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1. Bevezetés

A bioldgiai rendszerekben szerepet jatszo fémionok nagyon gyakran a fehérjék,
oldallancbeli donorcsoportjaihoz kotddnek. A leggyakoribb fémionkotdhely a hisztidin
oldallancanak imidazolgytrije, de gyakran emellett szerepet jatszik a fémion megkotésében a
cisztein tiol-, a metionin tioéter- vagy egy diszulfidhid kéndonoratomja, illetve az
aszaparaginsav, glutaminsav karboxildtcsoportja. Jol ismert tény, hogy pl. a
szénsavanhidrazban harom imidazolgytrihdz cink(Il)ion kotédik, a karboxipeptidazban,
termolizinben szintén cink(Il) kotédik két imidazolgytiriihoz €s egy karboxilatcsoporthoz, mig
a plasztocianinban réz(IT)ion kapcsolodik két imidazolgytiriihdz és két kénatomhoz.'

Kiilon kiemelem a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (CuZnSOD) enzimet, amelynek aktiv
centrumaban a rézion hisztidin imidazolnitrogénekhez és egy vizmolekuldhoz koordinalodik,
mig a cinkion egy aszparaginsav karboxilatcsoportjdhoz ¢és harom hisztidin
imidazolgytrijéhez kotddik, a két fémiont egy imidazolatocsoport kapcsolja dssze kétmagva
centrumot létrehozva. Ebben a metalloenzimben a cinknek elsdsorban szerkezetalakitd
szerepe van, mig a rézion redoxi folyamatot katalizal, amelynek soran reverzibilis Cu(Il)-
Cu(I) atalakulés jatszodik le.

A fémionok részvételével lejatszodd folyamatok vizsgélatakor a f6 kérdés az, hogy
hogyan kotédik a fémion az egyes proteinekhez, enzimekhez, és hogyan befolyasolja azok
miikddését. A kiilonbozd fémtartalmu enzimek, proteinek és egyéb peptidlancot tartalmazo
vegyiiletek legegyszeribb modelljei azok a rendszerek, amelyek kdzponti ionként valamilyen
atmenetifémiont, ligandumként aminosavat, peptidet vagy azok szarmazékat tartalmazzak.
Ezért a biologiai kutatdsokkal parhuzamosan fokozott érdekldédés kiséri ezen rendszerek
tanulmanyozasat. A nagy oligopeptid- vagy fehérje molekulak fémionmegkotd tulajdonsagai-
nak vizsgdlatdhoz, a kialakulé komplexek szerkezetének a meghatarozdsdhoz azonban
ismerniink kell a kiilonbozd oldallancbeli donorcsoportokat tartalmazo kismolekuldk
fémionokkal szembeni viselkedését, komplexképzd tulajdonsagait.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen
Kémiai Kutatdcsoportjaban az ilyen jellegii kutatasok tobb évtizedes multra tekintenek vissza.
A kutatasok a legegyszeriibb dipeptidektdl kezdve az egyre nagyobb tagszamu ¢€s valtozatos
aminosavszekvencidju peptidek iranyaba folytatodtak.

Az egyszerl peptidek fémionokkal alkotott komplexeinek eredményei mindenekel6tt

azt tiikrozték, hogy a peptidek, mint fémionmegkdtok, leginkabb a réz(Il)-, nikkel(I)- és
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cink(Il)ionok szamara szolgalnak fontos kotohelyként. Ha a peptidek terminalis
aminocsoportot tartalmaznak, altalanosan jellemzd rajuk, hogy a réz(Il)- és nikkel(IT)ionokat
sz¢les pH tartomanyban képesek stabilisan megkdtni. Ennek oka tobbek kézott az, hogy e két
fémion képes a peptidkotés deprotondlodasdnak indukalasara és igy a peptidvazhoz vald
stabilis koordinalédasra. Az egyre nagyobb szamu és valtozatos oldallancbeli csoportok
azonban képesek jelentds mértékben befolydsolni ezeket a folyamatokat, és eldtérbe
keriilhetnek az oldalldnc koordindlodésaval kialakuldo komplexek. Mig az emlitett fémionok
szempontjabol gyengén koordinaldédé donorcsoportnak szamitd tioéter- és diszulfidkén-
donoratomok, illetve karboxilatcsoportok szdméanak novelése a peptidben csak csekély
hatdssal van a komplexképzddési folyamatokra, addig az erdsen koétddé imidazolcsoport
jelenléte alapvetéen megvaltoztathatja a molekula koordinacids sajatsagait. Ennek
megfelelden a hisztidintartalmt peptidek fémkomplexeit mar nagyon széles korben és igen
részletesen vizsgaltak. A kutatasok azonban altalaban nem szisztematikus vizsgalatok voltak,
elsésorban a keletkezd komplexek szerkezetének meghatarozéasara iranyultak, €s csak néhany
esetben kozoltek a komplexekre vonatkozo elektrokémiai adatokat.

fgy ahhoz, hogy az imidazolgyiiri szerepérél a komplexképzédési folyamatokban
tovabbi informacidkat nyerjiink egyre nagyobb tagszamt és egyre tobb oldallancbeli
donorcsoportot vagy funkcionalizalt donorcsoportot tartalmazod peptid szintézisét ¢és
vizsgalatat végeztiik el. A vizsgalt ligandumok egyik csoportjat olyan kistagszamu peptidek
alkottdk, amelyekben a természetben nem el6forduld, a hisztidinnel analég mas heteroaromas
gyurit tartalmazé aminosav van jelen. A ligandumok igen széles korét felolelé masik csoport
azokat az aminosav- ¢és peptidszdrmazékokat jelenti, amelyekben két imidazolgytri
kelatképzd helyzetben van jelen. Végiil a harmadik csoportba tartoznak azok a terminalisan
védett peptidek, amelyek kiilonb6z6é szdmban és helyen tartalmaznak hisztidint.

Ez utobbi két csoport fémkomplexeinek vizsgalata soran megallapithatd volt, hogy
nagy stabilitast, csak az imidazolgylriin keresztiil koordinalodé komplexek keletkeznek és
mennyiségiik jelentds a gyengén savas pH tartomanyban. Ezeknek a komplexeknek abbdl a
szempontbol van jelentdségiik, hogy hasonld a fémion koriili koordinacios kornyezet és a
fémkomplexre jellemzd redoxipotencial érték tobb metalloenzim, igy példaul a CuZnSOD

enzim aktiv centrumanak fémkaoto helyéhez.
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2. Célkituzeés

2.1. Az imidazolgyiirii hatisanak vizsgalata a komplexképzodési folyamatokra

Munkénk soran nagyszamu, altalaban tobb oldallancbeli donorcsoportot tartalmazé

peptid, aminosav- ¢és peptidszarmazek elsdsorban réz(I1)-, nikkel(Il)- és cink(II)-komplexét

vizsgaltuk, néhany esetben egyéb fémionokkal kiegészitve. A {6 kérdés annak tisztazasa volt,

hogy a kiilonb6z6 — az adott fémion szempontjabdl — gyengén, illetve erdsen koordindlodo

donorcsoportok hogyan befolyasoljak a vizsgalt molekula koordinacios sajatsagait. Igy

céljaink az alabbiak voltak:

Kelatképzo  helyzetben két imidazolgyiiriit (bisz(imidazol-2-il)-csoportot) tartalmazo
aminosav-, valamint di- és tripeptidszarmazékok atmenetiféem komplexeinek vizsgdlata.

A Dbisz(imidazol-2-il)-csoportot  tartalmaz6é ligandumok fémkoté  képességének,
komplexképzd sajatsdgainak vizsgdlata soran arra kerestik a valaszt, hogy a
metiléncsoporton keresztiil kapcsolodo két imidazolgytlirli milyen stabilitassal képes kotni
a kiilonb6z6 atmenetifém-ionokat, illetve ez a kotddés a bisz(imidazol-2-il)-csoportot
tartalmazé aminosav- ¢és peptidszdrmazékok esetén képes-e horgonycsoportként
eldsegiteni a peptidlanc amidcsoportjainak deprotonalodasat és koordinalddasat.

A bisz(imidazol-2-il)-csoporthoz kapcsolodo szabad terminalis aminocsoportot tartalmazé
peptidlanc hosszanak ¢és aminosav-szekvencidjanak szisztematikus valtoztatdsaval a
ligandumok olyan sorozatdnak szintézisére keriilt sor, amelyek fémkomplexeinek
vizsgélata alapjan kovetkeztetést vonhattunk le arra vonatkozdan, hogy a terminalis
aminocsoport, illetve oldallancbeli koordinalédasra képes donorcsoportok kompeticioba
1épnek-e a bisz(imidazol-2-il)-csoporttal a fémionok megkotésében, illetve a molekulaban
megjelend egyre nagyobb szdmu potencidlis fémkotéhely milyen koordindcidoji

komplexek képzddés¢hez vezet a kiilonbz6 pH tartomanyokban.

Kelatképzo  helyzetben két piridingyuriit  (bisz(piridin-2-il)-csoportot)  tartalmazo
aminosav-szarmazékok datmenetifém-komplexeinek vizsgalata.

Az atmeneti és soft (lagy) jellegi fémionok ¢és a piridingylri N-donoratomja kozott
hasonlé tipust kélcsonhatas alakulhat ki, mint az imidazol N-donoratomjaval. igy azon
vegyliletek vizsgalata, amelyekben az imidazolgylriit piridingylriivel helyettesitjiik,
egyuttal informaciot adhat az imidazolgytiri komplexképzddésben betdltott szerepérdl is.

fgy a vizsgélt bisz(pirid-2-il)-csoportot tartalmazé aminosav szarmazékok tanulmanyozésa
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egyrészt a ligandumban jelenlevd két piridingylrii, a termindlis aminocsoport €s az
oldallancbeli imidazolgytiri koordinacidban betdltott szerepének, a kialakuldo komplexek
szerkezetének megismerésére, masrészt az analdg imidazolgyliriit tartalmazo

szarmazékokkal valé 6sszehasonlitasra adott lehetdséget.

o Heteroaromds gyuriit tartalmazo  hisztidin - analog —aminosavak, peptidek- és
peptidszarmazékok réz(1l)- és nikkel(Il)komplexeinek vizsgalata.
Az imidazolgytiriir6l, mint a fémionok fontos kotéhelyérdl tovabbi informacidkat
nyerhetiink, ha az imidazolgyliriit tartalmazé ligandumok més heteroaromés gytiriit
tartalmaz6 analog vegyiileteit allitjuk eld és vizsgaljuk komplexképzd sajatsagait. Ezek a
heteroatomot tartalmazé aromas szerkezetek a piridin mellett a harom nitrogénatomot
tartalmazd triazol-, a kénatomot tartalmazo tienil-, valamint a kén- és nitrogénatomot
tartalmazd tiazolcsoport voltak. Ezen hisztidinanalog aminosavak fémkomplexeinek
vizsgélataval a kiillonb6z6 aromas gylirtik fémmegkotd képességének Gsszehasonlitasara
volt lehetdség. Ugyanakkor a hisztidinnel analég piridin-, illetve tienilgytriit tartalmazo
aminosavak peptidlancba vald beépitésével két — a GlyGlyHis peptiddel analdég —
peptidszdrmazék  szintézise is  megvalosithatdo  volt. A peptidszarmazékok
fémkomplexeinek tanulmadnyozasa a kialakulo részecskék szerkezetének meghatarozasat
¢s a két hisztidinanaldog peptid koordinacids sajatsagaival vald Osszevetést, a

szerkezetekben mutatkoz6 azonossagok ¢€s kiilonbségek megallapitasat tette lehetové.

o Terminalisan védett két-, harom vagy négy hisztidint tartalmazo peptidek réz(Il)- és
nikkel(1l)-komplexeinek vizsgalata.
A hisztidin imidazolgytirli szerepének vizsgalataban igen fontos teriiletet képvisel az olyan
tobb hisztidint tartalmazo peptidek tanulmanyozasa, amelyek szekvencidja valamely
enzim aktiv centrumanak fémionkotéhelyével egyezik meg vagy azt modellezi. Ezen beliil
egy kutatasi iranyt jelent a CuZnSOD enzim cink(Il)- és réz(Il)-kétdhelyét modellezd
peptidek vizsgélata. Az enzimben a réz(Il) megkotésében hisztidin oldallancok, mig a
cink(Il) megkotésében a hisztidin oldallancok mellett egy aszparaginsav karboxilat-
csoportja is részt vesz. Igy 14 két, harom vagy négy hisztidint tartalmazo, ezen kotShelyek
szekvenciajat modellez6 peptid réz(Il)- és nikkel(IT)-komplexeinek vizsgalatara kertilt sor.
A szisztematikusan tervezett peptidek szintézisével és fémkomplexeik vizsgalataval

egyrészt valaszt kaphattunk arra a kérdésre, hogy a szabad termindlis aminocsoport
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hidnydban az imidazolgyliri horgonycsoportként vald viselkedése hogyan hat a
komplexképzOddési folyamatokra. Masrészt kovetkeztetést vonhatunk le arrol, hogy
hogyan befolyasolja a peptid hossza, szekvencidja, a molekuldban jelenlevd hisztidin
aminosavak szdma, helyzete a csak az imidazolgyliriin keresztiil vald kotddéssel
kialakul6, makrokelatot tartalmaz6 komplexek stabilitdsat és mennyiségét a fiziologias pH

tartomanyban.
2.2. Réz(Il)-komplexek elektrokémiai és SOD-aktivitas vizsgalata

A fenti vizsgéalatokat kdvetden azok a molekuldk keriiltek eldtérbe, melyek esetén
nagy stabilitdsu, az imidazol oldallancon keresztiil k6tddé fémion-komplexek keletkeztek,
hiszen ezen ligandumok fémkomplexei valdos modelljei lehetnek a metalloproteinek
fémkotdhelyeinek. Annak megismeréséhez, hogy vajon ezek a komplexek a szerkezetiik
mellett egyéb kémiai tulajdonsdgaikban is mutatnak-e hasonlésdgot az enzimekben kotott
fémionokhoz, a komplexképzddési vizsgalatokat elektrokémiai ¢€s enzimaktivitas
vizsgalatokkal egészitettiik ki. Céljaink voltak:

o Két-, harom- és négy hisztidint tartalmazo termindlisan védett peptidek réz(Il)-komplexei
redoxi paramétereinek meghatarozdsa.
Az elektrokémiai vizsgalatok sordn a vizes oldatban keletkezd komplexekre jellemz6
formalpotencidl értékek meghatarozasa volt a célunk, amely a kistérfogati mintdban
elvégezhetd ciklikus voltammetridas mérések technikai megvaldsitasat ¢és ilyen
koriilmények kozott a mérési paraméterek megallapitasat tette sziikségessé. A szamos
Cu(Il)-peptid rendszer elektrokémiai vizsgalataibol az imidazolgytiri koordinacidjaval
kialakul6 makrokelatot tartalmazd réz-komplexek formalpotencial értékeit hataroztuk
meg, amely lehetdséget adott a formalpotencial és a komplexek stabilitasa, illetve a
kotédo imidazolnitrogének szdma kozotti tendencidk megallapitasara, valamint annak
eldontésére, hogy a jellemzd elektrokémiai paraméterek beleesnek-e a CuZnSOD enzimre

jellemzd potencialtartomanyba.

e Bisz(imidazol-2-il)-csoportot  tartalmazo  ligandumok  réz(Il)-komplexei  redoxi
paramétereinek meghatarozdsa.
A szamos bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazd vegyiilet réz(Il)-komplexeinek vizes
oldatban kiilonb6z6 aranynal ¢és pH-n végzett elektrokémiai  vizsgalatabol

megallapithattuk, hogy mely szerkezetli komplexek esetén hatdrozhatoak meg a jellemz6
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formalpotencial értékek. Emellett kovetkeztetéseket vonhattunk le arra vonatkozoan, hogy
milyen tendencia figyelhetd meg a négy imidazol koordinacidju bisz-ligandumu
komplexek jellemezd redoxi paraméterei, a komplexek stabilitisa és a kapcsolodo
molekula mérete kozott. Tovabba a komplexekre és a CuZnSOD enzimre jellemzd
potencial értékek 0Osszevetésébdl becsléseket tehettiink a komplexek varhato SOD

aktivitasara vonatkozodan is.

«rer

SOD-aktivitasanak vizsgalata.

Az  imidazolgylrli  komplexképzddési  folyamatokra  gyakorolt  hatisanak
tanulmanyozasara nagyszamu réz(Il)-ligandum rendszer vizsgalatat végeztik el, és a
szdmos, kiilonb6zo koordinacios modu komplex koziil néhany esetben a CuZnSOD enzim
igéretes szerkezeti modelljeként szoba johetd komplexet mutattunk ki. Ezek a
aminosav- ¢és dipeptidszarmazék esetén keletkez6 hdrommagvli, imidazolatohidat
tartalmazé komplexei, valamint a védett multihisztidin peptidek imidazol-koordinacidju
makrokelatot tartalmazo komplexei voltak. Az elektrokémiai vizsgalatok alapjan is
érdemesnek véltiik ezen komplexek SOD aktivitdsdnak meghatarozéasat. A mérési adatok
lehetdséget adtak a legnagyobb aktivitasi komplexek kivalasztasara €s annak az irdnynak
a meghatarozasara, amely lehetdvé teszi olyan tovabbi ligandumok tervezését, ami sokkal

nagyobb aktivitasu komplexek képzddéséhez vezethet.
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3. Irodalmi attekintés

A peptidek fémkomplexeinek tobb ¢évtizedre visszanytld vizsgéalatai sordn a
kistagszamu, oldallancban kiilonb6z6 donorcsoportot tartalmazo peptidek fémkomplexeit
mind termodinamikai, mind szerkezeti szempontbol igen széleskoriien jellemezték, az

. ; . ; . . . . . e 43.D1
eredményeket tobb mint ezer kozleményben ¢€s szamos Osszefoglaldé munkdban,”™

69D2 " lletve kétévente megjelend konyvsorozat fejezeteiben'® foglaltik

konyvfejezetben
0ssze.

Az irodalmi attekintésben a hangsulyt a peptidek fémkomplexeiben kialakulo
koordinaciés modok bemutatdsara helyezem, kitérve az oldallancbeli donorcsoportok
hatdsanak rovid elemzésére is. Az irodalom bemutatdsat azokra az eredményekre terjesztem
ki, ami a dolgozat targyat képez6 munkamat megel6zi. Az értekezés “Kisérleti eredmények és
értékelésiik” fejezetéhez kapcsolddo kozvetlen irodalmi hatteret az adott résznél ismertetem.
Az irodalmi elézményekben Osszefoglalt eredmények egy része szintén a
kutatocsoportunkban sziiletett, ¢s a hivatkozott kozlemények koziil azokat, amelyekben

tarsszerzd vagyok, kiilon listaban K1-K15 szammal jel6lom. Azon publikacidéim, amelyek az

értekezés alapjat képezik, D1-D26 szdmozassal szerepelnek a felsorolasban.

Az 1. édbra egy peptid altalanos szerkezetét mutatja be szabad termindlis amino- ¢€s

karboxilcsoporttal.

H;N—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—OH
R1 I:‘>2 R3 R4

1. abra Egy tetrapeptid altalanos szerkezeti képlete

Mindkét terminalis csoport képes fémion megkotésére és emellett potencialis donorcsoportot
jelentenek a peptidcsoport N-donoratomjai. A peptidek oldallancdban eléforduld kiilonbozo
donorcsoportok — amire a 20-féle természetben el6fordulé aminosav modot ad — a lehetséges
kotéhelyek szamat tovabb ndvelik és szamtalan varidcidban megvaldsulhat a peptidek

kotédése a fémionokhoz.
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3.1. Az oldallincban koordindlédo donorcsoportot nem tartalmazo oligopeptidek

koordindcios sajatsagai

A termindlis amino- és karboxilatcsoport onmagéaban altaldban nem jelent erds kotési helyet, a
terminalis aminocsoport leginkdbb soft (lagy) jellegli fémionokkal (Ag(I), Hg(Il)) képes erds
kolcsonhatast  kialakitani.''! A karboxilatcsoport koordinacidjat tobb, elsésorban hard
(kemény) jellegti fémion esetén (Ca(II), Ln(I1I)) mutattak ki, bar szilard komplexekben egyéb
fémionokkal, pl. Pb(I), Cd(II), Zn(II) is tapasztaltak kdlcsonhatést. Ez a koordinacié azonban
vizes oldatban nem képes stabilizalni a kialakulé komplexeket és nem akadalyozza meg a
fémionok hidrolizisét, a csapadék kivalasat lagos pH tartomanyban.'>'?

A peptid-fémion kolcsonhatds szempontjabol legfontosabb fémionok (Cu(Il), Zn(II),
Ni(II)) mindkét termindlis csoporthoz képesek kotddni €s a két csoport egyiittes koordinacidja
stabilizalja a komplexeket pl. az aminosavak esetén. A peptidekben azonban a két csoport
tavol keriil egymastol, igy erre nincs lehetdség.

A terminalis aminocsoport és a szomszédos karbonilcsoport ugyanakkor kelatképzo
helyzetben van, igy a peptidek kétfogii koordindcidja megvalosul szamos fémion, igy a fent
emlitett harom fémion esetén is (2.a abra) ML Osszetételii komplexet eredményezve. (A
komplexek jelolésénél egyszeriisitve csak a sztochiometriat adom meg, a t6ltést nem tiintetem

fel, mivel annak értéke a ligandumban jelenlevd egyéb oldallancbeli csoportoktdl is fiigg.)

R4
R; R Ry o) 1 0
_INH, _ENHp Ne— Ntz €03 o NEe NG
M M. M. M
S
o }@? D )\@ D }@ Y
3 3
o o o
ML /CH /CH /CH
R; o Ry o) R; o
MH.,L MH ,L MH 5L
(9 (b (9 (4

2. abra Nem koordinal6do oldallancot tartalmazo peptidek lehetséges kotési modjai

A kialakul6 (NH,,CO) koordinacio gyengébb kolcsonhatést jelent, mint az aminosavak esetén
létrejové (NH,,COO") koordinacid, igy onmagéaban tobbnyire nem képes megakadalyozni a
hidrolizist.

Az aminocsoporttal ugyancsak kelatképzo helyzetben van a peptidkotés NH-csoportja,
aminek kotddése azonban csak a csoport deprotonalddasat kovetden valosulhat meg. A

peptidek sav-bazis sajatsagainak vizsgalatdbol azonban ismert, hogy a peptidnitrogén(ek) a
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pH 2-12 tartomanyban sem protonfelvételre, sem protonleadasra nem képesek vizes
oldatban.*® Néhany fémion azonban képes elésegiteni az amidnitrogén deprotonalddasat, igy
Cu(Il) jelenlétében pH ~ 4, Ni(II) jelenlétében pH ~ 8 koriil jatszodik le ez a folyamat, mig
Pd(II) jelenlétében mar erdsen savas, pH < 2 tartoméanyban deprotonalddik a peptidkdtés NH-
csoportja. A folyamathoz azonban horgonycsoport jelenléte sziikséges, ezt a szerepet a szabad
terminalis aminocsoport tolti be ezekben a peptidekben. igy a létrejové MH_ L sszetételii
komplexben az (NH,,N") koordinaci6 valosul meg, amely dipeptidek esetén kedvezdvé teszi a
lancvégi karboxilatcsoport kotddését is egy kettds kelat kialakulasa révén (2.b abra).

A nagyobb tagszamu peptidek esetén a koOvetkez6 amidnitrogén(ek)
deprotonalddasaval és koordinaldédasaval telitddik a fémion koordinacios szféraja, tripeptidek
esetén (NH,,N ,N,COO") koordinacioval MH L (2.c 4bra), mig tetra- és hosszabb
oligopeptidek esetén (NH,,N ,N ,N') koordinacioval MH ;L (2.d 4bra) komplexek
képzddnek.

A Cu(Il)-peptid rendszerekben képz6dd komplexek geometriaja a Cu(Il)-komplexekre
altalanosan jellemzd torzult oktaéder, és a fémion kotddése a peptidnitrogén donoratomokhoz
jol elkiilonithetd, 1épcsdzetes reakcidban jatszodik le. A keletkezd komplexek kinetikailag
labilisak, igy a komplexképzddésre a gyors egyensuly kialakulasa jellemzo.

A Ni(Il)-peptidkomplexek geometrigja fiigg a peptid tagszamatol.” Dipeptidek esetén a
ligandum haromfogu koordinacidja oktaéderes geometridt eredményez, amely szerkezet a
bisz-ligandumi MH_,L, komplexek képzddését kedvezményezetté teszi. Ugyanakkor a
nagyobb tagszamu peptidek esetén a két, illetve harom amid-N donoratom kotddése
siknégyzetes szerkezetli diamagneses komplexek képzddését eredményezi. A geometria
megvaltozdsa is hozzajarul ahhoz, hogy a komplexképzddés soran az amidcsoportok
deprotonaladosa és koordindlodasa kooperativ médon, gyakran egy Iépésben zajlik le. A
komplexképzOodési folyamatok — kiilonosen a nagyobb tagszamu peptidek esetén —
meglehetdsen lassan jatszodnak le, ami az egyensulyi vizsgéalatokat megneheziti.

A fent emlitett komplexek uralkodoéak a fémion-peptid rendszerekben, de a fémion-
ligandum aranytol fiiggden szdmos egyéb Osszetételii komplex, elsésorban bisz-ligandumu,
illetve vegyes hidroxo komplexek képzédése is kimutathatd.>'*

A Pd(Il) szintén négyes koordinacidés szamu, siknégyzetes komplexeket alkot a
peptidekkel, az amino- és az amid-N donoratomok koordinalodaséaval és a komplexképzddési

folyamatokat a Ni(Il)-nél is lasstibb kinetika jellemzi.
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A Zn(Il)-ion viszont nem képes indukalni az amidcsoportok deprotonalodasat és
koordinalédasat, ezekben a peptidekben viszonylag kis stabilitast (NH,,CO) koordinacioja
komplexek képzddnek és fiziologias és lugos pH tartomanyban a fémion hidrolizise a

jellemzd.

3.2. Az oldallancban koordindalodo donorcsoportot tartalmazo oligopeptidek koordindcios

sajatsagai

A kiilonb6zd oldallancbeli donorcsoportot tartalmazo peptidek komplexképzd
sajatsagaival kapcsolatosan altaldnosan megallapithatd, hogy ha a molekuldban szabad
terminalis aminocsoport van jelen, akkor a jelentds stabilitdssal kotédd fémionok szamara ez a
csoport az elsddleges horgonycsoport, ¢és a legnagyobb mennyiségben keletkezd
komplexekben a fémion a peptidvazhoz koordinalddik. Ugyanakkor az oldallancban jelenlevd
donorcsoportok azok mindségétdl, helyzetétdl és szamatol fiiggden jelentds mértékben
modosithatjak a kialakuldé komplexek szerkezetét €s a keletkezé komplexek mennyiségének
aranyat az egyszerli peptidekhez képest. A kiilonb6zd oldallancbeli donorcsoportok révén
azonban a molekulaszerkezet is jelentésen modosulhat vagy a donorcsoport jellege miatt (pl.
diszulfidhidat tartalmazo peptidek) vagy a peptidkotés oldallancban torténd kialakitasa révén
(pl. az aszparaginsav, glutaminsav, lizin aminosavak B-COO~, y-COO", illetve &-NH;
csoportjanak részvételével), amely még valtozatosabb Osszetételli részecskék képzodését
eredményezi.

A tovabbiakban a biologiai rendszerekben legfontosabb fémionkotéhelyként
megjelend oldallancbeli donorcsoportok, a karboxilat-, a tioéter- és diszulfidkén, valamint a

ciszteincsoportok, és az imidazolgytrii hatasat foglalom Ossze.

3.2.1. A karboxilatcsoport hatasa a peptidek komplexképzési folyamataira

Két aminosav, az aszparaginsav ¢és a glutaminsav tartalmaz az oldallancéban
karboxilcsoportot, B-, illetve y-helyzetben. Altaldnosan igaz, hogy a szabad terminalis
aminocsoportot tartalmazo peptidek esetén az oldallancbeli donorcsoport akkor fejt ki jelentds
hatast a komplexképzodési folyamatokra, ha az aminocsoporthoz kozel, tehat elsd, masodik
vagy harmadik helyen taldlhato a megfelel6 aminosav, és a koordinalddasra képes donoratom
az amino- ¢és/vagy amidnitrogénekhez képest kelatképzd helyzetben van. Az oldallancbeli
karboxilatcsoport kdtddése a fémionhoz aszparaginsav esetén hattagt, mig glutaminsav esetén

héttagu kelatgytirti kialakulasahoz vezet. Miutan jol ismert, hogy a héttagh kelat stabilizald
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hatdsa joval kisebb, mint az 6t- vagy hattagi gylirié, ennek megfeleléen az elsd, masodik,
illetve harmadik helyen aszparaginsavat tartalmazé peptidek koordindcidos moédjait érdemes
attekinteni.'™'® Az els6 helyen aszparaginsavat tartalmazoé peptidek esetén (NH,,COO")
koordinacidval hattagi kelatgyliri jon létre, az un. PB-alanin-szerli koordindcid, ami az
aminosavszerli koordindcional gyengébb, de az (NH,,CO) koordinacional erdsebb

kolesonhatést, igy nagyobb stabilitasi ML komplexek (3.a abra) képzdését eredményezi.

c HCL O
/ ek O A 3
o) / N\
o]
ML ﬁ MH 4L MH L
(9 (h (9

3. abra Aszparaginsavat tartalmaz6 peptidek lehetséges koordinacios médjai

Az XaaAsp szekvencidt tartalmazod peptidek esetén az amidnitrogén kotodését
kovetden keriil kedvezd helyzetbe a karboxilatcsoport, ami elésegiti az elsd peptidcsoport
deprotonalddasat és koordinalodéasat és stabilis, kettds kelatot tartalmazd komplex képzddik
(MH_L) (3.b abra).

A harmadik helyen aszparaginsavat tartalmazd peptideknél legjelentésebb a
karboxilatcsoport hatdsa, a két amidnitrogén deprotondlodasaval és koordindlodasaval a
karboxilatcsoport is kotddni képes a fémionhoz, ezzel telitve a fémion koordinacids szférajat
(3.c abra). Ez a szerkezet olymértékben kedvezo, hogy kialakulasa soran a két amidnitrogén
deprotonalddasa ¢s kotddése kooperativ modon zajlik le. A karboxilatcsoport koordinacioja a
fémionhoz mindhdrom esetben noveli az adott komplex stabilitasat és akadalyozza a
rakovetkezd amidnitrogén deprotonalddasat és koordinaciojat. Ez a stabilitasnovekedés az
XaaYaaAsp szekvenciat tartalmazo peptidek MH,L komplexe esetén kiugro, ami a
kovetkezd amidnitrogén deprotonalddasat gyakorlatilag teljes mértékben megakadalyozza,
erre csak pH 11 feletti tartomanyban keriilhet sor.

A tobb  aszparaginsavat  tartalmazo  peptidek  (AspAsp,  AspAspAsp,
AspAspAspAsp) > esetén az oldallancbeli donorcsoportok hatasa fokozottan érvényesiil. A

fent emlitett koordinacios modok jonnek 1étre, de a szabadon maradt karboxilatcsoportok a

11
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ligandum tridentat koordinaciojat eredményezik a NiLL komplexekben, mig azok gyenge
axialis kolcsonhatasa feltételezhetd a Cul komplexekben, ami hozzajarul a komplex
stabilitdsdnak novekedéséhez. Ez a koordindcié a ndvekvd aszparaginsav szam esetén valik
egyre kedvezményezettebbé. A ligandum negativ toltése ugyanakkor egyre novekszik az
aszparaginsavak szamanak novekedésével, ami szintén hatdssal van a komplexképzddési
folyamatokra. Igy az aszparaginsavat koveté amidnitrogének deprotonalodasat nemcsak a
koordinal6dé karboxilatcsoport, hanem a kialakuld komplex ndvekvd negativ toltése is
akadalyozza. Ennek megfelelden az AspAspAspAsp esetén a tetraglicin-szeri koordinacid
kialakuldsa nagyobb mértékben akadalyozott, mint az XaaYaaAsp szekvenciat tartalmazo
tetra- €s hosszabb tagszamu peptidek esetén.

Az elsd, masodik vagy harmadik helyen glutaminsavat tartalmazd peptidekben a
karboxilatcsoport csekély mértékben noveli a képz6dd komplexek stabilitdsat, hatdsa sokkal
kevésbé jelentds, mint a megfeleld aszparaginsav tartalmu peptidek esetén. Ugyanakkor a
novekvd szamban glutaminsavat tartalmazo peptidek szisztematikus vizsgalata azt tiikrozte,
hogy a nagy negativ toltésli komplexek kialakuldsa jelentés mértékben akadalyozza az
amidnitrogének deprotonalodasat. >4
Az oldallancbeli karboxilatcsoport hatasa még kevésbé érvényesiil cink(Il)ionok

jelenlétében,'”'®

ugyanakkor meglepd moddon a soft (lagy) palladium komplexeiben is
kimutathato a kolcsénhatasuk.'® Az N-terminalis aszparaginsavat tartalmazo di- és tripeptidek
cink(II)-komplexeiben (NH,,3-COO") koordinéaci6 jon létre, ami megndveli a képzddd ZnL
komplexek stabilitasat az egyszerli peptidekéhez képest, €s ez a stabilitdsnovekedés valamivel
nagyobb mértékii tobb aszparaginsav jelenlétében. Ez a koordinacid azonban nem tartja
oldatban a fémiont a lugos pH-tartomanyban. A masodik helyen levd aszparaginsav pedig
nem képes eldsegiteni az amidnitrogén deprotonalodésat, a komplexképzddési folyamatok az
egyszerl di- és tripeptidekhez hasonldan jatszodnak le.

Az oldallancbeli karboxilatcsoport vagy aminocsoport jelenléte peptidvazban
modositott ligandumok szintézisét teszi lehetdové. Ha a peptidkotés az aszparaginsav, illetve
glutaminsav oldallancbeli karboxilcsoportjan keresztiil jon Iétre, az a-aminosavakhoz
hasonléan (NH,,a-COO") koordinacioval 6ttagt kelatgyiirii alakulhat ki. gy B-AspXaa... és y-
GluXaa... szekvenciaju peptidek esetén'® az aminosavszerti koordinaciéval stabilis ML és
ML, osszetételi komplexek képzddnek. Ez a koordinicid PB-AspXaa... szekvencia esetén
gatolja az amidnitrogén deprotondlodasat, a B-AlaGly-hez képest a folyamat nagyobb pH-n

jatszodik le,” és ezt kovetéen az amino- és amidnitrogén koordinacidjaval egy hattagu kelatot
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tartalmazé komplex alakul ki. y-GluXaa... szekvencia jelenlétében a peptidnitrogén
deprotonalddasat és koordindcidjat nem is mutattdk ki a mérhetd pH-tartoméanyban, amit
magyaraz, hogy az igy kialakuldé komplexben a joval kevésbé kedvezményezett héttagu kelat
jonne létre.

A peptidvaz tovabbi jelentdés mértékii modosulasdhoz vezet, ha a molekuldban egy
lizin e-aminocsoportjan keresztiil valéosul meg az aminosavak kapcsolodasa. Ilyen
peptidvazban modositott dipeptidek az a-Asp-e-Lys, a-Glu-g-Lys és y-Glu-g-Lys, amelyek
vizsgalatat az is indukalta, hogy az e-Lys aminocsoportjan keresztiil kapcsolédé aminosavak a
természetben is el6fordulnak, pl. a polipeptidlancok kozotti keresztkotéssel a fehérjék
harmadlagos szerkezetének kialakitdsaban jatszanak szerepet, illetve a baktériumok
sejtfaldban az igy kialakuld oligopeptidek hidként kapcsoljadk Ossze a poliszacharid-
lancokat.*' ™

A C-termindlis részen levd e-lizin a-aminosav-szerli koordinacidval stabilisan koti a
fémiont. A molekula N-termindlis részén jelenlevd a-Glu a peptidekhez hasonldan dipeptid-
szerti koordinacid, az o-Asp [B-alanin-szerii koordinacid, mig a y-Glu o-aminosav-szeri
koordinacié 1étrejottét eredményezi. Ez igen valtozatos Osszetételi egy- ¢€s kétmagvua
komplexek megjelenéséhez vezet a pH-to0l fiiggben. Ezek kozil a Cu(Ill)-a-Glu-g-Lys

rendszerben pH 10 felett kimutatott Cu,H L, 0sszetételii komplexet mutatja be a 4.a 4dbra.”*

Too‘
T
r ;o :
//
70_0 (CH2)4—/CH—C C\H CF{CHz 0 0
HaN._ /,@ HoN,, ,6 0D (NH; | _ANH,
M e e HoN, LM “CH
o AN M 2 W ?C\NHZ “oH,
i ﬁ? NH; ©) NH; N H,C o |
(e L | N 0 ; ~CHz
/ T CH CH \ o~ NH—cH,-cH
g /. o 7 CH I 2
(e} CH, CH, 5 o
MyH,L, L= o-Glu-elys CH, O M,L, L=a-Aspelys ML L =y-Glu-g-Lys
(9 coo (H (9

4. abra Peptidvazban maddositott peptidek lehetséges koordinacios modjai

Ugyanakkor az a-Asp-g-Lys ligandum szinte a teljes pH-tartoméanyban két fémionhoz képes
kotddni stabilis kétmagva [M,L,] komplexeket 1étrehozva (4.b abra). Ez a komplex, amelyben
a fémionok az oldallancon keresztiil kotddnek, uralkodd a fiziologias pH-tartoméanyban,

akadalyozva az amidnitrogének deprotonalodasat. Igy ez folyamat csak réz(IT) jelenlétében és
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csak lGgos tartomanyban jatszodik le, és ezt kovetden is megmarad a kétmagvu szerkezet.®
Az y-Glu-g-Lys peptid esetén szintén képes a ligandum mindkét végén kotddni a fémionhoz, a
molekula hossza azonban itt ekvimolaris oldatban ugyanahhoz a fémionhoz torténd kotodést
¢s egymagvu makrokelatot tartalmazo komplex képzddését eredményezi (4.c abra), és csak

fémionfeleslegnél mutathato ki kétmagva komplex képzodése.*

3.2.2. A tioéterkén-atom hatisa a peptidek komplexképzési folyamataira

A tioéterkén szamos enzimben szolgal a fémionok szamara kotési helyként, igy
példaul a kék-réz-proteinekben is kimutathaté ez a kolcsonhatas. Ugyanakkor hangstlyozni
kell, hogy a metalloenzimek aktiv centrumdban levd tioéterkén-atomok csak mas
donoratomokkal egyiitt biztositjadk a fémionok (réz, nikkel, cink) megkotését. Annak
megallapitdsara, hogy hogyan befolyasolja az oldallancbeli kén donoratom a fémionok
kotédését a peptidben szdmos metionin-, illetve S-metil-ciszteint tartalmazd peptidet
tanulmanyoztak. Ezek alapjan altalanosan megallapithato, hogy a peptidek komplexképzddési
folyamataiban réz(Il)- ¢és nikkel(Il)ionok jelenlétében a peptidvdz koordinacidja a
meghatarozo, a kénatomnak csak gyenge koordinacidja mutathato ki, €s a donorcsoportok
szdmanak novelése sem eredményez szdmottevd valtozast a kialakulé komplexek
Osszetételében és stabilitdsdban.

A metionint, illetve S-metil-ciszteint tartalmazo dipeptidekben a réz(Il)-kén
kélcsonhatas nagyon gyenge és csak savas tartomanyban mutathat6 ki.®*>2%*¢ Ugyanakkor a
vizsgalatok azt is megallapitottak, hogy egyrészt a kelatképzés szempontjabol kedvezdbb
helyzetben tioéterkén-atomot tartalmazé S-metil-cisztein jelenlétében az oldallanc axialis
kotddésének hatasa jelentésebb mértékii. Masrészt az N-termindlis részen jelenlevd
oldallancbeli tioéterkén-atom kdotodése térbelileg kedvezményezettebb, az amino- ¢&s
karbonilcsoporttal egyiitt a ligandum tridentat koordinacioja feltételezhet6.”’

A metionint kiilonb6zd szamban és helyzetben tartalmazo tripeptidek szisztematikus
vizsgalatabol*"*® hasonlé kovetkeztetéseket vontunk le, a keletkezé komplexek stabilitisa
gyakorlatilag nem valtozik az egyszerti peptidekhez képest. Ugyanakkor az UV-lathat6 és CD
spektroszkopias vizsgalatok bebizonyitottak, hogyha a ligandum egyéb donorcsoportokon
keresztiil koordinalodik és a kialakuldé komplexben a tioéterkén megfeleld helyzetbe keriil a
fémionnal val6 kolcsonhatas kialakitasahoz, akkor ez ki is alakul. Ez 6sszhangban van azzal a
tapasztalattal, hogy a metalloenzimek aktiv centrumaban levé kénatomok is csak mas

donoratomokkal egyiitt kotik meg a fémionokat. Igy az N-terminlis metionint tartalmazé
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peptid esetén a CuL, a kozbensé metionint tartalmazoé peptid esetén a CuH_;L (5.a abra), mig
a C-terminalis metionint tartalmazo peptid esetén a CuH ,L komplexben mutathato ki a
S —Cu (IT) kolcsonhatés, €s ennek megfelelden a két €s harom metionint tartalmazo peptidek

esetén ez a kdlcsonhatas két, illetve mindhdrom keletkezd komplexben megjelenik.

R1 H2C_CH2
N2 -
M NH  /NH O ,
/M\ /CH3 H,C™ M //2'+ 2 \C /
'S | AL cu?
o | HC—NHy S—CH,~CHy~CHoqkl
/HC _CHy ("P /NHz
LS CH, HsC /C—CH2
o g
MH.4L [Pd(dien)]-[Cu(H.1GlyMet)]
(9 (b

5. abra Tioéterkén-atomot tartalmaz6 peptidek lehetséges koordinacidos modjai

A nikkel(IT)-komplexek esetén csak az N-terminalis metionint tartalmazo peptideknél
mutathato ki S — Ni(Il) kolcsonhatas, vagyis csak az oktaéderes geometria teremti meg a
tioéter-kénatom koordinacidjanak a lehetdségét.

A CD spektroszkopias vizsgalatok™® egyuttal arra is ravilagitottak, hogy ez a vizsgalati
modszer sokkal érzékenyebb a S — M(II) kdlcsonhatas kimutatasdra, miutan a toltésatviteli
sav az N — M(II) toltésatviteli savtol elkiiloniilten jelenik meg, és az intenzitas fligg az
optikailag aktiv aminosav helyzetétdl, szamatol, valamint a koordinacié ekvatorialis, illetve
axialis jellegétol. Ez alapjan azt is megallapitottuk, hogy a tobb metionint tartalmazo6 peptidek
NiL komplexében tobb kéndonoratom koordinacidja is megvalosul.

Cink(Il)- és kadmium(Il)ionok jelenlétében az egyszerti peptidekhez hasonld
komplexképzddési folyamatok figyelhetok meg, igy kis stabilitasi (NH,,CO) koordinaciéja
komplexek képzddése tapasztalhatdé a savas tartoményban, és a pH emelése a fémion
hidroliziséhez vezet.”

Ezzel szemben a palladium(Il)ion szédmara elsédleges fémkotdhely a  kén-

donoratom *%2833K?

a pallddium erds kotddése a kéndonoratomokhoz magyarazza ezen fém
mérgezd szerepét is. N-termindlis helyzetben metionint tartalmazo peptidek esetén erdsen
savas oldatban (NH,,S) koordinacidjii komplexek képzddése mutathatd ki, mig a masodik,
illetve harmadik helyzeti metionin esetén az (NHp,N',S), illetve (NH,N ,N',S)

donoratomokon keresztiil k6tddo csatolt kelatrendszert tartalmazd komplexek képzodnek. A
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palladdium ugyanakkor igen hatékonyan képes eldsegiteni a peptidnitrogének
deprotonédlddasat, és mig ez a folyamat a MetXaa... szekvencidnal a fiziologias pH
tartomanyban le is zajlik, addig az XaaMet... szekvencia esetén kialakulo (NH,,N',S)
(5.a édbra) koordinacié megakaddlyozza a tovabbi amidnitrogén(ek) deprotonalodasat és
koordinalodasat.

Ugyanakkor, ha egy pallddium-komplexben a koordindcids szféra nem telitett, a
tioéterkén donoratomon keresztiil egyfogn koordinacio is kialakulhat. fgy egy réz(I)- vagy
nikkel(IT)-komplex nem koordinalodd oldallancédban talalhato tioéterkén a koordinative
telitetlen palladium(IT)-komplexhez kotédhet.*® Ez megteremti a lehetéséget vegyes
fémkomplexek eldallitdsara, amelyben a tioétercsoportot tartalmazé oldallanc a hid szerepét
t6lti be. Igy [Pd(dien)]-[Cu(H_;GlyMet)] (5.b abra) és [Pd(dien)]-[Ni(H ,GlyMetGly)] vegyes
komplexek képzédését igazoltuk UV-lathato, illetve "H NMR spektroszkopia segitségével. A
tioétercsoport fémionszelektivitasa igy lehetdvé teszi tobbmagvii vegyes fémkomplexek

képzddését, melyek elektrontranszfer rendszerek modelljei is lehetnek.

3.2.3. A diszulfid-hid hatasa a peptidek komplexképzési folyamataira

A diszulfidkén-atom ¢€s réz(II)-, nikkel(IT)-, cink(Il)ionok kozott altaldban a tioéterkén-
atomhoz képest is kisebb mértékii kdlcsonhatas alakul ki, ugyanakkor a ciszteincsoportok
oxidaciojaval és Osszeakapcsolodasaval kialakulé hid vagy olyan molekulaszerkezetet
eredményez, amelyben a peptidrészek ¢és igy a fémkotd helyek egymadstol tavol keriilnek,

vagy gylrls szerkezet kialakulasahoz vezetnek.

HO—C—CH—CHz-CHz—C—NH—TH—C—NH—CHz-C—OH H,N—CH,~C—NH—CH—C—OH
NH, (|:H2 in
i %
] :
HO_C_CH—CHZ‘CHZ—C_NH—CllH—C—NH—CH2—C—OH H,N—CH,~C—NH—CH—C—OH
VR 0
oxidalt glutation (GlyCys)2
ﬁl’yr—lIe—GIn—/—\s:Tys—Pro—Leu—GIyNH2 Gly-Gly-Gly-Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-GlyNH,
S S S S
oxitocin GlyGlyGly-Lys8-vazopresszin = glipresszin

6. abra Diszulfid-hidat tartalmazé ligandumok
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A 6. abra az oxidalt glutation (GSSQG) és glicil-ciszteinil-diszulfid (GlyCys),, valamint
az oxitocin és egy vazopresszin szarmazék (glipresszin) szerkezetét mutatja be, amelyek
fémkomplexein keresztiil szemléltethetd a diszulfidkén hatdsa a komplexképzddési
folyamatokra.

Az oxidalt glutation — ami az él6 szervezetben is jelenlevd vegyiilet — taldn a
legszélesebb korben vizsgalt molekula,*'**® &5 a lagos tartomanyban lezajlo
komplexképzddési, és hidrolitikus folyamatok vizsgalatai még most sem teljesen tisztazottak.
A két terminalis y-Glu rész révén aminosavszeriien koordinalodik a ligandum a fémionokhoz
(Cu(Il), Ni(II), Zn(II)), és a molekula mérete lehetdvé teszi ugyanahhoz a fémionhoz vald
kotodést, a kialakuld 19 taghh makrokelat stabilizalja az ML komplexet (7.a abra). Ez pH 10-ig

megakadalyozza az amidnitrogén deprotonalodésat.

A
C——GH—CH,~CH,—C——NH—CH—C——NH—CH,~COO" pHe G NHTGHTC00
\ CH [ CH
(O) (NH; [ 2 HN (O oM
S S
M I M \
NH CH HN (0 CH
2 2
l _ \ T _
//C—CH—CHQ—CHrc—NH—CH—c—NH—CHZ—Coo CH,~C—NH—CH—COO0
o o) o)
ML L = oxidalt glutation ML L = (GlyCys),
(9 (b o
o)
/ J/
H,C—C HC—¢C

. C—CH /
~CH C 2 /
>/C—N H—CH  ° @ N J Tyr/CH\NH-C\/CH2
o coo o}
MH_4L L =(GlyCys), MoH,L L = (GlyCys), MH_,L L = glipresszin
(9 (d) (¢

7. abra Diszulfid-hidat tartalmazo ligandumok lehetséges koordindcids modjai

A (GlyCys), ligandumban®'*®"" a diszulfid-hidon keresztiil szimmetrikusan
kapcsolodo két dipeptidrész (NH,,CO) egysége hasonloan szimmetrikusan kotddik a
nikkel(I) és cink(Il) ionokhoz, igy az ML komplexet (7.b &bra) ebben az esetben is a

kialakul6 makrokelat stabilizalja, megakadalyozva az amidnitrogén deprotonalddast. Ez a
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ligandum a réz(IT)ionokat dipeptidszerti, (NH,,N,COO") koordinéacidval koti. A diszulfidkén-
donoratom koordinacioja itt sem mutathatd ki annak ellenére, hogy térbelileg kedvezd
lehetéség van erre, azaz a diszulfidkén-atom nem képes a karboxilatcsoportot kiszoritani a
koordinacios szférabol.
A fémion ugyanakkor a masik ldncvégi aminocsoporthoz is kotddik, igy szintén makrokelatot
tartalmazo szerkezet jon 1étre (7.c abra). A molekula szerkezete emellett kétmagvu komplexek
kialakuladsara is lehetdséget ad fémionfelesleg jelenlétében (7.d abra).

Ha a diszulfid-hid révén gylrlis szerkezet alakul ki, ez 4&ltaldban nagyon
kedvezményezetté teszi az amidnitrogének deprotonalddasat, és 4N koordinacidju komplex

képz6dését mutattuk ki az oxitocin és szarmazékai esetén, '

az amidnitrogének
deprotonalddasat azonban befolyasolja az aszparagin és a glutamin cseréje aszparaginsavra,
illetve glutaminsavra.

A glipresszinben a gytirlis molekularészt egy triglicin-rész el6zi meg, igy a terminalis
aminocsoport tavol keriil a diszulfidhidtol. A triglicin-rész koordinécidja térbelileg lehetdvé
teszi a kéndonoratom koordinacidjat az (NH,,N") koordindcioji komplexben (7.e 4dbra). A
komplexben kialakul a S — Cu(II) kdlcsonhatas, amit mind az UV-lathaté-, mind az ESR
spektroszkopia alatdmasztott. Ez a koordinacio eldsegiti az elsd amidnitrogén
deprotonalodasat, de nem akadalyozza meg az (NHp,N ,N) ¢és az (NH,,N ,N ,N)

koordinacidjo komplexek kialakulasat.

3.2.4. A tiolatcsoport hatasa a peptidek komplexképzési folyamataira

A metalloproteinekben a tiolatcsoport az egyik leggyakoribb fémkotohely, ilyen
metalloproteinek tobbek kozott a metallotionein, a cink-ujjak, a kék-réz és vas-kén proteinek.
Ezen proteinek egyuttal jelentds fémionszelektivitast is mutatnak. A tipikusan soft (lagy)
fémionok, mint a Pd(II), Pt(II), Cd(IT), Hg(Il), esetén erds kovalens jellegii kotés jon 1étre. Az
atmeneti (borderline) fémionok, mint a Cu(Il), Ni(Il), Zn(Il), Fe(Il), szintén stabilisan
kotddnek a tiolatcsoporthoz, ez kiilondsen akkor jelentds, ha egytttal N-donoratomhoz valé
koordinacidra is van a lehetOség.

A tiolat-fémion kolcsonhatés kiilonb6zo aspektusokbol valdo bemutatasa mar szamos

, . oo 4-63437
kozleményben megtortént, "

¢s a kistagszdmu modellpeptidek széleskorli vizsgalata
alapjan altalanos tendenciak fogalmazhatok meg a kistagszam, cisztein-tartalmu peptidek és
a fémionok kozott kialakulé komplexek szerkezetére vonatkozodan is.*"*™°=%4 Cy(In)

jelenlétében azonban a komplexképzddési folyamatokkal parhuzamosan redoxi folyamatok is
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lejatszodnak, amely soran Cu(I) és diszulfidszarmazékok keletkeznek, igy a legfontosabb
koordinciés modokat a Ni(II), Zn(II) és Cd(II) esetén mutatom be.

N-terminélis ciszteint tartalmazo di- és tripeptidek*™ 5 esetén a kelatképzé
helyzetben levé amino- és tiolatcsoport egyidejii koordinacidjaval ottagu kelat alakul ki,
amely mindhdrom fémion jelenlétében stabilis ML ¢és ML, (8.a dbra) Osszetétell
komplexekhez vezet, megakadalyozva ezzel a kovetkez6 amidnitrogének deprotondlodasat. A
tiolatkén-atom ugyanakkor hidként is kotédhet a fémionokhoz, igy nagyobb fémion-ligandum

arany esetén tobbmagvu komplexek jelenlétét mutattak ki (8.b abra).

”Lth 0 ﬁ‘J AN

o N /S
\C// \C/ \Ni2+ C|:H2
N\ €™ cH
NHy  (NH / _
H|C/ N2 ZTH N.2+ & § ; Neos

M, Hc\ . CH—C,

HoC~ins e—CH N\
2 S S 2 1 R2/ \O
ML, MH_,L MH_,L
(9 (9 (¢
HN O Q, NJHJ‘Y
N/ N\ R,
N\ / Mol
NH
Ho™ R f’NHZCH HC\ . N|2+
[ N
HQC\S:—: \:S—_/CHz 1 0
, le/" Hzc—CH\
s S\ M,H.,L, coo N
H,C™ SN CH, HZC—‘S STCH,
| NI2+ | (d) \CH
HC\NH \NH/CH _‘ N
2 2 HN ( @- NH
c/ \c N ﬁ ﬁ N
N O/ AN |
M;L, R—gH HE—/R
ML, M =2Zn(ll), Cd(ll
. 2 n(ll), Cd(l) %
(1]

8. abra Ciszteint tartalmazo di- és tripeptidek lehetséges koordinacidés maodjai

Ha a peptidben a masodik vagy harmadik helyen talalhat6 cisztein, akkor a kialakuld
koordinaciés mod jelentdsen fligg a kotddd fémion mindségétdl. XaaCys dipeptidek esetén
Ni(Il)-ion jelenlétében a tiolatcsoport kotddése eldsegiti a megel6zd peptidnitrogén
deprotonalodasat és koordindlodéasat. Az (NH,,N,S™) donorcsoportok kotddésével képzodd
NiH_,L komplex az egyszeri dipeptidektdl eltéréen nem oktaéderes, hanem siknégyzetes
geometriaval jellemezhetd, amelyet az UV-lathato- és CD spektroszkopias adatok is

egyértelmilen aldtdmasztanak. A tioldtkén hid kialakitasara vald hajlama ugyanakkor itt is
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megmutatkozik, kétmagvu Ni,H ,L, komplex is képzddik (8.c abra), amelynek ardnya a
koncentraci6 novekedésével novekszik.

A harmadik helyen ciszteint tartalmazo tripeptidek nikkel(Il)-komplexei koziil kiugréd
stabilitdsi az (NH2,N ,N',S") koordinacioja NiH,L komplex (8.e é&bra), a tiolatcsoport
kotodése a megeléz0 két amidnitrogén kooperativ deprotonalddasat és koordinalodasat
eredményezi, ¢és a fémion koordinacids szférajanak telitddése tobbmagvia komplexek
kialakuldsét sem teszi lehetdvé.

Cink(II)- ¢és kadmium(II)ionok esetén a tiolatkén nem képes horgonycsoportként
elésegiteni az amidnitrogén deprotonalddasat, de az egyszerii peptidektdl eltéréen a C-
terminalis ciszteint tartalmazd di- €s tripeptidek a C-terminalis részen kotik a fémiont és az
(S,CO0") koordinaci6 létrejottével hattagt kelatgytiri alakul ki, ami stabilis bisz-komplexek

képzbdéséhez vezet (8.f abra).”

3.2.5. Az imidazolgyiiri hatasa a peptidek komplexképzési folyamataira

A biologiai rendszerekben a fehérjék hisztidin imidazol oldallancai a leggyakoribb
kotédési helyek a réz-, cink- és nikkelionok szamara. Igy a hisztidint tartalmazo peptidek
komplexképzd sajatsdgainak tanulmanyozdsa tobb évtized oOta a koordinacids kémia egyik
legintenzivebben kutatott teriilete, az eredményekbdl sok szdz kozlemény és szamos
osszefoglalé munka sziletett.***'™ A terminalis aminocsoportot és hisztidint tartalmazo
kistagszdmu peptideket tekintve az aldbbi f6 kovetkeztetések vonhatok le a kialakuld
koordinaciés modokra vonatkozdan:

N-terminalis hisztidint tartalmazé peptidekben az aminocsoport és a hisztidin imidazol
N(3) donoratomja kotddésével hattagi kelatgytiri kialakuldsara van lehetOség, és a 1étrejovo
un. hisztaminszerli koordinacid stabilis ML és ML, (9.a &bra) Osszetételii komplexek
képzddéséhez vezet a réz(11)-, nikkel(I1)- és cink(Il)ionok esetén egyarant. Ez a koordinacié a
peptidnitrogén deprotonalddasat gatolja, de a réz(Il) és nikkel(Il) jelenlétében az egyszerl
peptidekhez képest nagyobb pH-n lejatszodik a folyamat MH_ ;L komplex képzddése kozben.
Cink(II) jelenlétében mas peptidekhez hasonléan nem figyelhetd meg ez a deprotondlodasi
folyamat, de a képz6dott komplex szélesebb pH tartoméanyban oldatban tartja a fémiont, mint
az egyszeru peptidek.

Ugyanakkor a hisztidin imidazolcsoportja egyfogi modon is képes kotdédni a CuH ;L
komplexhez telitve a fémion koordinacios szférdjat, ami a HisXaa... szekvencidju peptidet

feleslegben tartalmazo6 oldatokban CuH_ L, komplexek (9.b abra) kialakuldsdhoz vezet, mig
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ekvimolaris oldatban kétmagvu, imidazolhidas Cu,H L, szerkezetek (9.c abra) keletkezését

mutattak ki.***
HN 0 J
“~ e RH o -.
CH NH ' = :
5 - INHz~ CH Hy M NHZ - @ V-
NH, ’ O CH Ry
CH Cﬁ
2" MH.4L,
HN / 3 L = HisGly HN
(w (b) 2H 2L2 L= HlSGIy
R4 O WV (9
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% \/CH 7
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/ NH R1/ 2 “ Rz/ \O EH
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9. abra Hisztidint tartalmazé peptidek lehetséges koordinacios modjai

A masodik helyen hisztidint tartalmazé peptidek amino-N, amid-N és imidazol-N(3)
donoratomok révén csatolt kelatgylirlik kialakitdsara képesek. Ennek a koordinacidonak a
kedvezményezettsége miatt nemcsak a réz(Il)- és nikkel(II)ion, hanem a cink(Il)ion is képes
indukélni az amidnitrogén deprotonalodasat ¢€s koordindlodasat. Az igy kialakulé MH_ L
Osszetételli, un. ,,GlyHis”-szerti koordinacidju komplexek uralkoddak a fiziologias pH-
tartomdnyban (9.d abra). Ez azt is jelenti, hogy a kovetkezd amidnitrogén deprotonalddasi
folyamatok gatoltak, tovabbi amidnitrogén koordinalodasat nem mutattdk ki. Ugyanakkor
nagy pH-n réz(II) jelenlétében ujabb lugfogyasztd folyamatot figyeltek meg, amely (CuH L),
Osszetételll komplexek képzddésével értelmezhetd. A spektroszkopias (UV-lathatd, CD és
(CuH,L), + n H'

ESR) vizsgalatok egyértelmiien alatdmasztottak, hogy az n CuH_;L
folyamatban a koordinalodott imidazol N(1)H, un. ,,pirrol-tipusi” nitrogénje deprotonalddik
¢s koordinalodik egy tetramer CusH gl Osszetételi négymagva szerkezet kialakulasat

eredményezve (9.¢ 4bra).”*® Ez a komplex azért jelentds, mert a réz(Il)ionokat dsszekdtd
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imidazolato-hid hasonlé koordinacios kornyezetet eredményez a CuZnSOD enzim aktiv
centrumanak fémkotd helyéhez, ahol a réz- és cinkionokat egy hisztidin oldallancbeli
imidazolato-hidja koti Ossze. Az XaaHis.. szekvenciat tartalmazo di- és tripeptidekben az
imidazol N(1)H csoportjanak deprotonalddasa és koordinalodasa a mérhetd pH tartomanyban
lejatszodik, igy ezek a CuZnSOD enzim egyik legegyszeriibb szerkezeti modelljeinek
tekinthetok.

A harmadik helyen hisztidint tartalmazo6 peptidek fémionkotd képessége kiugrd. Ezek
az XaaYaaHis, illetve XaaYaaHisZaa... szekvencidju peptidek ,albumin modellek”. Az
albumin a vérplazmaban a legnagyobb mennyiségben eléforduld protein, egyik legfontosabb
feladata a kismolekulak €s ionok, igy a szervezetben eléforduld réz(Il)- és nikkel(Il)ionok
szallitdsa is. Emellett a nikkel(II)ion koordindlodésa ugyanezen szekvencidhoz aktivélja a
nikkel allergiaért felelds antigént is. Ennek a szekvencianak szdmos mas élettani vonatkozasa
is van (HP2;.;5 — humén protamin amino terminalis része,49 SPARC — Secreted Protein,
Acidic and Rich in Cystein peptidfragmense’”), igy ezeknek a modellezésére igen nagyszamu
vizsgalat tortént. A réz(Il) és nikkel(Il)ionok esetén nagystabilitasi MH ,L. komplex
képzddését irtak le, amelyben a terminalis amino- ¢és imidazol-N donoratom ugyanahhoz a
fémionhoz tud kotddni a koordinative telitett komplexben. Az (NH,,N N ,Im(N))
csoportokon keresztiili, Un. ,,GlyGlyHis-szerti” koordinaci6 alakul ki a réz(Il)-, nikkel(II)- és
palladium(Il)-komplexeiben is. Az amidnitrogének deprotondlodasa kooperativ moédon megy
végbe, igy egyidejiileg egy (5,5,6)-tagu csatolt kelatrendszer alakul ki (9.f 4bra), és ez
eredményezi a kiugroan nagy stabilitast.**'>” A cink(IT)ionok jelenlétében ebben az esetben
is mas peptidekhez hasonldé komplexek képzddnek, az amidnitrogén deprotonalodasi
folyamatait nem figyelték meg.

Ha a peptidek tobb hisztidint is tartalmaznak, alapvetden az elsd, masodik, illetve
harmadik helyen hisztidint tartalmaz6 peptideknél kimutatott koordinaciés modok jelennek
meg. Igy példaul a legegyszeriibb két hisztidint tartalmazé peptid a HisHis, amelynél az
(NH2,Im(N)) koordinaciéja ML, mig a pH emelésével az XaaHis.. szekvencianal megfigyelt
(NH2,N",Im(N)) koordinacié alakul ki. Ugyanakkor a molekuldban jelen levé masik
imidazolgytrti hidként képes kapcsolodni egy masik GlyHis-koordinacidju egységhez és

3859 Hasonld

kétmagva M,H ,L, komplex képzddik a fiziologias pH tartomanyban.
megfigyeléseket tettek a tobb hisztidint kiilonb6z6 helyzetben tartalmazé peptidek esetén, a
hisztidin helyzetétdl fliggden hisztamin, GlyHis-szerd, illetve GlyGlyHis-szer(i koordinacios

modok jonnek létre, de a szabadon marad6d imidazolgyiirii kotddését is szamos esetben
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kimutattak. Igy példaul a GlyHisGlyHis® esetén a képz6dé CuH L komplexben az
(NH,,N",Im(N)) ekvatoridlis koordinacioja mellett a masik imidazolgytiri axialis kotodését
irtdk le, mig a CuH L komplexben (NH2,N ,N )y €és (Im(N),Im(N)),x donorcsoportok
vannak jelen a fémion koordinécios szférdjdban. Hasonldan a szabadon maradt imidazol
kotédését tapasztaltik a HisValHis komplexeiben,®' a hisztaminszerti koordinaciot tartalmazé
ML komplexben a lancvégi imidazolgytiri makrokelatot képezve kotddik, mig a GlyGlyHis-
szer(i koordinacidt tartalmazo MH_,L. komplexben az imidazol nitrogén donoratomja axialisan
kapcsolodik. Ezek a kolcsonhatdsok a szabalyos geometria torzulasat és igy a jellemzd
spektroszkopias paraméterek modosulasat eredményezik.

A hisztidinek szaménak ndvelése a peptidben tovabbi igen valtozatos Osszetételll és

62-64 , , et i1e 12
Ezek részletezése nélkil altalanosan az a

szerkezetli komplexek képzddéséhez vezet.
kovetkeztetés fogalmazhatdé meg, hogy ha a hisztidint tartalmazo peptidekben szabad N-
termindlis aminocsoport van jelen, akkor ez jelenti az elsddleges horgonycsoportot a fémion
indukalta peptidnitrogén deprotonalddashoz, a jelenlevd oldallancbeli imidazolgytrik a
helyzetiiktél fliggden gatolhatjadk (N-termindlis hisztidin), illetve eldsegithetik (masodik ¢és
harmadik helyen levd hisztidin) az amidnitrogén deprotonalodasat, és a fémion alapvetden a
peptidvazhoz koordinalédik. Az oldallancbeli imidazolgytirti ezekben a peptidekben altalaban
nem jelent elsddleges horgonycsoportot, a termindlis kotéhelytdl tavolabb levd hisztidin
azonban egy masodik fémion megkotését is lehetdvé teszi, horgonycsoportként eldsegitve a
megel6z6 amidnitrogének deprotondlodasat.

A prion proteinek és a P-amiloid peptidek, illetve fragmenseik fémkomplexeinek
tanulmanyozasa az imidazolgytirli horgonycsoportként vald viselkedésrdl atfogd képet ad.
Ezek kozott részletesen vizsgaltak azokat a peptideket, amelyek szekvencidjukban egymastol

tavol tartalmazzak a hisztidin aminosavakat.®

A védett peptidek gyengén savas
tartomanyban kizarolag az imidazol-N donoratomon vald kotddéssel hoznak létre 2N-4N
koordinacidja komplexeket. Ezek a szerkezetek nem akadalyozzak meg a peptidnitrogének
deprotonalodasat a pH 6-7 tartoméanyban, és az imidazol, mint horgonycsoport vesz részt
ezekben a folyamatokban. Az egymastdl tavol elhelyezkedd hisztidinek egy-egy kotOhelyet
jelentenek a fémionok szamara, igy a ligandum altaldban annyi fémiont képes koordinalni
(N,N,Im(N)), illetve a lagosabb tartomanyban (N ,N,N ,Im(N)) koordinacioval, ahany
hisztidin talalhat6 a molekulaban.

gy az imidazolgyiiriirdl, mint elsédleges fémionkotéhelyrél és horgonycsoportrél

tovabbi informacidkat olyan peptid- és peptidszarmazékok vizsgalataval nyerhetiink, amelyek
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terminalis aminocsoportja védett vagy mas egyéb funkcionalizalt csoport formajaban

tartalmazzak az imidazolgytirtit.

3.2.6. Az oldallancbeli donorcsoportok hatasanak altalanos tendenciai a peptidek

komplexképzési folyamataiban

A fenti eredmények alapjan Osszefoglaloan az aldbbi altalanos kovetkeztetéseket

fogalmazhatjuk meg:

e A terminalis aminocsoport jelenlétében altalaban peptidszeri koordinécid alakul ki (2.a-d
abra), a réz(Il)- és nikkel(Il)ionok esetén a termindlis aminocsoport horgonycsoportként
eldsegiti a peptidnitrogén(ek) deprotonalodasat és koordinalodasat.

e Ha a peptidben az elsé helyen olyan aminosav van, amiben a koordinaldédasra képes
donorcsoport az aminocsoporttal kelatképzd helyzetben van, a keletkez6 ML (és ML,)
komplexek stabilitasa nd. Ez a réz(Il)ion esetén gatolja a kovetkezd amidnitrogén
deprotondlodasat, a nikkel(IT)ion esetén a legerdsebben koordinalédd donorcsoportok
(tiolat, imidazol) pedig meg is akadalyozzak ezt a folyamatot.

e Ha a masodik helyen talalhaté a koordinal6d6 donorcsoportot tartalmaz6 aminosav, akkor
ez eldsegiti az elsd amidnitrogén deprotonalodasat és a keletkez6 MH_ ;L komplex
stabilitasat noveli. Az egyszerli, kistagszdmu peptidek esetén ez az egyetlen olyan
szekvencia, amelynél ha az oldallancban imidazolgylri van, cink(Il) jelenlétében is
lejatszodik ez a folyamat.

e A legnagyobb mértékii hatdsa a harmadik helyen oldallancban koordinal6do
donorcsoportot tartalmazé aminosavnak van, a kialakulo (NH,,N",N,X) (X = COO (Asp),
S(Met), S (Cys), Im(N)(His)) koordinacioval telitddik a fémionok koordinacids szférdja,
¢s kiugroan nagy stabilitasi MH_,L 6sszetételli komplexek keletkeznek, amik uralkodoak
a fiziologias pH tartomanyban.

e Az elsd, masodik ¢és harmadik helyen koordinaloddé donorcsoportot tartalmazo
aminosavak eltérd hatasat szemlélteti a 10. abra. Réz(Il) esetén a GlyGlyGly-t, illetve
hisztidint kiilonbdz6 pozicidban tartalmazo di-, illetve tripeptidek (HisGly, GlyHis,
GlyGlyHis) ekvimolaris oldatdban keletkez6 részecskék eloszlasat egy abra mutatja be.
Az abran csak azoknak a részecskéknek megfeleld gorbét emeltem ki, ami az egyes
rendszerekben megnovekedett stabilitdsu részecske: a HisGly esetén az CuL (m), a GlyHis
esetén a CuH_|L (A), a GlyGlyHis esetén a CuH ;L (¢) komplex. Az eloszlasok is jol
tiikrozik, hogy a Cu(Il)-GlyGlyGly rendszerhez képest a HisXaa szekvencia esetén az ML
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komplex, XaaHis szekvencia esetén az MH_ L, mig XaaYaaHis szekvencia esetén az
MH_ ;L. komplex joval nagyobb mennyiségben és joval szélesebb pH tartomanyban van
jelen a GlyGlyGly megfelel6 részecskéihez képest.

A nikkel(IT) esetén hasonld abran a ciszteint elsd, masodik, illetve harmadik pozicidban
(CysGly, GlyCys, GlyGlyCys) tartalmazé peptidek és Osszehasonlitdsként a GlyGlyGly
rendszerekben 1:2 fémion-ligandum ardnynal keletkez6 komplexek lathatok. Errdl az
abrarol is jol latszik, hogy a CysXaa szekvencidnal megjelend Nil, (m) komplex az
Osszehasonlitasként hasznalt GlyGlyGly esetén meg sem jelenik (GlyGly jelenlétében is
joval kisebb mennyiségben ¢és csak pH 7 felett keletkezik). Az XaaCys szekvencidnal az
(NH2,N",S") koordinacidju Ni;H »L, (A) komplex jelenik meg nagy mennyiségben, mig a
GlyGlyGly rendszerben NiH_ ;L komplex nem is keletkezik; valamint jol tiikr6zodik a
NiH.,L (#) komplex uralkod¢ jellege az XaaYaaCys szekvencia esetén.

Ha a molekulaban tobb, oldallancban koordinal6éd6é donorcsoportot tartalmazé aminosav
van jelen, akkor a keletkezd komplexek Osszetétele és koordindciés moddja alapvetden
megegyezik (pH-tol fiiggden) az adott aminosavat elsd, masodik, illetve harmadik helyen
tartalmazé ligandum esetén képzodd komplexekével, de a szabadon marado6 oldallancbeli
donoratom(ok) kotdédése is altalaban kimutathatdé axidlis pozicidban vagy hidként

tobbmagva komplexek képzddését eredményezve.
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10. abra A Cu(ID)-GlyGlyGly** (folytonos vonal), Cu(Il)-HisGly™* (m), Cu(I)-GlyHis* (&),
Cu(I1)-GlyGlyHis® " (#) rendszerben képzédé komplexek a pH fiiggvényében
(¢(Cu(II) = 4,00 mmol/dm’, ¢(L) = 4,00 mmol/dm”) (a)

A Ni(I)-GlyGlyGly*® (folytonos vonal), Ni(II)-CysGly* (m), Ni(I)-GlyCys* (), Ni(II)-
GlyGlyCys™ (#) rendszerben képz6dé komplexek a pH fiiggvényében
(c(Ni(Il) = 2,00 mmol/dm’, ¢(L) = 4,00 mmol/dm’) (b)

(az azonos Osszetételll komplexeket azonos szin jelzi)
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Az oldallancbeli donorcsoportok hatdsa a donoratomtél és a fémiontol fiiggden eltérd. A

réz(Il)- és nikkel(IT)-komplexek esetén kialakuld trendet szemlélteti a 11. abra, ami az

ML, ML,, MH_,L és MH ,L. komplexekre vonatkoz6 képezett allandok logaritmusat

mutatja be a kiilonb6z6 szekvencidji aminosavak esetén.

— Az els6 helyen oldallancbeli donorcsoportot tartalmazé peptidek ML ¢és ML,
(2) egyenlet) ad lehetdséget az Gsszehasonlitasra (11.a abra). Az érték novekedése a
képz8dd komplex nagyobb stabilitasara utal.

IgK(ML) = IgAML) — pK; (1)
1gK(MLy) = 1gAML,) — 2-pK3 (2)

— A masodik helyen oldallancbeli donorcsoportot tartalmazdé komplexek esetén az
aminocsoportot kovetd peptidnitrogén deprotonaldédasara jellemzO pKiamia €rték ((3),
(4) egyenlet) ad informaciot (11.b 4abra), amelynek értéke minél kisebb, annal
kedvezdébb az (NH,,N,X) koordinacidju komplexek képzddése.

PKiamia = 1gAML) — 1gAMH_,L) 3)

PKi 2amia = 2(1gAML) — 1lg AMH_,L)) (4)
A Ni(II)-GlyCys rendszerben képzddé Ni,H ,L, komplexre az eloszlas alapjan
becsiilhetd az érték.

— A harmadik helyen oldallancbeli donorcsoportot tartalmaz6 komplexeknél a masodik
peptidnitrogén deprotonalddasara jellemz6 pKaamia €rtékekbdl ((5) egyenlet) vonhatunk
le kovetkeztetéseket (11.c dbra), amely esetben az érték csokkenése az (NHp,N N, X)
koordinacioju  komplexek képzddésének novekvd kedvezményezettségére utal.
Kooperativ deprotonalodas esetén a pKioamia €rték vonatkozik mindkét amidnitrogén
deprotonalddasara.

pK2amid = lgﬂ(MI‘LlL) — lgﬂ(Ml‘LzL) (5)

~A harom diagram is jol szemlélteti, hogy a réz(Il), nikkel(II) ML, ML,, MH_,L, MH_,L
komplexeiben az oldallanc hatasa az alabbi sorrendben novekszik:

Glu ~Met < Asp < His < Cys
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)

= CuL
= NiL
NiL,

(b)

= NiH_4L
| | CLIH_1L

(c)

m NiH_.L
| CUH_zL

11. abra A kiilonb6z6 helyzetben kiilonb6zé oldallancbeli donorcsoportot tartalmazé

peptidek komplexeire vonatkozo képezett allandok logaritmusa®>4K7-20:40:43.47.69.70
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3.3. A szuperoxid-diszmutaz enzimek és azok modellezése

Az életmiikddéshez sziikséges energiat minden aerob szervezet a taplalékként felvett szerves
molekulak ,.elégetésével” nyeri. Az oxigén jelenlétében torténd lebontdsi folyamat soran
azonban melléktermékként ugynevezett szabad gyokok, azaz igen reakcioképes, rovid
¢lettartamu vegyliletek keletkeznek, amelyek erdsen oxidald hatisuak. Ezek karosithatjak a
sejtek alkotoit, a membrant, a fehérjéket, a DNS-t, aminek kdvetkezménye az dregedés,’' de
hozzajarulhat betegségek kialakulasahoz is.”*® A sejtekben vannak azonban olyan enzimek
(szuperoxid-diszmutdz, kataldz, peroxiddz enzimek), amelyek ezeket a szabad gyokoket
elbontjak.

Tobbféle szuperoxid-diszmutdz enzim ismert, ezek koziil négy tipusnak a részletes
vizsgalata és szerkezeti jellemzése tortént meg. A Mn-tartalmu enzimet (MnSOD) eukariota
¢s prokariota sejtekbeben mutattik ki, mig a Fe-tartalmu enzimet (FeSOD) prokaridta, néhany
primitiv eukariota é161énybdl, illetve zold novényekbdl izolaltdk. E két enzim szerkezete
hasonlosagot mutat annyiban, hogy mindkét fémion koriil trigonéalis bipiramisos elrendezddés
alakul ki, az ekvatorialis sikban két hisztidinnitrogén és egy aszpartilrész koordinalodik, a

k%7 Ez a molekula

harmadik hisztidin és egy oldoszermolekula axidlisan kotodi
hidrogénkotéssel egy glutamilrészhez kapcsolodik, az pedig egy tirozindzhoz kotédik. A
szuperoxid-diszmutdzok harmadik tipusanak aktiv centrumaban nikkel taldlhatd. Ezt az
enzimet a Streptomyces torzsben’'® és cianobaktériumokban’® mutattak ki.

A CuZnSOD a legismertebb ¢és legszélesebb korben tanulmanyozott, valamennyi
eukariota sejtben eléforduld diszmutdz enzim. A rontgendiffrakcids vizsgalata azt mutatta,
hogy két azonos alegységbdl épiil fel, és mindkettd egy imidazolato-hidas kétmagvua
centrumot tartalmaz egy-egy cink(Il)- és réz(Il)ionnal, melyek 6,2 A tavolsigra vannak
egymastol. A Cu(Il)-ion harom hisztidinnitrogénhez és egy vizmolekuldhoz koordinalodik,
torzult tetragonalis piramisos elrendezddés alakul ki. A Zn(II)-ion koriil torzult tetraéderes
geometria valésul meg, a fémion két hisztidinnitrogénhez ¢és egy aszparaginsav
karboxilatcsoportjdhoz kotédik, mig a negyedik pozicidoban a Zn(II)- és Cu(Il)-ionhoz
egyarant kotddo hisztidin imidazolato-N taldlhatd, ami egyuttal hidként koti Gssze a két
fémiont tartalmazo egységet.**® A 12. dbra a CuZnSOD enzim aktiv centruméanak sematikus

szerkezetét s a 153 tagu enzim azon részének szekvencidjat mutatja be, ami tartalmazza a két

fémkotohelyet
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12. abra A human CuZnSOD enzim sematikus szerkezete és fémkdtéhelyének
aminosavszekvencidja (| — réz(Il)ionhoz,  — cink(Il)ionhoz, l — mindkét fémionhoz k6tédo
aminosavak)

A szuperoxid-diszmutdz enzimek a szervezetben keletkezd szuperoxid diszproporcidjat
katalizaljak hidrogénperoxidda és oxigénné. Ezzel a reakcidval az enzim a nagyon reaktiv
gyok elbontasaval csokkenti az oxidativ stresszt. Kordbbi vizsgalatok mar egyértelmiien
bizonyitottak, hogy a réz(Il) ciklikusan redukalédik és oxidalodik; a szuperoxid gydkanion az

elsé 1épésben redukalja a réz(Il)iont oxigént eredményezve €s egy masik szuperoxid gyok

oxidalja a Cu(I) centrumot, mikdzben hidrogén-peroxid keletkezik ((6),(7) (3gye:r116:‘c).84’85
Cu"Zn"SOD + 0, — 0, + Cu'Zn"SOD (6)
Cu'Zn"SOD + 0," + 2 H™ — H,0, + Cu"Zn"SOD (7)

A természetes CuZnSOD enzimre jellemz6 redoxipotencidl értéke a +0,200 — (+0,400) V
tartomanyban van.*®®” Ahhoz, hogy egy komplex az enzimhez hasonléan képes legyen a

szuperoxid gyokanion elbontisara, a ra jellemz6é redoxipotencidl értéknek az alabbi két

folyamatot jellemz6 redoxipotencial értékek kozé kell esnie: ™
O, +te —> 0, E' 7 =-0,16 V (8)
0, +e—->H0, Eyr=+0,89V 9)
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3.3. A szuperoxid-diszmutaz enzimek és azok modellezése

A réz(I)ionok redoxi atalakulasait az alabbi redoxipotencial értékek jellemzik:*

Cu2+(aq) + 2 e — Cu(SZ) EO = —|—O’340 V (]0)
Cu2+(aq) + e — Cu'(aq) E’=+0,159V (11)
Cu'aq + ¢ — Cu(sz) E'=+0,520V (12)

Komplexképz3dés hatasara ezek az értékek megvaltoznak. Altaldnossagban igaz, hogy a
Cu(IT)/Cu(I) rendszer redoxipotencial értékeit jelentésen befolyasolja a rézkomplexek
koordinaciés modja. A réz(Il)-komplexek esetében 4altaldban a tetragonédlisan megnyult
pszeudo-oktaéderes elrendezddés, mig a réz(I)-komplexek esetében a linedris,
sikharomszoges vagy tetraéderes geometria jellemz6. Ciklikus voltammetrias mérések soran,
mikdzben a réz(Il)-centrumot redukaljuk, majd oxidaljuk, egy sztereokémiai atrendezddés
valosul meg, ami altaldban kvézireverzibilis redoxi folyamatokhoz vezet, és a katddos és
anddos csucsok szeparacidja nagyobb, mint ami az egyelektronos redoxi folyamatokat
altalaban jellemzi ((28) egyenlet).

A réz(Il)-komplexek ciklikus voltammetrids vizsgalata, a redoxi paraméterek
meghatarozdsa informdaciot szolgaltathat arra vonatkozoan, hogy az adott komplex
megfelelden modellezheti a CuZnSOD enzimet, a jellemz6 redoxipotencidl érték beleesik-e a

(8),(9) egyenletekre jellemz0 potencidltartomanyba.

A CuZnSOD enzim modelljeként azok a komplex vegyiiletek johetnek szdéba, amelyek
szerkezetiikben és/vagy miikodésiikben hasonldsdgot mutatnak az enzimhez. Ez jelenthet
olyan szerkezeteket, amelyekben a réz(Il)- és/vagy cink(Il)ion koordinéacios kornyezete
hasonlit az aktiv centruméhoz, és a CuZnSOD-hoz hasonld redoxi sajatsagok jellemzik a
komplexet. A CuZnSOD enzimet modellezd kiilonb6zo tipusu réz(Il)-komplexek
elektrokémiai és SOD aktivitds vizsgalataira vonatkoz6 irodalmi elézményeket a sajat

eredmények bemutatasanal foglalom 0ssze.
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4. Alkalmazott vizsgalati modszerek és értékelési eljarasok

4.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A CuCly-, NiCly-, ZnCly-oldatokat a.l.t. mindségli, a Reanal cég altal gyartott
vegyszerekbdl készitettiik, a pontos fémion-koncentraciokat gravimetridsan oxinat forméjaban
hataroztuk meg. A KOH-oldat a Sigma-Aldrich cég altal gyartott a.l.t mindségli vegyszerbdl
késziilt, a sav-, illetve a lugkoncentraciokat pH-potenciometridsan hataroztuk meg.

Az ESR spektroszkopias vizsgalatokhoz a fémrezet (99,3% *Cu és 0,7% ®Cu)
Oroszorszagbol vasaroltiak (Moszkva, JV Izoflex), melyet szulfat vegyiiletté alakitottak. A 'H
NMR vizsgalatokhoz 99,8%-0s izotoptisztasagu, az ISOTEC Inc. cég altal eldallitott D,O-t,
DCI- ¢és NaOD-oldatot hasznaltunk. A SOD aktivitas mérésekhez a nitroblue-tetrazolium-
klorid s6t (NBT), a xantint €s a xantin-oxidaz enzimet a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik.

A vizsgalt ligandumok egy része kereskedelmi forgalomban kaphatd volt, a tobbi
vegyiiletet szintézissel allitottuk, allitottdk eld. Ezekre vonatkozé adatokat az 1. tablazat

tartalmazza a tovabbiakban hasznalt roviditésekkel egyiitt.

1. tablazat A vizsgalt ligandumok neve, roviditése, a forgalmazé cég, illetve a szintézisre

vonatkozo6 adat

Forgalmazé

Ligandum neve Rovidités cég, szintézis
korulményei
N-acetil-hisztamin Ac-Hm
N-acetil-hisztidin Ac-His Sigma-Aldrich
glicil-glicil-L-hisztidin GlyGlyHis
B-(piridin-2-il)-DL-alanin pyrAla
B-(tien-2-il)-DL-alanin thiAla
B-(1,2,4-triazol-2-il)-DL-alanin triazAla
B-(tiazol-2-il)-DL-alanin thiazAla
o-(tien-2-il)-glicin thiGly
2-(2-aminoetil)piridin amet-Pyr Bachem

N-acetil-L-hisztidil-glicil-L-hisztidin

Ac-HisGlyHis, Ac-HGH

N-acetil-L-hisztidil-glicin-L-hisztidinamid

Ac-HisGlyHis-NHMe,
Ac-HGH-NHMe

N-acetil-L-hisztidil-L-hisztidil-glicil-L-hisztidin

Ac-HisHisGlyHis,
Ac-HHGH

N-acetil-L-hisztidil-L-hisztidil-glicil-L-
hisztidinamid

Ac-HisHisGlyHis-NHMe,
Ac-HHGH-NHMe
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N-acetil-L-hisztidil-glicil-glicil-hisztidinamid

Ac-HisGlyGlyHis-NH,, Ac-
HGGH-NH,

Genscript
N-acetil-L-hisztidil-L-valil-L-valil-L- Ac-HisValValHis-NH,, Ac-
hisztidinamid HVVH-NH,
glicil-glicil-glicil-L-hisztidin GlysHis, GGGH Szintézis,
glicil-glicil-glicil-glicil-hisztidin Gly4His, GGGGH loannina,
glicil-glicil-glicil-glicil-glicil-L-hisztidin GlysHis, GGGGGH Gorogorszag
N-acetil-L-hisztidil-L-hisztidil-L-valil-glicil-L- Ac-HisHisValGlyAsp-NH,,
aszparaginsavamid Ac-HHVGD-NH,
N-acetil-L-hisztidil-L-alanil-L-hisztidil-L-valil-L- | Ac-HisAlaHisValHis-NH,,
hisztidinamid Ac-HAHVH-NH,
N-acetil-L-hisztidil-L-valil-L-hisztidil-L-alanil-L- | Ac-HisValHisAlaHis-NH,,
hisztidinamid Ac-HVHAH-NH,
N-acetil-L-hisztidil-L-alanil-L-hisztidil-L-prolil-L- | Ac-HisAlaHisProHis-NH,,
hisztidinamid Ac-HAHPH-NH,
N-acetil-L-hisztidil-L-prolil-L-hisztidil-L-alanil-L- | Ac-HisProHisAlaHis-NH,,
hisztidinamid Ac-HPHAH-NH,
N-acetil-L-hisztidil-glicil-L-hisztidil-L-valil-L- Ac-HisGlyHisValHis-NH,, Szintezis,
hisztidinamid Ac-HGHVH-NH, loannina,
N-acetil-L-hisztidil-L-valil-L-hisztidil-glicil-L- Ac-HisValHisGlyHis-NH,, | G0rogorszag,
hisztidinamid Ac-HVHGH-NH; Kallay Csilla
N-acetil-L-hisztidil-szarkozil-L-hisztidinamid Ac-ST1H2-NH,
N-acetil-L-hisztidil-szarkozil-L-hisztidil- Ac-S2H3-NH,
szarkozil-L-hisztidinamid
N-acetil-L-hisztidil-szarkozil-L-hisztidil- Ac-S3H4-NH,
szarkozil-L-hisztidil-szarkozil-L-hisztidinamid
N-glicil-B-(pirid-2-il)-L-alanin Gly-pyrAla
N-glicil-B-(tien-2-il)-L-alanin Gly-thiAla
N-glicil-glicil-B-(pirid-2-il)-L-alanin GlyGly-pyrAla
N-glicil-glicil-B-(tien-2-il)-L-alanin GlyGly-thiAla
bisz(imidazol-2-il)-metan BIM
bisz(imidazol-2-il)-metilamin BIMA
3-bisz(imidazol-2-il)-propionsav BIP Szintézis,
N-glicil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin Gly-BIMA MTA
N-fenilalanil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin Phe-BIMA Peptidkemial
Kutatécsoport,
N-B-alanil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin B-Ala-BIMA Siili-Vargha
N-a-aszpartil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin a-Asp-BIMA Helga és
N-a-glutamil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin a-Glu-BIMA mtsai
N-y-glutamil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin y-Glu-BIMA
N-hisztidil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin His-BIMA
N-alanil-prolil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin AlaPro-BIMA
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N-leucil-glicil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin LeuGly-BIMA

N-glicil-leucil-bisz(imidazol-2-il)-metilamin GlyLeu-BIMA

N-fenilalanil-glicil-bisz(imidazol-2-il-metilamin | PheGly-BIMA Szintezis,

N-fenilalanil-hisztidil-bisz(imidazol-2-il)- PheHis-BIMA MTA

metilamin Peptic?kémiai

N-hisztidil-fenilalanil-bisz(imidazol-2-il)- HisPhe-BIMA Kutatocsoport,

metilamin Suli-Vargha ,
Helga es

N-(acetil-prolil-leucil-glicil)-  bisz(imidazol-2-il)- | Ac-ProLeuGly-BIMA mtsai

metilamin

N-(Boc-prolil-leucil-hisztidil)-  bisz(imidazol-2- | Boc-ProLeuHis-BIMA

il)-metilamin

N-(Boc-prolil-hisztidil-glicil)-bisz(imidazol-2-il)- | Boc-ProHisGly-BIMA

metilamin

N-(Boc-hisztidil-leucil-glicil)- bisz(imidazol-2-il)- | Boc-HisLeuGly-BIMA

metilamin

N-(bisz(imidazol-2-il-propionil)-izoleucil-alanil- | BIP-lleAlaGly-OEt

glicil-etilészter

N-(bisz(imidazol-2-il-propionil)-hisztidil-alanil- BIP-HisAlaGly-OEt

glicil-etilészter

N-(bisz(imidazol-2-il-propionil)-izoleucil- BIP-lleHisGly-OEt

hisztidil-glicil-etilészter

N-(bisz(imidazol-2-il-propionil)-izoleucil-alanil- | BIP-lleAlaHis-OMe

hisztidil-metilészter

N-(alanil-fenilalanil-glicil)-  bisz(imidazol-2-il)- | AlaPheGly-BIMA

metilamin

N-(glicil-izoleucil-glicil)-bisz(imidazol-2-il)- GlylleGly-BIMA

metilamin

N-(glicil-glicil-hisztidil)-bisz(imidazol-2-il)- GlyGlyHis-BIMA

metilamin

Bisz(piridin-2-il)-metan BPM

N-glicil-bisz(piridin-2-il)-metilamin Gly-BPMA

N-hisztidil-bisz(piridin-2-il)-metilamin His-BPMA

N-prolil-bisz(piridin-2-il)-metilamin Pro-BPMA Szintézis,

bisz(piridin-2-il)-metilamin BPMA Heidelberg,
Peter Comba
és mtsai

N-(Z-glicil)-bisz(imidazol-2-il)-metilamin Z-Gly-BIMA Szintézis,

N-(Z-alanil)-bisz(imidazol-2-il)-metilamin Z-Ala-BIMA Debrecen,

Buglyé Péter
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., . 90,D5,D17,D020,D22,D24
4.2. Szintezis 7"

A vizsgalt ligandumok nagy részét magyar és nemzetkozi egyiittmiikodés keretében az
egylittmiik6do fél kutatocsoportjaban szintetizaltdk, ugyanakkor a szintézisbe nagyon gyakran
a kutatocsoportunk tagjai is bekapcsolodtak.

A peptidek eldallitdsara Ioannina-ban, Prof. Nick Hadjiliadis kutatocsoportjaban keriilt
sor. A vegyiiletek eléallitasa szilardfazisa peptidszintézissel tortént.”’ Emellett lehetéségiink
volt arra is, hogy kiilfoldi tanulmanyut keretében az olaszorszagi Catania-i Egyetemen
miikodo, Prof. Enrico Rizzarelli és Prof. Giuseppe Pappalardo vezette kutatocsoportban az
automata peptidszintetizald késziilék miikddésével, alkalmazasaval is megismerked;jiink.
Néhany éve pedig a csoportunk is vasarolt egy automata mikrohullama peptidszintetizald
késziiléket, ami tovabbi nagy lendiiletet adott a peptidek tervezésének, eldallitasanak ¢és
vizsgalatanak.

A bisz(imidazol-2-il)- és  bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmazé nagyszamu
ligandumot az MTA Peptidkémiai Kutatocsoportjaban Prof. Siili-Vargha Helga ¢és
munkatarsai allitottak eld, oldatfazisu szintézissel.”>”

Kozel kétéves kiilfoldi tanulmanyutam sordn Prof. Peter Comba kutatocsoportjaban
dolgoztam, és az egyiittmiikodés ezt kovetden is folytatddott, aminek keretében néhany

vegyiiletet ebben a csoportban allitottak el3.”

Az eldallitott ligandumok tisztasdgat nagynyomasu folyadékkromatografiaval (HPLC) és
VRK segitségével ellendriztiik. A tisztitast HPLC alkalmazaséval valdsitottdk meg. Ezt
kovetden a vizsgalt ligandumok szerkezetét és tisztasagat VRK, NMR-spektroszkopia, HPLC,
valamint pH-potenciometria segitségével ellendriztiik.

Az egyes ligandumok eldallitdsara vonatkozo pontos receptek, kitermelési adatok, a
kapott vegylileteket jellemzd elemanalizis, NMR ¢és Ry paraméterek az adott ligandum

93,D5,D17,D20,D22,D24

eredményeit leir6 kdzleményekben talalhatoak meg.
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4.3. pH-potenciometria

Az oldatfazisban lejatszodd komplexképzdodési folyamatok egyensulyi vizsgélatanak egyik
legaltalanosabb modszere a pH-potenciometria. Alkalmazhatosaganak feltétele, hogy a
fémion koordindcidja hatdssal legyen a ligandum protondlodasi egyensulyara, vagyis a
komplexképzodés az oldat pH-janak megvaltozasaval jarjon. A kompeticidos folyamat az

alabbi egyensullyal jellemezhet6:
nHL + M™ === ML,™" + nH" (13)

A brutté komplexképzddési folyamat altaldnos formaja (az egyszeriiség kedvéért a toltéseket
nem tlintettem fel) a (14) egyenlettel,
pM +gH +rL == [M,H,L,] (14)

a képz6do komplexek stabilitasi szorzata a (15) egyenlettel adhato meg:
__ IMHL]
[M]”-[H]* -[LT

(15)

A titralasi adatokbol a proton- €s fémkomplexek stabilitasi szorzatat a Tanszéken kifejlesztett
PSEQUAD,” valamint — ennek tovabbfejlesztett valtozata — a SUPERQUAD’® nevii
szamitogépes programokkal szamitottuk ki. A program képes ugyanazon rendszer kiilonbz6
fémion/ligandum ardnynal vagy koncentracioknal kapott mérési adatait parhuzamosan
kiértékelni. A térfogat-pH adatparok mellett, bemend adatként meg kell adnunk a
komponensek (M, H, L), valamint az asszocidtumok (a ligandum kiillénb6zé protonaltsagi
foku részecskéi, a M,H L, Osszetételli fémkomplexek, illetve a hidroxokomplexek) szamat,
azok Osszetételét az M, H és L komponensekre nézve (p, g, r), és az egyes asszociatumok
pontos vagy kozelitd stabilitasi szorzatait. Tovabbi kiinduldsi paraméter az egyes
komponensek kiinduldsi koncentracidja, a titrdlo oldat koncentracidja, a vizionszorzat és a
mérSegységre jellemzé Irving korrekcios tényezé.”” A program a keresett stabilitasi

szorzatokat az M, H és L komponensekre felirt alabbi anyagmérlegek megoldasaval adja:

em=[M] + Y piBpgr [MIP [HIT L] (16)
i=1

cu=[H] + Y qiBpqr [MIP[HII L] (17)
i=1
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em = [M] + 1B pqr IMIP [HI L] (18)
i=1

ahol n a rendszerben képzO8dd asszociatumok szamat, p, g és r pedig a sztochiometriai
egyiitthatokat jeloli.

Amennyiben vegyes ligandumt rendszereket vizsgalunk, a komponensek szama
eggyel né a masodik ligandum miatt, igy négy komponensre irhat6 fel az anyagmérleg. A
program a kiindulasi adatokat felhasznalva Newton-Raphson iteracioval végzi a kozelitést
mindaddig, mig a titradl6 oldatra nézve a X(Vmert —Vszémolt)z értéke minimumot nem ér el (V a
titralooldat térfogata). A program minden megadott pH-értéknél kiszdmolja az dsszes képz6do
iteraciosorozat végén megkapjuk a finomitott stabilitasi szorzatokat és azok hibajat, valamint
az un. illesztési paramétert, ami a kisérleti és a szadmitott titralasi gérbék pontjaihoz tartozo
[Vimert — Vszamol| €rtékek atlaga. Ez az érték a kozelités josagat jellemzi. A program egy adott
komponensre vonatkozoan megadja az asszocidtumok koncentracio-eloszlasi gorbéit a pH
fliggvényében. A dolgozatban szereplé koncentracid-eloszlasok a SED program® Windows
alatt futd valtozataval, a MEDUSA-val” késziltek a képz6dd komplexek Osszetétele és
fémiont is tartalmazd — harom- vagy négykomponensii — rendszerek esetében csak azoknak a
részecskéknek a moltdrt szerinti eloszlasat tiintettem fel, melyekben a fémion sztdchiometriai
szama 0-t6l kiilonbozo.

A méréseket pHM 84 (Radiometer) digitalis pH-mérével €s 6.0234.100 (Metrohm)
kombinalt iivegelektroddal végeztik. A ~0,2 mol/dm’-es, pontosan ismert koncentracioju
KOH-mérdoldat adagolasat Dosimat 715 (Metrohm) automata biiretta segitségével
valdsitottuk meg. Azoknak a ligandumoknak a vizsgalatandl, amelyek kisebb mennyiségben
alltak rendelkezésre, egy szamitdogép altal vezérelt automata MOL-AcS biirettat és egy
MOLSPIN pH-mérdét hasznaltunk, amihez szintén egy Metrohm 6.0234.100 kombinalt
iivegelektrod csatlakozott. A lagoldatot 0,5, 1,0 vagy 2,5 cm’ végtérfogati Hamilton
fecskenddvel adagoltuk.
hidrogén-ftalat-oldat titralasi gorbéjének Gran-féle linearizalasaval hataroztuk meg.'® A
difftizios potencial kikiiszobolésére és a mért pH-értékbodl a hidrogénion-koncentracié ([H'J;

mol/dm’) szamolasara az Irving és munkatarsai altal javasolt modszert alkalmaztuk.”
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A pH-mérét 0,050 mol/dm’® kalium-hidrogén-ftalat-oldatttal kalibraltuk, melynek pH-ja
25 °C-on 4,008. Az alland6 homérsékletet (25+0,1°C) ultratermosztattal, az oxigén kizarasat
¢s a kevertetést pedig argongaz atbuborékoltatasaval biztositottuk.

A mérésekhez készitett mintik térfogata 3-10 cm’ volt a rendelkezésiinkre &llo
ligandumok mennyiségétdl fiiggéen. A ligandumok kezdeti teljes koncentracidja 2,5 - 4,0-10°
nem volt lehetdség a ligandum higroszkopossaga miatt — a potenciometrids titralasi gorbe
ekvivalenciapontjai alapjan, a SUPERQUAD program” segitségével hataroztuk meg. A
fémion/ligandum aranyt 1:10 ¢és 2:1 kozott valtoztattuk. A titralasok sordn fellépd
térfogatnovekedést a kiértékelésre hasznalt szamitogépes program figyelembe vette.

A mintdk allandd ionerésségét (0,20 mol/dm’®) megfelelé mennyiségii 1,0 mol/dm’

crer
crer

crer

Osszege. Ez biztositja azt, hogy a titralds sordn az oldat ionerdssége gyakorlatilag ne
valtozzon.

A pH-potenciometria az egyik legfontosabb komplexkémiai vizsgalomoddszer, de
vannak hidnyossagai: pl. ha két részecske képzddése azonos pH-effektussal jar, akkor azok
nem kiilonboztethetbek meg ezzel a modszerrel. Egyes esetekben egy rendszer tobb,
kémiailag redlis modellel is jol leirhatd. Emellett a meghatarozott stabilitasi allandok nem
adnak felvilagositast arr6l, hogy a képz6dé komplexekben milyen kdtésmod valdsul meg,
milyen a komplex geometridja. Sok esetben megfelelé modellrendszerekkel valod
Osszehasonlitassal kozvetett informaciot kaphatunk, de legtobbszor kiilonb6zo spektralis
mérések (pl. spektrofotometria, CD, ESR) sziikségesek a pH-potenciometrids mérések

eredményeinek bizonyitasahoz, kiegészitéséhez.

4.4. UV-lathato spektrofotometria

Réz(IT)- és nikkel(IT)-komplexek esetén végeztiink spektralis vizsgalatokat. A spektrumok
elemzésével a képzddott komplexek szerkezetére, geometriajara, a koordindl6d6 donoratomok
szamara ¢és kémiai jellegére lehet kovetkeztetni.

A réz(IDkomplexekre jellemzd tetragonalisan torzult, oktaéderes térben gyenge és

erds terli ligandumokkal kiilonbozoképpen ugyan, de mindkét esetben négyfelé hasadnak az
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energiaszintek. Az igy 1étrejott négy energiaszint kozott haromféle energiaji d-d atmenetnek
kellene megjelennie: d. (d,.) — d.2,2; dyy — di2,2; d-2 — d.2,2. Ezek az atmenetek gyakran
Osszeolvadnak egyetlen savva, és az energiajuk, illetve az intenzitasuk erdsen fiigg attol, hogy
a ligandumnak hany donoratomja koordinalédik a fémionhoz. Ezen kiviil az abszorbcids
maximumahoz tartoz6 hullimhossz értékeket befolyasolja a komplex pontos geometriaja €s a
donoratomok kémiai mindsége is.

Ez utobbinak a hatasat Sigel és Martin,* valamint Pettit és munkatarsai'®' vizsgaltak. A
vizes oldatokban jelenlevd [Cu(H,0)s]*"-ion négy ekvatoridlis vizmolekulajanak oxigén-
vagy nitrogéndonorokkal torténd helyettesitése az abszorpcidos maximumot a rovidebb
hullamhosszak fel¢ tolja el. Ez az effektus kiilondsen nitrogéndonoroknal jelentds. Kvantitativ
Osszefliggések megadasat az neheziti, hogy az effektus nagysdga a donoratom kémiai
természetén kiviil fiigg a kelatgyliri méretétdl, valamint a ligandumhoz kapcsolodo, de a
koordinacidban részt nem vevd szubsztituensektdl is. Ezeket a hatdsokat figyelmen kiviil
hagyva az alabbi kozelitd egyenlet 2% pontossaggal adja meg a varhatd Amay értékét:*

_ 10°
0,294(C =0/H,0) +0,346(COO ") + 0,460(NH, ) + 0,494(N =) + 0,434(Im)

Amax [NmM]

(19)

Ez az Osszefiiggés nem hasznalhato axidlis koordinacid esetén, az ugyanis a Amax €rtékeinek
kismértéki eltolodasat eredményezi a nagyobb hullamhosszak felé (voros eltolodas).

A nikkel(IT)komplexek'®' jellemz6 koordinaciés szdma a 4, 5 és 6, ezek koziil a
leggyakoribb a 4 és a 6. A 6-0s koordinacids szamu, oktaéderes geometridji komplexeknek
harom spinmegengedett d-d atmenete van a lathato hullamhossztartomanyban, de mindharom
elég gyenge (¢ < 30 M 'em™) a Laporte-szabalyban megfogalmazott tiltds miatt. Ezek az
atmenetek: A = 1430-770 nm (3A2 -3 T, koz6tti atmenet)

A2 =910-500 nm (A, — T (F) atmenet)

A3 = 520-370 nm ‘A, — T (P) 4tmenet)
A komplex geometridjanak torzuldsa a kozéps6 sav felhasadasat eredményezheti. Ezek mellett
létezik egy még kisebb intenzitasu, spintiltott (A, — 'E) atmenet is, amely altalaban csak
vallként jelenik meg valamelyik csticson.

A 4-es koordinicidés szadmu, tetraéderes geometridji Ni(Il)-komplexek elnyelése
sokkal intenzivebb (¢ = 102-103 M ":cm ). A lathaté sav hullamhossz-tartomanya 900-500
nm. 4-es koordinaciés szammal gyakran képzddnek diamagneses sajatsagu, siknégyzetes
geometriagju  komplexek is, kiilonosen erds terti ligandumok esetén (pl. peptidek

amidnitrogénjének kotddése). Ezek konnyen alakulnak ki mas geometriaji komplexekbdl. Az

39



Varnagy Katalin Az imidazolg@@szeﬁﬁgmiollﬁkbtésben: oldallancban tobb donorcsoportot tartalmazd
pep és-87a éka enetifém komplexeinek egyensulyi és redoxi sajatsagai

ilyen szerkezetli komplexek 550-400 nm koriil adnak egy elég intenziv (¢ = 50-500 M "-cm™)
savot. Egy masodik, még intenzivebb sav talalhato 430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli
eredet(i.

A réz(Il)- és nikkel(IT)-komplexeket tartalmazd rendszerek spektralis vizsgalatat a
250-900 nm-es hullamhossz-tartoményban végeztiikk. A spektrumokat Hewlett Packard HP
8453 tipusu egysugaras, diddasoros, valamint Perkin Elmer Lamda 25 tipusu kétsugaras
fotométereken, 1,000 cm-es kiivettdban vettiik fel kiilonbozé pH-értékeken, kiillonb6zo
fémion/ligandum aranyoknal a pH-potenciometrianal alkalmazott koncentracio-tartomanyban.
A kapott spektrumok elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezeld- és kiértékeld
programmal végeztiik, masrészt a PSEQUAD program segitségével szdmos esetben az egyes

komplexek spektrumat is meghataroztuk.

4.5. Cirkuldris dikroizmus (CD) spektroszkopia'®*

A CD spektroszkdpia a polarizalt fény és egy optikailag aktiv anyag kolcsonhatasan alapulod
spektroszkopiai méddszer. A sikban polarizalt fény egy balra és egy jobbra cirkularisan
polarizalt fénysugar Osszegének tekinthetd. Az optikailag aktiv anyagok a sikban polarizalt
fény ezen két Osszetevijével kiilonbozoképpen 1épnek kolcsonhatasba (eltérd a
torésmutatojuk), a kilépd fény elliptikusan polarizalt lesz. A cirkuléris dikroizmus vagy mas
néven Cotton-effektus a sikban polarizalt fény két 6sszetevdjének kiilonbozd abszorpcidja. Az
abszorpcidban mutatkoz6 kiilonbség a teljes abszorpcidhoz viszonyitva igen kicsi, annak kb.
1%-a.

Az optikailag aktiv anyagokban a jobbra és a balra cirkuldrisan polarizalt sugarzas
nemcsak kiilonb6zd torésmutatoval, hanem kiilonb6zé abszorpcios koefficienssel 1is
jellemezhet. Igy a kozegen valé athaladas utan a két sugér kiilonbozo helyen és amplitadoval
talalkozik. A kétféle fénysugar abszorpcidjanak kiilonbségét (pontosabban a Ae = gpal — Ejobb
értéket) a hullimhossz fliggvényében abrdzolva megkapjuk a cirkularis dikroizmus gorbét. A
CD gorbe maximuma, illetve minimuma az elektrongerjesztési abszorpcidés spektrum
maximuma helyén, illetve ahhoz igen kozel jelentkezik. Optikailag aktiv vegyiiletekben tehat
az abszorpcids savokhoz tartozik a cirkularis dikroizmus gorbe egy-egy savja. Az utdbbi
gbrbe sdvjai viszonylag keskeny Gauss-gorbék, ellentétben az elektrongerjesztési spektrum

abszorpcids savjaival, melyek joval szélesebbek.
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crer

crer

komplexmolekula optikai aktivitasat okozhatja a kozponti atom aszimmetridja vagy a
komplexképzOddés hatdsara a ligandum donoratomjan kialakulé aszimmetria (Meisenheimer-
komplex). A koordinacid hatdsara nemcsak egy donoratom, hanem egy egész ligandum is
aszimmetrikussa valhat, ami szintén a komplex optikai aktivitasat eredményezi.

Szamos komplex szerkezetének vizsgéalatdban eredményesen hasznaltdk a CD
spektroszkopiat, melyek kozott emlithetjiik a Cu(II), Ni(IT) és a Pd(IT) peptidkomplexeit.'”® A
kiilonboz6 di- és tripeptidek tanulmédnyozasa soran bizonyos torvényszertiségeket figyeltek
meg, amelyeket Sigel és Martin foglalt 6ssze.* Tripeptidek esetén az MH L &sszetételii
komplexekben a deprotonalodott amidnitrogének koordinacidja révén viszonylag merev
szerkezet alakul ki. Megallapitottak, hogy ezen peptidek komplexeinek CD spektrumai jol
értelmezhetok az Un. dupla-oktan vagy hexadekan szaballyal. Eszerint, ha a komplex
koordinaciés sikja alatti és feletti teret 8-8 szektorra osztjuk, és minden szomszédos
szektornak ellentétes eldjelet tulajdonitunk, akkor az adott szektorban taldlhatd optikailag
aktiv csoport hatasara bekovetkezd Cotton-effektus eldjelét a szektor eldjele adja meg. A
komplexek CD spektruméanak masik jellegzetessége a jelek intenzitdsanak additivitasa, azaz
az egyes (nem koordindlodod oldallancok) hatdsa Osszeadodik. Példaul az AlaAlaAla
komplexének CD intenzitdsa egy adott hullimhosszon egyenld a hdromféle, egy alaninbdl és
két glicinbdl felépiild tripeptidek esetén tapasztalt intenzitasok Osszegével. Ez az 0sszefliggés
nemcsak az alanin esetén igaz, hanem valamennyi nemkoordinal6édo oldallancot tartalmazo
peptidre érvényes.m'm6 Ezek alapjan felallitottak egy Osszefliggést, amelynek segitségével
egy XaaYaaZaa tripeptid komplexének varhatdo Cotton-effektusa adott hulldmhosszon
kiszamithato:

As %aaYaaZaa — As %aaGlyGly 4 As SlyYaaGly + As SlyGlyZaa (20)

ahol Aa%aaYaaZ&a az adott XaaYaaZaa tripeptid fémkomplexének A hulldmhosszon mért

Cotton-effektusa. Megallapitottdk azt is, hogy a komplexben kiilonb6z6 helyzetben 1évo, de
azonos kémiai mindségli optikailag aktiv csoportok kiilonb6z6 nagysagu Cotton-effektust
eredményeznek:

As SlyXaaGly > As }(:rlyGlyXaa > Ae i(aaGlyGly 1)
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Ennek oka az, hogy a kdzponti fémionhoz, mint kromofor csoporthoz kapcsolddo kiilonb6zo
donorcsoportok nem azonos hatasfokkal tovabbitjdk a kirdlis informaciét. Hatasuk alapjan a
kovetkezd sorrend allithatd fel: amidnitrogén > karboxilatoxigén > aminonitrogén.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén egy JASCO J-810
spektrométeren végeztilk. A spektrumokat szobahdmérsékletii vizes oldatokban vettiik fel
kiilonbozo pH-értékeknél illetve 2:1 — 1:2 fémion-ligandum ardnyoknal. Méréseinkhez 0,1 és
1,0 cm uthosszusagu kiivettdkat hasznaltunk, a spektrumokat 200-800 nm hulldmhossz
0,6-1 kozott legyen.

A kapott CD gorbék elemzését egyrészt a gyartdé cég altal biztositott kezeld- és
kiértékeld programmal végeztik, masrészt a PSEQUAD® program segitségével az egyes
komplexek spektrumat is meghataroztuk. A spektrumok elemzésével a képz6dott komplexek
szerkezetére, geometridjara, a koordinalddé donoratomok szamara és kémiai jellegére lehet

kovetkeztetni.

4.6. ESR spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkopia fontos vizsgalati modszer olyan molekuldk
¢s 1ionok tanulmanyozasara, melyek parositatlan elektronokat tartalmaznak, azaz
paramagneses sajatsaguak. Ebbe a csoportba tartoznak az altalunk vizsgalt tetragonalisan
torzult oktaéderes Cu(Il)-komplexek is, amelyekre jellemzd ESR paramétercket az alabbi

Osszefiiggések alapjan szdmolhatok:

o Hp
gl= & "7 (22)
I HH
_ g|-HUBp-a
AH [cm 1] = M (23)
h-c

ahol H; a mintdban mért magneses térerd [Gauss], Ho a standard esetén kapott magneses
térerd érték [Gauss], a a csatolasi allando6 [Gauss], ¢ a fénysebesség (2,998:10" cm-s ™).

Az ESR spektrumok paramétereibdl (A és g) — a mar ismert szerkezetli komplexek
paramétereivel valod dsszehasonlitas alapjan — a fémion koriil kialakulé koordinaciés modra és
a koordinalodé atomok kémiai mindségére lehet kovetkeztetni. Az ESR spektroszkopia
elénye az UV-lathat6 spektrofotometriaval szemben, hogy itt keskenyebb csticsok vannak, igy

tobb komplex egyiittes jelenléte esetén is lehetséges az egyes komplexek ESR paramétereinek
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a szamitasa, emellett az ESR spektrumok egymashoz viszonyitott intenzitasabol monomer
szerkezetek esetén az egymashoz viszonyitott moltort is jol becsiilhetd. A jelek
kiszélesedésébodl, és a merdleges tartomanyban taldlhatd 7 jel megjelenésébdl pedig dimer
vagy mas oligomer szerkezetek jelenlétére lehet kdvetkeztetni.

Dimer szerkezetek esetében az ESR spektrum alapjan, a merdleges tartomanybol

lehetéség van a Cu-Cu tavolsag (Reu co) szamolésara is a Stevens egyenlet alapjan:'®’

0,325 g
Rew cu za\/’T& J1-(3-cos’@)| (24)

Az egyenletben szerepld © szdg azt mutatja, hogy milyen szdget zar be egymassal a
réz(Il)ionok koordinaciés sikjara merdleges egyenes €s a két fémiont Gsszekotd egyenes.
Mivel erre a szdgre egyéb mérésekbdl informacioé nem allt rendelkezésiinkre, igy ezt a szoget
a szamolasoknal 0-nak vettiik.

A mérések Olaszorszagban (Department of Chemistry, University of Sassari), Prof. Giovanni
Micera Kutatdcsoportjaban, Daniele Sanna és Eugenio Garribba vezetésével késziiltek. A
spektrumokat Varian E-9 spektrométeren (9,15 GHz), etilén-glikol hozzaadéasa utan 120 K
homérsekletiire lehlitott oldatokban vették fel kiilonb6z6 pH-értékeknél, illetve
fémion/ligandum ardnyokndl. A szobahdmérsékleten késziilt spektrumokat Bruker EMX
spektrométerrel vették fel. A mérésekhez hasznalt fémtorzsoldat Cu izotépot tartalmazott,

koncentracioja valamennyi mintdban 5 mM volt. Kiilsé standardként difenil-pikril-hidrazint

hasznaltak, melyre gﬁ) =2,0028.

4.7. Tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS)

Tobbmagvu réz(Il)komplexek vizsgélatara az eddig leirt spektroszkopiai moédszerek csak
korlatozottan alkalmasak, mivel itt egy molekulan beliil is tobbféle kémiai kdrnyezetben 1évo
fémionok taldlhatok. A komplexek Osszetételének meghatdrozasaban jelentds segitséget nyujt,
ha ismerjiik a komplex pontos molekulatomegét, melynek mérésére alkalmas modszernek
bizonyult a MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight)
modszer. Emellett — a komplex fragmentalodasat, hasadéasat vizsgalva — szerkezeti informacid
is nyerhet6.'”®

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

Tomegspektroszkopids méréseknél az elsd feladat a vizsgalni kivant molekula ionos forméba

hozésa. Erre (az "Electronspray Ionisation" (EI) mellett) a legkiméletesebb moddszer a
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MALDL.'®!"? Mindkét modszert széles korben alkalmazzék peptidek és proteinek, valamint

fémkomplexeik vizsgalatara.''

A MALDI technikanal a komplexet egy megfeleld matrixszal
keverjiik 0ssze, mely elnyeli a gerjesztéshez hasznalt 1ézersugarat, az energidjat atadja a
vizsgalt komplexnek és ezaltal ionizdlja azt. Matrixként olyan anyagot kell valasztani,
melynek az alkalmazhatésagi koriilményei megegyeznek a komplex képzddési
koriilményeivel, ugyanakkor nem szoritja ki a vizsgalt ligandumot a fémion koordinacios
szférajabol és a komplexszel semmiféle reakcioba nem 1ép. Az alkalmazott matrixok ezen
sav-bazis és komplexkémiai viselkedését korabbi irodalmi adatok alapjan ellendriztiik. Két

112-114 , . .
és a 2-amino-5-nitro-

matrix felelt meg ezen kritériumoknak, a 2,5-dihidroxi-benzoesav
piridin.

"Time of Flight" (TOF):

Tomegspektrometridban a gerjesztés (ionizacid) soran képzddd ionokat az alapjan vélasztjuk
el, hogy egy allando fesziiltséget kapcsolva egy térre, azon a molekulak a tomeg/toltés (m/Z)
hanyadosuk alapjan kiilonb6z6 1d6 alatt érnek keresztiil.

A réz(Il)komplexekre kapott MALDI-TOF-MS mérések kiértékelésénél szem eldtt
kell tartani, hogy a réz(Il)ion legtobbszor (bar nem minden esetben) csak réz(I)ionnd vald
redukalodasa utan képes repiilni. Ez a redukcié megvaltoztatja az addukt vagy a komplex
toltését (egy réz(Il)ion réz(I)ionna torténd redukcidja 1 egységgel csokkenti a toltést), amit
pozitiv iizemmodban vald detektalas esetén egy H'- vagy alkalifémion kompenzal.

Szintén korabbi vizsgalatok azt allapitottdk meg, hogy a MALDI elég kiméletes
ionizacios modszer ahhoz, hogy a fémkomplexek a gerjesztés sordn ne bomoljanak el.
Azonban a f6 molekulaion mellett altaldban megtalalhatjuk a fragmenseket is. Atmenetifém-
ionok (vas(II), kobalt(Il), nikkel(II), réz(I1), cink(II)) hisztidinnel alkotott MH_;L komplexeire
végzett szisztematikus vizsgdlatok azt mutattdk, hogy legkdnnyebben a karboxilatcsoport 1ép
ki a komplexbdl. Az ezt kdvetd 1épésben NH;, CH,=NH, HCN vagy redukalt fémion hasad
le 115

A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén végezték Prof. Kéki

Sandor ¢és munkatarsai BRUKER Biflex III. tomegspektrométeren, LS nitrogén-lézer

alkalmazaséaval (A = 337 nm).
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4.8. '"H NMR spektroszkopia

Valamennyi ligandum esetén késziilt 'H NMR spektrum, egyrészt a ligandum azonositésa,
masrészt a tisztasdganak ellendrzése céljabol. Az altalunk vizsgalt komplexek koziil egyes
nikkel(IT)-, illetve cink(I)-komplexek esetében végeztiink 'H NMR méréseket. Nikkel(IT)
esetében csak a siknégyzetes, diamagneses komplexek vizsgélata lehetséges, igy a peptidek
esetén a NiH ;L 0Osszetételii komplex spektrumat vizsgaltuk erdsen lugos oldatokban. Az
NMR iddskalajahoz viszonyitva ezekben a komplexekben a ligandumcsere sebessége
tobbnyire lassu, ami azt eredményezi, hogy a szabad és a koordinalt ligandum mégneses
rezonanciajelei kiilonb6zé kémiai eltolodas (8) értékeknél jelennek meg. A cink(Il)-
komplexek szerkezetének meghatdrozasdra nem alkalmasak az UV-lathatd, illetve CD-
spektroszkopias modszerek, mivel ezeknek a komplexeknek a l4thaté tartomanyban nincs
elnyelése, ugyanakkor szoba johet a 'H NMR-spektroszkopia. A '"H NMR spektrumban
megjelend jelek pontos asszignalasa érdekében felvettiik a teljesen deprotonalt ligandumok
spektrumat is. A hidrogént tartalmazo csoportokra jellemzé jelek megjelenésébdl, a kémiai
eltolodas értékébdl (9), illetve az eltolodds értékének valtozasabol (a szabad ligandumhoz
viszonyitva), valamint a jelek felhasadasabol kovetkeztethetiink a ligandum csoportjainak
protonaltsagara, illetve a fémion kotésére, az esetleges izomerek jelenlétére.

A ligandumokat 99,8 %-o0s izotoptisztasagh D,O-ban oldottuk fel. A spektrumok
felvételéhez 0,01 — 0,003 mol/dm? koncentracioji oldatokat készitettiink, és altaladban 1:2
fémion-ligandum aranyt alkalmaztunk. Az oldatok pH™ értékeit DCI- és NaOD-oldatok
segitségével allitottuk be a kivant értékre. A mérések soran vizes kdzegbeli pufferre kalibralt
pH-méré altal kijelzett értékek a D,0O-oldatokban pH* értékeknek felelnek meg. A pH*
értékeket az alabbi egyenlet''® segitségével tudjuk atszamolni a pH-skalara:

pH = 0,930 pH" + 0,40 (25)

A 'H NMR spektrumokat BRUKER AM360 MHz FT-NMR késziiléken vettiik fel,
standardként natrium-3-trimetil-szilil-propanszulfonatot (TSP) vagy natrium-2,2-dimetil-2-
szilapentan-5-szulfonsavat (DSS) hasznaltunk. A kapott spektrumokat az NMR spektrométer
sajat szoftverjével, illetve az 1D WINNMR programmal értékeltiik ki.
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4.9. Ciklikus voltammetria

A Cu(Il)-komplexek redoxipotencial értékeit ciklikus voltammetria segitségével hataroztuk
meg. A ciklikus voltammetria egy sokoldalian haszndlhat6 elektroanalitikai technika. Egyike
azon vizsgalati modszereknek, mely segitségével a kiillonbozé kémiai vegyliletek, bioldgiai
anyagok vagy elektrédak feliiletének elektrokémiai sajatsagat fel lehet térképezni
(formalpotencidl  meghatarozas, komplexek  latszolagos  stabilitdsi  allanddjanak
meghatarozasa, reakciok mechanizmusanak felderitése). Hatékonysdganak koszonhetden
széles potencialtartomanyban lehet gyorsan elektrokémiai informacidkhoz jutni.

A ciklikus voltammetridban egy munkaelektrodon linearisan valtoztatjuk a
fesziiltséget egy kezdeti potencial értéktdl (Exezderi) €8y meghatarozott fesziiltség értekig (Ey),
melyet fordulé potencialnak neveziink.''”''* A potencial valtozasat egy referenciaclektrod

potencialjahoz képest mérjiik, mely altalaban telitett kalomel (SCE) vagy Ag/AgCl elektrod.

E(V) < 1. ciklus R 2. ciklus
-02 s
-0,1 LAY
0 r . ¥
0,1 | ' '
02 . .
0,3 ' .
04 | ' ’

05 r , .
0,6 ’ Evégsé .

Ekezdeti .
0‘7 ,/ 3 N

0,8 |
0 20 40  t(sec) 60 80

13. abra Potencidlvaltozas az id6 fliggvényében ciklikus voltammetrids mérés sordn

A 13. abra segitségével nyomon kovethetjiik, hogy hogyan véltozik a potencial az induld
potencialrol a fordulo értékig, majd vissza az eredeti értékre és a masodik ciklusban mindezen
Iépések 1smétlédnek az i1d0 fiiggvényében. Amennyiben a munkaelektrodon atfolyo
aramerdsségét abrazoljuk a fesziiltség fliggvényében ciklikus voltammogramot kapunk, amit a

14. dbran bemutatott példa szemléltet.
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14. abra Egy voltammogram ¢és kiértékelésének szemléltetése

A kapott voltammogrambodl meghatarozhat6 a katédos (Ex) €s az anoddos (E,) csicspotencial,
amelyek szamtani kdzépértéke adja az Gn. féllépcsOpotencial-értéket.
Ek + Ea

E12:
E 2

(26)

A lejatszodo folyamatra jellemzd redoxipotencial értéket a normal hidrogénelektrodra
vonatkoztatva akkor kapjuk meg, ha ezt a féllépcsOpotencial-értéket korrigaljuk az Ag/AgCl
referenciaelektrod potencialértékével.

E’ = E, + E’(Ag/AgCl) (27)
Lényeges informaciot hordoz a katédos €s az anddos cstcspotencidlok kiillonbsége, amelyet
csucsszeparacionak is neveziink. A csucsszeparacio értékébol kovetkeztetni lehet a reakcio
mechanizmusara €és a redoxi folyamatban résztvevd elektronok szamara. Amennyiben a
reakcio reverzibilis, (vagyis a diffuzids koefficiens azonos az oxidalt és a redukalt formara),
az alabbi egyenlet teljesiil:

0,059
n

AE=FE,— Ex=

(28)

ahol n a résztvevo elektronok szama.
A csucspotencialok mellett informacio értékli a katodos €s az anddos csticsaram (i €s

1,) aranya is. Amennyiben egy folyamat reverzibilis, a két csucsdram aranya egy.
la oy (29)
Ciklikus voltammetrids méréseinket egy Metrohm gyartmanya 746 VA Trace

Analyzer késziilékkel végeztiik el, amelyhez egy 747 VA Stand csatlakozott. A mintdk
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méréséhez klasszikus haromelektrédos rendszert hasznaltunk. Referenciaelektrodunk egy
6.0728.010 (Metrohm) Ag/AgCl elektrod volt 3 mol/dm’-es KCI hattérelektrolittal
(E° (Ag/AgCl) = 0,210 V), segédelektrodként 6.1247.010 (Metrohm ) platina elektrodot, mig
munkaelektrédként az adott rendszer varhato redoxipotencial értékének fliiggvényében 3 mm
atmérojli 6.1204.110 (Metrohm) szén vagy 6.1204.120 (Metrohm) platina munkaelektrédokat
hasznaltunk. Valamennyi esetben vizes oldatokat vizsgaltunk 25 °C-on, az oldatok pH-jat
KOH-oldattal és HNO;-oldattal allitottuk be a kivant értékre, melyet a MEDUSA® program
segitségével szdmolt eloszlasi gorbék alapjan valasztottunk ki. A pH ellendrzésére Metrohm
827 mobil pH-mérd késziiléket és 6.0234.100 kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk.

Minden esetben rogzitettiilk a deprotonalt ligandum voltammogramjat erésen bazikus
kozegben, és azt tapasztaltuk, hogy nem jelennek meg redoxi folyamatra utald jelek a
voltammogramban. A kezdeti méréseknél a mintik térfogata 10 cm’ volt, a vizsgalt
be. A mérések soran altalaban nyolc-tizszeres ligandumfelesleget alkalmaztunk. A legtobb
ligandumbol azonban csak igen kis mennyiség allt rendelkezésiinkre, igy le kellett
csokkentenilink a mérendd minta térfogatat, hogy a sziikséges ligandumfelesleget biztositani
tudjuk. Egy mikrocellat (15. abra) épitettiink ezen vizsgalatokhoz, amelyhez BASI Instr. RE-
5B, MF-2079 Ag/AgCl referencia elektrodot hasznaltunk, de ebben az esetben 3 mol/dm’-os
NaCl-oldat volt a hattérelektrolit (E°(Ag/AgCl) = 0,209 V).

15. abra Az alkalmazott mikrocella fényképe
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Segédelektrodként egy mikrocellaban is alkalmazhato platinaelektrodot (ALS Co. Japan),
munkaelektrodként pedig 2 mm atmérdji szén- (CHI104) és platinaelektrodokat (CHI102)
hasznaltunk. Mind a normélcellat, mind a mikrocellat a [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)]* redoxi
rendszerrel kalibraltuk, a mért redoxipotencial érték jo egyezésben volt a kordbbi irodalmi
adattal (E°= 0,458 V).'*

A mintdk oxigénmentesitése argongazzal tortént, amelyet minden mérés elott legaldbb
5 percig buborékoltattunk at a vizsgalni kivant komplexek oldatan. A voltammogramokat az
egyes réz(Il)-komplexek varhatdé redoxipotencidl értékeinek megfelelden megvalasztott
fesziiltségtartomanyban rogzitettiik. Altaldnosan elmondhatjuk, hogy +0,800 V és —1,000 V
kozotti tartomdnyban dolgoztunk. A fesziiltségtartomany pasztazadsara 10 mV/s és 200
mV/sec kozotti pasztazasi sebességet hasznaltunk. A mérések vezérlését a gyartd cég altal
biztositott szoftverrel valdsitottuk. A kapott voltammogramokat a CACYVO programmal

értékeltiik ki.

4.10. Szuperoxid-diszmutaz aktivitds vizsgalatok

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim a szuperoxid gyOkanion diszproporcidjat katalizalja
(k ~ 2:10° s 'mol 'dm’, pH = 7,4). Az enzim miikodését utanzé fémkomplexek aktivitasa
mérhetd kozvetleniil és kozvetve is. A kdzvetlen mérés azonban elég koltséges, emiatt ritkan
hasznalt eljaras.'”' A kozvetett technikak koziil az egyik legelterjedtebb modszer a xantin-
xantin-oxidaz reakcidjaban in situ eldallitott szuperoxid gydkanion és a nitroblue-tetrazolium-
klorid (NBT) kozotti reakcid spektrofotometrias nyomon kovetése. A modellreakcid séméja a

16. abran lathato.

OCHs
™
: A Oy b
N—
98 & ””
HN
| N\
N N>

20,

CO
/‘\ NBT-diformazan
O,N NO.
o H Xantin 2
Xantin oxidaz
(0]
" 20, OCHj
N,
HN _N N
N\ Y%
e OO
g N H SOD modell N/ \N/N
H
uronsav l HsCO
* 0, + Hy0,

H0,

O,N

16. abra A SOD-aktivitds méréséhez hasznalt modellreakci6 sematikus rajza
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SOD aktivitast mutatd fémkomplex hianydban az NBT a keletkez0 szuperoxid hatdsara
redukalodik diformazanna, és ez a redukcio szinvaltozassal jar, amelyet 560 nm-en lehet
nyomon kovetni. Amennyiben aktivnak bizonyulé fémkomplexet adunk a mintahoz, az 560
nm-en mért abszorbancia csokkenést mutat.

A SOD akvititas méréseket H,PO, - HPO4>~ puffert tartalmazo kozegben végeztiik el
(c = 5,0-1072 mol/dm3), az NBT-oldat 5,0-102 mol/dm?, a xantin 1,0-10* mol/dm’

cre

cre

tavollétében, a Cu(Il)jjes = 0 — 2,1-10_6 mol/dm> kézétt véltozott. Osszehasonlitas céljabol a
nativ enzim SOD aktivitasat is vizsgaltuk (pH 6,8: Cenzim = 3,75:-1077 mol/dm® ; pH = 7,4
Cenzim = 4,92:10”" mol/dm’).

A SOD aktivitast mutato vegyiiletek aktivitasat az ICsg értékkel szokas jellemezni. Ez
azt a komplexkoncentraciot jeloli, amelynél a diformazan képzdédése az enzimutanzo vegyiilet
tavollétében mért értékhez képest a felére csokken. Ezt a (30) egyenletnek megfelelden
szamitott inhibici6% gorbébdl hatarozzuk meg, az 50 %-os inhibicidhoz tartozo

komplexkoncentracié adja az ICs értéket.

AAjvak (AAjkomplex

inhibicio% = (

1do “i:k 100 (30)
AA
( 1dd j
A vak
ahol [Tj = a fémkomplex hidnydban mért abszorbanciavaltozas 560 nm-en
1ido
AA komplex
(Tj = a fémkomplex jelenlétében mért abszorbanciavaltozas 560 nm-en
1d6

A Couirykompex €8 @ kiszamitott inhibicio adatokra Scientist program segitségével telitési

gorbét illesztettiink az alabbi egyenlet szerint:'*'

A-c
inhibicié = Cullh-komplex (31)
+ A ’ cCu(II)—komplex
ahol A és B paraméterek. Az eredmények jobb Osszehasonlithatésdga érdekében az ICs
értékekbol relativ aktivitas értékeket szamoltunk, a kovetkezo egyenlet szerint:
IC,,(CuZnSOD) 1
IC,, (komplex)

relativ aktivitas =

00 (32)
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. Kelatképzo helyzetben levd imidazolgyiiriik hatisa az aminosav- és peptidszarmazékok
D3-D15

komplexképzo sajdatsdagaira
A kiilonbozé metalloenzimekben a fémionok altaldban tobb oldallancbeli donoratomhoz
kotddnek, és ez nagyon gyakran jelenti két vagy tobb imidazolgy(iriihoz valdé koordinéciot.
Ezen enzimek aktiv centruméban a peptidlincok haromdimenziés szerkezete az
imidazolcsoportokat olyan kozeli helyzetbe hozza, hogy ugyanahhoz a fémionhoz tudnak
kotédni. Igy ezeknek az enzimeknek jo modelljei lehetnek azok az egyszerii
imidazolszarmazékok, amelyekben két vagy tobb imidazolcsoport alifds hidon keresztiil
kapcsolodik Ossze. A legegyszerlibb ilyen tipusu vegyiiletek eldallitasa és komplexeik

122,123
’ a

vizsgalata még az 1960-as évekre nyulik vissza. 1965-ben Drey ¢€s Fruton
bisz(imidazol-4-il)-metant 4allitotta eld ¢és vizsgalta protonalddasi és komplexképzddési
folyamatait. Az 1970-es évek végén tobb egyszerli bisz(imidazol-2-il) szarmazék eldallitasa is
megtortént €s komplexeik oldatbeli és szilardfazisu vizsgalatdnak eredményeirdl tobb
kozlemény jelent meg.'”*'* Ezt kovetSen szamos poliimidazol ligandum szintézisérél,
komplexeik eldallitasarol, vizsgalatardl szdmoltak be. Ezek a vizsgalatok azt tiikkrozték, hogy
a tobb imidazolgytirii jelenléte a molekuldban a ligandumok jelentds fémmegkotd képességet
eredményezi. Ezek alapjan egyrészt tobbféle poliimidazol ligandumot tartalmazo polimer

126128 masrészt kiilonboz6 enzimek

réteget allitottak eld és vizsgaltak tulajdonsagaikat,
szerkezeti modelljeiként tanulmanyoztak a kialakulé komplexeket — példaul hidrolitikus, nitrit
reduktaz, tirozindz, szuperoxid-diszmutdz (SOD) aktivitasukat Vizsgélték.129'137 Ez utobbi
kutatdsok eredményei arra mutatnak, hogy a két vagy tobb imidazolgylriit tartalmazé
ligandumok komplexei potencidlis szerkezeti és funkcionalis modelljei lehetnek egyes
metalloenzimeknek.

A kiilonbozd  bisz(imidazol-2-il)  szarmazékok eldallitisa és  vizsgalata
kutatdcsoportunkban az 1990-es évek elején indult, egylittmiikddésben Prof. Siili-Vargha
Helgaval és munkatarsaival (MTA, Peptidkémiai Kutatdcsoport). A kiindulépont az volt,
hogy a proteolitikus enzimek egy csoportja cink(Il)-tartalmi metalloenzim, amelyek
miikodését cink(Il)ionokat koordindlni képes vegyiiletek (pl. imidazolszarmazékok)

alkalmazéséaval gatolni lehet. Ha szelektiv gatlast akarunk elérni, akkor a cink(II) megkotésére

képes csoporthoz olyan vegytiletrészt kell kapcsolni, amely modellezi az enzim altal hasitani
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képes szubsztratot vagy annak hasado kotés koriili kornyezetét. Ilyen tipusu ligandumtol az
varhatd, hogy specifikusan kotédik az enzimhez és a cinkhez koordindlodva akadalyozza a
természetes szubsztrat hidrolizisét.

A kotdszovetet bontd kollagendz enzimek gétlasara igy olyan vegyiileteket terveztek
¢s szintetizaltak a Peptidkémiai Kutatocsoportban, amelyben a cink(Il)ionhoz valé kotodést a
bisz(imidazol-2-il)-csoport biztositja, és ehhez az emlds kollagenaz altal hasithatd kollagén
szekvencia hasad6 kotés koriili  kornyezetének (-ProLeuGlylleAlaGly-) megfeleld
peptidlancok kapcsolodnak. Az oldategyensulyi vizsgéalatokat Debrecenben végeztiik,
kiegészitve a legegyszerlibb bisz(imidazol-2-il) szarmazékok vizsgalataval.

Bér az igy eldallitott ligandumcsalddhoz, mint szelektiv inhibitorhoz fliz6tt remények
nem valtak be, a komplexképzd sajatsdgok tanulmanyozasa azt tiikrozte, hogy a
bisz(imidazol-2-il)-csoport nagyon jo fémmegkotd képességének koszonhetéen alkalmas
horgonycsoport lehet a kiillonb6zé aminosav- €s peptidszarmazékokban az amidnitrogén
deprotondlodasanak eldsegitésére, €és jelenléte a molekuldban alapvetéen moddosithatja a
komplexképzddési folyamatokat. A BIP karboxilatcsoportjan, illetve BIMA aminocsoportjan
keresztiili peptidkotés kialakitdsa N-termindlisan, illetve C-terminalisan bisz(imidazol-2-il)-
csoportot tartalmazod szarmazékok eldallitasat tette lehetévé. Az eredmények alapjan
ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a peptidszeri koordinacié kialakuldsdhoz a
molekuldban tovabbi horgonycsoportra van sziikség, €s ezt a szerepet az oldallancbeli
imidazolgyiirii nem képes betolteni. Igy olyan aminosav-, illetve di- és tripeptid-
szarmazékokat is eldallitottunk, amelyek szabad aminocsoportot tartalmaznak és C-
terminalisan egy bisz(imidazol-2-il)-csoporthoz kapcsolodnak. A ligandumok komplexképzd
sajatsagainak vizsgalatdbol arra szédmitottunk, hogy a bisz(imidazol-2-il)-csoport jelentosen
modosithatja az aminosavak ¢és peptidek komplexképzd sajatsagait, és tovabbi informaciot
adhat az imidazol-N koordinéacids sajatsagairol. Az aminosav-, illetve peptidrész potencialis
donorcsoportjai és a bisz(imidazol-2-il) rész koordinadcidja kozott jelentds kompeticio
alakulhat ki, ami igen valtozatos szerkezetii komplexek képzddéséhez vezethet. Hétféle
aminosav-, hatféle dipeptid- és haromféle tripeptidszarmazék fémkomplexeit — elsGsorban
réz(Il), nikkel(IT)- és cink(II)-komplexeit — tanulmanyoztuk. Mindharom ligandumcsoportban
van olyan szarmazék, amely a bisz(imidazol-2-il) részhez kapcsolodd lancban tovabbi
oldallancbeli donorcsoportot, elsésorban hisztidin imidazolgyiriit is tartalmaz. A vizsgalt
ligandumok szerkezeti képletét a 17. és 18. abra mutatja be, a kapott eredményeket pedig az

alabbiakban foglalom 0ssze.
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17. abra Bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazo6 szarmazékok szerkezeti képlete 1.
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18. abra Bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazé szarmazékok szerkezeti képlete I1.
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5.1.1. A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazo ligandumok sav-bazis sajatsagai

A bisz(imidazol-2-il)-csoport aromds gytirliinek protonaléddsa valamennyi ligandum esetén a
savas tartomanyban lejatszodik (Melléklet, M1. tablazat), a két protonalt nitrogén kozeli
helyzete ugyanis eldsegiti az imidazolcsoport deprotonaldodasat. Ennek mértéke fligg attol,
hogy milyen tavol helyezkedik el egymastol a két gylrti. Ha ugyanis a két aromés gytri
kozvetleniil kapcsolodik Gssze, a vonatkozo két deprotondlodasi allandd nem hatarozhatéo meg

(2,2’-biimidazol)*® vagy igen kis érték (2,2’-bipiridil: pK, = —0,12"*°) A molekulédban
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jelenlevd mas protonalodasra képes csoportok a két aromés nitrogén bazicitdsat tovabb
a legnagyobbak (pK; = 4,74, pK> = 6,93), mig a legnagyobb mértékben a metiléncsoporthoz
kapcsolodé aminocsoport ndveli a két aromas nitrogénatom savassagat. igy a BIMA esetén az
elsé deprotonalddasi allandd pH-potenciometridsan nem is hatarozhaté6 meg (pK; < 1,5). A
két imidazolgytriire jellemzd protondlodasi allandd kiilonbsége 2 logaritmus egység koriil
van, ami arra utal, hogy a két kozeli helyzetben levd donoratom kozott hidrogénkotés
kialakuldséara van lehetdség. A kiilonbozd aminosav- €s peptidszarmazékok szintén kisebb pK
értékei ugyanakkor arra is utalnak, hogy a metiléncsoporthoz kapcsolédd peptidkotés
karbonilcsoportja is eldsegiti az imidazolgytriik deprotonalodésat.

A Dbisz(imidazol-2-il)-csoporthoz kapcsoloddé aminosavban, illetve peptidlancban
jelenlevd csoportok (termindlis aminocsoport, illetve oldallancbeli donorcsoportok) sav-bazis
folyamataira a bisz(imidazol-2-il)-csoport joval kisebb hatdssal van, a jellemz6 protonalodasi
értekek kozel vannak a megfeleld di- és oligopeptidekre jellemzd értékekhez. Ha a
molekuldban terminalis aminocsoport és kiilondsen, ha oldallancbeli imidazolgytlri is jelen
van, a 3 vagy 4 nitrogéndonoratomra jellemzd sav-bazis egyenstlyok jelentds atfedésbe

keriilnek egymassal. A protonalédasi mikrokonstansok meghatarozasa''®P!

alapjan
megallapithato, hogy a 4 donoratom bazicitasanak sorrendje: Im(N)gm)y < Im(N)sm) <

Im(N)HiS < NH.,.

5.1.2. Bisz(imidazol-2-il) koordinacioju komplexek

A nagyszamu ligandum atmenetifém-komplexeit nem a kiilonb6zo tipusu ligandumok
vagy fémionok szerint mutatom be, hanem a kialakulé kotésmodok alapjan csoportositva. A
komplexekre meghatarozott stabilitasi allandokat a Melléklet M2-M8 téblazatai tartalmazzak.

A legegyszeriibb bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazd vegylilet (BIM) vizsgalata
egyértelmilen bizonyitotta, hogy maga a bisz(imidazol-2-il) rész jo kotdhely szinte
valamennyi vizsgalt fémion szdmara. A BIM ligandummal szamos atmenetifém képez ML ¢és
ML, (22.a abra) sszetételti komplexet. A két imidazolnitrogén koordindlodéasa a fémionhoz
stabilis hattag kelatgytiri kialakulasat eredményezi és stabilis mono- és bisz-komplexek
képzddnek 2 illetve 4 ekvivalens nitrogénatom kotddésével. A vizsgalt rendszereket és a

keletkez6 komplexek stabilitasat mutatja be a kdvetkezd tablazat.
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2. tablazat A BIM kiilonb6z6 atmenetifémionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi allandoi

Cu(Il) Ni(Il) | Zn(I) | Co(I) | Fe(Il) Mn(II) VO®V) Fe(IIl)
lgpML) | 964 | 729 | 553 | 601 | 457 | 298 7,24 8,92
lg ML) | 17,03 | 1346 | 1022 | 10,06 | 8,64 | 538 12,89 13,1

A téblazat adatai és a 19. abra jol tiikrozi, hogy a kiilonboz6 3d atmenetifém-ionokkal

képzodott komplexek stabilitasa koveti az Irving-Williams sort.

18

lg B
16

141

12

| MLZ
= ML

Mn(ll) Fe(ll)

Co(lly Ni(ll) cu(lly zn(l)

19. abra A BIM 3d 4tmenetifém-ionokkal alkotott komplexeinek stabilitasa

A 2, illetve 4 imidazol (22.a dbra) koordinacidju komplex képzddése valamennyi tovabbi
vizsgalt ligandum esetén képzodik a savas tartomdnyban. Ha a molekuldban egyéb
protonalddasra képes csoportok is jelen vannak, akkor a kialakuld komplexek Osszetétele
altalanosan MH,L, illetve MH,L, forméaban adhaték meg, ahol x = 1,2, y = 1-4 lehet. A
kiilonboz6 ligandumok esetén keletkezd eltérd protonaltsagi fokti mono- és bisz-komplexek
stabilitasdnak Osszehasonlitasdra a stabilitdsi szorzatokbdl képezett allandok Ilehetnek

alkalmasak az aldbbi egyenleteknek megfelelden:

M+ H,L K MH,L 1gK’; = 1gB(MH,L) — 1g f(H,L) (33)
K’

MHXL + HXL ‘_2 MH2XL2 ng’Z = lgﬁ(MH2xL2) - lgﬁ(MHxL) _lg ﬁ(HXL) (34)

lg(K’l/K’z):ng’zfng’l (35)
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3. tablazat Az MH,L, Osszetételli komplexekre jellemzd képezett stabilitasi allandok és
spektralis paraméterek

MH,L, gk, | 1K) | lg(KCy/Ks) él“;n] A[L);ll(])4 [él]
BIM* 9064 | 1739 225 578 | 199 | 2,237
BIP 580 | 202 | 2235
BIMA 751 | 473 2,78 580 | 198 | 2,239
Ac-ProLeuGly-BIMA* | 8,65 | 6,59 2,06 583
BIP-TleAlaGly-OEt* 892 | 66 232

BOC-ProLeuHis-BIMA | 7,73 | 633 14 580 | 198 | 224
BOC-ProHisGly-BIMA | 832 | 636 1,96 598
BOC-HisLeuGly-BIMA | 8,02 | 6,13 1,89 595 | 197 | 224
BIP-TleAlaHis-OMe 803 | 6,13 1,90 597

BIP-TleHisGly-OEt 802 | 536 2,66 620 | 191 | 2,234
BIP-HisAlaGly-Oet 831 | 6,12 2,19 605 | 198 | 223
Gly-BIMA 916 | 6,58 2,58 500 | 201 | 2236
Phe-BIMA 827 | 637 1,90 ss8 | 192 | 2235
a-Asp-BIMA 815 | 593 222 601 | 193 | 2234
0-Glu-BIMA 885 | 593 2,92 596 | 193 | 2232
B-Ala-BIMA 805 | 622 1,83 590 | 201 | 2.236
-Glu-BIMA 813 | 631 1,82 52 | 193 | 2234
His-BIMA 620 | 482 138 605 | 197 | 2,234
GlyLeu-BIMA 784 | 645 1,39 599 | 193 | 2235
LeuGly-BIMA 801 | 649 1,52 505 | 193 | 2235
PheGly-BIMA 88 | 665 2,15 595 | 192 | 2235
AlaPro-BIMA 934 | 66l 273 601 | 193 | 2234
HisPhe-BIMA 760 | 619 1,41 504 | 192 | 2234
PheHis-BIMA 761 | 615 1,46 ss4 | 191 | 2235
GlylleGly-BIMA 8,68 | 6,06 2,62 s2 | 195 | 2,230
AlaPheGly-BIMA 841 | 65 1,91 595 | 192 | 2235
GlyGlyHis-BIMA 1037 | 502 535 52 | 195 | 2,234

* lg(K’l/K’z) = lg(Kl/ Kz)
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A vizsgalt rendszerek réz(Il)-komplexei esetén meghatarozott 1g(K’/K’;) értékeket a 3.
tablazat foglalja 0ssze. A tablazat adatai jol tiikkrozik, hogy ezek 2 Ig egység koriili értékek, az
eltérések a koordinadlodd ligandumokban a koordindlodd csoportra jellemzd eltérd
protonalddasi allandokbol adodnak.

Ugyanakkor a Cu(Il) esetén a négy imidazol koordinacidju szerkezetnek a
kialakulasat, a négy ekvivalens nitrogén kotddését a spektralis paraméterek is egyértelmiien
alatdmasztjak (3. tablazat). Az abszorpcidés maximum az 590+15 nm hulldmhossz
tartomanyba esik, mig az ESR spektrum parhuzamos tartomanyéban egy 9 vonalas ‘N
szuperhiperfinom felhasadas figyelhetd meg és a jellemzd paraméterek: g = 2,235+0,005 és
A =196+5 x 10* cm ™. Ezt szemléltetik a 20. 4bran bemutatott ESR spektrumok, amelyeket

kiilonboz6 1:2 aranyt réz(Il)-ligandum rendszerben savas tartomanyban vettek fel.

254 262 270 278 286 254 302 (@

pH=4,73
CuH L, CuH L,

pH =8,35 (b)

(@)

(d)

20. abra A Cu(Il)-BIM (a), Cu(Il)-His-BIMA (b), Cu(11)-GlylleGly-BIMA (¢) és
Cu(II)-PheHis-BIMA (d) 1:2 aranynal felvett ESR spektrumai

Az oldallancbeli donorcsoportok deprotondlodasat kovetden kialakuld 1:1 és 1:2 Osszetételti

komplexek szerkezete mar jelentdsen fligg az oldallanc hosszatol és az oldallancben jelenlevd
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egyéb donorcsoportoktol. A legegyszeriibb szarmazékok, valamint a védett hisztidintartalmu
¢s nemveédett tripeptidszarmazékok esetén a deprotonalddast kdvetden is monokomplexek
jelenléte mutathato ki (ML és ML,), amelyek a protondlt komplexekhez hasonloan 1g(K/K3)
értékkel ((36) egyenlet) jellemezhetdk:

1g(K1/K>) = 1gK; — 1g K = 2-1gB(ML) — 1gB(ML,) (36)

A 1g(K’1/K’y) és 1g(K1/K>) értékek Osszehasonlitasa (21. dbra) azonban egyértelmiien utal a

koordinacios mod valtozasara.

~
|

il
MRIGUEREEES
) N1.5 1 B 8] By 5] 5] 5] 51 S
u 1Az
Ig(K’+/K?)
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21. abra A Cu(II)-bisz(imidazol-2-il) szarmazékok mono- ¢és bisz-komplexeire jellemzd
stabilitasi allandok (1g(K’1/K»), 1g(K,/K>) ardanya a kiilonbozo ligandumok esetén

A jelentés novekedés a stabilitasi allandok aranyaban, és a komplexek képzddésével
parhuzamosan megfigyelhetd spektralis valtozds (az abszorpcids maximum nagyobb
hulldmhosszak felé tolodasa, a g értékének novekedése, az A csokkenése) a szimmetrikus
szerkezetli szabalyos négyzetes geometria torzuldsara utal, ami az oldalldncban jelenlevd
kotédésre képes donorcsoport(ok) koordinacidban vald részvételével értelmezhetd. A

karboxilatcsoport gyenge axidlis kolcsonhatasa feltételezheté a BIP esetén, mig a réz(Il)-

BIMA Cul, komplexében az aminocsoport axialis kotddése mutathatdo ki. Ugyanakkor a
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BIMA CuLl komplexében az aminocsoport kotddése kiszoritja az egyik imidazolgytriit az
ekvatorialis helyrdl, annak axialis kolcsonhatasa valdszinisithetd.

Az oldallancban hisztidint tartalmazé védett tripeptidek-szarmazékok esetén a
hisztidin imidazolgytrii koordindcidja mutathat6 ki (22.b abra). A CuL komplexekben az igy
kialakul6 makrokelat stabilizal6 hatasa akkor a legnagyobb, ha a hisztidin a legtdvolabb van a
koordinal6do lancvégi bisz(imidazol-2-il)-csoporttol (BOC-HisLeuGly-BIMA). A nem védett
tripeptidszdrmazékok CuL és Cul, komplexében (22.c é4bra) pedig a két, illetve négy
imidazolnitrogén kotddése mellett az N-termindlis aminocsoport axialis koordinacidjara
lehetett kovetkeztetni, mivel a kapcsolodd lanc hossza mar lehetévé teszi a ligandum

haromfogu koordinaciojat makrokelatok képzddése kdzben.

R
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N CH \ o H \ V4
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22. abra A két, illetve négy imidazol-koordinécidju mono- €s bisz-komplexek lehetséges
szerkezetei
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A Ni(IT)-, Zn(IT)- és VO(IV)-ionokkal a Cu(II)-hez hasonldéan 2 és 4 imidazol-koordinacioja
komplexek képzddését mutattuk ki. A komplexképzddési folyamatok azonban nagyobb pH-n
jatszodnak le, és a keletkezd komplexek stabilitésa kisebb. Igy altalaban protonalt komplexek
képzddése sem figyelhetd meg. Ugyanakkor a nikkel(Il) és cink(Il)-komplexek oktaéderes
geometridgja a ligandumok haromfogi koordinaciojat kedvezményezettebbé teszi, ez
mutathat6 ki pl. a BIMA nikkel(II)- és cink(II)-komplexeiben vagy a védett hisztidintartalmu
szarmazékok cink(IT)-komplexeiben. A VO(IV) nagy ligandumfelesleget (fémion-ligandum
1:5 arany) tartalmaz6 rendszerének részletes ESR vizsgélata pedig azt is kimutatta, hogy cisz-
¢s transz-izomer szerkezeti ML, komplexek képzddnek kozel azonos mennyiségben mind a

BIM, mind a védett Z-Gly-BIMA ¢és Z-Ala-BIMA esetén is (23. abra).

in__€R || ™ _NH HHN HHN
H v H 5 o
"N = A NHR "~ "~
transz-VOL, cisz-VOL, VOH_,L, \

23. abra A bisz(imidazol-2-il) koordinaci6éja VO(IV) komplexek szerkezete

A vizsgalatok azonban azt is bizonyitottdk, hogy a két- illetve négy imidazolgytiri
kotédésével kialakuld komplexek egyik ligandum esetén sem tartjdk oldatban a fémiont a
lugos tartomanyban, ez csak akkor valésul meg, ha a fémion koriili koordinacidos mod

megvaltozik.

5.1.3. Ligandumhidas és imidazolhidas kétmagvu komplexek
Az aminosav- ¢és dipeptidszarmazékok esetén a bisz(imidazol-2-il) rész és az aminosav-
oldallancbeli donorcsoportok helyzete térbelileg nem kedvezd ugyanahhoz a fémionhoz
torténd koordinacidhoz. Ugyanakkor a molekulaban két egymastdl elkiiloniilt fémkotohely
van, igy az N-termindlis részen levd a-aszparaginsav, illetve y-glutaminsav (NH,,COO")
koordindcidval, a hisztidin hisztaminszerli koordinacioval képes egy ujabb réz(Il)ionhoz
kotédni kétmagvu ligandumhidas Cu,L, Osszetételli komplexeket eredményezve az a-Asp-
BIMA, y-Glu-BIMA, His-BIMA ¢és HisPhe-BIMA ligandumok jelenlétében.

Ugyancsak ilyen Osszetételi komplexek megjelenése figyelheté meg az oldallancban
koordindldod6é donorcsoportot nem tartalmazo dipeptidszarmazékok esetén is, ahol az

(NH,,CO) donorcsoportok képesek a masodik fémion megkotésére. Valamennyi esetben a

61



Varnagy Katalin Az imidazolg@@szeﬁﬁgmicmgkbtésben: oldallancban tobb donorcsoportot tartalmazd
pep és-87a éka enetifém komplexeinek egyensulyi és redoxi sajatsagai

réz(Il)ion négy ekvatorialis kitohelye telitett, a koordinalodé donorcsoportok szimmetrikus
(2x(Im(N),Im(N) + 2x(NH2,X)) ¢és nem szimmetrikus (2x[(Im(N),Im(N)+(NH,X)])
elrendezddésével tobbféle izomer szerkezet kialakuldséra van lehetdség (24. abra). Ezek a
komplexek ekvimolaris oldatban gyengén savas tartomanyban jelennek meg, ezt szemlélteti a

két példaként bemutatott eloszlasi gorbe is (25. dbra)

HN™S ~“NH HN™N Z“NH HN™ Z>NH
o Tt 28~ < 2%
.Cul .C it
NH : NH NH | NH NH/CH PO CH\NH
o= HN \NH>:Q o={ HN \NH>:o ol AN ~ NH
HC—HN. - NH,—CH HC—HN . .-INH,—CH \
CHy U~ CHy oy -CUSC . h R—C{-I C
WO @ INAEE N N
/7 N\ / . Y /
NH NH C—O~~:QU§T_—O C
R-CH-NH, NHy—CH-R
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“Cu_ {2 23 CH . 2+-NH;—CH-R
NH “‘NH,—CH NH © N ¢ CH -C \+“‘~O I
o:( HNL NH,—CH NH =C
ZNH FO o HN o HN. NH
HC—HN.. .. NH HC—ALN <, NH >: 0=C \
\ u\’ A 20 24 NH \ C
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24, abra A ligandumhidas Cu,L, komplexek sematikus szerkezete
L = a-Asp-BIMA (a), His-BIMA (b), XaaYaa-BIMA (Xaa,Yaa = Leu, Gly vagy Phe) (¢

Az ESR spektrumokban a jelek szélesedése figyelheté meg (26.a, b dbra). Ez egyrészt
a tobbféle izomer komplexek egyidejii jelenlétét, masrészt a két réz(Il)ion kotddését a
komplexben tdmasztja ala, bar a Cu-Cu tavolsag viszonylag nagy, igy a teljes spinkicserélédés
nem valdsul meg. Az izomerek ardnydra a spektrum rossz felbonthatdésaga miatt nem
kovetkeztethetiink, de az a kordbbi tapasztalat, mely szerint a vegyes komplexek képzddése
aromas ¢s alifds nitrogén donoratomokat tartalmazé ligandumok esetén nem

kedvezményezett,'* a szimmetrikus szerkezetek nagyobb aranyat valoszindisiti.

62



‘g @ [Js % 5. Kisérleti eredmények és értékelésiik
5.1. Kelatképzd helyzetben le ir%dangﬁr ha Z aminosav- és peptidszarmazékok komplexképzd sajatsagaira

1 1

oy LeukL Cuzh Lz CuzH.L, Cu,L, CusHAL,
087 0.8 1 CuH,L,
06 Cu,l, 06 - CuH,L L
Uz 3L
0.4 1 Cu,HaL, ,
0,2 A
0 T T T T T T T T [ ]
3 4 5 6 7 8 9 10 pH 11 10 pn 11
(@)
700
moltort CuH,L
(Cu(In)
0,8 1 cuHL O cuHal, + 650
0,6
-+ 600
0,4 -
0,2 -+ 550
* 4 000
0- T — % 500
3 4 5 6 7 8 9 10P1 3 4 5 6 8 9 1011

7
(¢ (d)
25. abra A Cu(Il)-a-Asp-BIMA (a), Cu(Il)-His-BIMA (b), Cu(Il)-LeuGly-BIMA (c) és
Cu(II)-HisPhe-BIMA (d) ekvimolaris oldataban képzddd komplexek eloszlasa a pH
fiiggvényében (c(Cu(Il)) = c¢(L) = 4,00 mmol/dm3). A (d) abréan az ekvimolaris oldatban
felvett spektrumok abszorpcids maximuma (Amax) s szerepel a pH fiiggvényében

254 262 270 278 Z86 284 302 Gy

@ 50
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(0
26. abra A Cu(Il)-His-BIMA (a), PheGly-BIMA (b) és Phe-BIMA (¢)1:1 aranynal
kiilonb6zd pH-kon felvett ESR spektrumai
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Az N-termindlis részen levé amino- €s egy€b donorcsoportok mellett azonban a
peptidvaz amid nitrogénatomjai is kotohelyet jelentenek a fémionok, elsdsorban a réz(Il)ion
szamara. A védett tripeptidszarmazékokkal ellentétben a terminalis aminocsoport
horgonycsoportként viselkedik és a pH 6 felett lejatszodd deprotonalddasi folyamatok az
amidnitrogén(ek) deprotonalodasanak felelnek meg. Az oldallincban koordinal6do
donorcsoportot nem tartalmazé dipeptidszarmazékok esetén ez a folyamat nem bontja meg a
ligandumhidas szerkezetet, a keletkez6 Cu,H ,L, komplexben a réz(Il)ionok (Im(N),Im(N))
¢s (NH,,N") donoregységekhez kotddnek szimmetrikus és aszimmetrikus elrendezddésii
izomer komplexekben. Az ESR spektrumban tovabbra is megfigyelheté szuperhiperfinom
felhasadas (26.b abra, pH = 7,09-n¢l felvett spektrum) ebben az esetben is a szimmetrikus
elrendezddés kedvezményezettségét tamasztja ala.

Az aminosav-szarmazékok esetén az amidnitrogén deprotonalodasa és koordinalodasa
kedvezdvé teszi az egyik imidazolgytri kotodését is, az (NHp,N ,Im(N)) koordinacioval
(5,5)-tagu csatolt kelatgytrti alakul ki, ami hasonlé a GlyHis-szerti koordinacidhoz. Ez azt
jelenti, hogy az amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacidja megbontja a bisz(imidazol-2-
il)-szerli koordinacidt, a fémion koordindldsdban csak az egyik aromas nitrogénatom vesz
részt.

Ha a koordinadcios szférabol kiszorul az egyik imidazolcsoport, ez potencialis
kotShelyet jelent egy mésik fémion szamara. Igy lehetéség van olyan tSbbmagvi szerkezetek
kialakuldséra is, amelyben az imidazolgytirti t6lti be a hid szerepet. Ilyen szerkezetet mar a

BIMA réz(II)-komplexeinél is kimutattunk, lugos pH tartomanyban, ekvimolaris oldatban.

CH WM R

I
- \ _C
o2 cH CH™ SCH_ hn

e AN l ,/,
D NH HoN--Cu2* g€ ~NH S

4 L HN iy p / . 2+
HN N W Cu--<NH,
o el Vit |

NHIZ \@- CUzH_sz I R
(a) (b) O

27. abra Imidazolhidas kétmagvu Cu,H ,L, komplexek sematikus szerkezete
L = BIMA (a), Xaa-BIMA (Xaa = Gly, Phe, a-Asp, a-Glu, His) (b)

A BIMA CuH L, (27.a abra) oOsszetételii komplexében az egyik imidazolgyliri és az

aminocsoport ekvatoridlis kotédése valosul meg, a fémion harmadik koordinacids helyét egy
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hidroxocsoport foglalja el, mig a bisz(imidazol-2-il)-csoport masik imidazolgytriije hidként
kapcsolodik egy masik ugyanilyen koordinacidjua fémionhoz, telitve annak koordinacios
szférajat.

Ugyancsak imidazolhidas kétmagvi szerkezetek képzddése volt megfigyelhetd az
aminosav-BIMA szarmazékok fentebb emlitett (NH,,N ,Im(N)) koordinaciojua réz(Il)-
komplexei esetén is, ahol a kettds kelat altal elfoglalt harom koordinaciés hely mellett a
fémion negyedik helyére egy madsik ugyanilyen egység kotédik a szabadon maradt
imidazolnitrogén donoratomon keresztiil, Cu,H ,L, (27.b abra) Osszetételt eredményezve. A
kétmagva imidazolhidas komplexek képzddését és szerkezetét a spektralis paraméterek
egyértelmiien bizonyitjdk valamennyi vizsgalt a-aminosav-BIMA-szarmazék esetén. Az
abszorpcidés maximum 590 nm koriili értéke az (NHp,N ,Im(N)) + Im(N) donorcsoportok
koordinacidjanak, a komplexre jellemz6 ESR spektrum pedig a réz(Il) dimer(Il)
komplexeknek felel meg.'*' Az ESR spektrumban a AM = I-hez tartozé meréleges
tartomanyban két-két éles cstucsot kapunk g~2 értéknél, amelyekbdl a Stevens egyenlet ((24)
egyenlet) segitségével a komplexekben a réz—réz tavolsag is kiszamithatd volt (4. tablazat). A
kapott adatok alapjan az is megallapithatd, hogy az eltéré oldallancti ligandumok esetén
keletkezd komplexek szerkezete azonos, azaz a nagyobb térkitoltésii oldallancoknak nincs
hatdsa a dimer komplex szerkezetére. Eltérés a B-Ala-BIMA esetén figyelheté meg, ahol az
(NH2,N",Im(N)) koordinécioval (6,5)-tagu csatolt kelat alakul ki, ami magyardzza a nagyobb

Cu-Cu tavolsagot.

4. tablazat Az aminosav-BIMA szarmazékok Cu,H L, és Cu,H 4L, komplexeinek jellemzd

paraméterei
Gly- B-Ala- a-Asp- a-Glu- His-
BIMA BIMA BIMA BIMA BIMA
Amax [nm] 595 564 591 589 592
Clle_sz
Cu-Cu tavolsag [pm] 390 414 393 393 397
Amax [nm] 567 562 565
Clle_4L2
Cu-Cu tavolsag [pm] 386 385 384

A nikkel(I)-, cink(II)- és VO(V)-ionok esetén néhany esetben vizsgaltuk a
komplexképzddési folyamatokat. Ligandumhidas kétmagva szerkezetet csak az erdsen
koordindl6d6 donorcsoportot tartalmazé His-BIMA nikkel(IT)ionokkal alkotott komplexeiben
mutattunk ki, a gyengén kotddo karboxilat-, illetve karbonil-O jelenléte ilyen szerkezeta

komplexek képzodését nem tette lehetévé sem az aminosav-, sem a dipeptidszarmazékok
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esetén. Cink(Il)- és VO(IV)-ionok jelenlétében a fémion hidrolizise valamennyi esetben
megakadalyozta a ligandumhidas komplexek kialakulasat.

A termindlis aminocsoport horgonycsoportként vald viselkedése azonban
nikkel(Il)ionok esetén is indukélja az amidnitrogén deprotonalddasat és koordinalddasat és ez
a Gly-BIMA esetén a Cu(Il)-komplexekhez hasonlé imidazolhidas kétmagvu komplex
képzddéséhez vezet. Ezzel parhuzamosan spektralis valtozas is megfigyelhetd, a siknégyzetes
geometridra jellemzden 448 nm-nél megjelenik egy ujabb abszorpcios sav. A siknégyzetes
nikkel(IT)-komplexeknél lehetéség lenne a szerkezet 'H NMR vizsgalatara is, azonban a jelek
kiszélesedése azt mutatta, hogy mind a Ni,H ;L, komplex, mind a nagyobb pH-n megjelend
NiH L vegyes hidroxo komplexekben is oktaéderes—siknégyzetes egyensulyi geometria
valésul meg. A Phe-BIMA ¢és a His-BIMA ligandumok esetén — bar az amidnitrogén
deprotonalddasa és koordinalodasa nikkel(II) jelenlétében feltételezhetd — az egyszeri
peptidekhez képest ezek a folyamatok nagyobb pH-n jatszodnak le, és minden esetben
atfedésben vannak a fémion hidrolizisével, igy az imidazolhidas Ni,H ;L, komplexek
jelenlétét nem tudtuk kimutatni.

Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a cink(II)-Gly-BIMA rendszerben, hasonléan a
réz(Il)- és nikkel(IT)-ionokat tartalmazé rendszerekhez, egy extra lugfogyaszté folyamat
figyelhetd meg a titralds soran, ami az amidnitrogén deprotonaldédasdhoz rendelhetd és a
masik két fémionnal val6 analdgia alapjan az imidazolhidas Zn,H L, komplex képzddésére
kovetkeztettiink. Ezt az a tény is indokolja, hogy a komplex keletkezése abban a pH
tartomanyban jatszodik le, ahol a szabad cink(Il)ion mar hidrolizalna, a hidrolizist pedig
valoszinlileg jobban gatolja a cink koriili telitettebb koordindcios szerkezet, azaz a kétmagvua
komplex képzddése. Ez dsszhangban all azzal a korabbi eredménnyel, mely szerint a cink(II)
a GlyHis dipeptidben is képes elésegiteni a peptidnitrogén deprotonalédasat®’ és a cink(Il)
korili  (NH,, N, Im(N)) (5,6)-tagii csatolt kettés kelathoz hasonléan a Gly-BIMA
komplexében is (NH,, N ,Im(N)) (5,5)-taga csatolt kettés kelatrendszer alakul ki,
megakaddlyozva a fémion hidrolizisét.

Ugyancsak az amidnitrogén deprotondloddsa és koordindlodasa volt kimutathatd
(6tszoros ligandumfelesleget tartalmazo oldatban) a VO(IV)-Gly-BIMA, a-Asp-BIMA, ao-
Glu-BIMA ¢s His-BIMA rendszerekben is, amely — ellentétben a Cu(Il)-komplexekkel —
monomer VOH_ ;L és VOH._,L Osszetételi komplexek képzddéséhez vezet (28. abra). A
keletkezé komplexek szerkezetét az UV-lathatd és ESR vizsgalatok is aldtdmasztottak. Ezek

az eredmények azért is érdekesek, mert altalaban nem jellemz6 a VO(IV)-peptid rendszerekre
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az amidnitrogének deprotonalddasa és részvétele a fémionmegkotésben, ilyen folyamatot csak

a fenolat-O™ vagy tiolat-S™ jelenlétében sikeriilt kordbban kimutatni nagy ligandum-

feleslegnél.'**
o 0
H20>U NH @>U NH
f,N AN
o o

NH / NH

VOLH_4 N/\j VOLH_; N\j

28. abra A peptidszerti koordinacioja VO(IV) komplexek szerkezete

5.1.4. Imidazolato-hidas tobbmagvu komplexek
A Cu(Il)-a-aminosav-BIMA rendszerekben az amidnitrogén deprotonalodasat kvetden ujabb
lugfogyaszté folyamatokat detektaltunk. Ez a folyamat a Gly-BIMA ¢és a Phe-BIMA esetén
vegyes hidroxo komplexek képzddéséhez rendelhetd, melyet kovetden (CuH,L), dsszetétell
komplexek képzddnek. A spektrofotometrias és ESR spektroszkdpids adatok alapjan ez a Gly-
BIMA esetén egy torzult geometriaja, 6tds koordindcioji, valdsziniileg imidazolhidas polimer
szerkezet, mig a Phe-BIMA esetén monomer komplex képzddését jelenti. Ez utdbbi esetben a
feniloldallanc és a koordinalt imidazolcsoport kozotti stacking kolcsonhatas akadalyozza a
tobbmagvu szerkezet 1étrejottét.

Az oldallancban koordinalodé donorcsoportot tartalmazé aminosav-szarmazékok
esetén az ujabb lugfogyaszté folyamat mas komplexek képzddéséhez rendelhetok. A
kétmagva szerkezetben a kotédd imidazolgytri N(1)H csoportjanak deprotonalodasat
igazoljak a spektroszkopias adatok. Ez az a-Asp-BIMA, o-Glu-BIMA ¢és His-BIMA esetén
CupH 3L, illetve CupH 4L, komplexek (29.a dbra) megjelenését eredményezi a ligos pH-
tartomanyban. A komplex képzddésével parhuzamosan az abszorpcids spektrumban kék
eltolodast (Amax csOkkenést) (4. tablazat) figyelhetiink meg, amely alapjan a hidrolizist
kizarhatjuk. Igy ez a spektralis valtozas az irodalmi elézmények™ alapjan a toltéssel
rendelkezd nitrogén koordinéciojat valdsziniisiti. Ezzel parhuzamosan az ESR spektrumban is
Ujabb kétmagvu részecske detektalhatd pH 10 felett (26.a abra). A spektrumbol szamitott Cu-
Cu tavolsag (4. tablazat) a Cu,H ,L, Osszetételli komplexben szamitotthoz képest csekély
csokkenést mutat, ami szintén azt tamasztja ala, hogy bar hasonlé a réz(Il)ionok koordinacios
kornyezete, az eltérés a koordindlédott imidazolgyliriben levé N(1)H csoport

deprotonalddasanak koszonhetd.
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29. abra Az imidazolato-hidas komplexek sematikus szerkezete a His-BIMA (a) és a
XaYaa-BIMA (Xaa,Yaa = Gly,Leu) (b) ligandumok esetén
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Ez a deprotonalddott és igy koordinaldédasra képes N(1) donoratom a masik imidazolgytriivel
ujabb fémionkdtohelyet hoz 1étre, ennek kovetkeztében fémionfelesleg jelenlétében (3:2
fémion-ligandum ardny) egy harommagvi CusH 4L, Osszetételi komplex (29.a 4abra)
keletkezik, ami uralkod6 a fizioldgias és lugos pH tartoméanyban (30.a ébra). A keletkezd
komplexhez viszonylag széles abszorpciés maximum tartozik a Amsx = 583 nm
hullamhossznal, ami az eltér6 kornyezetben levd réz(Il)ionok jelenlétére utal. Az ESR
spektrum jelei kiszélesednek, ami azt tiikkrozi, hogy a fémionok kozott dipolaris kdlcsonhatas
van. Ellentétben az oldallancban karboxilat-, illetve hiszitidin imidazolgytriit tartalmazo
aminosav-BIMA szarmazékokkal, a Gly-BIMA és Phe-BIMA esetén ezeket a folyamatokat
nem tapasztaltuk, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az oldallancbeli csoportok gyenge
axialis kolcsonhatdsa megvédi a fémiont a hidrolizistdl.

Az oldallancban koordinal6édé donorcsoportot nem tartalmazéd dipeptidszarmazékok
esetén a szabad termindlis aminocsoport jelenléte pH 6 folott eldsegiti a peptidnitrogén
donoratomok deprotonalodéasat. Mig az elsO 1épésben lezajlé deprotonaldédasi folyamat nem
bontja meg a molekula két terminalis részének kotddésével 1étrejovo kétmagvu szerkezeteket,
addig a masodik amidnitrogén deprotondlédasa mar a réz(II) koriil a koordinacidés mod
atrendezddését eredményezi, az (NH,,N,N ,Im(N)) donorcsoportok peptidszerii kotodéssel
CuH_,L egymagvtu komplexek kialakuldsahoz vezetnek (29.b abra). Ez a koordinaciés mod
analog a GlyGlyHis-szerli koordinacioval azzal a kiilonbséggel, hogy mig az el6bbinél
(5,5,5)-tagt, addig az utdbbinal (5,5,6)-tagu csatolt kelatrendszer alakul ki. Ez a kotddés a
dipeptid-BIMA szarmazékok réz(II) komplexeiben kedvezményezetté teszi a koordinalodott
imidazol N(1)H csoportjanak deprotonalodasat mar a mérheté pH tartomanyban.

Ez a deprotondlodott N(1) donoratom a masik, nem kotddé imidazol N(3)
donoratommal egyiitt — hasonléan az aminosav-BIMA szarmazékokhoz — tjabb fémion
kotésére alkalmas helyet teremt, amely a fémion-ligandum aranytdl fiiggéen kiillonbozo
tobbmagva komplexek képzdodését eredményezi. Ezek koziil jelentds mennyiségben 3:2
fémion-ligandum ardnynal a CusH ¢L, 6sszetételli komplex, 2:1 fémion-ligandum aranynal a
CusH gL, Osszetételli vegyes hidroxo komplex keletkezik, amelyek sematikus szerkezetét a
29.b 4bra mutatja be. A harommagvi komplex jelenlétét az enyhén lugos tartomanyban a
tomegspektroszkopias vizsgalatok is alatamasztottdk. A 30. dbra a GlyLeu-BIMA 3:2 réz(II)-
ligandum rendszerében pH ~ 8 koriil felvett MALDI-TOF-MS spektrumat mutatja be. A

spektrum izotopeloszlasat Osszehasonlitva az 1,2,3... réz esetén szamolt izotopeloszlassal, a
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spektrum egyértelmiien harom rézion jelenlétét mutatja a komplexben. Emellett a mért és a

feltételezett molekulara szamolt molaris tomeg is megegyezett a mérés hibahataran beliil.

i
I [CusCsoHaoOuN1aH"

/50 852 /54 R/56A ]K8 ]G0 m/z

30. abra A Cu(Il)-GlyLeu-BIMA rendszerben 3:2 fémion-ligandum arany
esetén kialakuld CusH L, komplex (molekulaion: [Cu3C3oH4304N14]JH") mért
MALDI-TOF-MS spektrumanak izotopeloszlasa (nagy abra),
valamint az erre a molekulaionra szamitott izotopeloszlas (kis abra)

Ezek alapjan megéllapithatjuk, hogy az aminosav- és dipeptid-BIMA szarmazékok esetén
réz(Il) jelenlétében még a mérhetdé pH tartomanyban lejatszédik a koordindlodott
imidazolgylrt N(1)H csoportjanak deprotonaléddsa. A meghatarozott pK értékek az
aminosav-szarmazékok esetén a (37), (38) egyensulyokra, a dipeptid-szarmazékok esetén

pedig a (39) egyensulyra jellemzok:

CwHoL, PKLNWH CyH L, +H (37)
CuH 5L, PRNOW cp oy (38)
CuH,L PKiNwH cyH,L+H' (39)

A pK értékeket az 6. tablazat tartalmazza Osszehasonlitva korabban més ligandumokra

meghatarozott érté¢kekkkel.

/////

BIMA és hisztidin-szarmazékok esetén

a-Asp- | o-Glu- His- | GlyLeu- | LeuGly- | PheGly-

. 143 . 48
BIMA | BIMA | BIMA | BIMA | BIMA | BIMA | s |GlyHis

pKinou | 8,80 8,44 8,13 10,69 10,75 10,51 11,7 9,6

pKz N()H 8,99 8,97 8,93
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A tablazat adatai jol tiikrozik, hogy ez a folyamat kiilondsen kedvezd az aminosav-BIMA
szarmazeékok 1:1 dsszetételt kétmagvu komplexei esetén. Ez a folyamat azonban a fentiekhez
képest is szokatlanul kis pH-n jatszodik le a fémion felesleget tartalmazo rendszerekben, a
deprotonalddas és a harommagvu komplexek képzddése mar pH 6 felett kimutathaté mind a

két tipusu ligandum 3:2 fémion-ligandum aranyu rendszerében (31. abra).

1

moltort

(Cu(in)

1

0,8 - 0.8 -
06 1 0.6 -
04 04 -
0.2 1 02 1
0 : 0 : : ‘ ‘ ‘
3 4 5 7 8pH 9 3 4 5 7 gPH 9

6 6
(a) (b)
31. abra A Cu(Il)-a-Asp-BIMA (a) és Cu(1l)-GlyLeu-BIMA (b) 3:2 fémion-ligandum aranyu
oldataban képzd6 komplexek eloszlasa a pH fliggvényében (c(Cu(Il)) = 6,00 mmol/dm”,
¢(L) = 4,00 mmol/dm”).
Ugyancsak hangstlyozni kell ezen komplexek szerkezetével kapcsolatban, hogy az
imidazolgylrii deprotonaldédott N(1) csoportja kotddve egy masik réz(Il)ionhoz, hidként
kapcsol 0ssze két fémiont. Ilyen imidazolato-hidas szerkezet jellemzi a CuZnSOD enzim
aktiv centrumat, ahol a Cu(Il)- és Zn(II)-ionok kozott alakul ki hasonld kotésmod. Ezek
alapjan a Dbisz(imidazol-2-il) csoport aminosav- ¢és dipeptid-szarmazékainak ezen
harommagvu, imidazolato-hidas komplexe potencidlis szerkezeti modellje a CuZnSOD

enzimnek.

Nikkel(IT)-, cink(I)- és VO(IV)-ionok jelenlétében az imidazol N(1)H csoportjanak
deprotonalddasa egyik esetben sem figyelheté meg. Bar a His-BIMA fémionfeleslegnél képes
két nikkel(IT)iont megkdtni a fiziologids pH tartomanyban, ez a szerkezet nagyobb pH-n nem
stabilis és pH 7 felett hidrolizis és csapadékképzddés tapasztalhato.

A Ni(II)-dipeptid-BIMA rendszerekben ugyancsak képzddnek a fémion-ligandum
aranytol fliggben egymagva NiH,L, illetve kétmagvi Ni;H ;L, NiH 4L 0Osszetételii
komplexek, amelyekben a ligandum peptidszeri kétddése valdsul meg, ezt kovetéen a pH
emelése vegyes hidroxokomplexek képzddéséhez és csapadékkivalashoz vezet.

Cink(IT)ionok esetén a Gly-BIMA rendszer kivételével az amidnitrogén

deprotonalddast sem tudtuk kimutatni a fent bemutatott ligandumoknal, a bisz(imidazol-2-il)
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koordinacidju komplexek képzddését a pH emelésével hidroxokomplexek képzddése és

csapadékkivalas koveti.

5.1.5. A peptidlanc koordinaciojanak szerepe a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok

komplexképzodési folyamataiban

A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazé ligandumok fentiekben bemutatott komplex-
képzddési folyamataira alapvetden jellemzd, hogy a bisz(imidazol-2-il)-csoport egy vagy
mindkét imidazolgyliriije szerepet jatszik a fémion megkotésében, és savas tartomanyban
meghataroz6 az (Im(N),Im(N)) koordindci6, mig a pH emelésével, az amidnitrogének
deprotonalodasat kovetéen a kapcsoldodd aminosav- vagy peptidlanc is részt vesz a fémion
megkotésében és az (NH,, N, Im(N)) vagy (NH,,N ,N",Im(N)) koordinacidés mod a jellemzo.

A bisz(imidazol-2-il)-csoporthoz kapcsolodd lancban levd hisztidin és/vagy a
peptidlanc  hosszdnak novelése azonban egyre meghatarozobba teszi a peptidszerii
koordinaciot a komplexképzddési folyamatokban. A ligandumokban két elkiilontilt kotShelyet
jelent a peptidlanc és a bisz(imidazol-2-il)-rész, ami révén tovabb novekedik a kiilonb6z6
Osszetételll és koordinacios modu komplexek szdma. Az alifas tripeptidlancot tartalmazo két
szarmazék esetén az amidnitrogének deprotonalddéasat kovetden tobbféle 1:1 Osszetételll és
tobbmagva részecske kialakulasa feltételezhetd, de a komplexek Osszetételének és
szerkezetének pontos meghatiarozasat neheziti a keletkez0 komplexek viszonylag rossz
oldhatosaga. A spektralis adatok alapjan a 3:2 fémion-ligandum ardnyu oldatban gyengén
lugos tartomanyban keletkezd CusH 4L, Osszetételii komplex valdszintisithetd, ahol a két
réz(Il)ion (NH2,N,N") koordinaciéval kotédik a peptidlanchoz, mig a harmadik fémion
bisz(imidazol-2-il) koordinaciéval kapcsolja 6ssze a két egységet.

M¢ég inkabb eldtérbe keriil a peptidlanc koordinacidja azokban a szarmazékokban,
ahol a peptidlanc elsé (HisPhe-BIMA), masodik (PheHis-BIMA) vagy harmadik helyén
(GlyGlyHis-BIMA) hisztidin talalhat6. Az N-terminalis hisztidint tartalmaz6 bisz(imidazol-2-
il) szarmazék esetén mar az imidazolhidas szerkezetek bemutatasdnal emlitettem, hogy a
hisztaminszeri és bisz(imidazol-2-il)-szeri koordinacioval stabilis Cu,l, 0Osszetétela
komplexek keletkeznek. Ennek a komplexnek a stabilitasa kiugrd a hasonld Osszetételli, de
(NH,,CO0O") vagy (NH»,CO) koordinacidos médua komplexekhez képest, amit jol tiikroz a 25.c
¢€s 25.d abra kozotti kiilonbség. A hisztaminszerii koordinaciot tartalmazé komplex széles pH
tartomanyban uralkod6 részecske, ¢és akadalyozza az amidnitrogének deprotonalddasat és

koordinal6dasat. Ez csak nagyobb pH-n és kooperativ médon jatszodik le, a keletkezd CuH_,L
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a tobbi dipeptid-BIMA-nal azonositott szerkezetli. Tovabbi deprotonalddasi folyamatokat és
tobbmagvu komplexek képzddését azonban nem tudtuk kimutatni.

A masodik helyen hisztidint tartalmazé szarmazék esetén az amidnitrogén
deprotonalddasat és koordinalodasat kovetden a megjelend Cu,H L, vagy (CuH L),
Osszetételli komplex képzddik, amelyben a molekula GlyHis-szerii koordinacioval kotédik a
fémionhoz, és a szabadon maradt negyedik koordinacios helyre egy masik egység szabadon

maradt imidazolgytriije kapcsolddik polimer szerkezetet kialakitva (32.a 4bra).

N\ n/2

(@) R\ o HN \ ﬁ/ ;NH
2

- \
O\\C @ , C|_\|—\C—NH ch o NA
[ cu* CH, CusH_L, L = PheHis-BIMA
H.C—{H, HN. 7
\ (b)
NH

Cu;H_,L L = GlyGlyHis-BIMA
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@ o CNHClH CH-NH- C\/CH@ c

Cu2+ @I(
ZC\NHz 'fB-S HN._/ QNH ] “NH;CHZ
B A0S 9

CuzH_L, L = GlyGlyHis-BIMA
(d)

32. abra A hisztidint tartalmaz6 peptidszarmazékok néhany komplexének

CH,

sematikus szerkezete

A tovabbi vizsgalatokat megneheziti a keletkezd komplex rossz oldhatosaga, de a

ligandumfelesleg esetén végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy ez a koordinacié sem képes

73



Varnagy Katalin Az imidazolg@@szeﬁﬁgmiollﬁkbtésben: oldallancban tobb donorcsoportot tartalmazd
pep és-87a éka enetifém komplexeinek egyensulyi és redoxi sajatsagai

megakadalyozni a dipeptid-BIMA ligandumokra jellemzé (NH,,N ,N,Im(N)) kotodésu
CuH.,,L komplexek képzddését. Ugyanakkor a bisz(imidazol-2-il)-rész egy ujabb fémion
megkotésére képes, ez egy harommagvi CusH ,L Osszetételti komplex képzddéséhez vezet
(32.b abra), ami uralkodé ekvimolaris és fémion felesleget tartalmazé oldatban fizioldgias pH
tartomanyban.

A harmadik helyen hisztidint tartalmazé GlyGlyHis-BIMA ligandumban a
bisz(imidazol-2-il) koordinacié mellett lehetdség van a kiugrd stabilitasi GlyGlyHis-szer(i
koordinaci6 kialakuldsara is. Ez a koordinacié meghatarozé a keletkez6 komplexekben, de a
fémion-ligandum aranytol fliggé mértékben kompeticié alakul ki a bisz(imidazol-2-il) részhez
valo kotddéssel. Ez azt jelenti, hogy ligandumfelesleg esetén a savas és semleges pH
tartomanyban a bisz(imidazol-2-il) koordinacioji komplexek az uralkoddak és a GlyGlyHis
koordinacidju CuH ;L komplex csak pH 7 felett képzddik. A komplex szerkezetét igazoljék a
spektralis adatok, a CuH ,L komplexre jellemz0 Amax = 516 nm, g = 2,181, A = 206- 10* cm’
értékek jo egyezésben vannak a Cu(I1)-GlyGlyHis rendszerben képz6d6 CuH ,L komplexére
jellemz8 paraméterekkel (Amax = 525 nm, g = 2,178, Aj = 209-10™* cm™).”*" Ekvimolaris
oldatban ¢s fémionfelesleg jelenlétében mar pH 5 felett is kimutathatéak a peptidrészen
kotédo fémiont tartalmazo részecskék, tobbmagvi komplexek vannak jelen a fizioldgias pH
tartomdnyban, amelyben a ligandum jelenti a hidat a k6t6dd fémionok kozott (32.c,d dbra). A
harommagvu CusH 4L, Osszetételti komplexek jelenlétét az 1:1 és 3:2 aranyu rendszerek pH ~
7 koriili mintaiban végzett tomegspektroszkopids vizsgalatok is bizonyitottak. A GlyGlyHis-
szerli koordinacio ekvimoldris oldatban is csak pH 7 felett képes teljesen kiszoritani a
bisz(imidazol-2-il)-szerli koordinéaciot. A kétféle koordinacios mod kozotti kompeticidt jol
szemlélteti a Cu(I)-BIM-GlyGlyHis 1:2:2 és 1:1:1 ardnyu rendszerében elméletileg képz6dd
komplexek koncentracioeloszlasa (33.a,b abra), amely 6sszhangban all a GlyGlyHis-BIMA
rendszer vizsgalati eredményeivel (33.c,d abra).

Cink(IT)ionokkal a hisztidint tartalmazo6 peptidszarmazékok koziil csak a GlyGlyHis-
BIMA komplexeit tanulmanyoztuk. Az egyéb peptidszarmazékok cink(II)-komplexeitdl
annyiban tapasztaltunk eltérést, hogy a protonalt mono- €s bisz-komplexek mellett megjelend
ZnL és ZnL, komplexekben kimutathat6é az oldallancbeli imidazolgytirti kolcsonhatésa, és ez
a haromfogi koordinaci6 a keletkezd komplexek nagyobb stabilitdsat eredményezi,

megakadalyozva a fémion hidrolizisét pH 8 alatt.
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moltért Cu(BIM
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0,4 1 0,4 - Cu(BIM),
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1
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33. abra A Cu(Il)-BIM-GlyGlyHis 1:2:2 aranyu (a), Cu(II)-BIM-GlyGlyHis 1:1:1 aranyu
(b), Cu(I1l)-GlyGlyHis-BIMA 1:2 aranyt (c) é¢s Cu(Il)-GlyGlyHis-BIMA 1:1 aranyu (d)
oldataban képz6d6 komplexek eloszlasa a pH fiiggvényében (c(L) = 4,00 mmol/dm’)

Osszegezve a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok komplexeivel végzett vizsgalatok eredményeit,
altalanos megallapithatjuk, hogy bar a kelatképzd helyzetben levd két imidazolgylirii stabilis
kotédést biztosit a fémionok szdmara a savas tartomanyban, Onmagiban nem képes
horgonycsoportként viselkedni és eldsegiteni az amidnitrogének deprotonalodasat még akkor
sem, ha a molekulaban egy oldallancbeli hisztidin imidazolgylri is jelen van. A terminalis
aminocsoport jelenlétében azonban lejatszodik az amidnitrogén(ek) deprotonalodasa és
koordinalédasa a réz(Il)- és nikkel(Il)-tartalmi rendszerekben ¢és az imidazolrész és a
kapcsolodo lanc egyiittes koordinacidja valtozatos dsszetétell egy- és tobbmagvi komplexek
képzddésehez vezet. Ez réz(Il) jelenlétében néhany aminosav- és dipeptid-szarmazek esetén a
fémion-ligandum aranytol fiiggden fiziologiads vagy lugos tartomanyban kedvezményezetté
teszi a koordindlodo imidazolgytirti N(1)H csoportjanak deprotonalddasat és imidazolatohidas
komplexek képzddését.

A peptidlanc ndvelése és kiilondsen az oldallancbbeli hisztidin imidazolgytri jelenléte

a peptidszeri koordinaci6 kialakulasdhoz és dominancidjahoz vezet. Bar jelentés kompeticio
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alakul ki a peptidszerli és bisz(imidazol-2-il)-szerti koordinacio kozott, a bisz(imidazol-2-il)-
részt csak a GlyGlyHis-szeri kotédés ¢és csak lugos pH tartomanyban képes teljesen
kiszoritani a koordindcios szférabol.

Az aminosav- ¢és dipeptid-szarmazékok esetén keletkezé imidazolatohidat tartalmazo
komplexek potencialis CuZnSOD modellek lehetnek, és ugyancsak ezen enzimben levd
réz(Il) koordinacios kornyezetét modellezhetik a négy imidazol-N kotodésével 1étrejovo
bisz(imidazol-2-il) koordinaci6jii bisz-komplexek is. Igy ezen komplexeknek, mint lehetséges
CuZnSOD modelleknek a vizsgéalatdval kapcsolatos eredményeket a késdbbi fejezetekben

mutatom be.

5.2. Keldtképzé helyzetben levo piridingyiiriik  hatdsa az aminosavszarmazékok
D5,D16-DI18

komplexképzd sajatsagaira
A piridin nitrogén kisebb fémionmegkotd képességli, mint az imidazol nitrogéndonoratomja,
de a két vagy tobb piridint tartalmazé ligandumok stabilis komplexeket képezhetnek a
kiilonb6z6 atmenetifém-ionokkal. Mind az oldatok egyensulyi,'** mind a szilard komplexek

rontgendiffrakcios'* 4

vizsgalatai azt tiikrzik, hogy ha a molekula kelatképzd helyzetben
tartalmazza a piridin nitrogénatomokat, akkor altaldban ez a rész szolgal a fémionok
megkotésére, a tovabbi donorcsoportok, mint pl. az amino- vagy karboxilatcsoport
modosithatja a komplexképzd sajatsdgokat, de az aromds nitrogének maradnak az elsédleges
fémionkotdhelyek.

Néhany bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmazo, a bisz(imidazol-2-il) szarmazékokkal
analog ligandum komplexképz6 sajatsagainak vizsgélata egyrészt a ligandumban jelenlevo
két piridingytir(i, a termindlis aminocsoport és az oldallancbeli imidazolgylirii koordinacidoban
betdltott szerepének, a kialakuld komplexek szerkezetének megismerésére ad lehetdséget.
Masrészt az analdg imidazolgytrit tartalmazé szdrmazékokkal vald 0sszehasonlitds tovabbi
informaciot nyujt az imidazolgytri komplexképzddésben betoltott szerepérdl is. Két egyszeri
bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmazé ligandum €s harom aminosav szarmazékanak (34. abra)
réz(Il) ¢és nikkel(Il)-komplexeit tanulméanyoztuk, ¢és néhany esetben kiegészitettik a

vanadium(I'V)-komplexek sajatsagainak vizsgalataval is.
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N N 0 _N N /
Gly-BPMA Pro-BPMA His-BPMA

34. abra Bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmazé szarmazékok szerkezeti képlete

5.2.1. Bisz(piridin-2-il)-szarmazékok sav-bazis sajatsagai

A bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmazo vegyiiletek protonalodési folyamataiban (Melléklet,
M9 tablazat) hasonld tendenciat figyelhetiink meg, mint a bisz(imidazol-2-il)-csoportot
tartalmazd ligandumok esetén. A bisz(piridin-2-il)-csoport piridinnitrogénjei gyengébb
bazisok, mint maga a piridin, ugyanakkor 2,2’-bipiridilhez'** képest nagyobb pH-n jatszodnak
le a deprotonalddasi folyamatok, ami a két aromds gyiiri kozotti tadvolsag novekedésével
értelmezheté.'*® A két aromas nitrogénre jellemz6 pK értékek kozott azonban a bisz(imidazol-
2-il)-csoporthoz hasonldan ~2 log egység kiilonbség van, ami az aromds nitrogének kozotti
kolcsonhatassal értelmezhetd. Ezeknek a donoratomoknak a bazicitasat is csokkenti a
metiléncsoporthoz kapcsoldodd amino-, illetve amidnitrogén, aminek kovetkeztében a BPMA
¢s az aminosav-BPMA szarmazékokndl a legkisebb pK érték pH potenciometridsan nem
hatarozhatdé meg. A kelatképzé helyzetben levé két aromds gylrli csokkenti a
metiléncsoporthoz kapcsolodd aminocsoport bazicitasat, de lényegében nem befolyasolja a

kapcsolodo aminosav termindlis aminocsoportjanak sav-bazis folyamatait.

5.2.2. Az egyszerii bisz(piridin-2-il) szarmazékok komplexképzé sajatsagai’

A BPM ¢s a BIM koordinécios sajatsdgaiban jo egyezés figyelheté meg a réz(Il)-, nikkel(I)-
¢s cink(Il)ion tekintetében. Mono- és bisz-komplexek képzddnek 2 és 4 piridin-nitrogén
koordinacidjaval, a keletkez6 komplexek stabilitasa a Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II) sorrendben
csokken (Melléklet, M10. tablazat), ami megfelel az Irving-Williams sornak. A keletkezd
komplexek stabilitisa ugyanakkor kisebb, mint megfeleld BIM komplexeké. Kiilonbség
azonban a komplexképzOddési folyamatokban, hogy a BPM egyfogi koordinacidja
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feltételezhetd az MHL 0Osszetételi komplexekben, és vegyes hidroxo-komplex (MH_iL)
képzddése is kimutathatd lagosabb pH tartomanyban, bar ezt a folyamatot minden esetben
csapadékképzodés kiséri, tehat a bisz(imidazol-2-il)-csoporthoz hasonldéan ez a koordinacio
sem képes oldatban tartani a fémiont a ligos pH tartomanyban. Jelentdsebb eltérés figyelhetd
meg a VO(IV)-ion esetén tapasztalt komplexképzédési folyamatokban.®'® A keletkezd

bisz(piridin-2-il) koordinaciéji monokomplex stabilitdsa joval nagyobb mértékben csdkken a

BIM ligandum komplexéhez képest, mint a tobbi vizsgalt fémion esetén (VO(IV) + HL
VOL + H' folyamatra vonatkozé képezett allandé —1,38 a BPM és 0,33 a BIM esetén, Cu(Il)-
re vonatkoz6 értékek 1,56 (BPM) és 2,71 (BIM)). gy bisz-komplex képzédése pH-

potenciometridsan nem is mutathatd ki még nagy ligandumfelesleg jelenlétében sem.
Ugyanakkor a fémion hidrolizisre valo erds hajlama kovetkeztében itt is jellemz6 a vegyes
hidroxo-komplex képzddése, ami azonban kétmagva (VO),H L, komplexek képzddését
eredményezi. Az ESR vizsgalatok emellett egy bisz(ligandumu) vegyes hidroxo-komplex
képzddését is igazoltak.

A BMPA ligandum aminocsoportja a BIMA-hoz hasonléan mind a réz(Il)-, mind a
nikkel(IT)-komplexekben részt vesz a fémionhoz vald kotédésben, ML és ML, komplexek
képzddnek. A komplexekre vonatkoz6 1g(K/K,) értékekben ((37) egyenlet) azonban
csokkenést figyelhetiink meg, ami kiilonosen a réz(Il) esetén figyelemre méltd (1g(K1/K>) =
0,95 (BPMA), 2,89 (BIMA)). Ez alapjan ugyanis feltételezhetd, hogy ellentétben a BIMA
ligandummal a BPMA haromfogt koordinacioja alakul ki az ML és ML, komplexekben is,
ahol az aminocsoport is kotédik a réz(IT)ionhoz, egy meglehetdsen ritka torzult oktaéderes
geometriaju komplexet eredményezve.”'® A feltételezést az eléallitott szilard rac-izomer
komplex rontgenszerkezeti vizsgalata egyértelmilien alatamasztotta (35.a abra). Ugyancsak
sikeriilt eléallitani a Ni(I)-, Fe(I)- és Co(II)-BPMA ML, komplexét egykristaly formajaban.
A rontgenszerkezeti vizsgalatok a Ni(Il) esetén mezo-, a Co(Il) és Fe(Il) esetén rac-izomer
szerkezetet mutattak ki (35.b,c,d abra) okta¢deres geometriaval és koézel azonos M-N
tavolsaggal (7. tablazat). (A szilard komplexeket kiilf6ldi tanulményutam soran Prof. Peter
Comba kutatdcsoportjaban allitottuk eld.)

7. tablazat A BPMA ligandum ML, komplexében meghatarozott M—N tavolsag adatok

rac-Cul, rac-NiL, mez0-Col; mezo-Fel,
M-N (piridin) [A] 2,02 2,11 1,95 2,00
M-N(amin) [A] 2,54 2,10 1,93 1,95
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35. abra A mezo-Cu(Il)(BPMA); (a), a mezo-Ni(I1)(BPMA), (b), a rac-Co(I1)(BPMA), (¢)
¢s a rac-Fe(II)(BPMA), (d) komplexek rongentszerkezete (ORTEP abrdzolas)

5.2.3. Bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmazé aminosav-szarmazékok komplexképzo
sajhtsdgaiP>P1 D18

Két aminosav-szarmazék (Gly-BPMA, Pro-BPMA) (34. abra) nem tartalmaz oldallancbeli
donorcsoportot, viszont a kapcsolodd oldallanc mérete befolyasolhatja a komplexképzddési
folyamatokat. A harmadik aminosav-szarmazék (His-BPMA) (34. abra) oldallancban levd
imidazolgytriije részt vesz a koordinacidban, igy moddositja a komplexképzodési
folyamatokat. Az eredményeket minden esetben az analog BIMA szdrmazékkal Osszevetve

érdemes bemutatni (a fémkomplexek stabilitdsi allandoit a Melléklet MI11. tablazata

tartalmazza).
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A bisz(piridin-2-il)-csoport gyengébb fémionkstd képessége miatt savas tartomanyban
a réz(Il) és VO(IV) mindharom ligandummal csak monokomplexeket képez a két aromas
nitrogén kotddésével. Az oktaéderes geometria a nikkel(II) és cink(Il) esetén azonban
kedvezObbé teszi a két ligandum koordindlodasat, igy ezekben a rendszerekben kimutathat6 a
négy piridin-nitrogén koordinaci6ji komplexek megjelenése. Ez a cink(Il)-Gly-BPMA
rendszer kivételével valamennyi fémion-Gly-BPMA ¢és -His-BPMA rendszerben protonalt
komplexek képzddéséhez vezet, mig a cink(Il) esetén a Gly-BPMA-hoz val6é kotddés csak a
ligandum aromads nitrogénatomjai deprotonalddasat kovetden mutathato ki.

Az oldallancbeli  donorcsoportok  deprotondldoddsa a  koordinaciés mod
megvaltozasahoz vezet. A Gly-BPMA esetében a terminalis aminocsoport koordinalodasa
el0segiti az amidnitrogén deprotonalodasat mind a négy vizsgalt fémion esetén. Ez azonban
tovabbra is egymagvi komplexek jelenlétét eredményezi (36.a,b abra), vagyis a koordinacids
szférabol kiszorulod piridin-gytiri — ellentétben az imidazolgyliriivel — nem képes hidat

képezve kotddni egy masik fémionhoz.

@)
MH_.L MH_,L, ML (L = His-BPMA)

(¢

/ n/2

(MH_L), L = His-BPMA
(d)

36. abra Az aminosav-BPMA ligandumokkal képz6d6 komplexek lehetséges szerkezetei
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A deprotonaldodas a monokomplexekben kisebb pH-n jatszodik le, mint a bisz-komplexekben,
¢s minden esetben a dipeptidekhez képest kisebb pK érték jellemzi a folyamatot. A 8. tablazat
a deprotonalddasi folyamatokra jellemzd pK értékek Osszevetését teszi lehetévé. Az adatok
azt tiikrozik, hogy a piridin-N koordinalddasa a vizsgélt fémionok komplexeiben eldsegiti az
amidnitrogén deprotonalddasat, az értékek a GlyGly peptidnél mért értékeknél kisebbek. Nem
ilyen egységes a kép a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok esetén. Bar az (NH,,N ,Im(N))
koordinacié kedvezményezettségét mutatja az, hogy nemcsak a réz(Il)- és nikkel(Il)ion,
hanem a vanddium(IV) ¢és cink(Il)ion esetében is megjelennek ilyen koordinacioja
komplexek, a réz(Il)-komplexekben kompeticié alakul ki a bisz(imidazol-2-il)- és GlyHis-
szerli kotddés kozott, és ez a monokomplexek esetén kismértékben, bisz-komplexek esetén

jelentdsebb mértékben akadalyozza az amidnitrogén deprotonalddasi folyamatokat.

8. tablazat Az (NH,,N ,X) koordinacios modu komplexek (X = Pyr(N), Im(N), COO")
képzddését jellemzd pK értékek kiilonbozo ligandumok esetén

Gly-BPMA | Pro-BPMA | Gly-BIMA | GlyGly*”'* | GlyHis“"’
Cu(I) 3,84° 3,52° 4,6° 4,23° 4,15°

6,22¢ 6,444 7,18° 8,87¢ 6,03¢
Ni(1)

7,25 7,33 9,58°
Zn(1I) 7,89¢ 8,09 6,80° — 6,73¢

*1gB(MHL) — 1gB(ML); ® eloszlasi gorbérél leolvasva (2 MHL === M,H ,L, + 4 H")
“1gA(ML) - 1gB(MH ,L); ¢ (IgB(MHL) — IgB(MH_|L))/2
® (Ig8(ML,) — 1gB(MH ,L,))/2; " 1gB(MH_, L) — 1gB(MH ,L,)

Az (NH,,N,Pyr(N)) koordinaciot a réz(Il) és vanadium(IV) esetén az UV-lathatd, illetve ESR
spektroszkopias adatok (9. tablazat), mig a cink(II) esetén a '"H NMR spektroszkopias adatok
(10. tablazat) igazoljak.

A cink(II)-Gly-BPMA rendszerben a peptidszerli koordinacid kialakulasat az
amidcsoport melletti CH-csoport jelének valtozasa mutatja legjobban. A 10. tablazat adataibol
lathato, hogy a pD = 7,85-nél felvett NMR spektrumban a CH-csoport kémiai eltolodas értéke
csokken a szabad liganduméhoz képest, és ez a kb. 70 %-ban megjelend (NH,,N ,Pyr(N))
koordinacidju ZnH_ ;L komplexnek kdszonhetd.

A nikkel(II)-komplexek esetén az amidnitrogén deprotonalodasaval kialakulé NiH ;L
és NiH ,L, Osszetételli komplexek oktaéderes geometridjuak, igy ez jelentds valtozast nem

eredményez a lathatd spektrumban. Azonban az ekvimolaris oldatban keletkez6 NiH ,L
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vegyes hidroxo-komplex esetén megjelend siknégyzetes geometria, valamint az a tény, hogy
lugos tartoméanyban hidrolizis és csapadékképzddés nem figyelhetd meg, alatdmasztja a

peptidszert koordinaciot.

9. tablazat A bisz(piridin-2-il) ligandumok réz(Il)- és vanadium(IV)-komplexeit jellemzd
spektralis paraméterek (Amax [Nm] (€ [dm3~mol_1-cm_1]), g [Hz], A [x10* cm ')

Komplex dsszetétele Gly-BPMA Pro-BPMA His-BPMA

Koordinacios mod Mmax (€) | & | Ay [ Amax ©) ] g | Ay | Amax (€) g A

CuHL

(Pyr(N)Pyr(N)) +NH,* | 633 (69) 2295|172 | 632 (46) | 2,085 | 183 | 645 (78) | 2.278 | 172
5 3

CulL

(Pyr(N),Pyr(N),Im(N),,) 625 (108) | 2,220 | 187

CulL

(NHz,N_,Pyr(N))+NH3+ 610 (154) | — . . o B

CuH_]L

(NH,.NPyr(N)) 602 (133) |2,225| 197 |598 (129)]2,225 | 196 — — —

CU2H.2L2

(NH,, N, Pyr(N))+Im(N) — — | — — — | — 590133 | — | —

CuH,L

(NH,.N' Pyr(N).,OH) 595 (116) |2,225| 174 |598 (107)| 2,225 | 181 — 2,213 | 175

VOHL

(Pyr(N),Pyr(N)) +NH;," — 1,944| 167 — 1,944 | 169

VOH,L

. —  |1,950( 163 — 1,946 | 164
(NH2,N",Pyr(N))

VOH,L

(NH,,N",Pyr(N),0H") — 1,952 159 — 1,950 | 159

10. tablazat A Gly-BPMA és a cink(I)-Gly-BPMA 1:1 rendszerben mért 'H NMR
paraméterei [ppm] a pH fiiggvényében

CH; (a) CH (b) aromas protonok

pHL =2,35 H,L 4,010 6,610 7,805 8,253 8,622
pHL = 4,44 HL 3,983 6,289 7,463 7,908 8,483
pHL=11,8 L 3,474 6,244 7,463 7,896 8,471
pHzaan = 3,55 | L + Zn(II) 3,992 6,395 7,572 8,020 8,528
pHzoane = 7,45 | ZnH. L 3,272 5,977 7,403 7,863 8,468
pHzaanr = 9,00 | ZnHLL 3,247 5,856 7,384 7,632 8,371
3,338 6,131 7,478 7,829 8,435
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A His-BPMA termindlis része a hisztaminszer(i koordinacio lehetdséget is megteremti, ezt a
koordinaciét azonban a réz(Il)-komplexekben nem mutattuk ki. A bisz(piridin-2-il)-szera
koordinaci6 kedvezébb a savas tartomdnyban, az N-termindlis donorcsoportok
deprotonalddasat kovetden pedig nem ligandumhidas komplexek képzddnek a molekula
mindkét végének kotddésével, hanem az UV-lathatd és ESR paraméterek (9. tablazat) alapjan
a hisztidin imidazol-N axidlis koordinacidja feltételezhetd (35.c abra). A nikkel(II) és cink(II)
MH,L, (x = 2 vagy 3) 0sszetételli komplexeiben azonban mind a 2x(Pyr(N),Pyr(N)), mind a
vegyes (Pyr(N),Pyr(N))+(NH,,Im(N)) koordindciés mod megvalésulhat. fgy a képzddé
protonalt mono- és bisz-komplexekben a hisztidin imidazolgylrije stabilizal6é hatast, amely
mind a réz(Il), mind a nikkel(II) esetén akadalyozza az amidnitrogén deprotonalodésat €s
koordinal6dasat, a folyamat a nagyobb pH tartoméanyban jatszodik csak le. Hasonl6 hatas a
cink(Il)-His-BPMA rendszerben is megfigyelhetd, ennek kdvetkeztében azonban a nagyobb
pH tartoméanyban mar a hidrolizis és csapadékképzddés miatt le sem jatszodik ez a folyamat.
Ugyanakkor a réz(II) és nikkel(II) esetén az oldallancbeli imidazolgytiri a piridin-nitrogénnel
ellentétben hidként kapcsolédik egy masik fémionhoz polimer szerkezetli komplexek
képzddése kozben (35.d abra). A VOIV) komplexképzddési folyamataira viszont

gyakorlatilag nincs hatdssal az oldallancbeli hisztidin imidazolgytirije.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a bisz(piridin-2-il)-csoport jelenléte a molekuldban a
bisz(imidazol-2-il)-csoporthoz  képest csekélyebb mértékben, de hatassal van a
komplexképzddési folyamatokra. Savas tartomanyban a fémionok kotddése a kelatképzd
helyzetben levd két piridin-nitrogénhez torténik. Ez azonban gyengébb kotddést eredményez,
mint a bisz(imidazol-2-il) csoport, igy mig az aminosav-BIMA szarmazékok esetén pH 5 alatt
a bisz(imidazol-2-il) koordinaciéju mono-, illetve bisz-komplexek uralkodnak, addig az
aminosav-BPMA-szarmazékok esetén az aminosav rész részvételével 1étrejovo peptidszerii
koordinacié a meghatarozd a gyengén savas ¢€s fizioldgias pH tartomanyban. Ez altaldban
kisebb szamu és egymagvi komplexek képzddését eredményezi. Ezt szemlélteti a kovetkezo
abra, ahol a Cu(Il)-Gly-BIMA ¢s Cu(Il)-Gly-BPMA 1:2 (37.a 4bra) €s 1:1 aranyu (37.b 4bra)

rendszerében képz8dd komplexek eloszlasat egyiitt mutatja be egy-egy abra.
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1

moltort
cu(n) |,
0,8 4

1
0,8
064/ 0,6 -

04\ % 04 |

0,2 - Cu”

02/

0 T T T T T T T 0

2 3 4 5 6 7 8 9 10PH 11

2 3 4 5 6 7 8 9 1014

37. abra A Cu(Il)-Gly-BIMA (szaggatott vonal) és a Cu(Il)-Gly-BPMA (folytonos vonal)
rendszerben képz6dé komplexek eloszlasa a pH fliggvényében
1:2 fémion-ligandum aranynal (a) és ekvimolaris oldatban () (c(L) = 4,00 mmol/dm”)

5.3. A C-termindlis hisztidin hatdsa a peptidek komplexképzd sajdtsagaira®* """

A harmadik helyen hisztidint tartalmazd peptideknek kiilonos nagy figyelmet szenteltek,
mivel szamos réz(Il)- és nikkel(II)-kotd fehérje tn. ATCUN motivumot tartalmaz (Amino
Terminal Cu(II)-Ni(I)-binding), amelynek szekvencidjat (AspAlaHis) modellezik ezek a
peptidek. Ennek megfeleléen ezeknek a ligandumoknak a komplexképzd sajatsagait mar
nagyon széles korben tanulmanyoztak. A GlyGlyHis (38. dbra) peptid komplexeivel végzett

kutatdsaink ezekhez az eredményekhez néhany kiegészitéssel jarultak hozza.

HzN—CH=C—NH-CH-C—NH-CH-C—OH H2N—CH=C—NH—CH~-C—NH~CH-C—NH~-CH-C—OH
e A S e
GlyGlyHis N Gly,His N

| 1

HaN— CH-C—NH-CH-C—NH-CH-C—NH—CH-C—NH-CH-C—OH
A A A A 4
Gly,His N\\_\N ;

)

i
HzN—ﬁZH—C—NH—(fH—C—N H—?H—C—N H—?H—C—N H—TH—C—N H—TH—C—OH
H H H H CHp

N
GlysHis AN

38. abra C-terminalis hisztidint tartalmaz6 peptidek szerkezeti képlete
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rmindlis hisztidin hatasa a peptidek komplexképzd sajatsagaira

Ugyanakkor felmertilt a kérdés, hogy ha a peptidben a hisztidin a negyedik, 6todik, illetve
hatodik helyen talalhat6, ez hogyan hat a komplexképzddésre. Ehhez a Gly;His, GlysHis és
GlysHis peptidek (38. dbra) szintézisét és oldategyensulyi vizsgalatat végeztiik el.

5.3.1. Harmadik helyen hisztidint tartalmazo tripeptid z’ltmenetifém-komplexeiD19

A harmadik helyen hisztidint tartalmazé peptidek kiugroan nagy stabilitasi komplexeket
képeznek a réz(Il)-, nikkel(I1)-, illetve a palladium(II)ionnal. Ezt nemcsak az oldategyensulyi
vizsgalatok tdmasztjak al4, hanem az eldallitott szilard komplexek rontgenszerkezeti adatai is.
Prof. Peter Sadler kutatdcsoportjaval egyiittmiikodésben az arany(Ill) és palladium(Il)
GlyGlyHis peptiddel alkotott MH ,L Osszetételii komplexét allitottuk eld szilard formdban és

szerkezetét rontgendiffrakcios vizsgalatokkal meghataroztuk (39. dbra).

O(w2)

[Au(lll)H_5(GlyGly-L-His)]CI-H,0 [Pd(Il)H_(GlyGly-L-His)]-1,5H.0

39. abra Az Au(Ill)- és Pd(I1)-GlyGlyHis rendszerben képzddo
MH_,L komplex rontgenszerkezete

Az eléallitott szilard komplexek pH-potenciometrias és 'H NMR vizsgalata ugyanakkor azt is
lehetové tette, hogy meghatdrozzuk az (NH,,N ,N ,Im(N)) koordinacioji komplexekben
lezajlo tovabbi sav-bazis folyamatokat. Az arany(Ill)-komplexben savas tartomanyban is
lejatszodik egy deprotondlodési folyamat, ami pK = 2,58 értékkel jellemezhetd. Ez a nem
koordinalédott karboxilcsoport protonvesztéséhez rendelhetd, ami egyuttal azt is bizonyitja,
hogy mar erdsen savas tartomanyban a GlyGlyHis-szerli kotdédés valdsul meg a komplexben.
Az egyensulyi vizsgalatok azt is bizonyitottdk, hogy mind az arany(Ill)-, mind a
palladium(II)-komplexben lezajlik az imidazol-N(1)H csoportjanak deprotonalddasa. Ezt a

folyamatot a Cu(II)-GlyGlyHis rendszerben erésen lagos tartomanyban szintén kimutattak.'°
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Ez a Pd(II) esetén hasonldan csak erdsen lugos tartomanyban jatszodik le, mig az arany(III)-
komplexben jelentdsen kisebb pK érték jellemzi ezt a folyamatot, mint a masik két fémion
esetén (11. tablazat). Az N(1)H csoport fémion indukélta deprotonalodasat szamos kiilonb6zo
fémiont és (hisztidin) imidazolgytiriit tartalmazé komplexben kimutattak, ezeket a 11. tdblazat
szintén tartalmazza. Ezek az értékek tlikrozik, hogy a hisztidin imidazol-N(1)H csoportjanak
deprotondldédasa az eddig vizsgalt rendszerek kozil az arany(Ill) esetén a
legkedvezményezettebb. Emellett az Au(Ill) koordinadloédasa a termindlis aminocsoporthoz
pH > 11 felett még ezen koordindlodott csoport deprotondlodasat is eldsegiti. Ilyen jellegli
folyamatra kevés példa akad az irodalomban, de érdekes megemliteni, hogy a réz(I1l) esetén

ezt kimutattak, mig az N(1)H deprotonalédasara nem talaltak bizonyitékot."!

11. tablazat A GlyGlyHis MH L komplexében lezajlo deprotondlodasi folyamat(ok)
jellemzd pK érteke(i) Osszehasonlitva mas hisztidin/imidazol tartalmu komplexekre jellemzd
pK értékekkel

fémion komplex PEANoH hivatkozas
Co(III) aquocobalamin 9,6 152
Ru(III) Pentaamminruténium(III)-imidazol 8,9 153
Ru(III) Pentaamminruténium(III)-hisztidin 8,7 154
Hg(I) Metilhigany(II)-imidazol 9,6 155
Pd(IT) Pd(IT)etiléndiammin-hisztidin 10,83 156
Cu(I) Cu(I)H_»(GlyGlyHis) 10,7 150
Pd(II) Pd(IT)H »(GlyGlyHis) 11,3 D19
Au(IID) Au(IIDH_»(GlyGlyHis) 8,63 D19
PKxoordinilt-NH,

Au(IID) Au(IIT)H_3(GlyGlyHis) 11,50 D19
Cu(III) Cu(IIT)H_»(GlyGlyHis) 8,2 151

5.3.2. Negyedik-, 6todik- és hatodik helyen hisztidint tartalmazo oligopeptidek réz(Il)- és
nikkel(II)-komplexeiD 8,D20

A vizsgalatainkat megel6z6en mar tobb olyan kdzleményt publikaltak, amelyben kiilonb6z6 a
negyedik, o6tddik vagy hatodik helyen hisztidint tartalmazo oligopeptid komplexeirdl
szamoltak be,"””'® de az eredmények néhany részletben ellentmondasosak. Azt altalanosan
megallapitottadk, hogy az imidazol-N donoratom elsddleges kotohely, és savas tartomanyban

makrokelatot tartalmazo komplexek képzddnek. A 16 részecske pedig egy 4N koordinacioja
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komplex, amely azonban jelentheti az (N ,N ,N,Im(N)) donorcsoport koétddését és a
terminalis aminocsoport kiszorulasat a réz(Il) koordinacids szférajabol'*® vagy a peptidszerii
koordinaciot a terminalis amino- és az azt kovetd harom amidnitrogén részvételével.'®
Miutan a peptid szekvencidja is befolyasolja a komplexképzédési folyamatokat, a
legegyszertibb negyedik, 6todik €s hatodik helyen hisztidint tartalmazd peptidek vizsgalata
segithet az ellentmondas feloldasara és valaszt adhat a lancvégi hisztidin szerepére a
komplexképzddési folyamatokban.

A GlysHis, GlysHis és GlysHis peptidek (38. abra) réz(I)- és nikkel(IT)-komplexeinek
vizsgalata (Melléklet, M12. tablazat) egyértelmlien mutatta, hogy savas tartomanyban a
fémion a molekula N-terminalis részén kotodik, de a C-terminalis hisztidin is részt vesz a
koordinacidban. Ez a réz(Il)-Gly;His, -GlysHis, -GlysHis rendszerben az egyszerli
peptidekéhez képest nagyobb stabilitdsi Cul. komplexek (39.a dbra) képzOodéséhez vezet,

amelyekben egy 14, 17, illetve 20-tagi makrokelat stabilizalja a szerkezetet.

o 0
CH2 )LNH
/( ’(( 2C %%COO' Ox AQX CH,- C\ 2
n

C/O

\

3 CU2+ HC\
CL{2+ CH» HQC\
- - f’T
CuH4L \ CuH.,L
NH
(b (c)
(|ZOO'
CH
o. HNT T CH,
X/
T
o HC NH
z HN \
CH _(J/ \_ \
O O\ 2 O---_ o~ NHp
(HZC\ / \,C‘@-- —\®\C,3H2 ol “*o—QZ
N Ho G~ T @D-C D
i -0 NG
CuH_L NH)l vagy 2 ' HC—_ HN CH,
L = Gly,His, GlysHis 1 | COO- _ |
l\ C

CH
2 AN
CUH_3L \ HQC\ _—NH
4 L = Gly;His CH
(e)

39. abra A Gly,His (n = 3-5) peptidek Cu(Il)- és Ni(Il)-komplexeinek lehetséges szerkezetei
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Ez a stabilizdl6 hatds a makrokelat méretének novekedésével egyre kisebb, igy a Cul
komplexek stabilitdsa GlysHis > GlysHis > GlysHis sorrendben csokken. A Cul komplex
mennyisége jelentds a gyengén savas tartomanyban — ezt a 40. dbrdn bemutatott eloszlas is jol
szemlélteti —, ¢és akadalyozza a peptidnitrogének deprotonaldodasat. Ezek a folyamatok
Iépcsdzetesen  jatszodnak le ellentétben a GlyGlyHis esetén lezajlé kooperativ
deprotonalddassal (12. tablazat). A C-terminalis hisztidin k6tddése a fémionhoz tovabbra is
megmarad, igy az (NH,,N"), illetve (NH,,N,N") donorcsoportok mellett kimutathaté az
imidazolgylirti koordinaloddsa az ekvatoridlis sikban, egy meglehetdsen torzult geometriat

eredményezve (39.b,c abra).

moltort CuL Ni?
(Cu()) | cu® CuH_,L

0,8 - 08 -

0,6 - 06 |

0,4 | 0,4

CuH.L, CuH.L
0,2 1 02 |
CuHL
O T T i T T T T 0 T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 1011 3 4 5 6 7 8 9 10" 11

(@) (b)

40. abra A Cu(Il)-Gly;His ekvimolaris oldatdban (a) és a Ni(II)-Gly;His 1:2 fémion-
ligandum arényu rendszerében (b) képz6d6 komplexek eloszlasa a pH fliggvényében
(¢(L) = 4,00 mmol/dm’)

12. tablazat A peptidnitrogének deprotonalddasat jellemzd pK értékek kiilonbozd peptidek
esetén ((2)-(4) egyenletek)

GlyGlyHis™ | Gly;His | Gly His | GlysHis |GlyGlyGly***| Glys
pKi (amid) 458 6,84 6,09 5,46 5,41 5,60
Cu(Il) |pK; (amid) 7,42 7,80 7,69 6,86 6,81
pK; (amid) 10,88 | 10,32 10,61 7,89
NI pKi > (amid) 5,84 8,64 8,59 8,11 8,27
pK; (amid) 9,96 9,62 9,62

A képzddo részecskék szerkezetét a spektralis adatok tdmasztjak ala (13. tdblazat), igazolva a
Cu(IT)-pentaglicin rendszerben képzodoé komplexektdl eltérd 2N, 3N és 4N koordinaciot és a
torzult geometriat. A harmadik amidnitrogén kotodésével telitddik a fémion koordinacios

szféraja, aminek kovetkeztében az imidazol-N kiszorul az ekvatorialis sikbol. Ez a Gly4His és
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GlysHis peptidek esetében a pentaglicinhez (Glys) hasonld szabalyos peptidszeri
koordinacidju CuH_ ;L komplexek kialakulasdhoz vezet (39.d abra), ugyanakkor a Gly;His
CuH ;L komplexében az imidazol-N axialis kolcsonhatdsara utalnak az ESR és UV-lathato

spektralis paraméterek (39.e abra).

13. tablazat A Gly,His (n = 3-5) ligandumok réz(II)-komplexeit jellemzdé spektralis

paraméterek (A [x10* cm '], g [Hz], Amax [nm], € [dm’-mol "-cm ™)

o Gly;His Gly4His GlysHis Glys
Komplex | Koordinacios mod
g | A g A g Ay | g A
Cul. (NH.CO) 2331 151
(NH,,CO) +Im(N)) 2,299 | 139 |2,298 | 137 a a
Ho, N
(NH2,N") + Im(N) a a 2,230 | 156 | 2,227 | 156
NH,, NN~
CuHL,L |- (NHNNDY 2219 191
(NH, N N)+Im(N) |[2,194]| 200 | 2,199 | 200 | 2,196 | 199
H, NN N~ 2,171 | 206 | 2,172 | 206 | 2,171 | 206
CllH_3L """ (N ;'2',';"";'2'")' """"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
O\IH%N ,N 3N )+Im(N)ax a a
Amax € Amax € Amax € | Amax €
CuL (NH,CO) +Im(N)) 697 60 681 48 652 34
CuH_,L (NH2,N') + Im(N) 605 78 617 79 628 78
H N~ b b
CuH,L |-------- NHNNY S81° | 937
(NH,N N) +Im(N) | 561 | 131 | 560 | 125 | 560 | 115
Cufar, | NHNNON) ||| 522 | 142 | S17 | 180 | 5147 | 150"
O (NHN N N HIm(N), | 550 | 140
NiH,,L (NH,,N",N") + Im(N) 441 180 438 161 441 151
NiH.;L (NH,,N",N"N") 423 | 230 | 414 | 217 | 410 | 215 | 410 | 218

* Detektalhato a jel, de az értékek nem adhatok meg a kis koncentraciok vagy a tobb részecske
jelének atfedése miatt
® A Gly, réz(Il)-komplexeire vonatkoz6 adatok

Nikkel(I)ion jelenlétében a ligandum N-termindlis részének koordinacigjaval egyiitt
szintén kotddik a lancvégi imidazolgytirti is, de a réz(Il)-ionnal ellentétben a nikkel(II)
oktaéderes geometriaja két ligandum kotddését is lehetéveé teszi.
fgy 1:2 fémion-ligandum aranynal nemcsak NiL, hanem NiL, komplex is keletkezik és ez
utobbi az uralkodd részecske a fiziologids tartoményban (39.b é&bra). A ligandumok
haromfogii koordindcidja a NiL, komplexek esetén is jelentds stabilitasnovekedést

eredményez, ami gatolja a peptidnitrogének deprotonalodasat. Ez csak pH > 8 felett jatszodik
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le, viszont hasonloan a GlyGlyGly-hez, illetve GlyGlyHis-hez ¢és ellentétben a réz(1I)-Gly,His
(n = 3-5) rendszerrel a két amidnitrogén deprotonalodésa egy 1épésben, kooperativ modon
torténik. Ezzel parhuzamosan geometriavaltds is megfigyelhetd, a keletkezd NiH ,L
siknégyzetes, diamagneses komplex, amire a Amax = 440 nm-nél megjelend intenziv sav
(e =150 dm’mol"-cm™) is utal. A komplexben azonban a CuH ,L részecskéhez hasonloan az
(NH2,N",N") donoratomok mellett az imidazol-N is kotddik a fémionhoz. Ez magyarazza azt a
tényt, hogy a harmadik amidnitrogén deprotonaldédasa csak pH > 9 felett jatszodik le. A
képz6dd NiH ;L komplex szerkezete azonban mind a harom ligandum esetén megfelel az
oligoglicinek 4N-es komplexének, tehat (NH,,N ,N,N) koordindcioja, siknégyzetes,
diagmagneses komplexek vannak jelen az erésen ligos pH tartomanyban.

Zn(I1)-GlysHis rendszer vizsgalatabol ZnL €s ZnL, komplexek keletkezését mutattuk
ki a nikkel(II)-komplexekhez hasonlé oktaéderes geometridval. Bar a ligandum haromfogu
koordinacidja ebben az esetben is noveli a komplexek stabilitasat, pH > 8 felett nem tudja

megakadalyozni a fémion hidrolizisét és a csapadék kivalasat.

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a C-terminalis hisztidin jelenléte a kistagszamu
peptidekben jelentdés hatassal van a komplexképzddési folyamatokra és a kialakuld
komplexek szerkezetére, de a terminalis aminocsoport az elsddleges fémionkotohely. A
lancvégi imidazolgylrti kdtddése a fémionokhoz szinte minden komplexben kimutathato, de a
terminalis aminocsoport kiszoritasara nem képes. Ugyanakkor a ligandumok héaromfogu
koordinacidja noveli az ML komplexek stabilitasat, €s a stabilitas az Irving-Williams sornak

megfeleléen a Cu(Il) > Ni(II) > Zn(II) sorrendben csokken.

5.4. Hisztidin analég aminosavak hatisa a peptidek komplexképzé sajitsdgaira

A természetben nem el6forduld a-aminosavak és szarmazékaik szintézise és vizsgalata iranti
novekvd érdeklddés egyik oka a biologiai hatdsoknak koszonhetd. Ha egy peptidben,
proteinben valamely természetben el6forduld aminosavat vele szerkezetileg hasonlo, de nem
természetes aminosavval helyettesitik, akkor ez a peptid, protein bioldgiai aktivitdsdban
szamottev® valtozast eredményezhet. gy példaul, ha a vérnyomas szabalyozasaban szerepet
jatszd angiotenzin II szekvencidjdban a hisztidint piridil-a-alaninnal helyettesitjiik, ez

164 Hasonléan a hisztidin-dekarboxildz enzim

jelentdsen csokkenti a peptid aktivitasat.
specifikusan kotddik a hisztidinhez, ugyanakkor a hisztidinnel szerkezetileg analog B-piridin-

2-il-alanin, B-tiazol-2-il-alanin és B-(1,2,4)-triazol-2-il-alanin sem szubsztrat, sem enzim
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inhibitor hatdst nem mutat.'®'® Emellett ezeknek az emlitett vegyiileteknek szabad

7 165,166

aminosavként gyulladascsokkentd,'®” illetve antitumor és antibiotikus hatast is

tulajdonitanak. Szamos a hisztidinnel, fenilalaninnel vagy tirozinnal analdég aminosavat
allitottak mar el, de elsGsorban biologia szempontbol vizsgaltak ezeket a vegyiileteket,'®®
illetve hatdsukat a peptidekbe beépitve. Ugyanakkor a hisztidin helyettesitése mas
aminosavval a peptid fémionmegkotd képességében is jelentds valtozast hozhat. Ehhez ezen
aminosavak, illetve peptidjeik komplexképzd sajatsagait is meg kell ismerni, amely alapjan
kovetkeztetést vonhatunk le a kiilonb6zd heteroaromas gytiriik komplexképzddésben betdltott
szerepérdl, illetve egyuttal a hisztidin imidazolrdl, mint kothelyrdl is tovabbi informéciokat
nyerhetiink.

Ennek megfeleléen négy hisztidinnel analdég aminosav (a piridingyliriit tartalmazé
pyrAla, a tienilgytirit tartalmaz6 thiAla, a tiazolilgytirit tartalmaz6 thiazAla, a triazolilgytriit
tartalmazd triazAla) és két egyéb szdrmazék (glicin szdrmazék: thiGly és a 2-(2-
aminoetil)piridin: amet-Pyr) réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(II)-komplexeit tanulmanyoztuk, €s
két aminosav — a pyrAla és a thiAla — esetén a GlyGlyHis tripeptiddel analog ligandum
(GGpA, GGtA) szintézisére és réz(Il)- és nikkel(Il)-komplexeik vizsgélatara is sor keriilt. A

vizsgalt vegyliletek képletét a 41. abra mutatja be.
0 0 0 0

HN—CH—C—OH  H;N—CH—C—OH  HN——CH—C—OH H;N—CH—C—O0H

CH, CH, CH, CH,

PN '
N
7
~ |N 7 g N s N ?
N pyrAla —/ thiAla \—/ thiazAla \\_N triazAla
o]

H,N—CH—C——0H / \ CH,-CH -,

2 N
— thiGly amet-Pyr

i i
HzN_CHz'C_NH_CHz'C_NH_(|3H—C—OH H2N—CH2'C—NH—CHz'C—NH—(llH—C—OH
CH, CH,
GGpA GGtA
N / S

AN | R

41. abra A kiilonb6z0 heteroaromas gytriiket tartalmazé ligandumok szerkezeti képlete
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5.4.1. A Kkiilonboz6é heteroaromas gyirit tartalmazé aminosavak sav-bazis és
komplexképzé sajatsagai

A vizsgalt 6t aminosavban elméletileg harom protondlodéasra képes csoport van, de pH-
potenciometridsan csak két deprotonalddasi 1épcsd tanulméanyozhaté (Melléklet, M13.
tablazat). A heteroaromas gylirithdz kapcsolodd aminosav rész lecsokkenti az aromas gytri
proton-akceptor jellegét, igy az aromas gytriikre jellemzé pK érték csak a pyrAla (és az amet-
Pyr) esetén hatarozhaté meg. Ugyanakkor az aromds gytlrii elektronszivod hatdsa az aminosav
két donorcsoportjara is hatdssal van, az alifds aminosavakhoz képest mind az amino-, mind a
karboxilcsoport savassdga novekszik, hasonloan a hisztidinhez vagy a fenilalaninhoz. Ennek
kovetkeztében a karboxilcsoportra jellemzé pK érték < 2, és pyrAla esetén pH-
potenciometridsan nem is hatarozhat6 meg.

A réz(Il)-, nikkel(Il)- ¢és cink(Il)-tartalmi rendszerek vizsgalata alapjan
megallapitottuk, hogy a keletkezd komplexekben az aminosavszerii (NH,,COO") koordinaciod
jellemzo, de a piridil-N, illetve triazolil-N gyenge kotodését és ezaltal stabilitasndveld hatasat
kimutattuk. A bisz-komplexekben a fenilalaninhoz hasonléan az aromés gyliriik kozott
kialakul6 un. ,,stacking” kolcsonhatés jon 1étre, amely abban is tiikr6zddik, hogy a 1g(K/K3)
értékekek ((37) egyenlet) hasonloak a Cu(Il)-Phe komplexekre vonatkozd értékekkel, ¢€s
kisebbek, mint az aminosavakra jellemzd értékek (1,29 (ThiGly), 0,99 (ThiAla), 1,20
(ThiazAla), 1,05 (PyrAla), 0,95 (Phe), 1,35 (Ala)). Az ESR és UV-lathat6 spektroszkopias
adatok alapjan a PyrAla és a TriazAla ligandum mindharom donorcsoportjan keresztiil

koordinalja a fémiont, ami a TriazAla esetén polimer szerkezet kialakuldsat eredményezi.
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14. tablazat A Gly,His (n = 3-5) ligandumok réz(IlI)-komplexeit jellemzd spektralis
paraméterek (A [x10* cm '], g [Hz], Amax [nm], € [dm’-mol "-cm ™)

ligandum komplex g| A Amax € Koordinacios mod
CuL 700 34 | (NH,,COO)
thiGly
Cul, 628 68 | 2x(NH,,COO)
CuL 2,312 164 690 35 | (NH,,COO)
thiAla
Cul, 2,253 180 620 61 | 2x(NH,,COO")
CuL 2,296 | 164 709 45 | (NH,,CO0O)
thiazAla
Cul, 2,239 | 180 639 94 | 2x(NH,,CO0O")
ALa!® CuL 2,308 165 (NH,,CO0")
Cul, 2,251 179 620 60 | 2x(NH,,COO")
CuHL 2,367 | 143 782 18 | Triaz(N)
triazAla CuH,L, 2,330 149 2xTriaz(N)
Cul, 2,254 | 184 630 65 | 2x(NH,,COO")
CuHL ~2,38 | ~137 743 27 | Pyr(N)
pyrAla CuL 2,304 | 170 662 45 | (NHp,Pyr(N))
Cul, 2,235 189 612 89 | (NH,,Pyr(N)) / (NH,,COO")
CuL 2,290 | 169 637 66 | (NH,,Pyr(N))
amet-Pyr
Cul, 2,215 190 597 93 | 2x(NH,,Pyr(N))
CuHL 2,305 177 750 (NH,,CO0")
His'®!7 CuL 670 (NH,,Im(N))
Cul, 2,230 | 191 640 (NH,,Im(N)) / (NH,,COO")
160 | Cul 2,292 179 669 (NH,,Im(N))
Hisztamin
Cul, 2,223 | 200 594 2x(NH,,Im(N))

Altaldnosan a kiilonboz6é aromas gytiriik komplexképzédésre gyakorolt hatasanak mértékére
az alabbi sorrend allapithaté meg:

imidazol > piridin ~ triazol > tiazol ~ tienil

5.4.2. A C-terminalis hisztidin analég aminosav hatisa a tripeptidek komplexképzo
sajatsagaira

A két vizsgalt tripeptid a GlyGlyHis ligandummal analog vegytiletek. Mindkét ligandumra a
peptidszerti koordinacidés kémiai viselkedés jellemzd. Ez azt jelenti, hogy réz(Il)- és

nikkel(Il)ionok hatasara lejatszodik az amidnitrogének deprotonalddasa ¢s az MH L
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Osszetételll komplexek uralkodoak a fizioldgids tartomdnyban. Ugyanakkor a piridingytirii
jelenléte nagymértékben eldsegiti a peptidnitrogének deprotonalodasat és koordinalddasat,
ezek a folyamatok a GlyGlyHis ligandumhoz hasonldéan kooperativ modon mennek végbe.
Ehhez képest eltérd komplexképzddési folyamatok jellemzik a tienilgytiriit tartalmazé
szarmazékot abbol a szempontbol, hogy a megfeleld Osszetételii komplexek csak nagyobb
pH-n alakulnak ki. Ezt jol tiikkr6zi a 42. abra, ami egyiitt mutatja a kétféle ligandum esetén

keletkezd komplexek eloszlasat a pH fiiggvényében.

1

1 —
moltort T moltort

Cu(ll) Ni(l1)
0,8 - 0,8 -
0,6 - 0,6
0,4 1 0,4
0,2 - 0,2 -

0 T et e e o2 0

42. abra A Cu(Il)-GGpA (folytonos vonal) és Cu(Il)-GGtA (szaggatott vonal) (a) és Ni(II)-
GGpA (folytonos vonal) és Ni(II)-GGtA (szaggatott vonal) (b) ekvimolaris oldatdban képz6dd
komplexek koncentracioeloszlasa a pH fiiggvényében (c(L) = ¢(M) = 4,00 mmol/dm”)

A 15. tablazat adatai is jol tiikrozik, hogy az amidnitrogénekre jellemzd deprotonalddasi

allandok a GGpA esetén a GlyGlyHis, a GGtA esetén a GlyGlyGly adataihoz hasonldak.

15. tablazat A Cu(I)-GGpA, GGtA és Ni(I)-GGpA, GGtA rendszerekben képz6do
komplexek stabilitasi (1gf) és képezett allandoéi kiegészitve a GlyGlyGly és GlyGlyHis

adataival
Cu(II) Ni(II)

GGpA | GGH” | GGtA | GGG* | GGpA | GGH" | GGtA | GGG”
MHL 10,82(6)| 12,4 9,51 | 10,58(4) | 11,33
ML 6,093) | 7.6 5,36(3) 5,25 4,47(4) 4,76 3,6(1) 3,75
MH_,L 2,5 |-0,05(2)| -0,16 —4,4909) | -5.45
MH_,L -3,202)| -1,55 | —-6,29Q) | -7,02 | -826(3) | —6,93 |-12,56(7)| —12,85
pK; (amid) 5,10 5,41 5,41 8,08 9,20
pK; (amid) 4,05 6,24 6,86 8,07 7,40
pKi, (amid)| 4,65 4,58 6,37 5,84 8,07 8,30
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Ezek alapjan a GGpA esetén a GlyGlyHis-szerti (NH,,N,N",Pyr(N)) koordinacidju, mig a
GGtA esetén tripeptidszerti (NH,,N,N,COO") koordinaciojd MH_,L komplexek képzddését
feltételezhetjiik. A spektralis adatok azonban més képet mutatnak. A réz(Il)-komplexek esetén
az UV-lathat6 spektrumokban mért abszorpcidés maximumokhoz tartozo hullimhossz értékek
¢s ESR paraméterek a hdrom aromds gylrit tartalmazé ligandum esetén mutatnak
hasonlosagot (43. abra, 16. tdblazat), ami mindkét esetben arra utal, hogy az aromds gytra

részt vesz a koordinacidban.

(@

(b)
(c)

(d) :
I ¥ T T T T T T 1
400 500 600 700 800

hullamhossz [nm]

T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400
magneses térerd [Gauss]

(@) (b)

43. abra Az MH ,L komplexekre jellemz6 UV-lathato (a) és ESR spektrumok (b)
(ekvimolaris oldat: Cu(Il)-GlyGlyGly, pH = 8,9 (a), Cu(Il)-GGtA, pH = 8,8 (b),
Cu(Il)-GGpA, pH = 9,10 (c), Cu(I)-GlyGlyHis, pH = 6,8 (d)).

A pontozott vonal az egyes spektrumok An.y, illetve g, értékét jelzi.

16. tablazat Az MH_,L komplexekre jellemz6 UV-lathatd és ESR spektralis paraméterek a
kiilonbo6z6 tripeptidek esetén

GGpA GGtA GlyGlyHis GlyGlyGly**
Amax [nm] 532 540 525 553
A [x10* em™] 211 208 210 201
g [Hz] 2,183 2,190 2,177 2,202

Hasonlo kovetkeztetésre juthatunk a Ni(II)-GGpA ¢és Ni(II)-GGtA rendszerek
'H NMR spektruméanak elemzésébél is. Az NiH L komplex mindkét vizsgalt ligandum esetén
siknégyzetes, diamagneses komplexet képez, ami lehetdové tette az NMR vizsgalatokat. A

44. abra a teljesen deprotonalt ligandumra, illetve a NiH ,L komplexre jellemzd spektrumok
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aromas tartomanyat mutatja be. A nyilak minden esetben a heteroatom melletti proton jelét
mutatjdk. Ni(Il) hatdsara az aromas protonokhoz tartozé jelek eltoldédnak, és a legnagyobb
eltolédas a heteroatom melletti proton jelében figyelhetd meg. Ez mindkét esetben a

heteroatom koordinacioban vald részvételére utal.

o} o}
[ I

*HN—CHy;——C——N—CH,~—C——N——CH—CO00"

Ni(ll)-GGpA
pH* = 11,8

szabad ligandum

e L . eI pH=12,3
8,4 8,0 7,6 7,2 6,8 6,4 6,0 5,6 5,2 4.8 4.4 4,0 3,6 3,2 2,8
& (ppm)
(a)
(0] o]
) [ [ ,
HsN—CH,—C CH,—C CH—COO
CH,
7
Ni(ll)-GGtA
pH* = 11,7

szabad ligandum

pH=11,9
7,70 7,60 7,50 7,4, 7,30 7,20 7,10 7,00 6,80
; 6,90
3 (ppm)
(b)

44. abra A GGpA (a), GGtA (b) szabad ligandum ¢és a Ni(II)-t tartalmazo rendszer lugos
tartomanyban felvett NMR spektrumainak aromas tartomanya

A spektroszkopias vizsgalatok alapjan tehat arra kovetkeztethetiink, hogy nemcsak a

piridin-N—fémion, hanem a tienil-S—fémion kodlcsdnhatas is kialakul mindkét vizsgalt fémion
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jelenlétében. Ez utdbbi esetben a komplexképzddési folyamatokra gyakorolt hatds azonban
sokkal csekélyebb mértékii, mint az imidazol-, illetve piridingylrii esetén, 6sszhangban a
aminosavaknal megéllapitott sorrenddel.

A Zn(II)-ionokkal végzett vizsgéalatok mas tripeptidekhez hasonlé komplexképzddési
folyamatokat igazoltak. Bar a pH-potenciometrids mérés alapjan ZnH_;L komplex jelenléte is
kimutathatd, de az NMR spektroszkopias vizsgalatok azt igazoltdk, hogy ez vegyes hidroxo
komplex, tehat mind az alifés tripeptidekhez, mind a GlyGlyHis ligandumhoz hasonl6an nem
jatszodik le a peptidnitrogén(ek) deprotonaloddsa és koordindlodasa. Osszegzésként
megallapithatjuk, hogy a hisztidinnel analég aminosavak és ezeket tartalmazé tripeptidek
esetén az aminosavszerd, illetve tripeptidszeri koordinacid6 a meghatdroz6, bar az aromas
gylriik hatdsa kimutathatd, ezek mértéke a hisztidin imidazolgyiiriikhoz képest kisebb
mérték.

5.5. Tobb hisztidin hatdsa a termindlisan védett peptidek komplexképzo sajdtsdgairam’m’mz'

D25

A hisztidint tartalmaz6 peptidek vizsgélata — akar a nagyszdmu irodalmi adatot, akar a fenti
eredményeket tekintjik — egyértelmiien tiikkr6zi, hogy az N-terminalis aminocsoportot
tartalmazo peptidek fiziologias pH tartomanyban keletkezd fémkomplexeiben a peptidvaz
koordinacidja a meghatdrozo, az imidazol-N kotddése az amidnitrogénekkel egyiitt valdsul
meg. Ugyanakkor azon metalloproteinekben, metalloenzimekben, ahol az aktiv centrumban
levé fémion megkdtésében a szekvencidban levd hisztidin szerepet jatszik, a koordinacio
altalaban egy vagy tobb hisztidin oldallancon keresztiil torténik, és az adott molekularész nem
tartalmaz termindlis aminocsoportot. Ez azt jelenti, az N-terminalisan vagy N- és C-
terminalisan védett peptidek komplexeinek szerkezete véarhatéan jobban hasonlit egy adott
enzim aktiv centrumédhoz, ¢s akar enzimaktivitast is mutathat. A kutatécsoportunk
egyiittmiikddése a loannina-i Egyetem (Gorogorszag) Kémiai Tanszékén miikkodd, Prof. Nick
Hadjiliadis éltal vezetett kutatocsoportjdval megteremtette a lehetdséget arra, hogy néhany
peptidet én (GlysHis, GlysHis, GlysHis) és szamos tovabbi védett peptidet csoportunk tagjai
allitsanak eld, ezzel megismerve és alkalmazva a szilardfazisti peptidszintézist. Miutan
vizsgélataink elsésorban a CuZnSOD enzim aktiv centruménak réz(Il) és cink(Il) kotohelye
(12. 4bra) megismerésére iranyultak, az eldallitott peptidek szekvencidjat ez alapjan terveztiik

meg.
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A legegyszeriibb, a Cu(Il)-kotShelynek megfelelé Ac-HisValHis-NH, (Ac-HVH-NH,),'”" Ac-
HisGlyHis-NHMe (Ac-HGH-NHMe)'”? peptidek és a Zn(Il)-kotShelynek megfelelé Ac-
HisValGlyAsp-NH, (Ac-HVGD-NH,)®' peptidek vizsgélata alapjan azt allapitottik meg, hogy
a hisztidinek imidazolgytiriii szolgalnak elsddleges kotdhelyként és horgonycsoportként
képesek elésegiteni az amidnitrogének deprotondlodasat és koordinalddasat. Ez azt jelenti,
hogy a Cu(Il)-Ac-HXH-NH; (X = V vagy G) rendszerben kialakul egy torzult szerkezetii,
makrokeldtot tartalmazé Cul komplex. Ennek az (Im(N),Im(N)) koordinaciéju CuL
komplexnek megnd a stabilitasa, ami egyrészt kedvezdtlenné teszi a bisz-komplexek
képzodését, masrészt gatolja az amidnitrogének deprotonalodasat. Ez a folyamat Cu(Il)-ion
jelenlétében csak pH 6 felett jatszodik le, és CuH ,L komplex uralkodik a fizioldgias pH
tartomdnyban, amelyben az (Im(N),N ,N,Im(N)) donorcsoportokon keresztiil kotddik a
fémion szintén torzult geometriat eredményezve.

A cink(Il)-kotéhelyet modellezé peptid Zn(II)-komplexeiben az (Im(N),COO")
kotdédésével makrokelatot tartalmazo komplex képzddik a gyengén savas tartomanyban, ami
azonban nem képes oldatban tartani a fémiont a fiziologias és lugos pH tartomanyban.

Ezek az elézmények jol tiikrozték, hogy a két hisztidint tartalmazé peptidek
fémkomplexei esetén megnd az oldallancokon keresztiil koordindlddé komplexek jelentdsége,
¢€s gyengén savas tartomanyban dontd mennyiségben vannak jelen az oldatban. Ugyanakkor a
fiziologias pH tartomdnyban réz(Il)ion jelenlétében a peptidvazhoz koordinaldédott komplexek
kertilnek el6térbe, mig cink(Il)ion jelenlétében hidrolizis tapasztalhatd. A tovabbi cél tehat
olyan peptidek szintézise volt, ahol az oldallincon keresztiil koordinalodé komplexek a
fiziologias pH tartomédnyban (pH 6-8) is jelentés mennyiségben vannak jelen. Ha a CuZnSOD
réz(I1)- és cink(IT)-k6tohelyét vizsgaljuk, az egyértelmii, hogy a kotésben még egy hisztidin
imidazol, illetve egy imidazolato-gyliri N donoratomjai is részt vesznek, bar ezek a
szekvencidban egymastol tdvol vannak (12. abra). A fent vizsgalt peptidekhez kapcsolt
tovabbi hisztidinek azonban az enzimben kialakulohoz hasonld koordinéacids kornyezetet
teremthetnek. Igy, néhany két hisztidint tartalmazoé peptid mellett tovabbi harom vagy négy,
kiilonb6zd pozicidban hisztidint tartalmazo peptid szintézise tortént meg, amelyek Cu(lIl)-,
Ni(I)-, Cd(I)- és Co(Il)-komplexeit tanulmanyoztuk, de az eredmények bemutatasat
kiegészitem a Zn(Il)-re kapott eredményekkel is.'” A vizsgalt peptidek szerkezeti képletét a

45. dbra mutatja be.
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45. abra A kiilonboz6 két, harom és négy hisztidint tartalmazoé peptidek szerkezeti képlete

5.5.1. Két, harom vagy négy hisztidint tartalmazo védett peptidek sav-bazis és
komplexképzé sajatsagai

A tanulmanyozott peptidek deprotondlodasi allandoit a Melléklet M16. tablazata tartalmazza.
Valamennyi peptid N- és C-termindlisan is védett, ennek megfeleléen az oldallancbeli
donorcsoportokra jellemzé allandok hatarozhatéak meg. Igy az Ac-HHVGD-NH, peptidet
leszamitva a pK értékek az imidazolcsoporthoz rendelhetdk. Ezek valamennyi vizsgalt peptid
esetén hasonld és egymashoz kozeli értékek, kiillonbségiik a statisztikai értéknek megfeleld
0,6 lg egység koriil van. Ez arra utal, hogy az imidazolnitrogének deprotonalodasa egymassal
atfedd l1épésekben jatszodik le. Az Ac-HHVGD-NH, ligandum esetén a legkisebb
deprotonalodasi allandd az oldalldncbeli karboxilatcsoporthoz rendelhetd, és ennek a
csoportnak a deprotonaloddsa a savas tartomanyban, a hisztidin imidazolgytlriik sav-bazis

folyamataitdl elkiiloniilo 1épésben zajlik le.
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A tanulményozott multihisztidin peptidek kiilonb6zé fémionokkal alkotott
komplexeire vonatkoz6 stabilitasi allandokat a Melléklet M17-M19. tablazatai tartalmazzak.
A réz(II)- és nikkel(IT)ionokat tartalmazo rendszerekben képz6dd komplexek Osszetételét és

eloszlasat a 46. abran levo eloszlasok jol szemléltetik.

1 1
moltért cu® cu® Cu,H,L
(Cu(lly)
0.8 1 CuL CuH_;L 0.8 -
0,6 0,6
Cu,H,L
04 | ' 04 cuL
0,2 T 0’2 | Cqu_zL CUZH_5L
0 T T T T T —T T 0 . - T
3 4 5 6 7 8 9 10 PH 11 3 4 5 6 7 8 9 10 PH 11
(b)
1 - 1 ”
moltort Ni%* Ni** i
i) i ! NiH_L
0,8 - 0,8 1
0,6 0,6 - NiL
0,4 0,4 - NiL,
NiH_,L
0,2 - 0,2 -
0 T T 0 T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10 PH 11 3 4 5 6 7 8 9 10 PH 11
(c) (d)

46. abra A Cu(Il)-Ac-HGHVH-NH; rendszerben 1:2 fémion-ligandum aranynal (a) és 2:1
fémion-ligandum aranynal (b), valamint a Ni(II)-Ac-HGHVH-NH, rendszerben 1:2 fémion-
ligandum aranynal (c) ¢és a Ni(Il)-Ac-HGH-NHMe rendszerben 1:2 fémion-ligandum aranynal
(d) képz6d6 komplexek eloszlasa a pH fiiggvényében (c(L) = 4,00 mmol/dm®)

Valamennyi vizsgélt fémion esetén gyengén savas, illetve fizioldgias pH tartomanyban ML
komplex van jelen. A komplexekben az oldallancban jelenlevé valamennyi hisztidin
imidazol-N ko6tddik a fémionhoz, a hisztidinek szaméatol fiiggden egy, két vagy harom
makrokelatot 1étrehozva (46.a dbra). Ez a szerkezet stabilizdlja az ML komplexet, igy a Ni(Il),
Zn(Il) és Co(II) lehetséges oktaéderes geometridja ellenére sem kedvezd a bisz-komplexek
képzddése, ezt csak néhany két hisztidint tartalmazé peptid (46.d 4bra), valamint a szarkozint
tartalmazo Ac-S2H3-NH,; peptid esetén figyeltiik meg.

Az oldallancbeli imidazolgytirli azonban ezekben a peptidekben is képes horgonycsoportként

eldsegiteni a peptidnitrogének deprotondlodasat és koordindlodasat és MH L (47.b dbra)
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(csak Cu(Il)-ion esetén mutathaté ki), MH ,L (47.c abra), illetve erésen lugos tartomanyban

MH_;L komplexek képzddnek.

NH
NH
} /
)'HN M 0
NH>
NH
© - ML L = Ac-HAHVH-NH,
HN NH
NH
o NH 0
O
(a)
NH

]

MH_.L L = Ac-HAHVH-NH; \ N

MH_,L L = Ac-HAHVH-NH;

Q

>/NH
o

(©

47. abra Az Ac-HXHZH-NH; szekvencidju peptidek esetén kialakuld komplexek egy-egy
lehetséges szerkezetének sematikus abraja

Az UV-lathatd, CD- és ESR-spektroszkopids vizsgalatok alapjan ezekben a komplexekben az

imidazol-N és az azt megel6z6 egy, ketté vagy harom amidnitrogén koordinalja a fémiont. igy
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ottagu kelat, illetve (5,6)- és (5,5,6)-tagt csatolt kelatrendszer alakul ki. Az MH_|L és MH_,L.
komplexekben azonban a szabadon maradt imidazol koordinécidja is altalaban kimutathat6 (a
HXXH szekvencia esetén nem minden esetben), ami egyrészt torzult geometridkhoz vezet,
ugyanakkor stabilizalo hatdsa réven akadalyozza a harmadik amidnitrogén deprotonalddasat
¢s koordinalddasat.

A molekuldk szerkezete lehetéve teszi izomer komplexek képzOdését, a lehetséges

kotdhelyeket szemlélteti a 48. abra.

48. abra A pentapeptidek lehetséges donorcsoportjai az MH ,L (@) és az MH 3L (b)
komplexekben az Ac-HGHVH-NH,; ligandumon szemléltetve

Ezt részletesen az Ac-HXHZH-NH; (X, Z = Gly, Ala, Val, Pro, Sar) szekvenciaju peptidek
réz(Il)- és nikkel(Il)-komplexeinél tanulmanyoztuk. Az MH ,L komplexek szamitott egyedi
CD spektrumainak 0sszehasonlitasa (49. abra) alapjan arra kovetkeztettiink, hogy annak az
MH_,L izomer komplexnek a képzddése kedvezdbb, ahol a fémion a molekula C-terminéalis
részén kotddik, és legnagyobb aranyl ez az izomer az Ac-HXHGH-NH, szekvencia esetén.
Erre a C-termindlisan prolint, illetve glicint tartalmazd peptidek eltéré CD spektrumabol
kovetkeztethetiink mind a réz(Il)- (49.a 4bra), mind a nikkel(II)iont (49.c ébra) tartalmazé
komplexek esetén, mivel az Ac-HAHPH-NH,; peptidben ilyen izomer nem képzddhet, mig a
Ac-HVHGH-NH; ezen izomerje mas CD-spektrummal jellemezhetd.

Az MH_L komplexek esetén gyakorlatilag nincs kiilonbség a kétféle izomer CD

spektruma kozott (49.b,d 4bra), igy az izomerek aranya nem becsiilheté meg.

102



5. Kisérleti eredmények és értékelésiik
d C 5.5.5§n§iszﬁt;lm%tésa a terminalisan védett peptidek komplexképzd sajatsagaira
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49. abra A CuH.,L (a), CuH ;L (b), NiH ;L (¢), NiH 3L (d) komplexekre jellemz06 szamitott
egyedi spektrumok a kiilonb6zd pentapeptidek esetén

A NiH ;L komplex siknégyzetes geometridja ugyanakkor lehetdvé teszi a kiillonb6zo
koordinacidju komplexek azonositasat. A szabad ligandum és a nikkel(Il)-ligandum 1:2
aranyu erdsen ligos oldataban (pH > 11) felvett '"H NMR spektrumok azt igazoltak, hogy
valamennyi imidazol részt vesz a koordinacidban, mivel az aromas tartoményban a Ni(II)
hozzéadasara ujabb jelek jelentek meg mindhdrom hisztidin proton jelei mellett. Ez
alatdmasztja az izomerek keletkezését. A ligandumok alifas részeit jellemzd jelcsoportok
valtozasa is ezt igazolja. Az 50. dbran bemutatott spektrumrészleteken a ,,0” szimbolum a
kisebb ppm értékek fél tolodott glicin proton jeleit, a ,*” szimbolum az eltolodott
acetamidocsoport metil protonjainak eltolodott jeleit, mig ,,**”’szimbdlum a valinrész
metinprotonjainak eltolodott jeleit mutatjadk. Az Ac-HVHGH-NH, nikkel(II)-komplexei
esetén csak a glicin jeleinek eltolédasa figyelhetd meg, az Ac-HGHVH-NH, peptidnél
ugyanakkor a valin, a glicin, illetve az acetamidocsoport protonjaihoz tartozd jelek is

eltolédnak. Ez 6sszhangban van azzal az MH_,L komplexeknél tett megéallapitassal, hogy az
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Ac-HXHGH-NH; szekvencianal gyakorlatilag csak egyféle izomer komplex van jelen. Ha
azonban a nagyobb térkitoltést valin talalhatdé a C-terminalis részen, akkor mindkét izomer
megjelenik. A valin-, glicin és acetamido metilprotonok integraljai alapjan a C-terminalis és
az N-terminalis részen koordinal6do6 izomerek ardnyéra becslés is tehetd, az adatok alapjan ez
83 : 17 %-nak adddott. Hasonlo kovetkeztetésre jutottunk az Ac-HAHVH-NH, peptid esetén

is, de ott a szamszer( becslést a spektrumok rossz felbontasa nem tette lehetové.

000
.
HGH-OH
00
* HVHGH
0 00 *

40 38 3,6 2,2 2,0
ppm ppm

50. abra A Ni(II)-ligandum rendszerek 1:2 ardnynél felvett 'H NMR spektrumai
(¢(L) = 0,010 mol/dm”)

A tobb hisztidin jelenléte a molekuldban az izomerek képzddése mellett tobb fémion
megkotésére is lehetoséget ad. A fémionfeleslegnél végzett pH-potenciometrids, ESR és CD-

spektroszkopias mérések igazoljak azt, hogy lugos tartomanyban a kétmagvu komplexek az

uralkodoak (46.b abra).

51. abra A pentapeptidek esetén keletkez6 M,H 4L komplex sematikus szerkezete
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A ligandum mind a C-termindlis, mind a kdzbensd hisztidin révén képes egy-egy fémiont
megkdtni, az 51. dbra a lagos tartomanyban uralkod6 komplex sematikus szerkezetét mutatja
be.

A masik négy vizsgalt fémion esetén az amidnitrogének deprotondlodasa és
koordinalédasa egyik esetben sem figyelheté meg, a pH emelésével hidrolizis ¢s

csapadékképzddés tapasztalhato.

5.5.2. Az oldallancon Kkeresztiill koordinalodo komplexek stabilitasat befolyasolo

tényezok

A fenti eredmények egyértelmien tiikrozik, hogy bar az oldallaincon keresztiil koordinalodo

komplexek stabilitdsa novekszik, ¢és jelenlétiik meghatdroz6 a komplexképzddési

folyamatokban, a hisztidin imidazolcsoportja horgonycsoportként képes eldsegiteni a

peptidnitrogének deprotondlodasat és koordinalodasat, és lugos tartomanyban a peptidvaz

koordindcidja a meghatarozé. Miutan a CuZnSOD enzim modellezése szempontjabdl az

oldallancbeli imidazolgytirtik kotdédésével képzddd komplexek a jelentdsek, ezért ezek a

komplexek kiilon figyelmet érdemelnek abban a tekintetben is, hogy milyen tényezdk ¢és

hogyan befolyésoljak a komplexek képzddését és stabilitasat.

o A fémion mindsége
Valamennyi vizsgélt fémion esetén megjelennek a csak hisztidin oldallancon keresztiil
koordinal6d6 komplexek a fémiontol fliggben a gyengén savas vagy fiziologids
tartomanyban. A 46.a és c abra jol szemlélteti, hogy mig a CulL komplex a pH 5-7
tartomdnyban uralkodo, addig a NiL a pH 6,5-8,5 tartomanyban van nagy mennyiségben
jelen. A kiilonb6z6 fémkomplexek stabilitasdban mutatkozo tendencidt jol szemlélteti az
52. abra, amely a kiilonb6z6 peptidek ML komplexeinek stabilitasat abrazolja a vizsgalt
fémionok esetén. A keletkezd komplexek stabilitdsa a Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II) > Co(Il) ~
Cd(II) sorrendben csokken, ami a 3d atmenetifém-ionok tekintetében megfelel az Irving-
Williams sornak.

o A C-terminalis karboxilatcsoport jelenléte
A két C-terminalis karboxilcsoportot tartalmazé peptid (Ac-HGH-OH ¢és Ac-HHGH-OH)
Zn(II) és Ni(IT) komplexének stabilitasa esetén megfordul a fenti sorrend (52. abra), ami
arra utal, hogy a C-terminalis karboxilatcsoport szerepe a fémion megkotésében'”

nagyobb mértéki a cink(I) esetén.
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~ Cu(ln
Ni(l1)
Zn(Il)
cd(l)
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) p X X
(}b ?’o (}b '\g‘
% v vg:?‘

52. abra A védett hisztidintartalmt peptidek ML komplexének stabilitasa (1gf) a vizsgalt
fémionok esetén (Zn(Il) adatok: [173] hivatkozas)

o A peptidben levé hisztidinek szama
A peptidben levd hisztidinek, azaz a koordindcioban résztvevd imidazol-N donoratomok
szdmanak novekedése minden fémion esetén ndveli az ML komplex stabilitdsat. Ez a
tendencia szintén jol tlikr6zodik az 51. dbran. A fémionhoz koordindl6odd imidazol-N
atomok szdmanak ndvekedésével egyuttal a komplex képzddése egyre nagyobb pH
tartomanyba tolodik (53. 4bra), igy az Ac-S3H4-NH, peptid 4 Im(N) koordinacioja réz(11)
komplexe mar a fiziolo6gias pH tartomanyban uralkod6 komplex.

1.0
moltort
(Cu(il))

0.8

0.6 -

0.4

0.2

0.0

3 4 5 6 7 P8

53. abra A Cu(Il)-Ac-S3H4-NH; (folytonos vonal) és a Cu(Il)-Ac-HAHVH-NH; (szaggatott
vonal) ekvimolaris oldataban keletkezd komplexek eloszldsa a pH fiiggvényében
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A hisztidinek kozotti aminosav mindsége

Az imidazol koordinacioju komplexek a pH emelésével atalakulnak, vagy lejatszodik az
amidnitrogének deprotonaléddsa ¢és koordinaléddsa vagy hidrolizis torténik. Az
amidnitrogének deprotonaldodasat azonban akadélyozza a peptidlancba beépitett prolin,
illetve szarkozin. Ennek kovetkeztében réz(Il) és nikkel(Il) esetén a fenti atalakuldsok
nagyobb pH tartomdnyba toldodnak, az imidazol kotddésti komplexek stabilitdsa
kismértékben n6 és a komplexek szélesebb pH tartomanyban vannak jelen.

A hisztidinek kozotti aminosavak szama

A két, harom, illetve négy imidazolgylrii ugyanahhoz a fémionhoz kotddik, ami
makrokeldtok kialakuldsadt eredményezi. Ezeknek a makrokeldtoknak a mérete a
hisztidinek kozotti aminosavak szdmatol fligg. Az egymdas melletti hisztidinek esetén a
viszonylag kis tagszamu, a tavollevO hisztidinek esetén pedig a til nagy tagszamu
makrokelat képzddése sztérikusan kedvezdtlenebb. Ennek a hatasat jol szemlélteti az 54.
abra, ami a két, harom és négy hisztidint tartalmazé Cul komplexek stabilitdsat mutatja.
Az abrarol az is jol lathatd, hogy a legkedvezdbb a makrokelat mérete és legnagyobb a

keletkezd komplex stabilitasa a HXH szekvenciat tartalmazo peptidek esetén.

54. abra Két, harom €s négy hisztidint tartalmazo védett peptidek CuL komplexeinek
stabilitasa (Igf) (hivatkozott adatok: Ac-AB(8-16)Y10A: [174]; HVH: [171]; HVVH,
HAAHVVH: [175]; GHKLHL: [176]; (PHGGGWGQ),: [177]; HuPrP(84-114)85Ala,
HuPrP(84-114): [65]; HHGH: [172]; (HNPGYP);: [178]
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Osszegezve a védett hisztidintartalmt peptidekkel kapott eredményeket, megallapithatd, hogy
az oldallancbeli imidazolgytirtik koordinalodéasaval kialakulé komplexek stabilitdsa nagy és
mennyiségiik a gyengén savas, illetve fiziologids pH tartomdnyban jelentds. A réz(Il) és
nikkel(I) ugyanakkor ezekben a peptidekben 1is indukalja a peptidnitrogének
deprotonalodasat és kotédését, de a peptidvaz koordinalddasaval kialakulé komplexek
képzddése a nagyobb pH tartoméanyba tolodik. A két, harom, illetve négy imidazol koordinalta
réz(Il)-komplexek szerkezetiikben hasonlésagot mutatnak a CuZnSOD enzim aktiv
centrumaban levd réz(Il) koordindciés moddjdhoz. Az enzimben a réz(Il) kotShelyeként
megjelend HVH fragmenshez hasonlo HXH szekvenciat tartalmazo peptidek esetén pedig
stabilitasndvekedés figyelheté meg a tobbi peptidhez képest. Annak eldontésére, hogy ezek a
Cu(Il)-peptid komplexek a szerkezeti hasonlosag mellett funkcionalisan is mutatnak-e
hasonlésadgot a CuZnSOD enzimhez, tovabbi elektrokémiai és SOD aktivitas vizsgalatokat

végeztiink.

5.6. Az imidazol koordindcidji réz(I)-komplexek elektrokémiai vizsgdlata® 26

A réz(I)-komplexek ciklikus voltammetrias vizsgalata, a redoxi paraméterek meghatarozasa
informaciot szolgaltathat arra vonatkozoan, hogy az adott komplex megfeleléen modellezheti
a CuZnSOD enzimet, a jellemzé redoxipotencial érték beleesik-e a (8),(9) egyenletekre
jellemz6 potencialtartomanyba.

Szamos réz(Il)-komplex elektrokémiai vizsgalatat végezték el, néhany réz(Il)-
ligandum rendszer vizes oldatdban mért értékét foglalja 6ssze a 17. tablazat. A tablazat adatai
alapjan megallapithato, hogy a redoxipotencial értékek széles tartomanyt fognak at. Altalaban
a monodentat modon aromads nitrogénen keresztiil kapcsolddo egyszerli ligandumok (piridin,

imidazol)'”

réz(Il) komplexeire pozitiv érték jellemzd, ami a réz(Il) konnyebb
redukalhatosagara utal. Ugyancsak ez jellemzi azokat a peptid-komplexeket is, amelyekben a
fémion az oldallancbeli imidazolhoz kétédik (ciklo(GH)s, ciklo(GHG),).'™ Ha a molekuldban
levé terminalis aminocsoport vagy oldallancbeli karboxilatcsoport is részt vesz a fémion
koordinalasaban, ez a redoxipotencial értékek csokkenéséhez vezet (ciklo(L-aszpartil-L-

181

aszpartil)-bisz-hisztamin).”~ Jelentdsen csokken a redoxipotencial érték, ha Cu(Il)-peptid

komplexekben az amidnitrogén koordindlodasa is megvaldsul.
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17. tablazat Kiilonb6zo tipusu ligandumok réz(I1)-komplexeinek redoxipotencial értékei

Ligandum redoxipotencial vonatkoztatasi | hivatkozas
értékek elektrod

Orto-hidroxi Schiff-bazis komplexek -1,015-(-0,875) V | SCE 182
Makrociklusos ligandumok -0,850 — (-0,440) V | SCE 183-186
Benzimidazol-csoporttal szubsztitualt -0,150 - (+0,110) V. | NHE 187
ciklononan szarmazékok
2,2’-bipiridil szarmazékok +0,200 — (+0,800) V | NHE 179
Egyszert dipeptidek -0,255-(-0,190) V| SCE 188
Nem koordinal6dé oldallancot tartalmazo -0,170 - (-0,130) V. | NHE 179
aminosavak
Ciklo(L-aszpartil-L-aszpartil)-bisz- -0,030 V SCE 181
hisztamin
Ciklo(L-glutamil-L-glutamil)-bisz- +0,100 V SCE 181
hisztamin
Ciklo(GH),4 +0,195 V NHE 180
Ciklo(GHG), +0,219 V NHE 180
Hisztidin -0,170 V NHE 179
Piridin +0,240 V NHE 179
Imidazol +0,317 V NHE 179
Hisztidintartalmu peptidek
GH, GHG, GHL, GGH —-0,220 — (-0,120) V| SCE 189,190
Ac-HGGG-NH, -0,299 — (-0,270) V. | NHE 191
Ac-GGGTH-NH, +0,040 V Ag/AgCl 192
Ac-(PHGGGWGQ),-NH, (n =1,2,4) -0,530 - (-0,299) V. | NHE 186,191

Ezek az irodalmi adatok 6sszhangban vannak azzal, hogy az altalunk vizsgalt réz(I1)-
komplexek koziil az imidazol koordindcioji komplexek johetnek szoba, mint alkalmas
modellkomplexek.

A CuZnSOD enzim aktiv centrumaban (12. dbra) levé Cu(Il) koordinacids kornyezetéhez
hasonloan két, harom, illetve négy imidazol-N kotddése valdsul meg egyrészt a kiilonbozo
bisz(imidazol-2-il) szarmazékok bisz-komplexeiben, valamint a tobb hisztidint tartalmazé
védett peptidek CuL komplexeiben. Az imidazolato gylirii kotédését és imidazolato-hidas
szerkezetet pedig néhany bisz(imidazol-2-il) szarmazék réz(Il)-komplexében mutattunk ki. A
ciklikus voltammetrids vizsgalatok soran viszont csak nagy ligandumfelesleg alkalmazéasaval

kaptunk értékelhetd gorbéket, igy a bisz-ligandumu bisz(imidazol-2-il) koordinacioja Cu(Il)-
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komplexek és a peptidek CulL komplexeinek elektrokémiai paramétereit hataroztuk meg. Az
55. ébra a kiilonboz6 pasztazasi sebességnél, illetve kiilonbozd rendszerekben felvett ciklikus

voltammogramokat mutatja be.

I (uA)

2Im

E(V)

—100 mV/sec

—50 mV/sec
—25 mV/sec - 4,00
4,00 |—20mVisec
— 16 mV/sec

,00

I (uA)

-1,00

— Cu(ll)-Gly-BIMA

— Cu(ll)-BIMA — Cu(ll)-B-Ala BIMA
—cCu(ll)-BIP — Cu(ll)-His-BIMA
— Cu(ll)-BIM
(¢) ()

55. abra A kiilonb6z0 réz(I1)-ligandum rendszerekben felvett ciklikus voltammogramok:
Cu(I)-Ac-HHVGD-NH,; (1:5 arany, pH = 5,3) rendszer voltammogrammyjai kiilonb6z6
pasztazasi sebességnél (a); 2 Im(N) (Cu(Il)-Ac-HHVGD-NH,, 1:5 arany, pH = 5,30), 3 Im(N)
(Cu(Il)-Ac-HVHGH-NH,, 1:5 arany, pH = 5,11) és 4 Im(N) (Cu(Il)-Ac-S3H4-NH,, 1:7 arany,
pH = 7,38) koordinécioji komplexek voltammogramja (b); az egyszeri bisz(imidazol-2-il)
szarmazékok Cul, komplexeinek voltammogramjai (¢);
az aminosav-BIMA szarmazékok CuH,L, komplexeinek voltammogramjai (d)

A kapott paraméterek alapjan megéllapithatdé volt, hogy valamennyi rendszerben
egyelektronos, kvazireverzibilis folyamat jatszodik le. A katddos és anddos csicsaram aranya
altalaban 1 koriili érték, bar a bisz(imidazol-2-il) szarmazékoknal néhany kiugréd értéket is
kaptunk, de mind a tobbi szarmazéknal kapott voltammogramban (55.c,d 4bra), mind a
meghatdrozott redoxipotencial értékekben mutatkozd hasonldsdg alapjan ezekben az
esetekben is kvazireverzibilis folyamatot feltételeziink. Az anddos €s katddos cstcs tavolsaga

59 mV-ndl nagyobb volt, ami a Cu(Il) koriili geometria &atrendez6désének lehet a
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kovetkezménye, de altalaban megfelelt az irodalomban k6zo6lt eredményeknek (~180 mV). A
nagyobb peptidek esetén azonban ennél nagyobb csucsszeparacio figyelhetd meg, ami
valosziniileg az elektrod feliiletén lejatszodd lasst elektrontranszfer folyamatoknak

kdszonhetd.!”?

Ezt igazolja az, hogy a két cstucs kozotti kiilonbség csokken a pasztazasi
sebesség csokkentésével (55.a dbra), mikozben a gorbe alakja és a leolvasott értékek nem
valtoznak.

A kiilonb6zd ligandumokra kapott jellemz6 elektrokémiai paramétereket az aldbbi
tablazatok foglaljak ossze. A 18. tablazat a hisztidintartalmu peptidek CuL komplexeire, a 19.
tablazat a peptidek, mig a 20. tdblazat a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok bisz-komplexeire

vonatkozo értékeket tartalmazza.

18. tablazat A védett hisztidintartalmu peptidek CuL komplexeire jellemzd elektrokémiai

Ligandum Epe (V) | Epa(V) | iafik K"Orrfl':,)‘(‘fwiés (VS.ﬁOHE)
Ac-HVVH-NH, +0,0741 | +0,287 | 0,96 2 x Im(N) +0,389(2) V
Ac-HGGH-NH; +0,0786 | +0,278 0,99 2 x Im(N) +0,390(2) V
Ac-HHVGD-NH, | -0,0148 | +0,292 | 0,94 2 x Im(N) +0,346(5) V
paraméterek
Ac-HGH-NHMe | -0,0023 | +0,273 | 0,96 2 x Im(N) +0,351(7) V
Ac-HHGH-NHMe | -0,0554 | +0263 | 1,16 3 x Im(N) +0,313(6) V
Ac-HVHGH-NH, | -0,137 | +0,348 | 1,15 3 x Im(N) +0,311(3) V
Ac-HAHPH-NH, | -0273 | +0,338 | 1,05 3 x Im(N) +0,244(3) V
Ac-HAHVH-NH, | -0,0226 | +0,189 | 0,96 3 x Im(N) +0,295(3) V
Ac-S2H3-NH; 10,0725 | +0,241 | 1,22 3 x Im(N) +0,293(10) V
Ac-HVHAH-NH, | —0,148 | +0258 | 1,06 3 x Im(N) +0,253(9) V
Ac-S3H4-NH, 0,365 | +0352 | 0,81 4 x Im(N) +0,194(14) V
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19. tablazat A védett hisztidin és hisztidintartalmt peptidek Cul, komplexeire jellemzd

elektrokémiai paraméterek

Ligandum Epc (V) g’}; ia/ix Koordinaciés méd (vs.ENﬂHE)
N-Ac-Histamine +0,0169 | +0,151 0,97 2 x Im(N) +0,296(3) V
N-Ac-Histidine +0,0416 | +0,217 0,89 2 x Im(N) +0,338(1) V
Ac-HVVH-NH; —0,0443 | +0,216 0,90 2 x (Im(N),Im(N)) | +0,339(6) V
Ac-HGGH-NH, +0,0302 | +0,239 0,96 2 x (Im(N),Im(N)) | +0,341(3) V
Ac-HGH-NHMe —0,0454 | +0,201 1,03 2 x (Im(N),Im(N)) | +0,287(1) V
Ac-S1H2-NH, —-0,0389 | +0,225 0,67 2 x (Im(N),Im(N)) | +0,303(2) V

20. tablazat A bisz(imidazol-2-il)

szarmazékok bisz-komplexeire jellemzé elektrokémiai

paraméterek

ligandum Epe (V) | Epa(V) | iafik | komplex | E°(vs. NHE)
BIM -0,377 | -0,183 | 0,68 Cul, —0,075(5) V
BIMA —0,356 | —0,246 | 1,40 Cul, —0,091(1) V
BIP -0,372 | -0,283 | 1,10 Cul, —0,118(3) V
Z-Gly-BIMA | -0,280 | —0,016 | 0,61 Cul, +0,055(6) V
Z-Ala-BIMA | —0,449 | —0,043 | 1,66 Cul, —0,037(9) V
Gly-BIMA 0,267 | —0,134 | 1,70 | CuH,L, +0,008(2) V
Gly-BIMA -0,321 | -0,212 | 1,40 Cul, —0,056(7) V
B-Ala-BIMA | —0,309 | -0213 | 1,03 | CuH,L; —0,0512) V
B-Ala-BIMA | —0,342 | -0,152 | 1,16 | CuHL, —0,037(2) V
His-BIMA —0,241 | -0,101 | 099 | CuH,L, +0,038(2) V
His-BIMA -0,282 | -0,142 | 1,10 Cul, —0,002(2) V

A meghatarozott értékek a peptidek réz(Il)-komplexei esetén a pozitiv tartomanyba esnek,

mig a bisz(imidazol-2-il) szarmazékokra ~0 koriili értékek vonatkoznak. A hisztidintartalmua

peptidek Cul komplexei esetén a koordindlédott imidazol-N donoratomok szamanak

112



5. Kisérleti eredmények és értékelésiik
dc_586,,12

idazol koordinacioju réz(ll)-komplexek elektrokémiai vizsgalata

novekedésével az értékek kismértékli csokkenését tapasztaljuk. Ezt jol szemlélteti az 55.b
abra is, ahol megfigyelhetjiik a 2 Im(N), 3 Im(N) és 4 Im(N) koordinédcioju komplexekre
jellemzd voltammogramok fokozatos eltolodasat a negativabb potencidltartomanyba. Ez
Osszhangban van azzal, hogy a stabilitas ndvekedése a réz(Il) redukéalhatdsagat csokkenti. Ez
a tendencia még inkdbb kifejezésre jut, ha a komplexek stabilitasanak a fliggvényében

abrazoljuk a redoxipotencial értékeket (56. abra).

0,45

R?=0,9218
E(V) a
0,35
0,25

k
0,15 ‘ ‘ ‘
5,5 6,5 7.5 85 "% 95

56. abra A védett hisztidintartalmu peptidek Cul. komplexeinek redoxipotencial értéke a
stabilitasi allandoik (1gp) fiiggvényében: Ac-HVVH-NH; (a); Ac-HGGH-NH; (b);
Ac-HHVGD-NH; (¢); AccHGH-NHMe (d); Ac-cHHGH-NHMe (e); AccHVHGH-NH; (f);
Ac-HAHPH-NH; (g); AccHAHVH-NH; (h); Ac-S2H3-NHj; (i); AccHVHAH-NH; (j);
Ac-S3H4-NH; (k)

A peptidek bisz-komplexeinél ilyen egyértelmii tendenciat nem allapitottunk meg. A
komplexekre 0,30 V koriili redoxipotencial érték a jellemzd. Ugyanakkor jelentds eltérés
figyelhetd meg a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok bisz-komplexeitdl, holott minden esetben 4
imidazolgytri kotédik a réz(Il)ionhoz. Ez a kiilonbség a ciklikus voltammogramoknal is
észrevehetd (55.c,d abra), a bisz(imidazol-2-il) rendszerek esetén kapott gérbék jelentdsen a
negativabb potencialtartomanyba tolédnak. A peptidek komplexeiben kialakuld6 makrokelat
joval nagyobb flexibilitdsti szerkezetet eredményez, ami a kozponti fémion redukcidjanak
kedvez, mig a bisz(imidazol-2-il)-szerli koordinacié révén 1étrejovo két hattagu kelat merev,
stabilis szerkezetet biztosit az adott részecskének. Igy ezeknek a komplexeknek a
redukalhatosdga csOkken. A stabilitdas €s a redoxipotencidl kozotti Osszefiiggés a két

ligandumtipus esetén altalanosan jellemzd, amit az 57. dbra mutat be.
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57. abra A vizsgalt ligandumok bisz-komplexeinek redoxipotencial értéke a stabilitasi

allando logaritmusa fiiggvényében (¢ CuH,L,, ©+ CuHL,, m,e, A CuL,)
A protonalt komplexek esetén az aldbbi képzddési folyamatra vonatkozd allanddval
szamoltunk, ezt jelzik a rozsaszin és sarga jelek.
Cu”"+2 HL === [CuH,L,] 1gK’ = logPB([CuH,L,] — 2 logB(HL) (40)
Cu”"+HL+L [CuHL;] logK” = logB([CuHL;] — logB(HL) (41)

Altalanosan megfigyelhetd az a tendencia, hogy mindkét ligandum tipus esetén a bisz-
komplexek stabilitdsi allanddja logaritmusanak értékével egyenes aranyban csokken a
redoxipotencidl értéke. Eltérést a protonalt komplexek esetén tapasztalunk, ami a komplexek
toltésbeli kiilonbségével értelmezhetd. Ugyanakkor a Gly-BIMA Cul, komplexére jellemzd
érték kivil esik ettdl a tendenciatol, amit egyértelmiien az eltérdé kotésmod magyaraz, mivel
ebben a komplexben nem bisz(imidazol-2-il)-szerli koordindci6 valésul meg, a komplex

Osszetétele valojaba Cu(H_ ;L)L formaban adhat6é meg.

Osszegezve az eredményeket, arra kovetkeztethetiink, hogy az imidazol-N koordinacidju
komplexek a meghatarozott elektrokémiai paraméterek alapjan alkalmasak lehetnek a
CuZnSOD enzim modellezésére, mivel valamennyi vizsgalt esetben a (8), (9) egyenletekben
szerepeld értékek kozé esnek a redoxipotencidl értékek. Ugyanakkor a komplexek
redukalhatosagat jelent6sen befolyasolja a komplex szerkezetének merevsége, illetve
flexibilitasa, igy a nagyobb redoxipotenciallal jellemezhetd peptid-komplexek igéretesebbek
az enzim modellezése szempontjabol, mint a merev szerkezetii bisz(imidazol-2-il) komplexek,
amelyekre jellemzd redoxipotencidl érték az adott potencidltartomdny als6é hatdrdhoz esik
kozel. A biztos valaszt ezekre a feltételezésekre a komplexek SOD aktivitas vizsgalatai adtak

meg.
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5.7. Szuperoxid-diszmutadz aktivitas vizsgdlatok

A CuZnSOD enzim modellezésére az utobbi években szamos komplexet allitottak eld. A
vizsgalt enzimmodellek egyik csoportjat jelentik azok a komplexek, amelyekben a fémionok
koriili geometriat igyekeztek megvalositani, az enzim szerkezetét és miikddését probaltak
modellezni.

Ezen modellek egyik tipusat jelentik azok a rendszerek, amelyekben a hangsulyt a két
fémiont hidként 6sszek6td imidazolra helyezték, és ez a hidszerkezet az enzim miikddési pH
tartomanyaban stabilis. A legtobb ilyen jellegli komplexben mindkét fémion réz(Il), igy a
részecskék a Cu,L,(H_jimidazol) (n = 1,2) altalanos képlettel jellemezhetok. A legegyszeriibb
ilyen komplexekben az L ligandum valamilyen dipeptid'®* vagy poliamin,'” de jelent6sebb
SOD aktivitast akkor tapasztaltak, amikor az L ligandum valamilyen makrociklus vagy

makrobiciklus.'?¢-2°!

Ezekben a szerkezetekben a réz(Il)ion koriil négy vagy 6t donoratom
helyezkedik el, tetragonalis, trigonalis-bipiramisos vagy tetragonalis-piramisos geometriaval.
Ez utobbi megfelel a természetes enzimben taldlhatd geometriai elrendezddésnek, igy nem
meglepd, hogy az ilyen elrendezddésli szerkezetek esetén mérték a legnagyobb SOD
aktivitast.

Egy masik tipust jelentenek azok a komplexek, amelyekben a ligandum tartalmazza az
0sszekotd imidazolgytirtit. Ezen ligandumokkal két réz(IT)iont tartalmazé homodinuklearis,
valamint réz(Il)- és cink(IT)iont tartalmazé heterodinuklearis komplexeket is el8allitottak.*"*
Az imidazolato-hidas, Cu(Il),Zn(II) heterodinuklearis komplexek vizsgalata a cink(Il)ion
enzimbeli szerepérdl is informdaciot adhat. A cink(Il)ion Lewis-savként gyorsitja a kiilsd
szféras elektrondtaddst a SOD oxidalt formaja és a szuperoxid gyOkanion, valamint a
Cu(l),Zn(Il) forma és a szuperoxid gyokanion kozott. A cink(Il)ion a réz(Il)ion és a
szuperoxid gyok redoxipotencidljanak szabalyozéasa révén gyorsitja a szuperoxid oxidacidjat
és redukcidjat is a katalitikus ciklusban.?”

A SOD enzim modelljei sokszor olyan réz(Il)- vagy réz(I)iont tartalmazé komplexek,
melyeknek szerkezete egyaltalan nem hasonlit az enzim szerkezetéhez, de szintén képesek a
szuperoxid gyok elbontasara. Még az egyszeri dipeptid-réz(Il) rendszerben keletkez6 Cul
komplexeknek is van kismérték(i SOD aktivitasa,”* de hasonloképpen katalitikus hatdst mutat

a réz(I)-Ac-HGHG*™ vagy réz(I)-Ac-HVH-NH, rendszerben képz6dé6 CuH ,L komplex
is,'"! s6t maga a CuHPO,4 komplex™ is csekély mértekben SOD aktiv.
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Vizsgaltak olyan komplexeket is, melyek dimer szerkezetliek ugyan, de imidazolgytiri
helyett egy viszonylag merev lanc koti 6sszi a két fémiont koordinald6 molekularészt. Ezen
komplexekre is jelentSs enzimaktivitast talaltak.*

A SOD enzimet modellezé komplexek tervezésénél egy masik megkozelitési maod,
hogy az enzimben a fémion megkotésében szerepet jatszd fehérjelancot modellezik
oligopeptidek segitségével. Valojaban a fent emlitett két peptid (Ac-HGHG, Ac-HVH-NH;)
megfelel a SOD enzim 46-48 szekvencidja modelljének, de a fiziologias pH tartomanyban
kialakul6 kotésmod mar eltér az aktiv centrumban kialakuld koordinéciotol. A legegyszeriibb
glicint és hisztidint tartalmazé peptideknél is végeztek enzimaktivitas vizsgalatokat. Ezek
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hisztidin jelenléte csokkenti a nem védett
peptid-komplexek aktivitasat, ugyanakkor a fémion koriili geometria torzuldsa megndvekedett

aktivitast eredményez.204

Tobb két vagy harom hisztidint tartalmazé védett peptidre
vonatkozoan is torténtek vizsgalatok,’”** és a tobb hisztidint tartalmazé modellvegyiiletek
kozé sorolhatjuk a prionfehérje hexa- €s okta”repeat” tartomanyanak modellezésére eldallitott
peptideket is. A mért ICsy értékek a 0,10-0,40 umol/dm’ tartomanyba esnek, a legnagyobb
aktivitast a négy ismétlédd egységet tartalmazd ligandumok réz(Il)-komplexeinél mértek. A
mérések alapjan arra az altalanos kovetkeztetésre jutottak, hogy a koordindlodott hisztidin
imidazolgylrik szamanak novekedése noveli, viszont az amidnitrogének belépése a

C ., L . . . 209
koordinacids szféraba csokkenti az aktivitast.

Az eredmények azt is tiikrozik, hogy az
imidazol-N donoratomokon koordinélodé réz(Il)-komplexek altalaban igéretes SOD-modell
vegyiiletek.

A pH-potenciometrias ¢és elektrokémiai eredmények alapjan mi a bisz(imidazol-2-il)
koordinacidju bisz-komplexek, illetve imidazolatohidat tartalmazé harommagvu komplexek,
valamint a védett multihisztidin peptidek Cul komplexeinek SOD  aktivitasat
tanulmanyoztuk. Mig a réz(Il)-peptid komplexek a fenti csoportositds alapjan leginkabb az
utolso tipushoz tartoznak, addig a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok réz(I1)-komplexeit nehéz
besorolni a fenti csoportok valamelyikébe, hiszen bar a koordindlodd atomok tekintetében
hasonlosdg van az aktiv centrumban levé réz(Il)ionhoz, de a geometridjukra a merev,
szabalyos szerkezet jellemz0.

A vizsgalatokat a kisérleti részben leirtaknak megfeleléen nagy feleslegben jelenlevd
H,PO, - HPO,* pufferoldatban végeztiik, 6,80, illetve 7,40 pH értéken. A két tényezd
dontéen meghatdrozta, hogy mely Osszetételli és szerkezetli komplexek SOD aktivitasanak

meghatarozasara volt lehetdségiink. A nagy koncentracioban jelenlevd HPO,” ugyanis
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alapvetéen modositja a keletkezd komplexek eloszlasat. Az 58.a abran a Cu(Il)-Ac-HGGH-
NH; rendszerben képz6dé komplexek eloszldsa lathatdé a ciklikus voltammetrids mérés
koriilményei kozott, mig az 58.b abra ugyanennek, az 58.c és d abra két tovabbi vizsgalt

rendszernek az eloszlasat mutatja be a SOD aktivitas mérési koriilményei kozott.

1

1

moltort
(Cu(lty) CuH,L
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4 -
0,2 0,2
0 i T O
3 8 9 PH10 3
| 1 1
moltért
) cu’
0,8 0,8
0,6 1 0,6
04 - 04
cu, X7
0,2 1 02 Vs : Cu,L,H.,
Cu,L LzH_1
A <.
0 0
3 4 5 6 7 PH 8 3 4 5 6 7 8§ PH 9
(¢ (d)

58. abra A ciklikus voltammetrias mérés koriilményei kozott a Cu(Il)-Ac-HGGH-NH, =1:5
rendszerben (a); a SOD aktivitas mérés koriilményei kozott a Cu(Il)-Ac-HGGH-NH, = 1:10
rendszerben (b); a Cu(Il)-Ac-S3H4-NH; = 1:10 rendszerben (c); a Cu(Il)-His-BIMA = 3:2
rendszerben (d) képz6dé komplexek eloszlasa a pH fiiggvényében
(a piros szaggatott vonal a mérésnél beallitott pH-t jelzi, 1gB(CuHPO,): [210] hivatkozas)
ciklikus voltammetria: c¢(L) = 5,0-10~ mol/dm’, ¢(M) = 1,0-10~* mol/dm’

SOD aktivitas: c(foszfat) = 5,010 mol/dm’, c(M) = 2,0-10"° mol/dm’,
c(peptid) = 2,0-10° mol/dm’, ¢(His-BIMA) = 1,33-10°°

A foszfatpuffert nagy koncentracioban tartalmazo harom rendszer eloszléasi abrai jol tiikkrozik,
hogy ahol a vizsgalandé komplex (Cul) a savas tartoményban keletkezik és stabilitdsa nem
tal nagy, ott a CuHPO, jelenléte miatt lecsokken a vizsgalanddo komplex mennyisége
(58.a,b abra). A masik két rendszerben a CuL, illetve CusH 4L, komplex a fiziologias €s lugos
pH tartomanyban keletkezik, ezek képzdédésére a CuHPO, jelenléte gyakorlatilag nincs
hatassal. Ezeket a tényezdket figyelembe véve szamos rendszerben elvégeztik a SOD

aktivitas méréseket, amelyek eredményeit a 21. tablazat 6sszegzi.

117



Varnagy Katalin

Az imidazolg

pep

kétésben: oldallancban tébb donorcsoportot tartaimazé
enetifém komplexeinek egyensulyi és redoxi sajatsagai

21. tablazat A kiilonboz6 Cu(Il)-komplexekre meghatarozott 1Csg és relativ aktivitas értékek

((30), (32) egyenletek) kiegészitve néhany irodalmi adattal

1C,, | Relativ o
pH =6,8 aktivitas Komplex Koordinacios mod
[nM] (%)

CuZnSOD 0,0028 100 - -
Cu(I)-(HPO,) 0,30 0,92 - -
Cu(Il)-Ac-HGGH-NH, 0,27 1,04 [CuL]* 2 x Im(N)
Cu(Il)-Ac-HVVH-NH, 0,20 1,40 [CuL]** 2 x Im(N)
Cu(II)-Ac-S1H2-NH, 0,21 1,33 [CuL]*; [CuLH_,]" 2 x Im(N); 2 x Im(N), N
Cu(Il)-Ac-HHGH-NH, 0,17 1,65 [CuL]*; [CuLH ,]" 3 x Im(N); 2 x Im(N), N
Cu(Il)-Ac-HAHPH-NH, | 0,12 2,33 [CuL]*"; [CuLH ;] 3 x Im(N); Im(N), N
Cu(Il)-Ac-S2H3-NH, 0,24 1,17 [CuL]*; [CuLH ,]" 3 x N(Im); 3 x Im(N), OH"
Cu(Il)-Ac-S3H4-NH, 0,11 2,55 [CuL]* 4 x Im(N)
Cu(II)-Ac-HHGH-OH*” | 0,13 3,46% [CuL]*"; [CuLH T’ 3 x N(Im); 3 x Im(N), OH"
Cu(Il)-B-Ala-BIMA 0,12 2,39 [CuL,H]*"; [CuL,H,]* 4 x Im(N)
Cu(II)-Gly-BIMA 0,27 1,04 [Cu,L,H 5]*"; [CuL,]* i XX E%)) II\\II II\\III:IZZ

pH=74
CuZnSOD 0,0044 100 - -
Cu(I)-(HPO,) 0,34 1,30 - -
Cu(l)-Ac-HGGH-NH, | 0,38 116 | [CuLH,]; (CuLH ) | 2 NIm), 2 1117\1*; N(Im), 3
Cu(Il)-Ac-HVVH-NH, 0,63 0,70 [CuL]* 2 x N(Im)
Cu(II)-Ac-S2H3-NH, 0,15 2,93 [CuLH ,]"; ([CuL]*" 3xN(Im), N; 3 x N(Im)
Cu(II)-Ac-S3H4-NH, 0,046 9,56 [CuL]* 4 x N(Im)
Cu(II)-HVH'"! 0,20 0,60 [CuLH_]"; ([CuLH,]) 2 x N, N(Im), NH,
Cu(II)-Ac-HVH-NH,'"! 0,16 0,70* [CuLH.,] 2 x N(Im), 2 x N~
Cu(I)-Ac-HPHH-NH,*® | 0,26 3,23% [CuLH ] 2 x N, N(Im)
g‘ézlzlggAc'(HNPGYP)z' 0,188 | 2,34* [CuLHJ*"
&‘EIC}DC'}’EC\;VGQ)4_NH2209 0,175 2,51% [CuL]*
Cu(ID)-Gly-BIMA 4,2 0,10 [CuLH]*"; [Cu,LoH 5™ | 2 x Im(N); 2 Im(N), N, NH,
Cu(I)-His-BIMA (1:10) | 0,64 0,69 [CUZLZ[}CIuﬂiﬁ[SPLZ]2+; 2 x Im(N), N, NH,
Cu(II)-His-BIMA (3:2) | 0,070 6,27 [CuzL,H_4)** 4 x Im(N) + imidazolato-hid

* a relativ aktivitds meghatarozasa az adott kozleményben megadott SOD aktivitas érték

alapjan tortént
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A pH = 6,8 értéknél meghatarozott SOD aktivitas értékek mind a védett peptidek,
mind a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok esetén elsdsorban a csak imidazol-N koordinalta
komplexekhez rendelhetok. Az ICsy adatokbol és a nativ SOD enzimre vonatkozo adatokbol
szamitott relativ aktivitas értékek 1-2 % koriiliek, ami azt mutatja, hogy egyik komplex esetén
sem figyelhetiink meg jelentds aktivitast. A 7,4 pH értéknél meghatarozott SOD aktivitas
értékek altaldban csokkennek a kisebb pH-n meghatarozott értékekhez képest, ami mindkét
ligandumtipus esetén az amidnitrogén deprotonalodasanak ¢és koordindlodasanak a
kovetkezménye. Figyelemre méltod, hogy a bisz(imidazol-2-il) szdrmazékok bisz-komplexeire
meghatarozott értékek mindkét pH esetén a legkisebb értékek kozé tartoznak, a négy
imidazol-N kd&tédésével kialakuld komplexek gyakorlatilag nem mutatnak SOD aktivitast. Ez
a komplexek szerkezetét figyelembe véve nem meglepd, a merev szerkezet sztérikusan gatolja
a szuperoxid gyOkanion kotddését a fémcentrumhoz. Ez aldtdmasztja azt az irodalmi
eredményt, hogy a komplexek SOD aktivitatdsat dontéen befolyasolja, hogy milyen gyors a
fémcentrumhoz axialisan k6tddo ligandum cseréje, sztérikusan mennyire gatolt a szuperoxid
gyokanion kotddése. A szuperoxid megkdtodésének €s a fémcentrum redoxi atalakuldsanak is
kedvez a réz(Il) koriili geometria torzulasa. 22"

Ugyanakkor a pH = 7,4 értéknél vizsgalt komplexek koziil kettd kiugrdan jo aktivitast
mutat: a négy hisztidint és szarkozint tartalmazo Ac-S3H4-NH, peptid Cul komplexe,
valamint a His-BIMA imidazolato-hidat tartalmazé harommagvi CuzH 4L, komplexe. Mint
ahogy az az 58.c,d abrarol lathato, ezen a pH-n a két komplex az uralkodd, a szarkozin
tartalmu peptidben nem zajlik le amidnitrogén deprotonalodas, és a 4 imidazol-N koétddésével
kialakul6 torzult geometridji komplex lehetové teszi a szuperoxid gyokanion kotodését és
atalakuldsat. A kiilonb6zé komplexek aktivitdsa kozotti kiilonbséget jol szemlélteti az 59.
abra, ami a vizsgalt komplexekre meghatarozott inhibicids gorbéket mutatja be.

100%

inhibicié (%)
@uZnSOD
80%

Cu(ll)-S3H4 = 1:10

60%

0,
40% Cu(ll)-HisBIMA = 1:10

0% += T T T
0,00E+00 2,00E-07 4,00E-07 6,00E-07
c(Cu(ll)-komplex) (mol/dms)

59. abra Néhany Cu(Il)-komplex ¢€s a SOD enzim inhibicidja a koncentracio fliggvényében
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Az 59. dbra egyuttal azt is tiikrozi, hogy bar a két komplexet a tébbi vizsgalt komplexhez
képest kiugro érték jellemzi, ez egy nagysagrenddel kisebb aktivitast jelent, mint a SOD
enzim aktivitdsa.

Ezek az eredmények Osszhangban vannak az elektrokémiai paraméterekkel, a pozitiv
redoxipotencialu peptid-komplexek aktivitdsa nagyobb, mint a ~0 V redoxipotenciallal

jellemezhetd bisz(imidazol-2-il) ligandum—réz(I1) komplexek.

Osszességében a SOD aktivitasi vizsgalatok eredményei azt tiikrdzik, hogy bar a vizsgalt
komplexek szerkezetiikben modellezik a CuZnSOD enzim réz(Il)kotdhelyét, és az
elektrokémiai paraméterek alapjan is feltételezhetd, hogy a komplexek potencidlis CuZnSOD
modellek, altalaban nem mutatnak jelentds mértékii SOD aktivitast. A négy hisztidint
tartalmazé heptapeptid CuL komplexét és a His-BIMA imidazolato-hidas CusH 4L,
komplexét ugyanakkor kiemelkedd SOD aktivitas jellemzi. Bar ezek az értékek még mindig
jelentésen elmaradnak a természetes enzim aktivitasatol, a korabbi irodalmi adatokhoz képest
igéretesek. Igy megallapithatjuk, hogy ezek a ligandumok megfeleld kiindulopontot
jelenthetnek olyan molekuldk tervezéséhez, amelyek réz(I1l)-komplexei nemcsak koordinacios

modban, hanem funkcionalisan is modellezik az enzim miikodését.
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A biolégiai rendszerekben szerepet jatszo fémionok nagyon gyakran a fehérjék
oldallancbeli donorcsoportjaihoz kapcsolodnak. Ezek a molekuldk a nyomelemek koziil
elsésorban a réz(Il), nikkel(Il) ¢és cink(Il) szamara biztositanak kotodési helyet. A
leggyakoribb fémkotéhely a hisztidin oldallancdnak imidazolgytirlije, de gyakran szerepet
jatszanak egyéb oldallancbeli donorcsoportok is a fémionok koordinalésaban.

A CuZnSOD enzim aktiv centrumaban a réz(Il)ion hisztidin imidazolnitrogénekhez és
egy vizmolekuldhoz koordindlodik, mig a cink(Il)ion egy aszparaginsav karboxilat-
csoportjdhoz ¢és harom hisztidin imidazolgylriijéhez kotodik, a két fémiont egy
imidazolatocsoport  kapcsolja  0ssze kétmagv(l centrumot létrehozva. Ebben a
metalloenzimben a cinknek elsésorban szerkezetalakitd szerepe van, mig a rézion redoxi
folyamatot katalizal, amelynek soran reverzibilis Cu(Il)-Cu(I) atalakulés jatszodik le.

A fémionok részvételével lejatszodd folyamatok vizsgélatakor a f6 kérdés az, hogy
hogyan ko6tédik a fémion az egyes proteinekhez, enzimekhez, és hogyan befolyasolja azok
mikddését. A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen
Kémiai Kutatdcsoportjaban tobb évtizedes multra tekintenek vissza azok a kutatasok, amelyek
célja a fémion-fehérje kolcsonhatasok jellemzése kiilonbozé oldallancbeli donorcsoportokat
tartalmazoé kismolekuldk fémkomplexein keresztiil. A kutatasok a legegyszertibb dipeptidektdl
kezdve az egyre nagyobb tagszamu és valtozatos aminosavszekvencidju peptidek iranyaba
folytatodtak; a vizsgalatok elsdsorban a réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(Il)-komplexekre terjedtek
ki, de néhany esetben kiegésziiltek a kobalt(Il), kadmium(Il) és/vagy palladium(II)
komplexeinek tanulmanyozasaval is. A molekula egyre nagyobb szdmu ¢és valtozatos
oldallancbeli csoportjai azonban jelentds hatdssal vannak a peptidek komplexképzd
sajatsagaira €s eldtérbe keriilhetnek az oldallanc koordinalédasaval kialakulé komplexek. A
legnagyobb hatast a hisztidin oldallancbeli imidazolgytirije okozza, a vizsgalt fémionokhoz
erésen kotddé imidazolcsoport jelenléte alapvetden megvaltoztathatja a molekula
koordinacios sajatsagait.

fgy ahhoz, hogy az imidazolgytirii szerepérél a komplexképzédési folyamatokban
tovabbi informaciokat nyerjiink egyre nagyobb tagszamu ¢&s egyre tobb oldallancbeli
donorcsoportot vagy funkcionalizalt donorcsoportot tartalmazd peptidek szintézisére ¢s

vizsgélatara kertilt sor.
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A kutatdsok soran arra kerestiik a valaszt, hogy a peptidben

o kelatképzo helyzetben levo két imidazolgytirti (bisz(imidazol-2-il)-csoport)

e a bisz(imidazol-2-il)-csoporttal analog bisz(piridin-2-il)-csoport

e a C-terminalis helyzetben levd hisztidin

e a C-terminalis helyzetben levd hisztidinnel analdog aminosav

e a (- és N-terminalisan védett oligopeptidekben kiillonb6z6 helyen és szamban
elhelyezkedd hisztidin

hogyan hat az adott molekuldk komplexképz6 sajatsdgaira; milyen tényezOk befolyasoljak

egyrészt azt, hogy a fémion eldsegitse az amidnitrogén deprotonalodasat és koordinalodasat,

igy a fémion peptidvazhoz vald kotddését; masrészt azt, hogy az oldallancbeli donorcsoportok

kotddésével képzddd fémkomplexek eldtérbe keriiljenek, és meghatidrozoak legyenek a

fiziologias pH tartomanyban. Az eredményekbdl az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk:

1) A kelatképzd helyzetben levé két imidazolgyliri szinte valamennyi 3d fémion szdmara
stabilis kotddést biztosit a savas €s szdmos esetben a fiziologias pH tartomanyban. A VO(IV)-
tol a Zn(Il)-ionig valamennyi vizsgalt fémionnal (VO(IV), Mn(Il), Fe(Il), Fe(Ill), Co(II),
Ni(Il), Cu(Il), Zn(Il)) ML és ML, osszetételi komplexek keletkeznek két, illetve négy
imidazolgylrti koordinaldédasaval. A komplexek stabilitaisa megfelel az Irving-Williams
sornak. A bisz(imidazol-2-il)-szerli koordinaci6 azonban nem tudja megakadalyozni a

fémionok hidrolizisét a ligos pH tartomanyban.

2) A bisz(imidazol-2-il)-csoport énmagaban nem képes horgonycsoportként viselkedni és
elésegiteni az amidnitrogének deprotondlodasat még akkor sem, ha a molekulaban egy
oldallancbeli hisztidin imidazolgytiri is jelen van. A termindlis aminocsoport jelenlétében
azonban lejatszodik az amidnitrogén(ek) deprotonalddasa és koordindlodasa minden réz(Il)-,
¢és nikkel(IT)tartalmu rendszerben, €s ezt a folyamatot a GlyBIMA esetén Zn(Il) és VO(IV)

jelenlétében is kimutattuk.

3) Az imidazolrész ¢és a kapcsolddo lanc egyiittes koordinacidja ugyanakkor valtozatos
Osszetételll egy- €és tobbmagvi komplexek képzddéséhez vezet. Ez néhdny aminosav- és
dipeptid-szarmazék esetén a fémion-ligandum ardnytdl fiiggden fiziologias vagy lugos
tartomanyban kedvezményezetté teszi a koordinalodd imidazolgylirli N(1)H csoportjanak

deprotonalddasat és imidazolatohidas komplexek képzodését.

4) A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmaz6 ligandumokban a peptidlanc hosszanak novelése

¢és kiilondsen az oldallancbeli hisztidin imidazolgytiri jelenléte a peptidszerii koordinacio
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kialakulasdhoz és dominancidjahoz vezet. Bar jelentds kompeticié alakul ki a peptidszerti és
bisz(imidazol-2-il)-szeri koordindcid kozott, a bisz(imidazol-2-il)-részt csak a GlyGlyHis-
szerli koordindcio és csak lugos pH tartomanyban képes teljesen kiszoritani a koordinacios

szférabol.

5) A bisz(piridin-2-il)-csoport jelenléte a molekulaban a bisz(imidazol-2-il)-csoporthoz képest
csekélyebb mértékben, de hatdssal van a komplexképzddési folyamatokra. Savas
tartomdnyban a fémionok kotddése a kelatképzd helyzetben levd két piridin-nitrogénhez
torténik. Ez azonban gyengébb kotddést eredményez, mint a bisz(imidazol-2-il)-csoport, igy
az aminosav-BPMA-szarmazékok réz(II)- és nikkel(Il)-komplexeiben az aminosav rész
részvételével 1étrejovo peptidszerli koordindcid a meghatarozd a gyengén savas és fiziologias
pH tartomanyban. Ez A4ltaldban kisebb szamu ¢és egymagvia komplexek képzddését

eredményezi.

6) A C-termindlis hisztidin jelenléte a kistagszdmu peptidekben jelentds hatassal van a
komplexképzddési folyamatokra és a kialakulo komplexek szerkezetére, de a terminalis
aminocsoport az elsddleges fémkotohely. A lancvégi imidazolgytri kotodése a fémionokhoz
szinte minden komplexben kimutathatd, de a terminalis aminocsoport kiszoritdsara nem
képes. Ugyanakkor a ligandumok haromfogi koordinaciéja ndveli az ML komplexek
stabilitasat, és a stabilitas az Irving-Williams sornak megfeleléen a Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II)

sorrendben csokken.

7) A hisztidinnel analdég aminosavak esetén az aminosavszerli koordinacié a meghatarozo, de
a piridin-, triazol- és tienilcsoport részvétele a fémion megkdtésében kimutathato. A piridin-
¢és tienilgylriit tartalmazo hisztidin analég aminosavak jelenléte a tripeptidek C-terminalis
sajatsagait, a komplexekre a tripeptidekhez hasonlé (GlyGlyGly-, illetve GlyGlyHis-szertl)
koordinacié a jellemz6é. Az aromds gytriik hatdsa kimutathatd, de ez a hatds a hisztidin
imidazolgytrikh6z képest kisebb mértéki.

Altaldnosan a kiilonboz6é aromas gytiriik komplexképzédésre gyakorolt hatasanak mértékére
az alabbi sorrendet allapitottuk meg:

imidazol > piridin ~ triazol > tiazol ~ tienil

8) A védett hisztidintartalmi peptidek esetén az oldallancbeli imidazolgytrik
koordinaldédasaval kialakuld komplexek stabilitdsa nagy és mennyiségiik a gyengén savas,

illetve fiziologias pH tartomdnyban jelentés. A réz(Il) és nikkel(II) ugyanakkor ezekben a
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peptidekben is indukalja a peptidnitrogének deprotonaldodasat és kotddését, de a peptidvaz

koordinalédasaval kialakulé komplexek képzddése a nagyobb pH tartomanyba tolddik.

9) A két, harom, illetve négy imidazol koordinalta réz(Il)-komplexek szerkezetiikben
hasonlosdgot mutatnak a CuZnSOD enzim aktiv centrumédban levd réz(Il) koordinécios
modjahoz. Ezeknek a komplexeknek a stabilitasat tobb tényezo befolyasolja:

a fémion mindsége: az ML komplexek stabilitasa a Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II) > Co(II) ~
Cd(II) sorrendben csokken

— a C-terminalis karboxildatcsoport jelenléte: a karboxilatcsoport szerepet jatszik a
komplexképzésben, ennek hatidsa a cink(Il) esetén a legnagyobb, igy a NiL és ZnL
komplexek stabilitasaban a fenti a sorrend megfordul: Zn(II) > Ni(II)

— a peptidben levd hisztidinek szamdnak nodvelésével né a koordindlodd imidazol-N
donoratomok szdma és ezzel egyiitt a keletkezd komplexek stabilitasa is

— a hisztidinek kozotti aminosav mindsége: a peptidlancba beépitett prolin, illetve
szarkozin aminosav akadalyozza az amidnitrogének deprotonalodasat és ezaltal
kismértékben novekszik az ML komplexek stabilitasa

— a hisztidinek kozotti aminosavak szamdnak novekedésével nd a komplexekben
kialakulé makrokelatgytiriik tagszama ¢és csokken a képz6dd komplexek stabilitdsa. A
CuZnSOD enzimben a réz(Il) kotéhelyeként megjelend HVH fragmenshez hasonld
HXH szekvenciat tartalmazd peptidek esetén mutattuk ki a legnagyobb
stabilitdsnovekedést a tobbi peptidhez képest.

Altalanosan megallapithatjuk, hogy a peptidek és peptidszarmazékok esetén a fémionok altal

indukalt amidnitrogén deprotondlddasat és koordinalddasat, és igy a peptidvazhoz torténd

kotddest eldsegiti:

e atermindlis aminocsoport jelenléte

e amasodik vagy harmadik helyen levd hisztidin vagy azzal analog piridingytrit tartalmazo
aminosav

e az aminosavhoz amidkdtésen keresztiil kapcsoldodo bisz(piridin-2-il) csoport

A fenti folyamatot gatolja és noveli a C-terminalis csoporton vagy az oldallancokon keresztiil

koordinal6dé komplexek stabilitasat, és mennyiségét a fiziologias pH tartomanyban:

e atetra-, penta és hexapeptidek C-termindlis részén levd hisztidin oldallanc

e a C-terminalis helyzetben levd bisz(imidazol-2-il) csoport

e N-termindlisan vagy mindkét végén védett peptidekben a két vagy tobb hisztidin jelenléte
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Ez utobbi két ligandumtipusnal megjelend, csak az imidazolgytiriin keresztiil koordinal6do
réz(Il)-komplexekben a fémion koriili koordinacids kornyezet hasonld néhany metalloenzim,
igy példaul a CuZnSOD enzim aktiv centrumanak fémkoté helyéhez. fgy a kutatdsok
folytatasdban az volt a {6 kérdés, hogy ezek a komplexek funkciondlisan is mutatnak-e
hasonlésagot a CuZnSOD enzimhez. A komplexek -elektrokémiai és SOD aktivitas

vizsgalatabol az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1) Az imidazol-N koordinédcioji komplexek a meghatarozott elektrokémiai paraméterek
alapjan alkalmasak lehetnek a CuZnSOD enzim modellezésére, mivel valamennyi vizsgalt
esetben a redoxipotencial értékek abba a potencidltartomanyba esnek, amit a szuperoxid

gyokanion oxidaciojara és redukcidjara vonatkozé potencialértekek hataroznak meg.

2) A komplexek redukdlhatésagat jelentdsen befolyasolja a komplex szerkezetének
merevsége, illetve flexibilitdsa: nagyobb redoxipotencial és konnyebb redukalhatosag jellemzi
a peptid-komplexek makrokelatot tartalmazd, torzult geometriaji imidazol koordinaciojua
komplexeit, €s kisebb, ~0 V koriili értek, és nehezebb redukalhatosag allapithatd meg a merev
szerkezetli bisz(imidazol-2-il) komplexekre. Ennek megfeleloen a makrokelatot tartalmazo a
peptid-komplexek igéretesebbek az enzim modellezése szempontjabol. Ugyancsak potencialis
CuZnSOD modellkomplex a His-BIMA elektrokémiai szempontb6él nem vizsgalhatd

imidazolato-hidat tartalmaz6 harommagvu komplexe.

3) A vizsgalt komplexek, amelyek szerkezetiikben modellezik a CuZnSOD enzim
réz(1Dkaotohelyét, altalaban nem mutatnak jelentds mértékli SOD aktivitast. A négy hisztidint
tartalmazé heptapeptid CuL komplexe és a His-BIMA imidazolato-hidas harommagvu

komplexét ugyanakkor kiemelkedd SOD aktivités jellemzi.
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7. Az eredmények hasznositasi lehetéségei

A nagyszamu, valtozatos szekvenciaju peptid és peptidszarmazék komplexeinek vizsgalatdban
elért eredményeink altalanosan eldsegithetik a fémion-protein kolcsonhatas modellezésére
alkalmas peptidek tervezését. Igy az altalunk vizsgalt réz(IT)-komplexek koziil a legnagyobb
SOD aktivitast mutaté komplexek megfeleld kiindulopontot jelenthetnek olyan molekuldk
tervezéséhez, amelyek réz(I)-komplexei nemcsak koordinaciés moddban, hanem

funkcionalisan is modellezik a CuZnSOD enzim mukodését.

A vizsgalt ligandumok szekvencidjaban modellezik a bioldgiai rendszerek fémionkdtdhelyeit,
és a komplexképzédés soran elStérbe keriil az oldallancokon keresztiili koordinacié. gy
ezeknek az egyre nagyobb tagszamu, oldallancban koordinalodoé donorcsoportokat tartalmazé
peptideknek a komplexképzd sajatsdgai teriiletén végzett kutatdsaink egyuttal
hozzajarulhatnak a bioldgiai rendszerekben kialakuld fémion-protein kolcsonhatasok

megértésehez is.

Emellett annak ismeretében, hogy a kiilonb6z6 donorcsoportot tartalmazo oldallancok hogyan
hatnak a peptidek komplexképzd tulajdonsagaira, a kiilonb6zé peptidek fémmegkstod

képessége megbecsiilhetd az aminosav szekvencia ismeretében.

Az eredmények alapjan a kiilonbozé fémionokhoz szelektiven koordindlodd peptidek
tervezhetk ¢és szintetizalhatok: a réz(Il)ion szelektiv megkdtésére leginkdbb a
hisztidintartalma peptidek lehetnek alkalmasak, a nikkel(Il)iont nagy stabilitassal ¢és
szelektiven kothetik a kiilonbozé oldallancbeli imidazolt és kéndonoratomot tartalmazé
peptidek, mig a cink(Il)iont szelektiven kotd ligandumok tervezésénél a bisz(imidazolil)-

csoportot tartalmaz6 szdrmazékok jelenthetnek egy lehetséges iranyt.

A réz(Il)-peptidek és -peptidszarmazékok komplexeire meghatarozott jellemz6 redoxi, illetve
SOD aktivitasi adatok (ICsg értékek) azonttl, hogy informaciét adnak a komplexekrdl, mint
lehetséges enzimmodellekrél, bovitik a fémkomplexekre vizes oldatban meghatarozott
elektrokémiai paraméterek korét, és jol hasznosithatok mas réz(Il)-ligandum rendszerek

elektrokémiai vizsgalata és redoxi sajatsagainak elemzése soran is.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt halas szivvel koszonom Prof. Sévagé Imre egyetemi tanarnak, egykori
témavezetomnek, kutatocsoportunk vezetdjének, hogy palydmon elinditott, munkamat
irdnyitotta, Onzetleniil és sokoldaluan segitette és mind a mai napig batran fordulhatok hozza
tandcsért, Utmutatasért, segitségért. Nagyon sokat tanultam t6le a kutatdbmunka szépségérdl,

kihivésairdl, a kitlizott célok megvalositasarol, késébbiekben pedig a kutatomunka iranyitasarol.

Végig tekintve eddigi tudoméanyos palyamat szdmtalan embernek koészonhetem, hogy idaig
eljutottam. Prof. Toth Imre egyetemi tanar évfolyamfeleldsként terelgetett a kutatomunka
irdnyaba, 0sztonzése sokat jelentett abban, hogy mar hallgatoként bekapcsolddtam a kutatasba és
a tovabbiakban is ez maradt a valasztott hivatasom, amiért kdszonetet mondok. Kezdetektdl
fogva olyan tanszéken és olyan tanszékvezetok — Prof. Briicher Erné egyetemi tanar, Prof.
Sovagé Imre egyetemi tandr, Prof. Fabian Istvin egyetemi tandr — és munkatarsak mellett

dolgoztam, ami a munkdmhoz nagyon emberi 1égkort, j6 munkatarsi kozosséget biztositott.

Nagyon oriilok, hogy a Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoport tagja vagyok, hiszen a
kutatocsoportunk volt €s jelenlegi tagjai emberként és kutatoként is a legkivalobbak kozé
tartoznak. Koszondm Dr. Buglyé Péter egyetemi docensnek, Prof. Farkas Etelka egyetemi
tanarnak ¢és Prof. Kiss Tamas egyetemi tandrnak, hogy az egyiitt toltott évek alatt munkdmat
mindig figyelemmel kisérték, tanacsaikkal segitették. Koszonom Hiise Ilona és Dr. Gonczy
Arpadné technikusoknak, hogy hozzaérté munkajukkal biztositottak a kisérleti munka
eredményességét, és egyéb feladatokban is készségesen segitettek. Csoportunk tagjaira nemcsak

munkatarsként, hanem baratknént is mindig szamithattam és szamithatok.

Szerencsésnek tartom magam, hogy azontul, hogy a hallgatokkal val6 munka, a fiatalok
tudoméanyos munkéjanak irdnyitdsa mind a mai napig nagy Oromet okoz, emberileg és
szakmailag kivalé PhD hallgatokkal dolgozhattam €s dolgozhatok egyiitt. Kiilon kdszonom Dr.
Osz Katalinnak, Dr. Kallay Csillinak és Dr. Timari Saroltianak a kozos kutatomunka soran
végzett lelkiismeretes munkéjukat, amelyek nagyban hozzajarultak az értekezésben 6sszefoglalt
eredmények megsziiletéséhez, és amely munka soran én is sok mindent megtanultam a kitartas, a

sokoldaliisag és a baratsag terén.
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Csoportunk tagjaiként hosszabb-révidebb ideig egyiitt dolgoztam Dr. Nagy Zoltannal, Dr.
Agoston Csaba Gaborral, Dr. Bka Beataval és Dr. Joszai Viktoriaval, akik munkajat szintén
nagyon koszonom.

Meg kell emlitenem jelenlegi PhD hallgatomat, David Agnest és a csoportunk PhD hallgatoit,
Turi Ildiké Margitot, Grenics Agnest, Biré Lindat és Szab6é Orsolyat, valamint
munkatarsunkat, Godé Attilat, akiknek koOszondm, hogy a napi munka sordn mindig

segitOkészek és kellemes, vidam, barati légkort teremtenek.

Az elmult évek alatt szdmos hallgatd tudomanyos didkkdri, szakdolgozati és diplomamunka
témajat iranyitottam. Koszondm Agoston Karoly, Bertalan Csilla, Danyi Péter, Szabé
Julianna, Csorba Timea, Szilagyi Olga, Tarcsa Tamas, Takacs Imre, Kiss Dora, Balogh
Gabor, Cerea Riccardo, Serf6z6 Déra volt hallgatéimnak, valamint Csire Gizella és Lihi

Norbert jelenlegi hallgatéimnak az eredményes munkdjat.

A tudomanyos egyiittmiikodések szintén jelentdsen hozzajarultak a tudomanyos
eredményeinkhez. Kiilon koszonom Prof. Siili-Vargha Helganak ¢s munkatarsainak, az MTA
Peptidkémiai Kutatocsoportja tagjainak, hogy nagyszerii szintetikus munkajuk révén nagyon sok
molekula megtervezésére ¢és vizsgalatdra volt modunk. Kiilfoldi egyiittmiikodés keretében
lehetdséglink volt a kozos kutatomunkira Prof. Peter Comba-val és munkatarsaival a
Heidelberg-i Egyetemrdl (Németorszdg), Prof. Nick Hadjiliadis-sal ¢s munkatarsaival a
loannina-i Egyetemrdl (Gordgorszag), valamint Dr. Eugenio Garribba-val, Dr. Daniele
Sanna-val ¢és Prof. Giovanni Micera-val a Sassari Egyetemrdl (Olaszorszag), a munkajukat

nagyon koszonom.

Koszonettel tartozom az Orszagos Tudomdnyos Kutatdsi Alapnak az OTKA palyazatok
keretében (OTKA 1646, F007512, T019337, K72956) nyujtott, valamint az MKM-176, FKFP-
0575, TAMOP (4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0007) és TAMOP (4.2.2.B-10/1-2010-0024)

projektek anyagi tamogatasaért.
Végiil, de nem utolsoésorban koszondm szilleim és Péter batyam és csalddja folyamatos

tdmogatasat és szeretét.

Az értekezést édesanyam emlékének ajanlom.
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M1. tablazat A bisz(imidazol-2-il) szarmazékok deprotonalddasi allandoi

pK(COOH) | pKi(Im) | pKy(Im) | pK(His) | pK(NH,)

BIM"* 4,74 6,93

BIP"™ 2,79 4,69 6,90

BIMA" 4,07 6,49
Z-Gly-BIMAP"" 3,37 5,82

Z-Ala-BIMAP"" 321 5,65
Ac-ProLeuGly-BIMA™ 3,31 5,67
BIP-IleAlaGly-OEt™ 3,82 5,99
BOC-ProLeuHis-BIMA" 2,85 5,25 6,64
BOC-ProHisGly-BIMA"’ 3,11 5,42 6,38
BOC-HisLeuGly-BIMA® 2,78 5,24 6,65
BIP-IleAlaHis-OMe"° 3,73 5,84 6,81
BIP-IleHisGly-OEt"’ 4,01 5,67 6,65
BIP-HisAlaGly-OEt"° 3,73 5,77 6,77
Gly-BIMA™ 3,22 5,51 7,95
Phe-BIMA"’ 3,09 5,28 7,17
o-Asp-BIMA""? 2,32 3,32 5,49 7,48
0-Glu-BIMA" 2,69 3,74 5,52 7,53
p-Ala-BIMAP' 3,13 5,51 9,23
y-Glu-BIMAP""* 1,79 3,41 5,83 9,05
His-BIMA"’ 2,61 4,53 5,81 7,28
GlyLeu-BIMA™’ 3,17 5,58 7,92
LeuGly-BIMA™’ 3,18 5,59 7,76
PheGly-BIMA"™ 3,19 5,61 7,33
AlaPro-BIMA™ 2,93 5,52 8,11
HisPhe-BIMA"" 2,89 4,84 5,78 7,35
PheHis-BIMA"" 2,83 5,07 6,31 7,27
GlylleGly-BIMA""* 2,91 5,41 7,84
AlaPheGly-BIMA"" 3,19 5,60 7,78
GlyGlyHis-BIMA"'* 3,11 523 6,46 7,86
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Ma2. tablazat A legegyszeriibb bisz(imidazol-2-il) szdrmazékok atmenetifém-komplexeinek
stabilitasi allandoi (Ig8) (Cu(ID®?, Ni(ID™¥, Zn(ID) >, VOIV)P"?)

BIM | BIP | BIMA Pml?eilcly- Ileig(}ly IZBI(I\}/B; ZB'I‘;}Z'
BIMA -OEt
CuH,L, 2521
CuHL, 21,20 | 21,50
Cul, 17,64 | 17,29 | 16,89 15,24 15,52 | 14,50(3) | 16,04(1)
CuHL 13,36 | 14,0
CuL 9,64 | 10,13 | 9,89 8,65 8,92 8,002) | 8,67(1)
Cu,H_ L, 18,43
Cu,H,,L, 12,78
NiH,L, 21,76
NiHL, 18,11
NiL, 13,46 | 13,64 | 13,33
NiHL 10,84 | 11,95
NiL 729 | 7,76 | 7,24
NiH_,L -0,79
ZnH,L, 18,85
ZnHL, 14,25
ZnL, 10,22 | 10,10 | 9,92 8,58 8,90
ZnHL 9,66
ZnL 553 | 563 | 5,38 4,85 4,92
ZnH_,L -1,83
VOH,L, 19,56
VOL, 12,94 | 12,07 11,28 10,95
VOH._,L, 580 | 5,10
VOHL 10,01
VOL 726 | 6,75 6,22 6,15
(VO),H,L, | 695 | 6,08 527 4,98
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M3. tablazat A védett hisztidintartalmt tripeptid-bisz(imidazol-2-il) szarmazékok
komplexeinek stabilitasi allandai (1gf)
BOC- BOC- BOC- BIP- BIP- BIP-
ProLeuHis | ProHisGly-| HisLeuGly | IleAlaHis- | IleHisGly- | HisAlaGly-
-BIMA BIMA -BIMA OMe OEt OEt
Hivatkozds D6 D3 D6 D6 D3 D6
CuH,L,; 27,34 27,44 27,45 27,78 26,68 27,97
CuHL,; 21,85 21,88 23,01 21,88 21,08 22,44
CuL, 15,89 15,69 16,67 15,34 14,74 16,03
CuHL 14,37 14,70 14,67 14,84 14,64 15,08
CulL 9,17 9,51 11,42 10,28 10,05 10,63
ZnH;L, 21,34 21,23
ZnHL, 15,83 15,82
ZnL, 9,84 9,70
ZnHL 10,95 10,86
ZnL 5,96 5,90
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M4. tablazat Az aminosav-bisz(imidazol-2-il) szdrmazékok réz(Il)-komplexeinek stabilitasi
allandoi (1gp)

Gy-BIMA| i | ik | Biva | siva | BIMA | BIMA
Hivatkozas D5 D7 DI2 DI2 DI2 DI2 D7
CuH4L, 37,46 37,20
CuH;L, 34,01 33,12
CuH,L, 31,64 28,89 29,04 29,84 32,54 32,73 28,51
CuHL, 23,11 22,66
CulL, 18,97 16,15
CuH_,L, 11,12 8,7 8,81
CuH,L 19,97 19,29
CuHL 17,11 15,44 15,63 16,38 17,18 17,28
CulL 11,95
CuH_,L -0,92 2,41 -3,52
Cu,L; 25,25 29,09 25,68
Cu,H_ L, 19,75
Cu;H,,L, 18,43 14,94 15,46 16,70 13,93 13,58
CuH:L, 6,66 8,26 5,45
Cu;H 4L, -2,33 —0,71 -3.48
Cuz;H 4L, 9,33 7,97 6,64 8,53
Cu,LL 15,36
Cu;H_,L 9,92 10,06 10,45
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MS. tablazat Az aminosav-bisz(imidazol-2-il) szarmazékok réz(Il)-komplexeinek stabilitasi
allandoi (1gf)

Gly-BIMA Phe-BIMA ‘I;'I(;i‘[‘; His-BIMA

Ni(Il) | Zn(ID) |VO@IV)| Ni(l) | Zn(I) | VOAV)| Nidl) | Zn{I) | VOIV)
Hivatkozds | D8 D5 DIS D7 D7 DIS D7 D7 DIS
MH,L, 33,18 | 35,62 34,36
MH;L, 30,00 | 31,63 | 28,08
MH,L, 27,82 | 24,04 | 2549 | 26,04 | 22,60 | 2549 | 26,79 | 22,79 | 24,88
MHL, 21,51 | 17,17 | 19,17 | 20,33 20,83 | 16,85
ML, 13,47 | 10,28 13,70 13,90 | 9,97
MH_,L, 4,7 5,90 5,20
MH,L 17,09 | 1842 | 16,84 | 17,99
MHL 1421 | 12,40 | 13,56 | 1348 | 11,78 | 13,51 12,16 | 13,31
ML 8,60 9,18 6,82 | 8,76
MH_,L 2,12 | 0,01 2,51 1,49 | —0,52 | 2,96
MH_,L ~7,71 ~4.93 472 | -7,70 ~5,00
ML, 21,77
M,H_,L, 2,71 0,40
M,L 12,62
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M6. tablazat

A dipeptid-bisz(imidazol-2-il) szarmazékok réz(Il)-komplexeinek stabilitasi

allandoi (1gp)
GlyLeu- LeuGly- PheGly- AlaPro- HisPhe- PheHis-

BIMA BIMA BIMA BIMA BIMA BIMA
Hivatkozads D9 D9 D9 DI2 DI3 DI3
CuH4L, 40,05 40,92
CuH;L, 35,92 36,02
CuH,L, 30,13 30,02 30,11 32,17 30,36 29,99
CuHL; 22,82 22,95 23,57 25,4 23,83 23,88
Cul,; 16,63 17,11
CuH_L, 9,59
CuH,L 20,73 21,19
CuHL 15,76 15,77 16,13 17,45
CuL 13,14
CuH,,L -3,63 -2,79 —-1,45 -1,95 -1,60
CuH_;L —14,46 —13,54 —-11,96
Cu,L,; 24,96 24,62 25,37 29,22
Cu;H,, L, 10,74 12,42 13,57
Cu,H_ ;L =3,77 -2,55 -1,45
CusHosL, -20,24 -16,52 -14,9
CuzH 6L, -9,49 -7,38 5,15
Cu,L 16,90
CuzH ;L 26,00
Cu,H_,L 13,86
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M7. tablazat A dipeptid-bisz(imidazol-2-il) szarmazékok nikkel(II)- ¢és cink(II)-
komplexeinek stabilitasi allandoi (1gf) >’

GlyLeu-BIMA LeuGly-BIMA PheGly-BIMA

Ni(II) Zn(ID) Ni(II) Zn(1D) Ni(II) Zn(ID)

MH,L, 27,99 24,56 27,75 24,17 27,13 23,39

MHL, 21,18 17,77 20,73 17,30 20,74 17,20

ML, 13,59 13,51 14,13

MHL 14,36 12,45 14,16 12,28 13,65 11,97

ML 8,22 5,1 8,12 8,48

MH_,L 0,62 1,02 1,10

MH_,L 7,07 6,55 6,61

MS. tablazat A tripeptid-bisz(imidazol-2-il) szarmazékok réz(Il)- és cink(Il)-komplexeinek
stabilitasi allandoi (1g8)°"*

AlaGlyLeu-BIMA | GlyLeuGly-BIMA GlyGlyHis-BIMA

Cu(ID) Cu(Il) Cu(Il) Zn(1I)
MH4L, 42,52
MH;L, 32,09
MH,L, 30,47 30,42 31,11 26,2
MHL,; 23,39 24,54 20,17
ML, 15,81 17,23 17,09 12,5
MH,L 22,35 18,81
MHL 16,19 16,52 18,23 14,20
ML 11,69 13,15 12,88 8,18
MH_,L 5,42 —0,12
MH_,L —4,10 -3,68 -0,97
M;H 4L, 5,03 5,13 13,89
M;H_,;L 8,17
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MO. tablazat A bisz(piridin-2-il) szarmazékok deprotonalddasi allandoi

BPM BPMA Gly-BPMA Pro-BPMA His-BPMA
Hivatkozas D17 DI8 D17 D5 D17
pKi(Pyr) 2,61 ~1,7 <1,5 3,22 <1,5
pK>(Pyr) 5,11 3,34 5,51 2,91
PA(His) 5,43
pK(NH,) 7,32 7,91 7,95 7,31

M10. tablazat

stabilitasi allandoi (Ig8)

Az egyszerli bisz(piridin-2-il) szarmazékok atmenetifém-komplexeinek

BPM BPMA

Cul) | Nil) | zZn(d) | VOAV) | Cu() | NiIl) | Co(Il)
Hivatkozds | D17 D17 D17 D18 D16 D16 D16
ML, 11,61 9,57 6,39 16,83 16,80 14,20
MHL 7,63 7,35
ML 6,67 4,72 3,20 3,73 8,89 8,55 7,63
MH_,L 0,10 3,51
M,H_,L, 1,23
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M11. tablazat
stabilitasi allandoi (1gf)

Az aminosav-bisz(piridin-2-il) szarmazékok atmenetifém-komplexeinek

Gly-BPMA’ Pro-BPMA His-BPMA®

Hivatkozds D17 D5 D17
CuHL 11,96 13,21 14,64
CuL 8,12 9,71 10,36
CuH_,L 4,27 6,08
CuH,,L -5,19 -3,36 —4.,47
CuzH 4L, 5,03
Cu;H.,;L, 12,58

Ni(I) | Zn(Il) | VOAV) | Ni(l) | Zn@I) | Co(IN) | Ni(Il) | Zn(I) | VOIV)
Hivatkozdas | D17 D17 D18 D5 D5 D5 D17 D17 D18
MH4L, 31,0
MH;L, 25,62
MH,L, 21,21 23,12 | 20,82
MHL, 15,88
ML, 9,46 6,66 9,66 12,64 | 9,98
MH_, L, -0,7 -0,50 | 0,47 | 4,84
MH,L, | -5,03| -9,12 -5,00 | -8,59 | -8,02
MH;L 15,7 15,49
MHL 10,97 10,96 11,85 11,95
ML 5,30 348 | 7,16 4,75
MH_,L -1,46 | 3,23 1,57 -1,02 | 2,68 | 3,15 -2,33 2,51
MH,LL |-11,17] —-11,94 | 5,45 -3,93
M,H_,L, 3,92
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M12. tablazat  C-terminalis hisztidint tartalmazd tetra-, penta- ¢és peptapeptidek
deprotonalddasi, valamint réz(ID)- D20 &g nikkel(IT)-komplexeinek” ¥ stabilitasi 4llanodoi (1gh)

Gly;His Gly4His GlysHis

pK(COOH) 2,66 2,90 2,86
pK(His) 6,86 6,94 6,87
pK(NH») 8,03 8,05 8,00

Cu(Il) Ni(II) Cu(Il) Ni(II) Cu(Il) Ni(1I)
ML, 9,65 9,54 9,06
MHL 12,24 12,16 12,29
ML 8,47 5,76 8,50 5,82 8,11 5,46
MH_,L 1,63 2,41 2,63
MH_,,L -5,79 -11,51 -5,39 -11,35 -5,06 -10,75
MH_;L -16,67 21,47 —-15,71 -20,97 —15,67 —-19,94

M13. tablazat A hisztidin analdég aminosavak és tripeptidszarmazékai deprotondlodasi

alland6iP?!

pyrAla | thiAla t’:?:' “:;‘;' thiGly AI‘)‘;ert' GGpA | GGtA
pK(COOH) | <1 1,9 | 1,79 | 211 | 164 2.45(4) | 2,6903)
pK(Ar) 3,96 401 | 5,0602)
pK(NH,) 886 | 882 | 7,63 | 838 | 838 | 963 | 7,93(1) | 7,88(1)

M14. tablazat A hisztidin analég aminosavak réz(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoi

(lgﬂ)Dzl

pyrAla thiAla triaz-Ala | thiaz-Ala thiGly Amet-pyr
CuHL; 19,72 15,20
Cul,; 15,43 14,37 12,81 12,75 12,62
CuHL 11,91 10,28
CulL 8,24 7,68 8,20 7,00 7,44
CuH_,L 0,00
CuH,,L 11,54
Cu,L, 17,39
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M15. tablazat A hisztidin analég aminosavat tartalmazo tripeptidek réz(Il)- és nikkel(II)

komplexeinek stabilitasi allandai (1gf)

GGpA GGtA
Cu(II) Ni(IT) Cu(II) Ni(II)
MHL 10,82(6) 10,58(4)
ML 6,09(3) 4.47(4) 5,36(3) 3,6(1)
MH_,L -0,05(2) —4.,49(9)
MH_,L -3,20(2) -8,26 —6,29(2) ~12,56(7)
M16. tablazat A védett multihisztidin peptidek deprotonalddasi allandoi
pK(COOH) | pKy(His) | pKx(His) | pKi(His) | pKy(His)
Ac-HGH-OH'" 2,68 6,30 7,18
Ac-HGH-NHMe'" 6,05 6,77
Ac-S1H2-NH,"* 5,99 6,82
Ac-HHVGD-NH,"* 3,43 6,06 6,91
Ac-HGGH-NH,'" 6,04(1) 6,84(1)
Ac-HVVH-NH,'” 6,01 6,73
Ac-HHGH-OH'" 2,80 6,02 6,64 7,32
Ac-HHGH-NHMe'" 5,71 6,28 7,04
Ac-HGHVH-NH,"* 5,72 6,33 6,93
Ac-HVHGH-NH,"* 5,72 6,31 6,92
Ac-HAHVH-NH,"* 5,67 6,24 6,83
Ac-HVHAH-NH, % 5,75 6,31 6,94
Ac-HPHAH-NH,"* 5,74 6,31 6,93
Ac-HVHPH-NH,"* 5,78 6,32 6,93
Ac-S2H3-NH,"** 5,68 6,31 7,00
Ac-S3H4-NH,"** 5,51 6,15 6,45 7,12
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M17. tablazat

Két hisztidint tartalmazd peptidek atmenetifém-komplexeinek stabilitasi

allandoi (I1gp)
Ac-HGH- Ac-HGH- | Ac-HHVGD- | Ac-HGGH- | Ac-HVVH-

OH NHME NH, NH, NH;
Hivatkozds 172 172 D23 175
Cul,; 10,62 9,79(3) 9,52
CuHL 10,89 10,69 10,87
CulLL 6,90 6,32 6,24 5,98(1) 5,79
CuH_,L 0,27 —0,11 —0,24 -1,05
CuH_,L —-6,54 -5,91 17,70 —7,88(2) -9,21
CuH_;L —-16,72 —-16,01 —-18,04 —-16,10(3) —-17,60
Hivatkozas D25 D25
NiL, 7,89 6,93
NiHL 9,79 9,32
NiL 4,57 4,02
NiH_;L —4,77
NiH,,L —-13,60 —-13,28
NiH_;L —23,53 -22,17
CoL,; 5,85 6,93
CoL 3,40 4,02
CoH_,L -5,54
CoH_,L. —-15,42 —13,28
CdHL 9,76
CdL 3,90 3,76
CdH_,L -5,9
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M18. tablazat Héarom hisztidint tartalmaz6 peptidek atmenetifém-komplexeinek stabilitasi
allandoi (I1gp)

Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac- Ac-

HHGH- | HHGH- | HGHVH | HYHGH HAHVH- | HVHAH- | HPHAH- | HAHPH-

OH NHME -NH, -NH, NH, NH, NH, NH,
Hivatkozds 172 172 D22 D22 D22 D22 D22 D22
CuHL 13,13 12,79 13,10 13,09 13,08 13,33 13,07 13,02
CuL 7,87 7,22 8,07 7,78 8,08 8,42 7,91 8,01
CuH L 0,95 0,79 1,24 1,13 1,27 1,83 1,24 1,01
CuH_,L -7,43 -6,12 -6,03 -6,25 -5,85 -5,57 =5,77 -6,57
CuH_;L -17,29 —15,24 -16,47 -16,39 —15,81 15,10 —15,46 -16,24
Cu,H,,L -1,37 -1,33 —-1,08 -1,01
Cu,H 4L —14,05 —14,46 —13,63 -13,52
Cu,H_sL —24,82 —24,14 —23,82 -23,28
Cu,H_¢L —35,55 —35,78 —34,24 -34,21
Hivatkozds D25 D25 D25 D25
NiL, 8,32
NiHL 11,48 10,80 10,83 11,04
NiL 5,04 5,36 4,80 5,20
NiH L -3,89
NiH_,L -12,54 —-13,17 -12,59 -12,62
NiH ;L -22,32 -22,46 -22,04 -22,49
Ni,H_,L -9,75 -8,91 -9,24
Ni,H_ 4L -26,60 -25,73 -26,55
Ni,H_sL -35,64 -36,74
CoHL 10,0 10,33 9,82
CoL 4,40 3,9 4,16 3,74
CoH_,L —4,6 5,64 5,64
CdHL 10,86
CdL 4,42
CdH_,L -3,27
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M19. tablazat Szarkozint tartalmazé multihisztidin peptidek atmenetifém-komplexeinek
stabilitasi allandoi (Igf) (Cu(IDP**, Ni(II), Zn(II), Co(I1)°*)

Ac-STH2-NH; Ac-S2H3-NH;, Ac-S3H4-NH,
CuL, 11,25

CuH,L 17,19 19,46
CuHL 10,82 12,78 14,53
CuL 6,48 8,14 9,29
CuH_L 0,55 1,33

NiL; 7,15 8,76

NiH,L 17,34
NiHL 9,40 10,84 11,95
NiL 3,89 5,28 6,04
ZnH,L 16,85
ZnHL 10,19 11,38
ZnL 3,66 4,79 5,58
ZnH_ L 3,61 2,39

CoHL 10,34
CoL 3,05 3,68 3,85
CdHL 10,65
CdL 3,04 3,67 4,14
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