. Ennek hatasara a szinképi egyezés
erdsen savas kozegben, ligandumfeleslegben jelentdsen javult. A spektralis egyezés még jobb
lett, ha a Cul,H, és CuL, komplexek spektrumat két-két komponens gorbe dsszegeként irtuk

le, amelyeket eltéré koordinacios modu részecskékhez rendeltiink. A fémkomplexek ESR-
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analizissel nyert képzddési allandoinak logaritmusat a 12. tablazat tartalmazza, a proton- és
fémkomplexek pH-potenciometrids modszerrel meghatdrozott log 3 adataival egyiitt. A két
kiilonb6z6 mérési technikaval kapott képzodési allandok jol egyeznek: az eltérések nem
nagyobbak, mint altalaban azoknak az irodalmi adatoknak az eltérései, amelyeket kiilonb6z6
kutatok adott rendszerben hasonld koriilmények kozott mérnek.

Habar az L2, L3 ¢és L4 ligandumok ugyanazon donoratomokkal rendelkeznek,
koordinacios tulajdonsagaik mégis eltéroek. A réz(Il) - L2 rendszer legjellemzObb sajatossaga
CuL komplexének nagy stabilitasa: ez a molekula mar pH = 1.5 koriil dominéns. ESR-
spektruma két komponens gorbe 6sszegeként irhatd le, ami mikrospecieszek képzddésére utal.
Az L3 és L4 ligandumoknal a CuLH komplexet is ki tudtuk mutatni, mivel itt a CuL komplex
képzddése magasabb pH-ra tolddott (a CuLH komplex deprotonalddasi pK-ja 2.44, ill. 3.10
az L3, ill. L4 ligandumok esetében). Az L4 ligandumot tartalmaz6 rendszerben a CulLH, €s
CulL,H; protonalt komplexeket szintén figyelembe kellett venni a spektrumok kielégitd
leirasdhoz. A kétdimenzids analizis az egyensulyi modell tovabbi finomitasat is lehetdvé tette:
a CuL komplex esetében e rendszerekben is izomeregyensulyt mutattunk ki, tovabba a Cu.L,
dimert. Az utobbi molekulafajta maximalis mennyisége 3, ill. 15% volt az L3, ill. L4
ligandum esetében (a koncentracideloszlasi gorbék a kovetkezo fejezetben talalhatok). A pH-
potenciometras és az ESR-moddszerrel nyert képzOdési allandok e rendszereknél is jo egyezést
mutattak (12. tablazat).

A fenti harom ligandum komplexképzd képessége nem 4all parhuzamban
donorcsoportjaik bazicitasaval. Az aminocsoportok pK értékei az L2 és L3 esetében (9.00 és
6.53, ill. 9.22 és 5.56) kozepes bazicitast mutatnak, mig az L4 esetében ezek a csoportok joval
bazikusabbak (a pK értékek: 10.92 és 7.35 (12. tablazat)). Ugyanakkor az L2 CulL komplexe
kiilonlegesen nagy stabilitast, mig az L3, de féleg az L4 ligandum esetében e komplex
képzddése nagyobb pH-kra tolodik, ami a nem koordindl6dé szubsztituensek (L3), ill. a prolin
gyliri okozta merev szerkezet (L4) jelentds sztérikus gatld hatdsat jelzi. Utobbi ligandum
esetében e hatas még a donoratomok meglehetésen nagy bazicitasat is ellensulyozza.

Tovabbi karboximetilcsoport jelenléte a nitrogénatomon (L5) nagymértékben
megnodveli a molekula dimerizaciés hajlamat: monomer-dimer parokat mutattunk ki
(er6sebben savas kozegben CulLH ¢és Cu,L,H, Osszetétellel, valamint a CulL és Cu,L,

partpH=4 felett; e ligandumnal mar a Cu,L, dimer sokkal nagyobb ardnyban van jelen, mint a
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12. tablazat Az N-szubsztitudlt bisz(aminometil)foszfinsav ligandumok proton- €s réz(Il)-

komplexeinek képzddési allandoi (logf)*

. |

X

b

Komplex  ESR pH-c ESR pH-c ESR pH-c ESR  pH- ESR pH-c
LH 9.05(2) 9.00(1) 9.22(2) 10.92(2) 10.01(1)
LH, 16.50(2) 15.53(2) 14.78(3) 18.27(3) 16.51(1)
LH; 18.06(2) 16.91(6) 20.27(6) 19.19(2)
LH, 19.72(3) 18.3(2) 21.57(6) 21.36(2)
LH; 22.74(6)
Cu,L 16.13(6)  16.25(9)  18.32(4) 23.03(8)  23.0(1)
CuLH; 20.30(2) 23.13(4)

CuLH 13.652) 13.6(1) 15.94(1)  15.92(6)  18.50(1)  18.44(9) 21.383) 22.12)
Cu,LH, 45.24(6)

CuL 8.48(1)  8.30(6) 17303)¢  17.4(2) 13502 13.44(6) 15403 15.36(9) 17.5(1)  193(2)
1. izomer 17.28(1) 13.40(1) 15.28(1)

2. izomer 16.62(2) 12.82(1) 14.78(2)

Cu;L, 27.62(7) 32.19(1) 40.0(1)

CuL.H; 38.95(1)

CuL;H, 26.9(1)¢

1. izomer 26.66(7)

2. izomer 26.42(8)

CuL.H 21.69(1)  21.53(7)

CuL, 14.88(2) 14.65(7)

1. izomer 14.72(1)

2. izomer 14.37(1)

* A zérdjelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (36) 99.7%-o0s szignifikancia szintnél. ® Az

ESR analizis soran a protonkomplexekre a pH-potenciometriasan mért értékeket hasznaltuk. ¢ Tircs6 Gyula Ph. D.

hallgaté mérései (Debreceni Tudomanyegyetem, Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék), I=1.0 M KNO:;. ‘log B =
lOg (B 1. izomer+ BZ, izomer)

megfelel6 monomer). A réz(Il) - L5 rendszerben nagyobb az eltérés az ESR- ¢és a pH-

potenciometrids moddszerrel kapott képzddési allandok kozott (12. tablazat), ami az utdbbi

esetben figyelembe nem vett dimerizacionak tulajdonithato.

Meg kell jegyezni, hogy azokban a rendszerekben, amelyekben a Cul dimerizacidja

kimutathatd volt, ott fémfeleslegben Cu,L. kétmagvi komplex is képzddott, amelynek
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maximalis koncentracidja a dimerizacios hajlam novekedésével parhuzamosan, vagyis az L3,

L4, L5 sorrendben nétt (28. abra).

a
100 - (@)
% cu?*
80 1 [CulY
1. izomer
60 1 2. izomer
40| [CuLll
[CuLH]

(b) pH

2
cu™

[Cul]

1. izomer

100
%

80 | [Cu,L]"

28. abra
Koncentracideloszlasi gorbék 2:1 fém-ligandum koncentracidaranynal (a) a réz(Il) - L3, (b)
réz(Il) - L4 és (c) réz(Il) - LS5 rendszerekben (az ESR-kiértékelésbol nyert képzodési
allandokbol szamolva (12. tablazat)).

A fenti modellek jo szinképi egyezést eredményeztek: az eredd regresszids egyiitthatd
(R) értéke a kiilonbozd rendszerekben 0.99017 ¢és 0.99528 kozott volt. Ha barmelyik
részecskét kihagytuk a modellbdl, az R csokkenése szignifikans mértékben meghaladta a
kritikus értéket (13. tablazat). (Az egyetlen kivétel az LS5 ligandum CuL komplexe, ahol R

csokkenése csak kismértékben haladta meg a kritikus értéket.). A szinképi egyezés romlasat
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szemlélteti a 29. dbra a réz(Il) - L4 rendszer néhdny spektrumdnal, amikor egy-egy, a legjobb

modellben szerepld komplexet kihagytunk.

13. tablazat AR / AR €rtékek a réz(Il) - N-szubsztitudlt bisz(aminometil)foszfinsav

rendszerekben
Ligandum
Kihagyott komplex L1 L2 L3 L4 L5
CuLH,’ 46.7 9.2
Cu,L,H," 4.9
CuL’ 1.5
Cul’ 10.0 42.9 44.9
Cu,L," 8.9 534.9
CuL,H;" 698.5
CuLH;’ 3.4
CuL,H" 20.7
Cu,L* 122.6 28.3 808.7

* Az adott komplexet nem vettiik figyelembe. ® Az adott komplex spektrumat egykomponensii
gorbekeént vettiik figyelembe.
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29. abra
Kisérleti és szamitott ESR-spektrumok a réz(Il) - L4 rendszerben a legjobb modell alapjan
(fels6 gorbe) és 1-1 molekulafajta elhagyasaval (also6 gorbe). Az elhanyagolt komplexek (a)
[CuLH:], pH = 1.76; (b) [CuL], pH = 9.00; (c) [CuL,H;], pH = 2.89; és (d) [Cu,L]", pH =
2.96. A kivalasztott pH-n az adott komplex kdzel maximalis koncentracidban van jelen, a fém-
ligandum arany az (a)-(c) esetekben 1:10, a (d) esetben 1:1

4.4.3. ESR-paraméterek és koordinacios modok

A fentebbi rendszerekben képz6dd komplexek ESR-paramétereit a 14. tablazatban
foglaltam 0ssze, az ezekbdl szamolt komponens ESR-spektrumokat pedig a 30. é&bran
mutatom be. A molekulafajtak tobbségének g, és A, (tovabba relaxacids) paramétereire
érzékeny volt az illesztés. A Cu,L, Cu,L.H, és Cu,L, esetében a nagyobb 3o értekek az illetd

komplexek széles szinképsavjaival, rosszul feloldott spektrumaval magyarazhatok.



14. tablazat. Az N-szubsztitualt bisz(aminometil)foszfinsav ligandumok réz(Il)-komplexeinek paraméterei®

Cu* 2 2.1967(2) 2.1956(3) 2.1968(9) 2.1954(5) 2.196(3)
AJG 34.3(3) 34.8(1) 34(3) 35.2(6) 36(1)
Cu,L & 2.149(3) 2.153(3) 2.1486(5)
AJG 34(3) 36(2) 36.4(5)
CuLH, & 2.1911(9) 2.1421(6)
AJG 37.8(7) 49.7(6)
a/G 11(1)
CuLH 2 2.1646(5) 2.1457(4) 2.1496(2) 2.1468(4)
AJG 44.9(5) 59.6(4) 56.9(2) 47.9(4)
av/G 6(1) 10.9(6) 11.7(3) 9.8(6)
Cu;LH, g 2.138(1)
AJG 48(1)
CuL
1. izomer 2 2.1463(3) 2.1249(1) 2.1228(1) 2.1206(1) 2.125(6)
AJG 60.2(3) 73.1(3) 73.4(1) 76.8(4) 40(3)
an/G 10.7(6), 11.9(5) 10.5(1), 9.6(1),9.6(1) 10.9(1), 11(3), 11(3)
10.5(1) 10.9(1)
2. izomer o 2.1199(1) 2.1095(4) 2.1178(1)
AJG 71.9(2) 73.3(3) 71.2(1)
an/G 10.6(2), 6.0(4), 6.0(4) 10.7(1),
10.6(2) 10.7(1)
Cuw,L; 2o 2.153(1) 2.1508(7) 2.1463(9)
AJG 31(1) 35.4(6) 41.9(8)
CulL.H; 2o 2.1500(2)
AJG 56.3(1)
av/G 10.9(2),
10.9(2)
Cul;H;
Lizomer 2 2.1398(7)
AJG 39(2)
an/G 10(5), 8(5)
2.izomer 2o 2.1430(6)
AJ/G 62(2)
an/G 8(2), 8(2)
CulL,H 2 2.1249(2)
AJG 64.4(2)
an/G 10.2(4), 9.2(6),
9.2(6)
Cul,
l.izomer 2 2.1122(1)
AJG 68.8(2)
a/G 9.0(2),9.0(2)
8.2(2), 8.2(2),
2.izomer 2o 2.1246(2)
AJG 69.2(2)
av/G 9.2(2),9.2(2),
8.2(2)

* A zargjelben szerepld szam az utolsé jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-os szignifikancia szintnél. A
vonalszélességre jellemz6 relaxacios paraméterek a Fiiggelék 5. és 6. tdblazataban talalhatok.
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[Cu,L,1>

[CuL,H,]"

Cu?* cu?* Cu?* %
[CuLH,]* [CuLH,]
[CuLH] [CuLH] [CuLH®
[CuL] [CuLT [CuL]
1. izomer 1. izomer 1. izomer

.

2900 3100 3300 2900 3100 3300 2900 3100 3300 2900 3100 3300 2900 3100 3300
B/gauss B/gauss B/gauss B/gauss B/gauss

30. abra
Balrol jobbra az L1, L2, L3, L4 és L5 ligandumok réz(I1)-komplexeinek (a 14. tablazat és a
Fiiggelék 5. és 6. tablazat adatai alapjan) szamitott ESR-spektrumai 9.4 GHz mérési
frekvencian

4.4.3.1. A réz(I) - L1 rendszer

A g, fokozatos csokkenése (14. tablazat) jol mutatja az aminocsoportok 1épcsdzetes
protonvesztését €és ekvatorialis kotddését a mono- és biszkomplexekben (ez alol egyediil a
CuL, komplex 2. izomerje kivétel). Felmeriil azonban a kérdés, vajon a foszfinatcsoport részt
vesz-¢ a koordinacidban, vagy sem. Egy kémiailag rokon ligandum esetében ki tudtak mutatni
foszfindto kotddést: a bisz(morfolinato-N-metil)foszfinsav esetén, ahol a nitrogénatomok
koordinacidja erdsen gatolt, egy igen kis stabilitdisi CuL komplexet mutattak ki (logKcu =
1.6), amelyben foszfinato koordinacio feltételezhetd [103]. A réz(Il) - L1 rendszerben tobb
kisérleti tény utal arra, hogy azokban a komplexekben, amelyekben egyik vagy mindkét
ligandum egyik aminocsoportja protonalt, ezen LH 6sszetételli ligandum(ok) aminofoszfinato-
tipust kotddése alakul ki. Eldszor is, a Cul,H, komplex mindkét izomerjének g, értéke
kisebb, mint a CuL-¢, pedig mindharom komplexben két-két ekvatoridlis nitrogénatom van. A
CuL két aminocsoportjanak koordinaciojaval kelatgytlirit hoz Iétre, amely joval erdsebb

kapcsolodést eredményez, mint két aminocsoport egyfogu kotddése (ami a Cul,H, esetén



megvaldsulhat, ha a foszfinatcsoportok nem vesznek részt a koordinacioban); ebben az esetben
azt varnank, hogy a CuL g, értéke a kisebb. Az ellentétes eredmény azzal magyarazhatd, hogy
a Cul,H, izomerekben az aminocsoport nem egymagaban, hanem a foszfinatocsoporttal
egyiitt, kelatgyurtt képezve kotddik. Masodszor, valamely komplex izomerjeinek kimutatasa
azon a tényen alapul, hogy azok egymasba alakulasa lassi az ESR-id6skéalan. Ez a feltétel
abban az esetben teljesiilhet, ha a donoratomok mozgasa a kelatgytirli részeként gatolt, mig a
ligandumok egyfogt koordinacidjakor gyors (cisz-transz) atrendezddésre van lehetdség, amely
atlagspektrumot eredményez, komponens spektrumok 6sszege helyett. Az a tény tehat, hogy a
CuL,H, komplexnél izomereket tudtunk kimutatni, az aminofoszfinato-tipusu koordinaciot
tamasztja alad. A javasolt szerkezeteket a ligandumfeleslegnél kiszamolt koncentracideloszlasi

gorbén tlintettem f6l, és a 31. abran mutatom be.
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31. abra

Koncentracideloszlas a réz(Il) - L1 rendszerben 1:5 fém-ligandum ardnynal (az ESR-
kiértékelésbdl nyert képzddési allandokbol szamolva (12. tdblazat)), tovabba a fémkomplexek
javasolt szerkezete

A CuL,H, izomerpar esetén cisz-transz izoméria valoszintisithetd, mivel a két g, érték

kozel azonos (14. tablazat). A nagyobb mennyiségben képzddé molekulafajta alacsonyabb
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szimmetridjat jelzi viszonylag kis A, értéke, valosziniileg ez a cisz izomer. A geometriai
izoméria e tipusa szamos réz(Il) - a-aminosav [56, 102] és réz(Il) - P-aminosav [104]
rendszerben kimutathaté volt, bar a megfeleld aminosavkomplexek g, értéke joval kisebb,
mivel azokban az erdsebb terli karboxilatocsoport vesz részt a koordinacioban.

A CuL, komplex izomerjeinek g, értéke szignifikansan eltér, a kisebbik mennyiségben
jelen 1évé izomeré kozel megegyezik a Cul,H komplexével, amelyben 3 ekvatoridlis
nitrogénatom van. Ebben az izomerben valdszinlileg az egyik ligandum mindkét
nitrogénatomja ekvatoridlisan kotdédik, a masik ligandum aminocsoportjai pedig egy

ekvatoridlis és egy axialis pozicidt foglalnak el (31. 4bra).

4.4.3.2. A réz(l) - L2, réz(I) - L3 és réz(Il) - L4 rendszerek

Ezek a ligandumok szimmetrikusan, mindkét amino-nitrogénen tartalmaznak egy-egy
karboximetilcsoportot és egy-egy nem koordindlodo szubsztituenst. A nem koordindlodod
csoportok kozotti kiilonbség jelentosen eltérd koncentracideloszlasban nyilvanul meg (32.
abra), ugyanakkor az anal6g komplexek kozel azonos ESR-paraméterei (14. tablazat) hasonlo
koordinaciéos modokra utalnak. Ezeknél a ligandumoknal az aminofoszfinato-tipusu kotddés
mellett aminokarboxildto koordindcidra is lehetdség van, a karboximetil-csoportok révén.
Megfigyelhetd, hogy az L3 és L4 ligandumok CulLH, valamint az L2, L3 ¢és L4 CuL
komplexeinek g, értékei joval kisebbek, mint az L1 ligandum megfelelé komplexei¢ (14.
tablazat), és kozel esnek az aminosavak mono- és bisz(aminokarboxilato) koordinacidval
1étrejovo analog komplexeinek g, értékéhez [56, 102, 104]. Ezért valoszinl, hogy az L2, L3
¢s L4 komplexeiben az aminofoszfinito-koordinaciot az aminokarboxilato-tipusu kotédés
valtja fel. Az aminosavak Cul, komplexeiben kimutatott cisz-transz izomériara [56, 102, 104]
ezen ligandumok Cul komplexében nincs lehetéség, mivel a donoratomok a ligandumon
lancszerlien helyezkednek el. A kisebb g, értékli 2. izomernél valdszinlileg mind a négy
donoratom ekvatorialisan kétddik, mig a nagyobb g, értékii 1. izomer esetén az egyik lancvégi
karboxilatocsoport axidlis pozicidt foglal el. Az L3 és L4 ligandum Cul komplexének a
képzOdési tartomanyaban a spektrumok egy fel nem oldott komponenst is tartalmaznak,
amelynek nagy savszélessége fémionok kozotti dipdlus kolcsonhatdsra utal a megfeleld

molekulaban, ezért ezt a spektrumot a Cu,L, dimerhez rendeltem.
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Koncentracideloszlas a réz(Il) - L2, réz(Il) - L3 és réz(Il) - L4 rendszerekben 1:5 fém-
ligandum aranynal (az ESR-kiértékelésbol nyert képzddési allandokbol szadmolva (12.
tablazat)), tovabba a fémkomplexek javasolt szerkezete

A viszonylag nagy g, érték (14. tdblazat) csupdn egy amino-nitrogén (és egy vagy két

karboxilato-oxigén) ekvatorialis kotddésére utal, mig a kis A, érték rombos torzulast mutat.
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(Meg kell jegyezni, hogy az ESR-paraméterek nem nyujtanak egyértelmii informaciét annak
eldontésére, hogy az oligomerizaci6 milyen mértékli. A szerkezet torzuldsa azonban
valdsziniibb az alabbi dimerben, mint pl. egy hosszabb oligomer lancban.) Mindezek alapjan a
kovetkez6 szimmetrikus dimer szerkezetet tételezem fel: a ligandum egyik végének amino- és
karboxilatocsoportja ekvatoridlisan kotédik az egyik fémionhoz, mig a masik vége
aminocsoportjaval axidlisan, karboxilatocsoportjaval pedig ekvatoridlisan a masik fémionhoz.
A masik ligandum az utobbi fémionhoz ko6tédik diekvatoridlisan, és az elobbihez ekvatoridlis-
axialis helyzetben karboxilato- és aminocsoportjaival. A javasolt koordinacios modokat a 32.
abran, a fenti ligandumok feleslegénél szamolt koncentracideloszlasi gorbékkel egyiitt
mutatom be. (Az azonos Osszetételi komplexekre ugyanazt a koordinacidés modot javasoljuk
mindharom ligandum esetén.)

Az L4 ligandum CuLH, komplexének az akvakomplexéhez kozeli g, értéke egy
oxigén donoratomot tartalmazoé csoport kotddésére utal (ez karboxilato- és foszfinatocsoport is
lehet, a g, alapjan nem lehet eldonteni; a kevésbé savas karakterli karboxilato-oxigén kotodése
valosziniibb). Ligandumfeleslegben egy tovabbi protondlt biszkomplex, a Cul,H; is
képzodott. Itt az LH ligandum aminokarboxilato koordinacidja és az LH, ligandum oxigén
donoratommal torténd kotédése valdszind.

Az L3 és L4 ligandumok Cu,L. komplexében a donoratomok elrendezddése a fémion
koriil a CuLH komplexéhez hasonld (32. ébra), amit a g, értékek egyezése tamaszt ala (14.

tablazat).

4.4.3.3. A réz(Il) - L5 rendszer

A CuLH, komplex ESR-paraméterei az L3 és L4 CuLH komplexéihez vannak kdzel
(14. tablazat), tehat aminokarboxilato-koordinacio a valdszinli az elébbi komplexnél is. A
valamivel kisebb g, és A, érték azonban kicsivel erdsebb és kismértékben torzult ligandumtérre
utal. Ez azt sugallja, hogy a maésik karboxilatocsoport is ekvatoridlisan a fémionhoz kotodik

(33. 4bra).
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33. abra
Koncentracideloszlas a réz(Il) - LS5 rendszerben 1:5 fém-ligandum ardnynal (az ESR-
kiértékelésbdl nyert képzodési allandokbol szamolva (12. tablazat)), valamint a fémkomplexek
javasolt szerkezete.

A kovetkezd deprotonalddasi 1épés egyarant érintheti a protondlt aminocsoportot vagy
egy karboxilcsoportot. A CuLH, komplexszel Osszehasonlitva, kismértékii g, novekedés
(0.0047) figyelhetd meg a CuLH komplexnél; ez azonos ekvatoridlis donoratom-egyiittest
jelez a két molekuldban, amely az utdbbi molekulafajtaban kiegésziil egy erds axidlis kdtéssel.
Ez a kotés feltételezhetden a ligandum masik végén 1évd amino-nitrogén révén jon létre, és
hattagu kelatgytirti képzodésével jar. (Kilenctagu kelatgylrii egy gyenge karboxilatocsoport
részvételével kevéssé lenne kedvezd). A g, alapjan megallapithatdo, hogy a deprotonalt
karboxilatocsoport, feltehetden sztérikus okokbol, nem vesz részt ekvatoridlis koordinacidban
sem (ekvatoridlis kotddése ugyanis kisebb g, értéket eredményezne).

A Cu,L,H; dimerben a g, valamivel kisebb, mint a CuLH komplexben, ennek alapjan a
dimerben tovabbi karboxilatocsoport ekvatorialis kotddését tételezhetjiik fel. A két ligandum a

két fémionhoz a kovetkezd mdédon koordindlddhat: a ligandum egyik végének amino- és két
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karboxilatocsoportja az egyik fémhez ekvatoridlisan koordinalodik, a masik vége a masik
fémionhoz amino- és karboxilatocsoportjaval axialis-ekvatoridlis kelatgytiriit képezve kotddik;
a masik ligandum ugyanigy kapcsolodik, de a két fémion felcserélésével (33. abra).

Az egyetlen komplex, amelyben a kis g, érték mindkét amino-nitrogén ekvatorialis
kotédését mutatja, a Cul komplex. Ugyanakkor a kis A, a szimmetria jelentds csokkenését
jelzi, amit valdsziniileg az axialisan k6t6dd karboxildtocsoportok okoznak (33. dbra).

A g, értekek a Cu,l,H, és Cu,L, komplexekben szignifikansan eltérnek, ami jelzi,
hogy az utols6 karboxilcsoport deprotonalédasa megvaltoztatja a fémion koriili koordinaciot.
A g, kis mértékli novekedése axialis kotések megjelenését jelzi az utobbi dimerben. Az Gsszes
donoratom koordinéciojara lehetdség van, ha a ligandumok mindkét vége egy axidlis és két
ekvatorialis kotést létesit: a lanc egyik végének amino- és egyik karboxildtocsoportja
kapcsolodik ekvatoridlisan, a masik karboxilatocsoport axidlisan az egyik fémionhoz, a lanc
masik vége pedig a két karboxilatocsoporttal koordinalddik ekvatoridlisan a masik fémionhoz,

mig aminocsoportjaval axialisan kot ugyanehhez (33. 4bra).
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5A. Osszefoglalas

Réztartalmi metalloenzimek egyszerlibb modellvegyiileteiként tanulméanyoztam
néhany oligopeptid réz(Il)-komplexeit vizes oldatban: az oligoglicin - réz(II) rendszerek
vizsgélatdval a peptidvaz koordindcios tulajdonsdgair6l, mig a hisztidintartalma dipeptidek
réz(Il)-komplexeinek tanulmanyozéasaval a fehérjékben igen gyakran koordinalodé oldallanc
viselkedésérdl kivantam részletesebb ismereteket szerezni. E modellvegyiiletek és mas,
kémiailag rokon molekuldk réz(II)-komplexei maguk is mutatnak biologiai aktivitast. A
vizsgélt ligandumok masik csoportjat a bisz(aminometil)foszfinsav és annak mindkét N-en,
szimmetrikusan szubsztitualt szarmazékai alkottdk, amelyeknek biologiai hatasa szintén
sokrétil.

A fentebbi paramégneses rendszerek vizsgalatara igen alkalmas modszernek igérkezett
az ESR-spektroszkopia, mivel a) a fémion kozvetlen koordindcids kornyezetérdl nyujt
sokoldalu felvilagositast, b) a mérések a bioldgiai rendszereket j0l megkozelité koriilmények
kozott, folyékony vizes oldatban, viszonylag kis koncentracional elvégezhetok, és ¢) a kapott
spektrumsorozatok jol felbonthatok ezen egyensulyi rendszerekben a komponensek (rézion,
ligandum, H") koncentracigjatol fliggden, atfeddé tartomanyokban képzddo kiilonféle
Osszetételi komplexek szinképeire. d) Ezen tilmenden, az azonos 0Osszetételi komplexek
eltérd szerkezetli (és spektrumu) izomerjei, tovabba a monomerek és oligomerek is kdnnyen
megkiilonboztethetok. Uj  spektrumfelbontdsi modszert, az Gn. kétdimenziés ESR-
spektroszkopiai értékeld modszert alkalmaztam, amely a teljes spektrumcsomag egyidejli
analizisét végzi el, és ennek eredményeként megkapjuk valamennyi (ESR-aktiv és -inaktiv)
fémkomplex képzddési allandojat, tovabba az aktiv molekulafajtak ESR-paramétereit.

A kovetkezOképpen jartam el. a) Eldzetes pH-potencimetrids adatok alapjan
kivélasztottam az optimalis koncentraciéviszonyokat és pH-kat a spektrumfelvételekhez. b) Az
ESR-spektrumokat atfolyd rendszerben, azonos spektrométer-beallitasoknal vettiik fel, hogy
biztositsuk a jelintenzitds koncentracidaranyossagat. c¢) Meghataroztam az egyes
rendszerekben képzddd linedrisan fiiggetlen ESR-aktiv komplexek minimalis szamat egy
modellmentes matematikai moddszerrel, matrix rang analizissel (a maradék intenzitdsok
modszerével). Ennek ismeretében, ha sziikséges volt, tovabbi fiiggetlen komplexekkel
egészitettem ki a pH-potenciometrids egyensulyi modellt. d) E lehetséges legjobb modell
alapjan, a lehetd legjobb kezdeti paraméterekbdl kiindulva elvégeztem az ESR-spektrumok

analizisét a "kétdimenzios" értékeld programmal. Ha bizonyos tartomanyokban nem volt
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kielégité a szinképi egyezés, az ott nagyobb mennyiségben képzddd komplexnél
izomeregyensulyt tételeztem fol (spektrumét kétkomponensii gorbeként irtam le), vagy
monomer-oligomer egyensulyt vettem figyelembe. Végiil ellendriztem, hogy az ujabb
molekulafajtak bevétele a modellbe valoban szignifikansan javitja-e a szinképi egyezést. e) A
meghatarozott ESR-paraméterek alapjan azonositottam a koordinalddé donorcsoportokat,
valdszinlsitettem azok elrendezddését az elsé koordinacids szféraban, és esetenként a fém-
ligandum kotésjellegre és geometriai torzulasokra kovetkeztettem.

A kétdimenzios értékeld modszer érzékenységének koszonhetden valamennyi
rendszerben ki tudtam mutatni és jellemezni az irodalomban fel nem tételezett, 0j fliggetlen
komplexeket (elsdsorban a savas tartomanyban olyan protonalt komplexeket, amelyekben a
ligandum(ok) protonszdm véltozas nélkiil kotddik(nek), néhany esetben a lugos tartomanyban
képz6do deprotonalt komplexeket; tovabba ESR-aktiv és -inaktiv oligomereket). Vizsgalataink
felhivjdk a figyelmet arra is, hogy a legtobb biszkomplex és egyes monokomplexek esetén
izomeregyensulyok alakulnak ki. (Fémkomplexek oldatbeli izomeregyenstlyai mas
modszerekkel rendkiviil nehezen vagy nem vizsgalhatok.)

1. A réz(Il) - oligoglicin rendszerekben nagyon valtozatos koordinacids modok
alakulnak ki: a diglicin, triglicin és tetraglicin ligandumok esetén egyarant 14-14
fémkomplexet mutattam ki.

a) Spektroszkopiai bizonyitekot talaltunk arra, hogy az egymadas utdni peptid-NH-
csoportok 1épcsézetes deprotonalodasaval kialakuld monokomplexekben a csatolt kelatgytiriis
szerkezetekeket erdsen kovalens réz(Il) - N sikbeli o-kotések stabilizaljak.

b) A csatolt kelatgylirtis struktardk a biszkomplexekben is kedvezményezettek: (i) az
LH., ligandum stabil haromfogu ekvatorialis koordinacidja a diglicin [Cul,H.;]" komplexét
széles pH-tartomanyban dominanssa teszi, gatolva a [CuL,H,]* komplex képzédését, amihez
vagy sziikség van a masodik kelatgyliri felszakadasara (ez valosul meg a 2. izomerben), vagy
a masodik ligandum fémion-indukalt deprotonaldédasat eldsegitd horgonycsoport axialis
helyzetbe kényszeriil (ez alakul ki az 1. izomerben). (ii) A tetraglicin [CuL,H.,] komplexének
nagyobb mennyiségben képzd6dd izomerjében (LH.,+LH) koordindcid jon 1étre. (iii) A triglicin
és tetraglicin esetében a [CuL,H.,]* komplex mindkét izomerjében (LH.+L)-tipusi a
koordinacio.

2. A réz(Il) - glicil-L-hisztidin rendszerben a C-terminalis helyzetii oldallancbeli
donorcsoport eltérd koordinacios szerepet jatszik savas és kozel semleges, illetve lugos

oldatokban.
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a) Kevésbé lugos ¢és savas oldatokban, pH=10 alatt az egyszerii
dipeptidkomplexekéivel megegyezd vagy azokkal analog koordindciés modok alakulnak ki a
glicil-L-hisztidin ~ kotédésekor; az oldallancbeli imidazolcsoport csupan a [CulH.]
komplexben ¢és a biszkomplexek LH.; 0sszetételi liganduméaban koordinalodik: a
karboxilatocsoportot szoritja ki a harmadik ekvatorialis poziciobol. A [Cul,] és [CulL,H.]
biszkomplexek megfeleld izomerjeinek koordinaciés modjai azonosak; az LH ¢és L
ligandumok amino-N és peptid-O atomjaikkal kapcsolodnak a fémionhoz, az izomerparokban
e donoratomok ekvatoridlis, ill. axialis helyzete felcserélodik.

b) Lugos oldatokban, pH=10 felett a pirrol-NH deprotonalodésa jelentdsen
megvaltoztatja a koordinacids sajatsagokat. Ekvimolaris oldatban harom részecske van
egyensulyban: a monomer [CuLH.,] komplex, amelyben az imidazolgyurii deprotonéalodott,
kis koncentracidbam képzddik; az imidazolato-hidakkal Osszekapcsolt [CusLsH]* ESR-
inaktiv, ciklikus tetramer van jelen legnagyobb mennyiségben, és kevés [CuLH.,(OH)] vegyes
hidroxokomplex is kialakul a rendszerben.

3) A réz(Il) - L-hisztidil-glicin rendszerben a peptidvaz és a hisztaminszerli N-
terminalis rész versengése a réz(Il)ion koriili helyekért valtozatos koordinacios médokat hoz
létre. A csatolt kelatgylirlis szerkezetek nagy stabilitdsa ebben a rendszerben is megnyilvanul:
majdnem minden koriilmények kozott kialakul a vaz-donorcsoportok dipeptidszerti haromfogu
koordinacidja (kivéve az erdsen savas oldatokat, tovabba a ligandumfelesleget tartalmazo
kozel semleges oldatokat).

a) Erésen savas kozegben az oldallanc jatszik meghatdroz6 szerepet, egyfogt imidazol,
majd hisztaminszer(i koordinaci6 jon 1étre a [CuLH,]*", ill. [CuLH]*" komplexekben.

b) A peptidcsoport deprotonalodésa is bekovetkezik mérsékelten savas oldatban, pH=3
folott, valamivel nagyobb valoszinliséggel, mint a hisztaminszeri kotédés (a [Cul]" két
izomerjében alakul ki e kétféle koordinacid). Ligandumfeleslegben, a [Cul.H]"
molekulafajtaban a két ligandum kapcsoloddsa révén egyidejiileg van jelen a dipeptidszerii
haromfogt, ill. az egyfogli imidazol kotésmaod.

¢) Ekvimolaris oldatban semleges €s lugos kdzegben pH 12-ig az egyszer( dipeptidek
haromfogt ekvatoridlis koordinacidja a meghatarozo. Az oldallanc csak hid szerepet tolt be
(az aktiv [Cu,L,H.,] dimerben), amely erdsen lugos oldatban felbomlik, és kialakulnak a
szokasos [Cu,L,H.;]" és [CuLH.,]" vegyes hidroxokomplexek..

d) Ligandumfeleslegnél, kozel semleges oldatban az N-terminalis rész hisztaminszer(i

koordinacidja feliilkerekedik a peptidszerti kotddésen: az egyik L ligandum diekvatorialisan
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kapcsolodik mindkét [Cul.] izomerben, mig a madsik ligandum az egyik izomerben két
ekvatorialis, a masik izomerben egy ekvatorialis és egy axialis poziciot foglal el.

e) pH=9 felett ligandumfeleslegben is a vdz donoratomjai veszik at a fészerepet, a c)
pontban ismertetett molekulafajtakban, tovabba a [CulL,H.] komplexben is. Utdbbiban a
masodik ligandum N-termindlis donorcsoportjainak ekvatoridlis-axialis kapcsoloddsa révén
jelen van a hisztaminszer(i koordinaci¢ is.

4) A N-en szubsztitualt bisz(aminometil)foszfinatok réz(II)-komplexeinek koordinacios
moddjai €s stabilitdsa tobb tényezd egylittes hatasa alapjan értelmezhetd (egy, két, ill. harom
donorcsoport erds koordinacids képessége a ligandum mindkét végén, a csatolt kelatgytiriis
szerkezetek merevsége ¢és fesziilése, amit eltérd mértékben befolyasolnak a nem koordinal6do
szubsztituensek, a ligandumok donorcsoportjainak eltéré bazicitdsa, a foszfinat- &s
karboxilatcsoportok kozotti versengés a rézion kotéshelyeiért).

a) Ha az aminocsoportokon nincsenek szubsztituensek (L1 ligandum), kiilénb6zo
mono- és biszkomplexek képzddnek. A deprotonalt ligandum diaminszeriien kotddik, mig az
egyik aminocsoportjan protonalt ligandum aminofoszfinato-tipusu koordinaciot alakit ki.

b) Amikor mindkét aminocsoporton van egy-egy karboximetil-szubsztituens (L2, L3 és
L4 ligandumok), az aminokarboxildto kdtésmod és a monokomplexek kedvezményezettek. A
termindlis donorcsoportok egyidejii koordindcidja nagy stabilitast biztosit a CuL komplex
szamara, kiilonosen az L2 ligandumnal. Ugyanakkor a nem koordinal6d6 szubsztituensek
sztérikus hatasa (L3) vagy a ligandum merev szerkezete, ha a N egy merev gytir( része (L4)
ellenstlyozza a fenti effektust: a CuL komplex képzddése magasabb pH-kra tolodik, né a
dimerizacids hajlam; fémfeleslegben jelentds mennyiségii Cu,L alakul ki.

¢) Ha mindkét nitrogénatomon két karboximetil-csoport helyezkedik el (L5), mindkét
lancvég haromfogu koordinaciora képes, ami nagy stabilitdsi kotésmodnak bizonyult.

Kétmagv és dimer komplexekben valosul meg, geometriai torzuldsok kiséretében.
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5B. Summary

In biological systems, copper(Il) is mainly bound to proteins, and it catalyses various
bioredox processes; in most cases, it is in the active centres of these metalloenzymes. In order
to clarify the role of copper(Il) in detail, the complexes of smaller ligands as models are
frequently investigated instead of the complexes of large biomolecules. Various oligopeptide
complexes, e.g., can be good models for the active centres of metalloenzymes. The histidine
side-chains of various metalloproteines frequently take part in the copper(Il) coordination.
Accordingly, I studied the coordination of copper(Il) to some oligoglycines, and to the ligands
L-histidylglycine and glycyl-L-histidine in aqueous solution in order to model the ligation of
the backbone and side-chain donor groups, important in metalloenzymes and other biological
systems. The above and related small ligands and their copper(I) complexes themselves also
show biological activity. Copper(Il) complexes of bis(aminomethyl)phosphinic acid and of its
N-substituted derivatives were also investigated because of the great biological activity of the
ligands.

The donor groups of the ligands are in competition for the binding sites of the metal
ion, and a number of complexes of different composition and structure can be formed,
depending on the metal and ligand concentrations and pH. Frequently, the alternative
structures coexist. If we want to elucidate the natures and positions of the donor groups around
the central ion, which determine the biological effects of the complexes, we have to apply
spectrum decomposition techniques in order to obtain the individual spectra of various species
from the experimental curves. For paramagnetic complexes, the electron spin resonance (ESR)
spectra recorded in fluid solution offer an excellent possibility for spectrum decomposition. A
great advantage of this method is, in contrast to other methods, that we can easily distinguish
the microspecies or isomers (metal complexes of identical compositions but different
coordination modes), and oligomerization processes can be detected easily.

I applied a new spectrum decomposition method, the so-called "two-dimensional" ESR
simulation which involves the simultaneous analysis of series of ESR spectra recorded at
various concentrations and pH's. It gives the formation constants of the metal complexes
including isomers; furthermore, it furnishes the magnetic parameters of the ESR-active
species, which inform about the nature of the coordinating groups and additional details

concerning the coordination modes. I followed the procedure outlined below. a) On the basis
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of preliminary pH potentiometric data, I chose the optimum conditions (concentrations and
pH's) for data acquisition. b) I recorded the spectra in a circulating system at identical settings
of the ESR spectrometer in order to ensure the linear relationship between the signal intensity
and concentration. ¢) After some numerical preparation of spectra, I carried out matrix rank
analysis (by the method of residual intensities) on the series of spectra. By this model-free,
purely mathematical method which does not use any chemical assumption, I obtained the
minimum number of independent, ESR-active species. In this way, I could check the pH
potentiometric model, and complete it by considering new independent species if necessary. d)
Then I carried out the two-dimensional analysis on the spectrum package. When the spectral
fit was poor for a smaller group of spectra, I further refined the equilibrium model by taking
into account an isomeric (micro) or an oligomerization equilibrium for the complex
represented in relatively high concentration in the respective spectra. After the spectral fit
could not be further improved, I checked whether each minor complex causes a significant
improvement of spectral fit. €) On the basis of the magnetic parameters, I drew conclusions on
the natures of coordinating donor groups and other features of coordination modes for the
various species.

The sensitivity of the two-dimensional ESR evaluation method allowed to identify and
characterize a number of new independent species in the systems studied. The majority of
them are protonated mono and bis complexes formed in acidic solutions, where one or two
ligand(s) is/are bound to the metal ion by weak donor(s) (mostly by carboxylate group(s)),
without any change in protonation state. In alkaline media, new deprotonated species were
detected in some cases. Equilibria of monomeric and oligomeric complexes could be shown in
several systems as well. Furthermore, I have concluded that isomeric equilibria occur very
frequently for both mono and, particularly, for bis complexes.

1. The two-dimensional ESR evaluation method allowed an insight in the great
structural variety of the copper(Il) - oligoglycine complexes, offering data on the
microspeciation and coordination modes for 14 metal complexes in each of the copper(Il) -
diglycine, copper(Il) - triglycine and copper(Il) - tetraglycine systems.

a) For the mono complexes formed by the stepwise deprotonation of the subsequent
peptide groups, structures involving coupled chelate rings are stabilized by particularly strong
copper(Il) - N in-plane c-bonds.

b) For the bis complexes, the formation of coupled chelate rings is also favored: i) The

tridentate equatorial ligation of the ligand LH., makes the complex [CuL,H.,]" of diglycine
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predominant in a wide pH range, inhibiting the microprocesses leading to the formation of
[CuL,H.]*. ii) In the major isomer of [CuL,H.] of tetraglycine, (LH.,+LH) coordination
occurs. iii) The predominant mode of coordination in both isomers of [CuL,H]* of triglycine
and tetraglycine is (LH.,+L).

2. For the copper(Il) - glycyl-1-histidine system, the side-chain imidazole group in C-
terminal position plays different role in acidic and nearly neutral solutions than in alkaline
media.

a) Below pH 10, the presence of the side-chain imidazole group in the glycyl-l-
histidine complexes only slightly affects the mode of coordination compared to the simple
dipeptides: it is bound to the metal ion only in the [CuLH.,] complex, and in the 'LH.,' ligand
of the bis complexes; in these species it displaces the carboxylate group from the third
equatorial site. The 'LH' and 'L' ligands in the [CuL,] and [CuL,H.;]" complexes, respectively,
are ligated through the amino nitrogen and the peptide oxygen donors, either with the first in
equatorial and the second in axial position, or inversely.

b) Over pH 10, the deprotonation of the pirrolic nitrogen causes dramatic changes in
the coordination. In equimolar solution, up to pH 12, an equilibrium of three species occurs:
the minor monomer [CulLH.,]" with a deprotonated and equatorially-bound imidazole nitrogen,
the corresponding ESR-inactive cyclic tetramer [CusL4H]* as major species, and the minor
mixed hydroxo complex [CuLH.,OH] are formed.

3. For the copper(Il) - L-histidylglycine system, it has been shown that the competition
between the histamine-like N-terminal part and the dipeptide backbone of the ligand results in
a variety of coordination modes. The great stability of structures with coupled chelate rings
can be observed for this system, too: the dipeptide-like tridentate coordination by the backbone
donors is present almost under any conditions (except for strongly acidic media and nearly
neutral solutions at ligand excess).

a) In strongly acidic media, the side-chain plays a decisive role by participating in
monodentate imidazole binding, and then histamine-like equatorial ligation through the amino
and imidazole donors ([CuLH,]** and [CuLH]*, respectively).

b) Over pH 3, deprotonation of the peptide group also occurs, with somewhat higher
probability than that for histamine-like coordination (in the isomers of [CuL]’). At a ligand
excess, in the complex [CuL,H]", both the dipeptid-like tridentate coordination and the

monodentate imidazole ligation occur in the equatorial sites.
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c¢) At equal metal and ligand concentrations, in the neutral and alkaline region up to pH
12, peptide-like tridentate equatorial coordination by the backbone donors takes over the
leading role from the histamine-like binding mode. Here, the side-chain is only a bridging
group, though a strong one (active dimer [Cu,L,H.,]), and even this role ceases in strongly
alkaline solution (hydroxo complexes [Cu,L,H.;]" and [CuLH.,]).

d) At a ligand excess, in nearly neutral media, the N-terminal part and histamine-like
coordination achieves an advantage over the backbone: the diequatorial coordination of the
first ligand L is accompanied by diequatorial or equatorial-axial ligation of the second ligand
(isomers of [CuL,]).

e) At a ligand excess above pH 9, the backbone again predominates in the deprotonated
ligands of the above-mentioned mono complex and binuclear species, and [CulL,H.,]). In the
latter case, histamine-like binding of the second ligand also takes place.

4. The coordination modes and stabilities of the copper(Il) complexes of N-substituted
bis(aminomethyl)phosphinates can be interpreted as the resultants of a number of various
effects such as strong coordination ability of one, two or three donor groups on both ends of
the ligands, tension and rigidity of structures with coupled chelate rings influenced differently
by the non-coordinating substituents, different basicities of the N donors, competition between
the phosphinate and carboxylate groups for the copper binding sites.

a) In the event of nonsubstituted terminal amino groups (ligand L1), various mono and
bis complexes are formed, where the deprotonated ligand is bound in a diamin-like way, while
aminophosphinate-type coordination occurs for the ligand with one amino group protonated.

b) When each amino group bears a carboxymethyl substituent, mono complexes and
the aminocarboxylate binding mode are favored (ligands L2, L3 and L4). Simultaneous
coordination of all terminal donors appreciably enhances the stability of the complex CuL,
particularly for L2. At the same time, the steric effect of the noncoordinating substituents on
the N atoms (L3), or the rigidity of the ligand with the amino group built into a ring (L4), in
part counterbalance the former effect: at a ligand excess dimerization occurs, while at a metal
excess the binuclear complex Cu,L is formed in significant amounts.

¢) Two carboxymethyl substituents on each N atom (L5) make tridentate coordination
of the terminal parts favoured. This binding mode is observed mainly in the binuclear and

dimer species, and is accompanied by considerable distortion of the complexes.
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Fiiggelék

1. tablazat A diglicin, triglicin és tetraglicin réz(I)-monokomplexeinek ESR paraméterei®

Ligandum

e

o e PRy

o

Cu® 2, AJ/G
a, B, y/G

[CuLH]** 2, AJ/G

a, B, v/G

[CuL]" 2, AJG
aN/G
a, B, v/G

[CuLH.] g, AJG
aN/G

a, B, v/G

[CuLH.] 2o, AJG

aN/ G

a, B, v/G

[CuLH_3]2' go, AO/G

aN/ G

a, B, v/G

2.1945(4), 34.5(4)
51.1(4), -1.8(2), 0.5(2)

2.1795(7), 41.(2)
47.7(8), -2.2(7), 1.2(7)

2.1606(5), 45.8(6)

8.(1)
30.4(1), -6.7(1), 0.9(1)

2.1198(1), 66.8(1)
13.6(1), 11.7(1)
17.9(1), -5.4(1), 0.9(1)

2.1164(1), 37.0(1)
12.1(1), 12.1(1)

18.7(1), -5.5(1), 0.3(1)

2.196(1), 34.2(9)
52.(2), -1.9(6), 0.2(5)

2.181(2), 41.(2)
56.(5), -2.(1), 0.1(9)

2.1647(8), 43.8(7)

8.(1)
34.(1), -8.4(1), 1.1(4)

2.1273(3), 59.6(3)
12.4(5), 12.2(5)
20.5(1), -8.5(1), 1.7(1)

2.0971(1), 80.9(2)
17.1(3), 14.6(2), 8.6(4)

12.5(1), -5.6(1), 1.3(1)

2.1019(3), 78.6(4)
14.7(6), 13.(1), 11.9(7)

14.3(1), -7.8(1), 1.7(1)

2.1966(2), 34.5(4)
50.6(4), -1.8(3), 0.6(3)

2.1828(1), 40.(1)
49.2(7), -3.1(6), 1.5(5)

2.1633(2), 42.6(5)
9.0(9)
34.6(1), -10.3(1), 1.2(1)

2.1280(1), 58.4(2)
12.43), 12.23)
23.02), -11.0(2), 1.8(2)

2.1057(1), 79.3(1)

15.8(2), 12.4(3),
10.6(2)
19.5(1), -11.1(1), 2.4(1)

2.0864(1), 86.6(1)

16.9(1),15.1(1),
10.6(1),10.8(1)

14.3(1), -7.7(1), 1.8(1)

* A zardjelben szerepld szam az utolsé jegy konfidencia intervalluma (36) 99.7%-0s

szignifikancia szintnél.
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2. tablazat A réz(II) - diglicin, réz(II) - triglicin és réz(I) - tetraglicin rendszerek

biszkomplexeinek ESR paraméterei®

Ligandum
Komplex Paraméter Diglicin Triglicin Tetraglicin
[CuL,H,|* 2, AJ/G 2.1794(7), 34(2) 2.181(2), 35(2) 2.1797(2), 35(1)
a, B, v/G 41.3(1), -14.0(1), 0.1(1) 43.9(1), -13.9(1), 0.1(1) 46.2(1), -18.5(1), 1.8(1)
[CuLHJ 2, AJ/G 2.1463(7), 41(2) 2.153(1), 43(2) 2.1583(1), 46(1)
an/G 9(5) 10(3) 11(4)
o, B, v/G 44.5(1), -15.9(1), 0.1(1) 45.7(1), -15.7(1), 0.1(1) 44.8(9), -15.7(8), 1.0(5)
[Cul;]
LH.,,LH izomer 2, AJ/G 2.1167(7), 56(2) 2.120(1), 47(2) 2.1238(1), 51(1)
an/G 9(2),9(2) 9(4), 9(4) 8(4), 8(4)
o, B, v/G 28.1(1), -11.0(1), 3.3(1) 38.0(1), -14.0(1), 2.6(1) 37.4(1), -11.2(1), 3.8(1)
L,L izomer 2, AJG 2.1386(7), 36(2) 2.144(2), 31(1) 2.1414(1), 29.4(9)
an/G 9(1), 9(1) 9(1), 9(1) 9(1), 9(1)
o, B, v/G 18.5(1), -7.0(1), 0.1(5) 24.4(1), -8.7(1), 0.5(1) 29.6(1), -13.9(1), 1.9(1)
[CuL,H.]
1. izomer 2, AJ/G 2.1148(1), 52.0(1) 2.1138(4), 68.8(4) 2.1159(1), 68.0(4)
an/G 12.2(2), 10.6(3) 10.4(8), 8.0(6), 8.0(6) 12.7(8), 9.9(8), 7.5(9)
o, B, /G 23.8(1), -10.4(1), 1.9(1) 34.1(1), -16.7(1), 4.7(1) 30.6(1), -18.7(1), 3.0(1)
2. izomer 2, AJ/G 2.1034(2), 44.1(2) 2.1130(6), 44.2(5) 2.0983(1), 44.9(5)
an/G 12.3(6),12.3(6),12.3(6) 14.8(6), 8.(2), 8.(2) 14.(1), 12.(2), 9.0(3)
o, B, v/G 24.0(1), -9.8(1), 0.04(1) 22.4(1),-13.2(1), 3.5(1) 38.4(1), -11.2(1), 4.0(1)
[CuL,H,J*
1. izomer 2, AJ/G 2.1033(4), 66.7(6) 2.1004(2), 77.1(2) 2.1002(1), 76.5(2)
an/G 11.(1), 6.9(6), 6.9(6) 13.5(4), 12.4(7), 10.4(4) 13.8(5),12.3(3), 9.8(3)
a, B, v/G 24.8(1), -10.7(1), 4.3(1) 21.0(1), -13.3(1), 2.7(1) 29.0(1), -20.2(1), 4.1(1)
2. izomer 2, AJ/G 2.0932(2), 64(1) 2.081(2), 71(3) 2.0805(3), 70(1)
an/G 13(1), 13(1), 9(1), 9(1) 13(3), 13(3), 11(3), 11(3) 12(3), 12(3), 9(4), 9(4)
o, B, v/G 28.6(1), -11.3(1), 1.6(1) 39(4), -13.0(3), 0.1(1) 37(2), -13.3(2), 0.1(6)

* A zérojelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (35) 99.7%-0s
szignifikancia szintnél.
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3. tablazat A glicil-L-hisztidin réz(Il)-komplexeinek ESR-paraméterei

wr - W

2+

'n
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raT HA
2+

rC T H1

2 1970/

2 1R (N

2 18871\

441N

7(N

0N

AN AN

RN
93)
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12.9(5)
12.9(5)
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13.5(5)

C13(1)
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13.9(4)

{20
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* A zérojelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (36) 99.7%-0s

szignifikancia szintnél.
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4. tablazat Az L-hisztidil-glicin réz(Il)-komplexeinek ESR-paraméterei*

1]

o

A

Komplex g a o B Y

Cu* 2.1956 (3) 3464 - 49.5(8)  -1.8(3) 0.6 (2)

[CuL.H>1** 2.172 (3) 40. (5) 7. (8) 5289  -5.(3) 1. (2)

[CulLHT* 2.1500 (8) 643 (7 9.1 (7N 38.1 (1)  -13.4 (1) 2.6(1)
9.1 (N

[Cul.1 h izomer 2.1491 (3)  61.1(2) 12.7(3)  265(1) -11.1(1)  0.4(D
9.8 (4)

D izomer 2.1323(9)  54.5(8) 14. (2) 41.0 (1Y  -5.5(D) 0.6 (1

13.(1)

[Cu-L,Ho1 2.1041 (3)  25.(5) 5524 7407 3.0 (5)

[CuLH.I" 2.1160 (1) 36.4 (D 12.4 (3) 19.2(1Yy  -9.5(D 20(D
12.4 (3)

[Cul,HT* 2.1214 (9 66.1 (5) 13.7(9) 4478  -262(2) 6.6(2)
7.(2)
6. (2)

[CuL.l 4N izomer  2.1068 (2)  60.7(2) 9.6 (6) 45.7(2y  -19.7(IY 0.1 (D
9.6 (6)
9.6 (6)
7.8 (8)

3N izomer  2.1228 (3) 64.9(3) 9.2(6) 31.7.(1)  -17.2(1) 5.3 (1)

7.2 (8)
7.0 (8)

[Cul,H. T 2.1123 (7Y 41.2(8) 16. (1) 21.(D 9.2 (1 1.7.(D
13.(2)
11. (D)

[Cul,H. 2.071 (4) 46. (3) 15. (6) 35.(7) -8. (4) 0.0 (1)
15. (6)
8. (6)
8. (6)

* A zardjelben szerepld szam az utolsé jegy konfidencia intervallum (36) 99.7%-0s
szignifikancia szintnél.
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5. tablazat A réz(Il) - szubsztitudlt bisz(aminometil)foszfinsav rendszerekben képz6dd mono-
¢s kétmagvi komplexek ESR-paraméterei®

Ligandum
Komplex Paraméter L1 L2 L3 L4 L5
Cu* 2 2.1967(2)  2.1956(3) 2.1968(9) 2.1954(5) 2.196(3)
AJG 34.3(3) 34.8(1) 34(3) 35.2(6) 36(1)
B 55(1), 51.6(1),-1.5(1),  48.89),-1.1(8),  48.7(1),-2.4(4),  49(3),-1.3(2),
v -1.5(1), 1.0(1) 0.1(5) 1.4(4) 0.1(1)
0.4(2)
[CusL] 2 2.149(3) 2.153(3) 2.1486(5)
AJG 34(3) 36(2) 36.4(5)
o B 78.5(4),-1.4(3),  67(3),-2(2), 53(1), -5.3(5),
v 0.13) 0.1(2) 4.8(5)
[CuLH,] 2 2.1911(9) 2.1421(6)
AJ/G 37.8(7) 49.7(6)
an/G 11(1)
o,B 43(2), -3.0(6), 45.2(1), -14.8(1),
v 0.8(5) 0.01(4)
[CuLH] g 2.1646(5) 2.1457(4) 2.1496(2) 2.1468(4)
AJG 44.9(5) 59.6(4) 56.9(2) 47.9(4)
a/G 6(1) 10.9(6) 11.73) 9.8(6)
o,B 40.0(8), 45.4(1),-20.6(1), 33.03),-2.4(4),  38.2(2),-14.5(1),
v -6.3(4), 2.8(2) 1.4(4) 2.6(2)
0.1(3)
[CuL]
1. izomer 2 2.1463(3)  2.1249(1) 73.1(3) 2.1228(1) 2.1206(1) 2.125(6)
AJG 60.2(3) 73.4(1) 76.8(4) 40(3)
an/G 10.7(6), 10.5(1), 10.5(1) ~ 9.6(1), 9.6(1) 10.9(1), 10.9(1)  11(3), 11(3)
11.9(5)
o,B 25.1(1), 21.4(1),-9.4(1),  29.0(1),-17.8(1), 22.8(1),-12.1(1), 38.2(3), -12.6(1),
v -6.4(1), 1.8(1) 4.1(1) 2.5(1) 3.3(1)
0.9(1)
2. izomer 2 2.1199(1) 2.1095(4) 2.1178(1)
AJG 71.92) 73.3(3) 71.2(1)
a/G 10.6(2), 10.6(2)  6.0(4), 6.0(4) 10.7(1), 10.7(1)
o.B 23.3(1), -6.6(1), 18.3(1), -7.8(1),
v 0.55(1) 0.7(1)

* A zéarojelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervallum (36) 99.7%-0s

szignifikancia szintnél.
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6. tablazat A réz(Il) - szubsztitualt bisz(aminometil)foszfinsav rendszerekben képzddd bisz- és
dimer komplexek ESR-paraméterei*

Ligandum
Komplex Paraméter L1 L3 L4 LS
[Cu,LH,] 2 2.138(1)
AJ/G 48(1)
o,p 43.9(8), -6.7(1),
Y 3(D
[Cu:L;] 2 2.153(1) 2.1508(7) 2.1463(9)
AJ/G 31(1) 35.4(6) 41.9(8)
o,B 38.0(1), -17.2(1), 40.1(8), -8.5(4), 65(2), -6.0(5),
¥ 0.10(2) 0.13) 0.3(5)
[CuL,H;] 2 2.1500(2)
AJ/G 56.3(1)
an/G 10.9(2), 10.9(2)
o,B 32.8(2), -12.8(2),
¥ 1.7(1)
[CuL,H;]
1. izomer 2 2.1398(7)
AJ/G 39(2)
an/G 10(5), 8(5)
o,p 3903), -4(2),
Y 0.1(1)
2. izomer 2 2.1430(6)
AJ/G 62(2)
an/G 8(2), 8(2)
a,B 27.1(2),
Y -5.3(1), 0.6(1)
[CuL.H] 2 2.1249(2)
AJ/G 64.4(2)
an/G 10.2(4),
9.2(6), 9.2(6)
o,p 25.1(1),
¥ -8.9(1), 1.5(1)
[CuLzl
1. izomer 2 2.1122(1)
AJ/G 68.8(2)
an/G 9.0(2), 9.0(2)
8.2(2), 8.2(2),
o,B 24.5(1),
Y -8.0(1), 1.1(1)
2. izomer 2 2.1246(2)
AJ/G 69.2(2)
an/G 9.2(2), 9.2(2),
8.2(2)
o,B 15.9(1),
Y -6.2(1), 1.6(1)
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* A zarojelben szerepld szam az utolso jegy konfidencia intervalluma (36) 99.7%-os
szignifikancia szintnél.
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11. tablazat. ESR paraméterek és koordinacios modok az L-hisztidil-glicin, L-hisztidin, hisztamin és diglicin réz(I1l)-komplexeiben®

Ligandum
L-hisztidil-glicin L-hisztidinn hisztamine diglicine
Komplex g, A a, g, A koordinacida g, A koordinaciéa g, A koordinaciéa
Cu** 2.1956(3) 34.6(4)
CuLH, 2.172(3) 40(5) 7.0(8) 2.189 37 karb
CuLH 2.1500(8) 64.3(7) 9.1(7),9.1(7) 2.154 57 am, karb 2.175 35 im 2.180 41 karb
CulL
h izomer 2.1491(3) 61.1(2) 12.7(3), 9.8(4) 2.146 60 am, im 2.144 63 am, im - - -
p izomer 2.1323(9) 54.5(8) 14.0(2), 13.0(1) - - - - - - 2.161 46 am, pept-O
CulLH, 2.119 66 am, im’ 2.120 67 am, pept-N, karb
Cu;L:H., 2.1041(3) 25(5)
CuLH. 2.1160(1) 36.4(1) 12.4(3), 12.4(3) 2.119 76 am, in’ 2.116 78 am, inm’ 2.116 37 am, pept-N', karb
OH OH OH

Cul,H 2.1214(9) 66.1(5) 13.709), 7(2) 2.119 72 am, im 2.132 62 am, im

6(2) am, karb im
Cul,
4N izomer 2.1068(2) 60.7(2) 9.6(6),9.6(6) 2.114 63 am, im 2.101 70 am, im

9.6(6), 7.8(8) am, im am, im
3N izomer 2.1228(3) 64.9(3) 9.2(6), 7.2(8) 2.122 67 am, im 2.115 74 am, im

7.0(8) am, karb (im ax) am (im ax)
CulH,
3N izomer 2.1123(7) 41.2(8) 16.0(1), 13.0(2) 2.103 44 am, pept-N', karb

11.0(1) am (pept-O ax)
2N izomer - - - 2.115 52 am, pept-N', karb

pept-O (am ax)

Cul.H, 2.071(4) 46.0(3) 15.0(6), 15.0(6)

8.0(6), 8.0(6)

* Az L-hisztidin és diglicin semleges proton komplexeit HL-lel, a hisztaminét L-lel jeldltiik. Mivel a kiilonb6z6 ligandumok analog komplexeinek toltései eltérnek a toltéseket elhagytuk. A
zardjelben szerepld szdm az utolso jegy konfidencia intervalluma (3c) 99.7%-o0s szignifikancia szintnél. A vonalszélességre jellemzd relaxacios paraméterek a Fliggelék 4. tablazataban
talalhatok. ° [61] irodalom adatai . © Az 5. tdblazatbol vett adatok. ¢ Jelolések: karb: karboxilat-O, am: amino-N, im: imidazol-N, pept: peptid, ax: axialis pozicio.



