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1. BEVEZETES

1. BEVEZETES

Régota ismert, hogy bizonyos fémek 1étfontossaguak az €16 szervezet szamara.
Szerepet jatszanak a szerves molekuldk szintézisében, szallitdsdban, illetve
biologiai rendszerek sav-bazis- ¢és redoxifolyamatainak katalizadlasaban. Mas
elemek mar rendkiviil kis koncentracioban is komoly veszélyt jelentenek
valamennyi szervezet szamara. Napjainkra az is egyértelmiivé valt, hogy a szerves
anyagok koziil a fehérjék azok, amelyek a fémionok megkdtésében meghatarozo
szerepet jatszanak. A 1étfontossagu elemek koziil a réz és a cink szinte kizardlag
fehérjékhez kotve talalhatd metalloenzimek vagy egyéb funkcidkat betdltd
metalloproteinek formajaban. Ugyanakkor a palladium és mas platinafémek vagy a
kadmium ¢és a higany toxicitasa is ezen fémionok és a fehérjék kozott megvalosuld
kolesonhatasokkal értelmezhetd.

Ezeknek a folyamatoknak a vizsgalatakor a bioszervetlen kémikusok {6
kérdése, hogy hogyan kotodik a fémion az egyes enzimhez, proteinhez, és hogyan
befolyasolja annak miikodését. Ennek megértéséhez egyszeriibb modellvegyiiletek
tanulmanyozasa sziikséges. A kiillonboz6 fémtartalmu enzimek, proteinek és egyéb
peptidlancot tartalmaz6 vegyliletek legegyszerlibb modelljei azok a rendszerek,
amelyek kozponti ionként valamilyen atmenetifém-iont, ligandumként aminosavat,
peptidet vagy azok szarmazékat tartalmazzak. Ezért a bioldgiai kutatasokkal
parhuzamosan tobb évtizede fokozott érdeklodés kiséri ezen rendszerek
tanulmanyozasat. A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban
az ilyen jellegli kutatasok tobb évtizedes multra tekintenek vissza. A kezdeti
id6szakban ez mindenekel6tt a fémionok aminosavakkal alkotott komplexeinek
leirasat jelentette, majd a kisebb tagszamu peptidek és mas bioldgiailag fontos
ligandumok keriiltek az érdeklédés kdzéppontjaba.

A metalloproteinekben a fémionok megkotésére leggyakrabban a peptidlanc
oldallancbeli donorcsoportjai szolgalnak. Ezek koziil a leggyakoribb kotéhelyeket
a hisztidin imidazolgytirii, a cisztein tiolkénatomja, az aszparaginsav és a
glutaminsav karboxilatoxigénje valamint a metionin tioéterkén-donoratomja
jelentik. Ezért kutatdcsoportunkban az érdeklddés ezen aminosavakat tartalmazo
peptidek, peptidszarmazékok felé fordult. Ezen donorcsoportok koziil doktori
munkam soran a hisztidin imidazolnitrogénjének és az aszparaginsav, valamint a
glutaminsav ~ karboxilatcsoportjanak ~ komplexképzddésre gyakorolt hatasat
tanulmanyoztuk.

Az irodalomban mar nagyrészt ismert, hogy ezen aminosavak helyzete hogyan
befolyasolja a komplexképzddést. Ugyanakkor a tobb  oldallancbeli
karboxilatcsoport jelenléte jelentésen megvaltoztatja a ligandum, és igy a képz6do
komplexek toltését is. Munkank soran tobb aszparaginsavat és glutaminsavat
tartalmazo peptidek réz(Il)- és nikkel(Il)ionokkal valdo komplexképzését vizsgalva
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arra kerestiik a valaszt, hogy az aszparaginsav, illetve glutaminsav lancbeli
helyzete mellett hogyan hat a komplexképzdédésre a negativ toltés novekedése.

Az aszparaginsav és a glutaminsav oldallancbeli karboxilatcsoportja nem csak
fémmegkdtohelyként szerepelhet, hanem a peptidkotés kialakitdsdban is részt
vehet. Ez a peptidvaz modosulasat eredményezi. Hasonld tulajdonsaggal
rendelkezik a lizin, amely oldallancbeli aminocsoportjaval is Iétesithet
peptidkotést. Ez valosul meg az altalunk vizsgalt aszpartil-g-lizin (Asp-g-Lys)
dipeptidben. Arra is lehetéség van, hogy a lizin mindkét aminocsoportja részt
vegyen a peptidkotés kialakitasaban. A legegyszeriibb ilyen tripeptid a glicil-lizin-
glicin (Gly-Lys(Gly)). E két szokatlan szerkezetii peptid réz(Il)-, nikkel(Il)- és
cink(IT)ionokkal valé komplexképzését tanulmanyoztuk. Azt vizsgaltuk, hogy az
egyszeri di- és tripeptidek komplexképzd sajatsagaihoz képest milyen
kiilonbségeket okoz a peptidvaz modosulasa.

A metalloenzimek masik fontos kotddési helye a hisztidin imidazol-
oldallancbeli nitrogénje. Ilyen kotddés van példaul a szénsavanhidrazban, ahol
harom imidazolgytirthdz,' vagy a karboxipeptidézban, ahol két imidazolgytirtihoz
és egy karboxilatcsoporthoz kapcsolodik cink(IT)ion.” A kék-rézproteinekben két
imidazolnitrogénhez és egy cisztein-, valamint egy metionin-kénatomhoz kotédik
réz(Il)ion.> Ezen enzimek aktiv centrumdban a peptidlancok haromdimenzids
szerkezete az imidazolgytiriiket olyan kozeli helyzetbe hozza, hogy ugyanahhoz a
fémionhoz tudnak koordinalodni. Igy ezeknek az enzimeknek j6 modelljei lehetnek
azok az egyszerli bisz(imidazol-2-il)-szarmazékok, amelyekben a  két
imidazolgytirtit alifas szénlanc koti 6ssze.*” A korabbi vizsgalatok® azt mutatték,
hogy ezen enzimek aktiv centruménak modellvegyiileteiben a két imidazolilcsoport
kozott az 0sszekotd alifas rész lehet egy hosszu, legalabb 6t szénatombol allo
szénlanc (mint ahogy az enzim proteinjében is linearisan tavol esnek egymastol a
koordinalodo hisztidil-oldallancok) vagy csak egyetlen CH,-egység. Ez utobbi
esetben lehetdség van arra, hogy a fémionnal stabilis, hattagt kelatgytrii alakuljon
ki.

Ugyanakkor, ha valamely metalloenzim szelektiv gatlasat szeretnénk elérni,
akkor a fémiont jol koordindldo bisz(imidazol-2-il)-metil-csoporthoz olyan
vegyiiletrészt kapcsolunk, amely modellezi az enzim altal hasithatdé szubsztratot,
vagy annak hasado kotése koriili kdrnyezetét. Ezen elképzelés alapjan probaltak
kifejleszteni az emlds kollagenaz enzim egy, a Pro-Leu-Gly-Ile-Ala-Gly kollagén
szekvenciat hasito, aktiv centrumaban cink(Il)iont tartalmazé metalloenzim
szelektiv inhibitorat.>>’

A bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmazé vegyiiletek vizsgalata kb. 15
éve kezdodott el. Elészor a legegyszerlibb vegyliletek, majd a védett amino-
csoportot tartalmazo tripeptidszarmazékok komplexképzését tanulmanyoztak. Ezt
kovetden szisztematikusan vizsgaltak, hogyan befolyasolja a kelatképzé csoport
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1. BEVEZETES

jelenléte az aminosavak, illetve a peptidvaz komplexképzo tulajdonsagait. A
szabad aminocsoportot tartalmazo ligandumok koziil elsdként a legegyszer(ibb
aminosavszarmazek, a glicil-bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (Gly-BIMA), majd az
oldallancban aromas gyuriit tartalmazo6 fenil-alanil-bisz(imidazol-2-il)-metil-amin
(Phe-BIMA) ¢és az erésen koordinalodd donorcsoportot tartalmazo hisztidil-
bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (His-BIMA) komplexképzését tanulmanyoztak.

Az oldallancban gyengén koordinaldédo csoportot tartalmazo bisz(imidazol-2-
il)-szarmazékok komplexképzési tulajdonsagai azonban még nem voltak ismertek.
Ezek a vegyiiletek lehet6séget adtak annak vizsgalatara, hogy hogyan valtozik a
komplexképzé sajatsag olyan vegyiiletekben, amelyek C-terminalisan egy
kelatképz6 csoportot, ugyanakkor oldallancban koordinaléddé csoportot
tartalmaznak, ha azokat egyszerti dipeptidekhez, illetve a legegyszeriibb aminosav-
bisz(imidazol-2-il)-szarmazékokhoz hasonlitjuk. Ugyanakkor ezek a vegyiiletek a
metalloenzimek aktiv centrumat is modellezhetik. A His-BIMA esetén lugos
tartomanyban képz6dé komplex a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim szerkezeti
modellje lehet.

A vizsgalatok igy két iranyban folytatodtak. Egyrészt aszparaginsavat, illetve
glutaminsavat  tartalmazd  bisz(imidazol-2-il)-szdrmazékok  komplexképzo
tulajdonsagait vizsgaltuk. Ennél a ligandumcsaladnal célunk az volt, hogy az
oldallancban gyengén koordinalodo karboxilcsoportot tartalmazo a-aszpartil-
bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (a-Asp-BIMA), a-glutamil-bisz(imidazol-2-il)-metil-
amin (o-Glu-BIMA) és y-glutamil-bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (y-Glu-BIMA)
kiilonbozé  atmenetifém-ionokkal valo komplexképzését tisztazzuk. Masrészt a
Cu,Zn-SOD modellezését egyéb peptidek vizsgalataval folytattuk.

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim aktiv centrumaban mindkét fent
emlitett kotédési hely megtalalhato: az aszparaginsav karboxilatcsoportja és a
hisztidin imidazolnitrogénje is részt vesz a fémionok koordinalasaban. Az enzim
fémmegkdtésben  részt vevd  fehérjerésze  kiilonbozé  oligopeptidekkel
modellezhets. A rézkotohely modellezésére az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, és az
Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, pentapeptideket, a cinkkotohely modellezésére az Ac-
His-Val-Gly-Asp-His-NH, és az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH, pentapeptideket
dllitottuk elo, és ezek réz(ll)ionokkal valo komplexképzését tanulmdnyoztuk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A vizsgalt fémionok bioldgiai jelentosége

A réz a ndvény- és az allatvilagban egyarant igen elterjedt, és redoxireakcioi
szamos biologiai oxidaciés folyamatban jatszanak szerepet. A felnétt emberi
szervezet kb. 100 mg rezet tartalmaz, tobbnyire fehérjékhez kotott formaban
(rézproteinek). Rézkarperecet és réztartalmu kendcsoket régota alkalmaznak a népi
gyogyaszatban, a réz biokémiai fontossagat azonban csak az 1930-as években
ismerték fel; nyomnyi mennyiségben valamennyi ¢l6 szervezet szadmara
nélkiilozhetetlen.*"

Részt vesz redoxi folyamatok katalizalasaban, ¢és oxigénszallitd, -tarold
enzimeknek is alkotérésze. Elektrontranszfer funkcidja van a citokrém-c
oxidazban (ami a legtobb sejtben a légzési lanc utolsod 1épését katalizalja), a
plasztocianinban (ami a ndvényekben és a zoldalgakban a II. fotokémiai rendszer
része), az azurinban ¢és a sztellocianinban. Szamos rézproteinnek oxidaz funkciodja
van: lakkdz, aszkorbinsav-oxidaz, citokrom-c-oxiddz, amin-oxidaz, galaktoz-
oxidaz, tirozindz, dopamin-B-hidroxildz. Emellett réztartalma reduktdzokat is
ismeriink: nitrat-reduktaz, dinitrogén-monoxid-reduktaz (denitrifikalo
baktériumokban), szuperoxid-diszmutaz (rezet és cinket is tartalmaz). Az
izeltlabuak €s a puhatestiiek oxigénszallito festékanyaga nem a hemoglobin,
hanem a réztartalmil hemocianin.

Bar a rézproteinek szerkezeti viszonyai sok tekintetben még nem ismertek, de
— foként a szintetikus modellvegyiiletek révén — jelentds eldrelépés tortént a
réztartalmi fehérjék hatasmechanizmusanak megértése terén.'' A biologiai
szempontbol aktiv rézcentrumok harom f6 szerkezeti tipusba sorolhatdak:

I. tipus: kék-rézproteinek, amelyek egyetlen rézatomot tartalmaznak egy
erésen torzult, 2N- ¢és 2S-donoratom 4altal meghatarozott koordinacios
kornyezetben. Ez a Cu(ll)-re jellemzo tetragonalisan torzult oktaéderes (4N-
donoratom) és a Cu(I)-re jellemzo tetraé¢deres (4S-donoratom) koordinacié kozotti
atmenetet jelenti, és ebbdl adédoan rendkiviil hajlamos redoxi atalakulasokra. Ezt
a tipust az intenziv kék szin jellemzi, ami a 600 nm koriili S—Cu toltésatviteli
savtol szarmazik. A kék-rézporteinek féleg ndvényekben fordulnak eld, és a
fotoszintézisben vesznek részt, mint elektrontranszfer proteinek (pl. plasztocianin).

II. tipus: nemkék-rézproteinek, amelyeknél a szabdlyos monomer
réz(IDkomplexekre jellemzo, kozel siknégyzetes koordinacio alakul ki, igen
gyenge axialis kolcsonhatasokkal, és jellemzé ESR paraméterekkel. Ilyen tipusu
rézcentrumokat tartalmaz a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz enzim.

III. tipus: ESR-inaktiv rézproteinek. Ezeknek két altipusa van. Egyik tipusuk
egy par Cu(l)-atomot tartalmaz egymdastol 360 pm tavolsagra, amelyek a
fehérjékhez hisztidin oldallancokon keresztiil kapcsolodnak. Ez az Osszetétel
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2.1. A vizsgalt fémionok biologiai jelentdsége

alkalmas az oxigénmolekula transzportjara és aktivalasara (pl. hemocianin). A
masik lehetéség, hogy két Cu(Il)-ion taldlhaté egymashoz kozel. (A lakkaz és
ceruloplazmin az I. és II. tipus mellett a III. tipus ezen altipusat is tartalmazza.)

A rézkomplexek hatékonysagat szamos betegség kapcsan vizsgaltak.
Bizonyos rézkomplexek esetében a rakellenes hatds azzal értelmezhetd, hogy
gatoljak a DNS szintézisét. Mas komplexek részt vesznek a sejtek Oregedéséért
felel6s szuperoxid-anion eltavolitasaban. '*"

A nikkel biologiai szerepe egészen 1975-ig ismeretlen volt, amig az ureaz
enzim nikkeltartalmat egyértelmiilen nem azonositottdk. Magat a ,jack bean
urease” enzimet mar korabban is ismerték, ¢s ez volt az elsé enzim, amit kristalyos
formaban elballitottak,'* de fémmentesnek gondoltdk. Az uredzok szamos
baktériumban €s ndvényben megtalalhatok, és a karbamid hidrolizisét katalizaljak.
A rontgendiffrakciés, EXAFS, ESR ¢és magneses cirkularis mérésekbdl
megallapitottak, hogy minden uredz enzim aktiv centrumdban két Ni(Il)-ion
talalhato,”> amelyek egy karboxilatcsoporton keresztiil kapcsolodnak egymashoz.
Az egyik nikkelt ezenkiviil két nitrogén-donoratom koordinalja, mig a negyedik
kotési hely valdszintileg a karbamid kapcsolddasara van fenntartva. A masik
Ni(II)-ion trigonalis bipiramisos szerkezetii.'***

Egyre tobbet tudunk a nikkel biologiai szerepérél.>> A baktrériumokban
ujabban harom masik nikkeltartalmi enzimet is azonositottak: a hidrogenazok a
hidrogén vizzé torténd oxidaciojat, a CO-dehidrogenaz a szén-monoxid szén-
dioxidda val6 oxidacidjat, mig a metil-koenzim-M-reduktaz a szén-dioxid metdnna
torténd atalakulasat katalizalja.**

A cink biologiai szempontbol az egyik legfontosabb fémion, az élet szinte
minden formajahoz nélkiilozhetetlen.'®***" A felnétt emberi szervezet mintegy 2 g
cinket tartalmaz, ami enzimek formajaban csaknem valamennyi sejtben
megtalalhatd, igy a cink koncentraciéja nagyon kicsi, és jelentdségének
felismerése viszonylag sokaig varatott magara.

A cink a bioldgiai rendszerekben kétféle szerepet is betolthet; katalitikus és
szerkezetalakito funkcidja is van. A szénsav-anhidraz, karboxi-peptidaz, maj-
alkohol-dehidrogenaz ¢és a termolizin enzimekben a cinknek katalitikus aktivitasa
van, mig az alkohol-dehidrogenaz és az aszpartat-transzkarbamoilaz a cinkion
szerkezetalakito szerepére példa.

A biologiai szerepiiktdl fiiggetleniil a hisztidin, glutaminsav, aszparaginsav és
a cisztein oldallancbeli donorcsoportjai a cinktartalmii enzimek legfontosabb
kotohelyei. Azonban a rontgendiffrakcios vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
katalitikus aktivitasti €s a szerkezetstabilizaloé cink(Il)ion koordinacios szféraja
eltér egymastol. ™
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Azokban az enzimekben, ahol a cinknek katalitikus aktivitdsa van, harom
koordinacios helyet a fent emlitett donoratomok foglalnak el (leggyakoribb a
hisztidinnitrogén), mig a negyedikhez egy vizmolekula kotédik. Ennek nagy
jelentésége van az enzim milkddése szempontjabol. Haromféle mechanizmus
lehetséges a katalitikus reakcid soran: (a) a szubsztrat kiszoritja a vizmolekulat a
koordinaciobdl, és kdzvetleniil a cinkionhoz koétédik, (b) a koordinalt vizmolekula
ionizalodik, majd a nukleofil OH -csoport 1ép kdlcsonhatasba a szubsztrattal
(nukleofil tamadas), (c) a szubsztrat a cinkion 6todik koordinacios helyét foglalja
el, anélkiil, hogy a vizmolekulat kiszoritana a koordinacios szférabol.

Azokban az enzimekben, amelyekben a cinknek szerkezetalakito szerepe van,
a cink mind a négy koordinacios helyét a fent emlitett donoratomok foglaljak el
(leggyakrabban ciszteinkén), ily médon megakadalyozva azt, hogy viz- vagy
szubszratmolekula koordinalédjon hozza. A cinkion koriil viszonylag merev
elrendez6dés alakul ki, ez biztositia az enzim mi{ikdodéséhez sziikséges
peptidkonformaciot.

A cink egy tjabban felismert funkcidja azokhoz a fehérjékhez kapcsolodik,
amelyek a DNS bazisszekvenciajanak a felismerésében jatszanak szerepet, azaz a
DNS replikacidja sordn a genetikai informaci6 atadasat szabalyozzak. Ezek az un.
»cink-ujjak” (zinc fingers) olyan cinktartalmu fehérjék, amelyek 9-10 cink(Il)iont
tartalmaznak. Mindegyik cinkiont tetraéderesen koordinalja 4-4 aminosav, €s ez a
stabilizalja. A fehérje korbefogja a DNS kettds lancat, mikdzben valamennyi ,,ujj”
a DNS-hez kotodik, mivel térkitoltésiik megfelel a DNS bazisszekvencidjanak, és
igy biztositja a pontos felismerést.”’

2.2. A vizsgalt fémionok koordinaciés kémiaja®®-'

A réz 0 és +4-es oxidacios tartomanyban képez komplexeket. Ezek koziil a
leggyakoribb a +2, de a +1-re is sok példa van. Nagyon kevés +3-as oxidacids
allapoti komplex ismert, és a 0, valamint a +4 oxidacios allapot is rendkiviil ritka.
A rézkomplexek koordinacios szama és geometriaja az oxidacios allapottal egyiitt
valtozik.

Vizes oldatban a Cu(l)-ion nagyon kevéssé stabilis, mert konnyen
diszproporcionalodik, aminek oka a Cu(ll)-ion nagy hidratacidés energiaja.
Azonban a réz +l-es oxidacios allapota stabilizalhatd, egyrészt nagyon kis
oldékonysagt vegyiiletek formajaban, masrészt m-akceptor sajatsagu ligandumok
segitségével.

A d"-elektronkonfiguracioju  Cu(I)-ion jellemzé geometriaja kettes
koordinaciés szamnal linearis, harmas koordinacids szamnal trigonalis planaris,
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2.2. A vizsgalt fémionok koordinacios kémidja

négyes koordinacios szdmndl tetraéderes. Néhany esetben a szabalyos geometria
torzulasa figyelhetd meg, kiilondsen kelatképzé ligandumokkal. Néhany o6tos
koordinacios szamu Cu(l)-komplexet is eldallitottak és jellemeztek. A Cu(I)-
komplexek diamagnesesek és szintelenek — kivéve, ha toltésatvitel vagy ellenion
okoz szint, — valamint gyakran igen konnyen Cu(II)-komplexszé oxidalodnak.
koordinacios szam a 4, 5 és 6, de szabalyos geometridk csak ritkan fordulnak elo,
és a siknégyzetes ¢€s tetragonalisan torzult oktaéderes szerkezetek kozott gyakran
nem konnyl kiilonbséget tenni, ami a Jahn-Teller hatassal értelmezheto. A
komplexek altalaban kék vagy zold sziniiek, egyetlen széles elnyelési savval. A
monomer komplexeknek 1,75-2,20 BM magneses momentumuk van.

A +3 oxidacios allapotl rezet tartalmazé vegyliletek ritkak, nagyon konnyen
redukalodnak, de egyes biologiai elektrontranszfer folyamatokban feltételezett
szerepiilk miatt igen sok Cu(Ill)-komplexet vizsgaltak. Ezek altalaban
siknégyzetes, kis spinszami, diamagneses komplexek. Margerum és munkatarsai
szamos Cu(Ill)-peptidkomplexet allitottak el6, amelyek a deprotonalodott
amidcsoportok koordinacidjaval stabilizalédnak.’**

A nikkel is 0-+4 oxidaciés szammal képez komplexeket, bar fémorganikus
vegyiileteiben —1-es, és —2-es oxidacios allapot is megvaldsulhat. A leggyakoribb
oxidacios allapot a +2, de jol ismertek a 0-as oxidacids allapotu nikkelt tartalmazo
komplexek is. A +l-es és +3-as oxidacidos szamot tartalmazo komplexei
viszonylag ritkak, mig a +4-es oxidacios allapotot csak bizonyos ligandumtipusok
képesek stabilizalni.
stabilizaljak, igy a kotés erdsen kovalens jellegii, m-viszontkoordinacio figyelhet6
meg az elektronban gazdag fémcentrum ¢s a m-akceptor ligandumpalya kozott.
Sok Ni(0) komplex 4-es koordinacios szamu, tetraéderes geometriaval, pl.
Ni(CO)4. A Ni(0)-komplexek diamagnesesek, €s oxidativ addicios reakciokban
altalaban konnyen oktaéderes Ni(Il)-komplexekké alakulnak.

A Ni(I)-komplexek viszonylag ritkdk, N-donor makrokelatokkal és P-
donorokkal stabilizalodnak. A Ni(I)-ion d’-elektronkonfiguraciéju, —ezért
komplexei paramagnesesek. A sztereokémidja igen valtozatos, ezt a kapcsolodo
ligandum hatarozza meg, és a négyes €s 6t0s koordinacios szam a leggyakoribb. A
leggyakoribb reakcidoi a Ni(0)-va és Ni(ll)-vé torténd diszproporcio, az
elektrontranszfer reakciok és a diamagneses fém-fém kotést eredményezd
dimerizacio.

A nikkel leggyakoribb oxidaciés 4allapota a +2, amelyben d-

srcr

Ni(Il)-re. A négyes koordinacioju nikkel(Il)komplexek kozott a siknégyzetes
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geometria a leggyakoribb. Ezek a komplexek jellemzdéen sargak, vordsek vagy
barnak. Magneses tulajdonsagaikat tekintve diamagnesesek, de egy esetben
paramagneses siknégyzetes geometriajii komplexrél is beszamoltak.*

Bar joval kisebb szamban, mint a siknégyzetes komplexek, de tetraéderes
nikkel(IT)vegyiiletek is ismertek. Ezek a komplexek altalaban kék vagy zo6ld
szinliek ¢s paramagnesesek.

Otds koordindciés szammal négyzetes piramisos és trigonalis bipiramisos
geometridji nikkel(Il)komplexek képzédnek. Ezek para- és diamagnesesek
egyarant lehetnek.

A Ni(Il)-ion hatos koordinacios szammal oktaéderes geometriaju
komplexeket képez. Ezek a komplexek konnyen eléallithatok (igen gyakran a
koordinalt vizmolekulak helyettesitése révén) semleges nitrogéndonor-
ligandumokkal (pl. ammoniaval, etilén-diaminnal, bipiridillel, fenantrolinnal), de
tiocianattal, nitrittel és oxigén-donoratomot tartalmazo ligandumokkal is.

A Ni(II)-komplexek oldataban kiilénb6z6 egyensulyok valdsulhatnak meg.

(a) Siknégyzetes = tetraéderes egyensiily->>>" bizonyos nagy térkitoltésti
foszfinszarmazékokkal homérsékletfiiggd egyensuly alakul ki a tetraéderes
paramagneses €s a siknégyzetes, diamagneses komplexek kdzott.

(b) Siknégyzetes <= oktaéderes egyensuly™ a siknégyzetes nikkel(II)-
vegyiiletek koordinalod6é oldoszer jelenlétében vagy ligandumfelesleg esetén
oktaéderes komplexsz¢ alakulhatnak. Esetenként ez olyan oldatokat eredményez,
amelyek magneses momentuma koOzbensd értéket mutat, jelezvén, hogy a
siknégyzetes €s oktaéderes formak 6sszemérhetd koncentracioban vannak jelen, és
a magneses momentum értéke ilyenkor fiigg a hdémérséklettol és a koncentraciotol.
A gyakoribb eset azonban az, hogy az atalakulas teljes. Ennek a jelenségnek az
ismert példait a [NiL,X,] Osszetételii komplexek jelentik (L = szubsztitualt etilén-
diamin, X = kiilonféle anionok), amelyek neviiket a felfedez6jiikrdl (Lifschitz)
kaptak.

(c) Monomer <= oligomer egyensuly: a siknégyzetes komplexek agglomeri-
A siknégyzetes geometriaji  [Ni(Me-sal),] (Me-sal: metil-szalicilaldehid)
osszetételll vegyiilet piridinben oktaéderes biszpiridin adduktumma alakul 4t.*° A
[Ni(acac),] (acac: acetil-aceton) trimerizacidja szintén oktaéderes szerkezetet
eredményez.**"!
szam jellemzi oket vagy torzult oktaéderes szerkezet (Jahn-Teller hatas) alakul ki.
A Ni(Ill)-iont halogenidek és erds o-donor N- vagy P-ligandumok stabilizaljak,
ezeket altalaban a megfeleld6 Ni(ll)-vegyliletek kémiai vagy elektrokémiai
oxidacidjaval allitjak eld. A Ni(Ill) meglehetdsen ritka oxidacios allapot, bar egyre
tobb példarol szdmolnak be a szakirodalomban. Hasonléan a Cu(Ill)-ionhoz
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Ni(IIl)-peptidkomplexek is ismertek, melyekben a deprotonalodott amidnitrogének
és a peptidvaz mas funkcioscsoportjai koordinalodnak.*

A cink gyakorlatilag csak +2-es oxidacids allapotban képez komplexeket,
amelyekben a koordinacios szama 2-8 kozott valtozhat. A tetraéderes és
oktaéderes komplexek a leggyakoribbak, de kiilonosen kelatképzo ligandumok
esetén torzulhat a komplexek geometriaja. 2-es koordindcios szami komplexeket
amid-, szilil-, és alkil-donorcsoportokkal képez. Trigonalis planaris geometriaju
komplexek megfeleléen merev ligandumokkal johetnek létre.” Siknégyzetes
geometria leggyakrabban a cink(II)-porfirin és -ftalocianin komplexekben alakul
ki, ahol a ligandum kényszeriti ki ezt a geometriat.

Valosziniileg a [Zn(H,0)s]* -ion a leggyakoribb akvakomplex a cink(II)-sok
vizes oldataiban. A vizes oldatokra szamottevO hidrolizis jellemzd, amikoris
[Zn(OH)(H,0)s]" és [Zny(OH)(H,0),]*" hidroxokomplexek képzédnek.

2.3. A peptidek sav-bazis tulajdonsagai és komplexkémiai viselkedésiik™

A koordinacids kémia utdbbi félévszazados fejlodésének eredményeként ma
mar jelentds mennyiségli informaciéo all rendelkezésiinkre a fémion-peptid
kolcsonhatasokrol. ! Ezek az eredmények lehetdvé teszik szamunkra, hogy az
oligopeptidek komplexképzé sajatsagaira vonatkozdéan bizonyos altalanos
kovetkeztetéseket vonjunk le.

Jol ismert, hogy az aminosavak kiilonb6z6 atmenetifémionokkal stabilis bisz-
és triszkomplexeket képeznek. Ezekben a komplexekben az o-amino- €s
-karboxilatcsoporttal oOttagu kelatgytrti alakul ki (1.dbra). Ezt a koordinaciot
nagymértékben befolyasoljdk az aminosav
oldallancéaban jelenlevé donorcsoportok. Ezek R CH— C//O 1. dbra: Az cgyszerii
hatasara a peptidek esetén térek ki részletesen. H2N< - aminosavakkal kialakulo

A peptidekben a két funkcidscsoport ‘xsz’l kelatgytirii szerkezete
tavolsaga megné, az amino- és a
karboxilcsoport terminalis helyzetben van, igy a sztérikus viszonyok kizarjak ezen
csoportok részvételével a stabilis kelatgyiiri kialakulasat. Ugyanakkor a peptidek
amidkotése két ujabb fémmegkotésre képes donoratomot (nitrogén-  és
oxigénatom) tartalmaz, ami tovabbi jellegzetes koordinaciés modok kialakulasat
teszi lehetové. Az oldallancban donorcsoportok Ilehetnek jelen, aminek
eredményeként igen valtozatos fémion-peptid-kolcsonhatas alakulhat ki, A
kiilonb6z6 donorcsoportok bazicitasa az oligopeptidek koordindcios kémiajat
befolyasolo egyik legfontosabb tényezo.

Valamennyi dipeptid legalabb harom funkcidscsoportot tartalmaz: egy
terminalis amino- és karboxilatcsoportot, valamint egy amidcsoportot. A hosszabb
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oligopeptidekben is ugyanezek a funkcidscsoportok vannak jelen, csak annyi a
valtozas, hogy a két terminalis csoport tavolsaga és az amidcsoportok szama
novekszik. A kiilonb6z6 di- €s tripeptidek sav-bazis tulajdonsagait széleskoriien
tanulmanyoztak, és megallapitottak, hogy azoknal az oligopeptideknél, ahol az
oldallinc nem tartalmaz tovabbi funkcidscsoportot, csak két deprotonalodasi
alland6 — a termindlis amino- és a karboxilcsoporté — esik a mérheté pH-
tartomanyba (0 < pH < 14). Az amino- és a karboxil csoport deprotonalddasa az
aminosavak és a peptidek esetén is jol elkiilonil egymastdl, a pK,; a karboxil-, a
pK, a protonalt aminocsoport deprotondléodasara vonatkozik. Az 1. tabldzat
adataibol lathatd, hogy az elkiiloniilés az aminosavak esetén a legnagyobb, a
peptidlanc csokkenti az aminocsoport bazicitasat és a karboxilcsoport savassagat.
Ugyanakkor a triglicin és a tetraglicin pK-értékeinek hasonlosaga arra enged
kovetkeztetni, hogy a peptidlanc hosszanak nincs jelent6s hatasa a peptidek
bazicitasara.

rrrrr

mol/dm’® KCI)

ligandum pK; pK>
glicin® 2,37 9,60
diglicin®** 3,21 8,13
triglicin®"° 3,27 7,96
tetraglicin™>> 3,24 7,97

Az amidcsoportban két olyan donoratom is talalhat6, amelyek proton vagy
fémion megkotésére képesek — a karboniloxigén és az amidnitrogén. Azonban az
aminosav nemkotd elektronparral rendelkez6 aminonitrogénje a peptidcsoportba
épiilve elvesziti bazicitasat, mivel a nemkotd elektronpar delokalizalodik, a szén-
nitrogén-kotés kettéskotés karakteriivé valik. Ennek eredményeként a peptidkotés
a teljes pH-tartomanyban semleges, bar nagyon ligos vagy nagyon savas
kozegben nagyon gyenge savként, illetve bazisként viselkedhet.

2.3.1. Nemkoordinalédé oldalliancot tartalmazé peptidek

Az amidkotés “semlegessége” miatt a peptidekben a termindlis amino- és a
karboxilatcsoport a leghatékonyabb kotéhely a fémionok szdmara. Azonban a két
terminalis csoport ugyanazon fémionhoz valdé koordinacidjaval kisebb peptidek
esetén nem alakulhat ki stabilis (6t-, vagy hattag)) kelatgylri. Ennek
kovetkeztében a fémionok koordinalddasa egymastol fiiggetleniil az amino- vagy a
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2.3.1. Nemkoordinalodo oldallancot tartalmazo peptidek

karboxilatcsoporton kezdédik, ezt a fémion

természete hatirozza meg. A Cu(Il)- a Ni(I)-, és a Rl_/CH_C\\— NH—CH—COO'
Zn(Il)-ion nagyobb affinitast mutat a nitrogénhez, HaN O R

igy a koordinacid6 ezen fémionok esetén az Ve
aminocsoporton indul meg, és az amidcsoport 2. ibra: Az egyszerii

oxigénjével alakul ki otos kelatgytrti. Az igy dipeptidekkel képz6dé
kialakulé [ML]" osszetételti komplex (2. dbra) [ML]" komplex szerkezete
stabilitasi allandoja kisebb, mint az aminosavakkal
alkotott komplexeké.

Az aminocsoporttal a peptidkdtés nitrogénje is kelatképzé helyzetben van. A
koordinacio létrejottéhez azonban az sziikkséges, hogy az amidcsoport
deprotonalodjon. Ez a szabad ligandum esetén pH = 14 folott jatszodik le,
ugyanakkor a Cu(Il)- és a Ni(Il)-ion is eldsegitheti a deprotonalddast és az
amidnitrogén koordinacidjat. Dipeptidek esetén az amidnitrogén koordinalodasa
egyiitt jar a karboxilatcsoport koordinaldédasaval, aminek eredményeként egy
stabilis, kettos kelatgytiriibol allo, [MLH ;] osszetételii komplex képzddik. A tri-
és tetrapeptidekben tovabbi peptidkotések talalhatok, amelyek szintén
deprotonalodhatnak, és [MLH »]", [MLH ;]* komplexek alakulhatnak ki (3. dbra).
A Zn(Il)-ion nem képes eldsegiteni az egyszerli peptidek amidnitrogénjeinek
deprotonalodasat, az ebben az esetben képz6dé [MLH_ ;] komplexek vegyes-
hidroxokomplexek.

R R R2

\ //O \ //O \ ’/O
HC—C HC—C  R; O HC—C

O n b Ot N—CH—C 00 N N R
\C/N‘\ 2+O Sc— ,2'+N \C/N\ ,Q'N\CH/ 3
Hc|: M Hcl M H<|: M ,

Nl a NNy b ~. N\ =-Co
R/ NH r/ NH r/ NHe NN
¢ (IZH—COO

R
3. abra: Az egyszerii dipeptidekkel képz6dé [MLH 1] (a), valamint az egyserrﬁ

oligopeptidekkel kialakulo [MLH ,]™ (b) és [MLH 5]*" (¢) komplexek szerkezete

Réz(IT)komplexek

Az egyszerii oligopeptidek réz(Il)ionokkal altalaban tetragonalis komplexeket
képeznek. A 4. abra a legegyszertibb dipeptidet, a diglicint a réz(Il)iont tartalmazo
rendszerben lejatszodo komplexképzddés lehetséges utjait mutatja be.

Lathato, hogy savas kdzegben [CuL]™ és [CuLH_,] Osszetételii komplexek
képzddnek, amelyekben (NH,,CO), illetve (NH,,N",a-COQO") koordinacié valosul
meg. A [CuLH_ ] komplexben a Cu(Il)-ionnak az egyik koordinacios helye
szabad, igy lugos oldatban a fémion/ligandum aranytol fiiggden kiilonb6zo
részecskék képzc'idnel<.56'58 A [Cul,H ] biszligandumti komplexben a masodik
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ligandum az amino- és a karbonilcsoporton keresztiil axialis-ekvatorialis irdnyban
koordinalodik. Ez a komplex nem képes megakadalyozni a [CuLH_;] komplex hid-
rolizisét, aminek eredményeként pH ~ 9 koriil vegyes-hidroxokomplexek képzdd-
nek ([CuLH,], [Cu,L,H;]). A hidroxokomplexek képzodését altalaban az
abszorpcids spektrum vords iranyu eltolodasa kiséri. Erésen lugos kozegben, nagy
ligandumfelesleg (100-1000-szeres) esetén 4N-es koordinaciéja [Cu(LH.;),]*
Osszetételti komplex képzodik, ahol mindkét ligandum amino- és amidnitrogénje
koordinalodik.””® Ez a komplex valamennyi dipeptidnél megjelenik.®

[Cul,H ]
-
cuLy P24 o pcurn,y O L qculHa L [CulHa
-H' = [CuLH_,(OH)] = [Cu,L,H_,(OH)]

{ N
L, fé/e@/
4\ 75 S
[Cu(LH )),1*

4. abra: A réz(Il)-diglicin rendszerben lejatszodo komplexképzddés lehetséges ttjai

A réz(li)ion tri- ¢€s tetraglicinnel valo kolcsonhatasat is atfogoan
tanulméanyoztak.> " Az 4ltalinos részben leirtaknak megfeleléen, az
amidnitrogének egymast kovetd deprotondlodasaval és koordinacidjaval [CuLH ],
[CuLH ,] és [CuLH ;]* &sszetételti komplexek alakulnak ki. A triglicin esetén a
[CuLH ;]" komplexben kialakulé (NH;, N ,N,a-COO") koordinacié teliti a
réz(Il)ion koordinacios helyeit, igy meggatolja a biszligandumu komplexek
képzddését és akadalyozza a komplex hidrolizisét, amely igy csak er6sen lugos
oldatban ( pH ~ 11,9) kévetkezik be. Tetraglicin esetén a [CuLH 3]* komplexben a
réz(Il)ion mind a négy koordinaciés helyét nitrogén foglalja el. Mivel mar egy
egyszeri tetrapeptid teliti a réz(Il)ion koordinacids helyeit, igy a peptidlanc
novelésével nem alakul ki ujabb  Cu(Il)-N-kdtés. A pentaglicin
réz(Il)komplexének rontgendiffrakcids vizsgalata alatimasztja ezt.” Ennél a
ligandumnal, hasonléan a tetraglicinhez, [CuLH 5]* 8sszetételii komplex képzddik
a terminalis aminocsoport €s az azt kovetd harom deprotonalédott amidnitrogén
kotodésével. A negyedik amidnitrogén és a terminalis karboxilatcsoport nem vesz
részt a koordinacidoban. Ez a megallapitds azonban nem altalanosithaté valamennyi
hosszabb lancu peptidre €s fehérjére. Ezeknél a ligandumoknal a makromolekula
konformacidja és az oldallancbeli donoratomok jelentésen megvaltoztathatjak a
komplexképzodési folyamatokat.

Nikkel(II)komplexek
Az egyszeri peptidekkel a koordinacid6 savas pH-tartomanyban a
nikkel(Il)ionok esetén is az aminocsoporton indul, é¢s gyengén lugos kdzegben a
12



2.3.1. Nemkoordinalodo oldallancot tartalmazo peptidek

nikkel(I)ion is képes elésegiteni az amidnitrogén deprotonalodasat és
koordinaci6jat.**®” A nikkel(IT)komplexek osszetétele és szerkezete azonban
jelentdsen eltér a réz(Il)komplexekétol. Amig a réz(I1) 1:1 Osszetételd tetragonalis
komplexeket képez oligopeptidekkel, addig a nikkel(Il)komplexekre két
kiilonb6z6 sztereokémia jellemzé — paramagneses oktaéderes €s diamagneses
siknégyzetes komplexek képzddnek — és joval gyakoribbak a biszligandumu
komplexek.

A potenciometrias és a spektroszkopiai vizsgalatok is azt mutatjak, hogy a
nikkel(I)—diglicin rendszerben biszkomplexek képzddnek, pH 10 koriil mindkét
ligandum peptidnitrogénje deprotonalddik €s igy tridentat moédon koordinalodik. A
[NiL,H ] és [NiL,H ,] komplexek paraméagnesesek és oktaéderesek.®***% Szilard
fazisban rontgendiffrakcios mérésekkel igazoltdk a hatos koordinacioji
nikkel(IT)ionok jelenlétét.”

Egyszerl tri- és tetrapeptidekkel az N-terminalis aminocsoport részvételével
eloszor 1N-es komplex képzodik (az els6 aminosav karbonilcsoportja is
koordinalodik), és a pH emelésével a deprotonalddott peptidnitrogének egymast
kovetden koordinalodnak, 3, illetve 4N-es komplexet eredményezve. A [NiL]"
Osszetételi 1N-es komplexek altaldban oktaéderesek, mig a két és harom
deprotonalodott amidnitrogént tartalmazok jellemzden siknégyzetesek. Ez
kooperativ koordinaciot eredményez, pH 8,5 koriil az 1N-es koordinaciot 3, illetve
4N-es valtja fel.****%*"' Ennek kovetkeztében a tetraglicin esetén a [NiLH.,]
komplexek nem mutathatok ki az oldatban. Ez alapjan a Ni(Il) oligoglicin
komplexeiben ugyanolyan koordinacios mod alakul ki, mint a Cu(Il) esetén, azzal
a kiilonbséggel, hogy a Ni(II) esetében axidlisan nem koordinalédik ligandum a
fémionhoz. A komplexek kristalyszerkezetének vizsgalata’” és az oldatok
abszorpcids spektruma, valamint az NMR mérések®* %" alatimasztjdk a
siknégyzetes, diamagneses komplexek jelenlétét.

A nikkel(II)-oligoglicin komplexek masik fontos jellemzéje a kiilonb6zo
deprotonalt komplexek lassu képzddése. A komplexek inertsége ndvekszik a
deprotonalt amidnitrogének szamanak novekedésével,” ami igen nehézkessé teszi
a tri- és tetrapeptidek oldategyensulyi vizsgalatat.

Cink(II)komplexek

Cink(Il)ionokkal egyszerii peptidek esetén pH 5 felett a terminalis
aminocsoport és a szomszédos karbonilcsoport részvételével [ZnL]™ komplex
alakul ki, a masik két fémion megfelelé komplexéhez hasonléan.” Ugyanakkor a
cink(Il)ion nem képes eldsegiteni az amidnitrogén deprotonalodasat, ami a
kristalytér-stabilizacios energia hianyaval és a hidroxokomplex-képzési hajlamaval
értelmezhetd. Polimer szerkezetli komplexek képzddése feltételezhetd (pl.
[Zn,L,H 5], [Zn;L,H 4] stb.), amelyekben valosziniileg hidroxohidak kapcsoljak
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0ssze a cinkionokat, majd tovabbi polimerizacidjuk Zn(OH), csapadékot
eredményez.

Azt mondhatjuk, hogy a cink(Il)ion is képes peptidmolekulakhoz
koordinalédni, de nem képes az egyszerii peptidek amidhidrogénjét helyettesiteni.
Az oldallancban jelenlevé donorcsoportok azonban eldsegithetik ezt a folyamatot.

2.3.2. Oldallancban karboxilatcsoportot tartalmazo peptidek

Az aszparaginsav és a glutaminsav karboxilatcsoportja a metalloenzimek igen
fontos fémmegkdtohelye. Az oldallancbeli karboxilatcsoport hatasat a peptidek és
peptidszarmazékok fémmegkotésére széles korben tanulmanyoztak.** Az irodalmi
adatok azt mutatjak, hogy a karboxilatcsoport komplexképzddési folyamatokra
gyakorolt hatasa nagymértékben fligg ezen aminosavak szamatol és peptidlancbeli
helyzetétol.

Az N-terminalis aszparaginsavat tartalmazdé peptidekben az oldallancbeli
karboxilatcsoport részvételével P-aminosavszerli koordinacio alakulhat ki,
lanckozi aszparaginsav esetén pedig (N ,-COO") koordinacioval 6-os kelat johet
létre. A glutaminsav az  aszparaginsavhoz hasonléan oldallancaban
karboxilcsoportot tartalmaz, azonban ennek hatasa kisebb mértékii, a héttagu kelat
kialakulasa ugyanis nem kedvezd.

Az N-terminalis aszparaginsav jelenléte szamottevd stabilitasndvekedést
eredményez az atmenetifémek peptidkomplexeinél. Az o-Asp-X tipust peptidek
B-alanin- és dipeptidszeri koordinacio kialakitasara is képesek. Kis pH-n ML és
ML, o0sszetételli részecskék képzddnek P-alaninszeri koordinacioval, hattagh
kelatgytiri kialakulasa kdzben. (Abban az esetben, ha adott sztochiometriaju
komplexek toltése kiillonbozo lehet, akkor a komplex jeldlésénél nem hasznalok
szogletes zarodjelet, és ezek toltését sem tiintetem fel.) Ez a tipusi koordinacio
stabilisabb komplexet eredményez, mint a dipeptidszeri kotédés az
aminonitrogénen €s a karboniloxigénen keresztiil. A pH emelésével azonban
lehetdség van az amidnitrogén deprotonalodasara és a dipeptidszeri koordinacio
kialakulasara. Ez a folyamat kicsit gatolt az a-Asp-X tipusu peptidekben a Gly-
Gly-hez képest.”

Az o-Glu-X tipusi peptidekben dipeptidszeri koordinacid jon létre.
Lehetéség lenne aminosavszerii koordinacié kialakulasara is, amely egy héttaga
kelatgytrti kialakulasaval jar, ezt a koordinaciot azonban a vizsgalatok nem
mutattadk ki. A y-karboxilatcsoport nem befolydsolja szamottevoen a peptid
komplexképzd tulajdonsagait, mivel olyan messze van a nitrogéndonoroktol, hogy
részvételével nem alakulhat ki stabilis kelatgytiri.”®
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2.3.2. Oldallancban karboxilatcsoportot tartalmazo peptidek

Az aszparaginsavat/glutaminsavat C-terminalis helyzetben tartalmazo
dipeptidek esetén is stabilitisnovekedést figyeltek meg az ML Osszetételi
részecskéknél.”™ Gergely és munkatarsai a Cu(Il)-, Ni(Il)- és Zn(II)-ionok Gly-
Ala, Gly-a-Asp ¢és Gly-a-Glu ligandumokkal képz6dé  komplexeit
tanulmanyoztak. Semleges és gyengén lugos oldatban a Gly-Gly ligandumnal is
képz6do részecskék kialakulasat észlelték, de az egyenstlyi adatok a komplexek
novekvo stabilitasat mutattak. A Cul részecskék stabilitdsa a Gly-Ala < Gly-a-
Glu < Gly-a-Asp sorrendben novekszik. Ez a sorrend mutatja, hogy az oldallanc
karboxilatcsoportjanak koordinacidja noveli a képz6do részecske stabilitasat, s az
aszparaginsav [-karboxilatcsoportjaval erésebb kodlcsonhatas valosul meg, mint a
glutaminsav y-karboxilatcsoportjaval. Ugyanakkor ez a kolcsonhatas gatolja az
amidnitrogén kotodését, ami az amid-deprotonaldédas nagyobb pK-értékében
nyilvanul meg.””"

Bioldgiai szempontbol jelentds vegyiiletek aktiv centrumanak modellezésére
szolgald tri-, tetra- és pentapeptidek, mint példaul az Arg-Lys-Asp-Val-Tyr™"*
(thimopoietin), Ala-Asp-Ser-Gly®** (fibrinopeptid A), Asp-Arg-Val-Tyr>*
(angiotension II), Ac-His-Val-Gly-Asp-NH,* (Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz) és a
transzketolaz enzim (Asp-Asp-Asn-Lys-Ile)®’ vizsgalata azt mutatja, hogy a
kozbensé helyen levé aszparaginsav is jelentdésen befolyasolja a peptid
koordinaciojat. Az aszparaginsav jelenléte valamennyi esetben megnoveli a
ligandum fémmegkotd képességét, és emellett Uj koordinacios lehetoségeket is
teremt. A masodik helyen levd aszparaginsav eldsegiti a fémion els6
amidnitrogénhez torténé koordinacidjat, de jelentésen akadalyozza az azt kdvetd
amidnitrogének kotddését. A harmadik helyen levd aszparaginsav szerepe még
nyilvanvalobb. Az amidnitrogének kooperativ modon deprotonaldodnak, a 2N-es
(NH,,N") koordinacioju komplexek nem mutathatok ki az oldatban, és az egyszeri
oligopeptidek esetén képz6dd 4N-es komplexek sem jelennek meg; az erdsen
lugos pH-tartomanyban valamennyi ligandum esetén harom nitrogén-donoratom
(egy amino- és két amidnitrogén), valamint a B-karboxilatcsoport koordinalodik a
réz(Il)ionhoz, a tetra- és a pentapeptidek is tripeptidszertien viselkednek.******

Megallapithatjuk, hogy a réz(Il)ionok esetén a masodik helyen levé aminosav
B-karboxilatcsoportjanak koordinacidja a CulLH_; Osszetételi komplexeket, a
harmadik helyen levé aszparaginsav -karboxilatcsoportjanak koordinacidja a
CuLH_, 6sszetételii komplexeket stabilizalja. Ez a hatas olyan nagy mértéki, hogy
az aszparaginsavat kovetd amidnitrogén deprotonalédasa nem is jatszodik le a
mérheté pH-tartomanyban.

Az elsé helyen aszparaginsavat tartalmazd peptidekkel képz6d6 NiL
komplexek stabilitdsa 2 nagysagrenddel nagyobb, mint az egyszerli peptideknél és
egészen 7-es pH-ig ez az uralkodd részecske. Ellentétben az oligoglicin
peptidekkel, ezekkel a ligandumokkal Nil, 0sszetételi biszkomplexek is

15



Oldallancban karboxil- és imidazolilcsoportot tartalmazé aminosav- és peptidszarmazékok atmenetifém-komplexei

képzoédnek, ami az amidnitrogén deprotonalédasat és koordinaciojat pH 9 folé
tolja el. Az abszorpcios spektrumokbol megallapithatd, hogy a NiL és a NiL,
osszetételin komplexek is oktaéderes geometriajuak. Igy érthetd, hogy miért nem
képzddik ez a komplex az ekvatorialis koordinaciot kedvelé Cu(Il)-ionok esetén.”
A NiL és NiL, komplexek nagy stabilitasanak eredményeként NiLH ; komplexek
nem, vagy csak nagyon kis mennyiségben képzodnek, mig a NiLH , komplexek
egyaltalan nem jelennek meg.”

A masodik helyen aszparaginsavat tartalmazé tetrapeptidek esetén —
ellentétben a réz(Il)ionoknal tapasztalttal — a B-karboxilatcsoport stabilizaciot
noveld hatasa a nikkel(Il)ionokkal nem jelentkezik. Mig az ekvatorialisan
koordinalodé donorcsoportokat tartalmazé CuLH ; komplexek a 4,5-9,5 pH-
tartomanyban uralkodoak voltak, NiLH ; komplexek nem mutathatok ki az
oldatban.  Ugyanakkor a NiLH_, komplexek jelenléte a NiLH ; komplex
képzOdését a nagyobb pH-tartomanyok felé tolja el.”

A harmadik helyen aszparaginsavat tartalmazo tetrapeptidek esetén a 2N-es
NiLH_; komplexek nem jelennek meg az oldatban, a 3N-es NiLH , és a 4N-es
NiLH 3 azonban igen. Ez utobbi képzddése azt mutatja, hogy a Cu(I)-tdl eltéréen
itt az aszparaginsavat kovetd amidnitrogén deprotonalddasa is végbemegy, bar a
tetraalaninhoz képest nagyobb pH-n jatszodik le ez a folyamat. A spektroszkopias
paraméterek alapjan mindkét komplex siknégyzetes geometriaji.

Az els6 helyen aszparaginsavat tartalmazo tetrapeptidekkel a Zn(II)-ionok
ZnL, ZnLH | és ZnLH_, 6sszetételli monomer komplexeket képeznek (a két utolsod
komplex vegyes-hidroxokomplex), eltéréen az egyszerli peptidektdl, polimer
szerkezetli komplexek 10-es pH-ig nem képzddnek. Ennek alapjan feltételezték,
hogy a ligandum tridentdt modon, (NH,,CO,B-COO") csoportokkal kotédik a
cink(Il)ionokhoz, de az amidnitrogén deprotonalédasa ezeknél a ligandumoknal
sem kovetkezik be.

Az aszparaginsavat masodik, harmadik vagy negyedik helyen tartalmazé
tetrapeptidek esetén kisebb a B-karboxilatcsoport stabilizalo hatasa, és mar pH 7
koriil megkezdddik a hidrolizis az oldatban.”

A glutaminsavat tartalmazo peptidek vizsgalata nem ilyen széleskorii, de az
irodalomban taldlhaté adatok alapjan megallapithatd, hogy bar a v-
karboxilatcsoport noveli a képz6d6é komplexek stabilitasat, hatdsa nem olyan
jelentés a ligandumok komplexképzd sajatsdgaira, mint az aszparaginsav [3-
karboxilatcsoportjanak.
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2.3.3. A peptidvaz koordinacidjanak megvaltozasa

2.3.3. A peptidvaz koordinacidjanak megvaltozasa

A peptidvaz koordinacidjanak megvaltoztatasara két lehetdség van.

(1) Az egyik lehet6ség, hogy a peptidvazban egy vagy tobb o-aminosavat 3-
alaninra  cserélink.  Ennek  eredményeként a  képz6d6  komplexek
kelatgytirtiinek/csatolt kelatrendszereinek tagszama valtozik.

A B-alanin peptidlancbeli jelenléte a komplexek stabilitasara, a
réz(I)komplexeknél azok  geometridjara, a  nikkel(I)komplexeknél a
sztochiometriara is hatdssal van. Az N-termindlis [B-alanin jelenléte minden
esetben stabilitascsokkenést eredményez, ugyanakkor a tripeptidek esetén az
(5,6,5)- és (5,5,6)-tagu csatolt kelatgyiirik képzodése mindkét fémion esetén
kedvez6bb, mint az (5,5,5)-tagnaké.*°

(il)) Azoknal az aminosavaknal, amelyek oldallancukban tovabbi karboxil-
(aszparaginsav ¢és glutaminsav) vagy aminocsoportot (lizin) tartalmaznak,
lehetéség van arra, hogy a peptidkotés az oldallancbeli funkcidscsoport
részvételével alakuljon ki, ami szintén a peptidvaz modosulasat eredményezi.

Abban az esetben, amikor a fent emlitett két aminosav oldallancbeli
karboxilatcsoportjaval alakul ki a peptidkotés, az o-aminosavakhoz hasonléan
(NH,,a-COOQO") koordinacioval ttagu kelatgytrti alakulhat ki.

A B-Asp-Gly-nél oa-aminosavszeri ¢és [-Ala-Gly-tipusu koordinacio
valdésulhat meg. EIobbi esetben az amino- és a karboxilatcsoport koordinacidjaval
Ottagu kelatgytir(i, az utdobbiban az aminonitrogén, a deprotonaldédott amidnitrogén
és a lancvégi karboxilatoxigén részvételével egy Ot- és egy hattagh csatolt kelat
kialakulasara van lehetdség. A Cu(II)-B-Asp-Gly rendszerben az a-aminosavszeri
koordinacio a kedvezményezett, a Cul, részecske képzddik a legnagyobb
mennyiségben. Az amidnitrogén deprotonalodasa a 3-Ala-Gly-hez képest nagyobb
pH-n megy végbe.”

Amig a B-Asp-X-tipust ligandumoknal az amidnitrogén deprotonalddasa és
koordinalodasa csak gatolt, addig azoknal a ligandumoknal, ahol a glutaminsav -
karboxilatcsoportja vesz részt az amidkotés kialakitasaban (y-Glu-Val), ott ennek
deprotondlodasa egyaltalan nem kovetkezik be, aminosavszeri koordinaciot
tartalmazo CuL és CuL, osszetételii komplexek képzdnek.”® Ez nem meglepd,
hiszen a terminalis aminocsoport és az amidnitrogén kotodésével csak héttagu
kelatgytirti johet 1étre.

A lizin az egyszerl, alifas oldallancot tartalmaz6 aminosavakhoz képest egy
tovabbi aminocsoportot (e-aminocsoport) is tartalmaz. Ez a csoport igen nagy
biologiai jelentéségii.”’ A y-Glu-e-Lys amidkotése a polipeptidlancok kozotti
keresztkotést biztositja, igy a fehérjék harmadlagos szerkezetének kialakitasaban
van szerepe.”” Ezen kiviil a véralvadas folyamatéban is alapveté fontossagii ez a
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kotéstipus. A Gly-g-Lys és az Ala-e-Lys oligopeptidhidak szerepe az, hogy a
baktériumok sejtfalaban Osszekapcsoljak a poliszacharidlancokat, s ezaltal
peptidogliikan halézatot alakitsanak ki.”>**

A lizintartalmt dipeptidekben a peptidkdtés kialakulhat a lizin a-amino- és a
masik aminosav a-karboxilcsoportjdnak részvételével (természetes peptidek), de
lehetdség van arra is, hogy a lizin g-aminocsoportja vegyen részt a peptidkotés
kialakitasaban. Ez utobbi esetben a peptid komplexképzé tulajdonsagai jelentOsen
megvaltoznak. Ha a lizin e-aminocsoportja vesz részt a peptidcsoport
kialakitasaban, nincs lehetdség a dipeptidszerti koordinacié kialakuldsara, mert a
karboxilcsoport nagyon messze keriil az amidcsoporttol. Azonban 11j koordinacios
lehet6ség all eld: a lizin amino- és karboxilatcsoportjanak részvételével, a-
alaninszerii koordinacioval oOttaga kelatgytrii alakulhat ki. Az ilyen tipusa
peptidek koziil a lizin glutaminsavval alkotott dipeptidjeit vizsgaltak.”

A y-Glu-g-Lys-ben a donorcsoportok tavol vannak az amidkotéstol, ezért az
amidcsoport deprotonalddasa, illetve koordinacidja nem kedvezményezett. Cu(1l)-
és Ni(Il)-ionokkal is [ML] komplex képzdédik a legnagyobb mennyiségben;
mindkét lancvég a-aminosavszerii koordi-

nacidval ugyanahhoz a fémionhoz kotédik, s Oy C/O_q“';;y,““z\

. -1/ . 0 M / CH
ezaltal hajlitott molekulaalakot igényld 13- 9y C/ N \O_.'_ & ch,
tagl gytrti alakul ki (5. dbra). Fémion- Hoc! T Yo C’H
felesleg esetén a ligandum két vége amino- cH ek

2~C__NH—CH,—CH2

savszerll koordinacioval két fém megkoté-
sére is képes. Ni(Il)-ionokkal [NiL,H] vala-
mint [NiL,]*" biszligandumt komplexek is | 5. abra: A y-Glu-g-Lys-nel képzdds
képzddnek, ahol mindkét ligandum csak az [ML] komplex szerkezete
egyik aminosavrésszel koordinalédik a
Ni(II)-ionhoz.

Az a-Glu-g-Lys a lizint ugyanolyan 00"
pozicioban tartalmazza, mint az el6z6 CH,
dipeptid, de a glutaminsav nem a v-, <::H2 e o
hanem az a-karboxilcsoportjaval vesz /CH_C\/(CHZ)4_/CH“C<
részt a peptidkotés kialakitasaban. Ennek HZN\/N Hz,[\l'\'\"'"/?
a valtozasnak két Ilényeges kovetkez- LM //" N
ménye van: nem all rendelkezésre két e NN
aminosavrész, csak egy — a C-termindlis STCH=(CHYy LCH
r , , . el (0] (e} CH,
részben — tovabba a peptidkotés olyan &
kozel van a glutaminsav aminocsoport- i
JE}hO_Z’ hogy depr,otlonalodhat ©s . il 6. abra: Az a-Glu-g-Lys-nel képz6d6
fémionhoz koordindlédhat. Az el6zd 2

., [M,L,H ,]" komplex szerkezete

rendszerben legnagyobb mennyiségben
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jelenlevoé [ML] részecske nem alakul ki, itt igen sokféle, tobbek kozott szamos
dimer szerkezetli komplex képzddése jellemz6. A pH > 10 tartomanyban a
[M,L,H ,]* komplex van talsalyban, melyben mindkét fémionhoz 2-2 amino- és
1-1 amidnitrogén koordinalodik (6. dbra). A réz(11)- és nikkel(Il)ionok viselkedése
kozott ebben az esetben nem mutatkozik kiilonbség.

2.3.4. A bisz(imidazol-2-il)-szirmazékok komplexkémiai viselkedése

A legegyszeriibb bisz(imidazol-2-il)-vegyiiletek (7. dbra), a bisz(imidazol-2-
il)-metan (BIM) és a 3-[bisz(imidazol-2-il)]-propionsav (BIP) réz(Il)-, nikkel(II)-
és cink(Il)ionokkal torténé komplexképzését tanulmanyozva azt talaltak, hogy a
fémion koril a teljes pH-
tartomanyban a bisz(imidazol-2-il)-

csoportok koordinalddnak, stabilis
. I
a

mono-, illetve biszkomplexeket
képezve. > A BIM esetén csak
2N koordinaciéju [ML]*" és 4N
koordinacioj [ML,]*" komplexek
alakulnak ki. A BIP karboxil-
csoportja  protonalt  komplexek
(IMLHJ**, [ML,H,]*" és [ML,H]*")
kialakulasat is lehetové teszi. A BIP
nikkel(Il)- és cink(Il)ionokkal valé komplexképzése a nagyobb pH-tartomanyok
felé tolodik el, a képzddd komplexek termodinamikai stabilitasa kisebb, igy
nikkel(IT)ionok esetén a protonalt komplexek koncentracidja kisebb, cink(Il)-
ionoknal pedig egyaltalan nincsenek jelen. A karboxilcsoport deprotonalddasat az
oxigén-donoratomok gyenge axialis kdlcsonhatasa koveti, azonban az ekvatorialis
koordinacié nem valtozik.

A vizsgalatok azt mutattdk, hogy egy aminocsoport jelenléte alapvetden
befolyasolja ezt a koordinaciés modot. A

OH NHz
M N7)\rN
WA,
b ¢
7. abra: A legegyszerlibb bisz(imidazol-2-il)-
metil-szarmazékok szerkezete
(a) bisz(imidazol-2-il)-metan (BIM);
(b) 3-[bisz(imidazol-2-il)]-propionsav (BIP);
(¢) bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA)

bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA) komp- "o AN
lexképzési folyamatai”® sokkal bonyolultabbak, ,,,,""°‘“~\~~NA°N:¥NH
mint a BIM vagy a BIP ligandumoké. pH 4-ig f N HN/=\N\:/ N‘\)
az imidazolnitrogén-donoratomok a kizarolagos NG e
fémmegkdtohelyek, de az  aminocsoport \NH;’ “Son

deprotonalodasat kovetden a fémion ehhez a
funkcioéscsoporthoz is kotédik. 7-es pH koriil
ekvimolaris oldatban [Cu,L,H ;] 0sszetételi
kétmagvu komplexek vannak jelen, melyben az

8. abra: A Cu(II)-BIMA
rendszerben képz3d6 [Cu,L,H ,]**
komplex szerkezete
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ekvatorialis kotohelyeket az amino-, egy imidazolnitrogén, egy hidroxidion és a hid
szerepét betolté masik ligandum imidazolnitrogénje foglalja el (8. abra).

A BIMA kiemelkedd fémmegkotd képessége a Ni(Il)— és a Zn(I)-BIMA
rendszerben is protonalt komplexek jelenlétét eredményezi. Bar ezeknél a
fémionoknal nem képzdédnek vizoldhaté dimerkomplexek, a ligandum tridentat
koordinécioja feltételezheto.

A BIM amino- (BIMA) és karboxilszarmazéka (BIP) lehetdvé teszi, hogy
amidkotés kialakitasaval aminosavak vagy peptidek C- vagy N-terminalis végéhez
kapcsoljuk ezt a kelatképz csoportot.*””’ Ezzel a ligandum potencialis
donorcsoportjainak szama novekszik, a bisz(imidazolil)-koordinacié ¢és a
peptidszert kotédés kozott kompeticio alakulhat ki.

Az  aminosavszdrmazékok  koziil N
elsoként a legegyszeriibb ligandum, a Gly- AN
BIMA™'**® &5 az aromas oldalldncot
tartalmazo Phe-BIMA® (9. dbra) komplex-
képzését tanulmanyoztak. Mivel a két ? L
vegyiilet  azonos  funkcioscsoportokat
tartalmaz, komplexképzési tulajdonsagaik
nagyon hasonlitanak egymadasra. A Phe-
BIMA aromas oldallanca csak a biszkomplexek és a vegyes-hidroxokomplex
képzddését befolyasolja.

pH 5 alatt réz(Il)ionokkal mindkét ligandum protonalt mono- és
biszliganduma komplexeket képez, amelyekben 2, illetve 4 imidazolnitrogén
koordinalédik a réz(Il)ionhoz, mig a terminalis aminocsoport protonalt. A Phe-
BIMA [CuL,H,]*" komplexe nagyobb

NH,—CH,—C—NH CHy

b

9. abra: A Gly-BIMA (a) és a Phe-
BIMA (b) szerkezete

[e]
termodinamikai stabilitdsi, mint a Gly-BIMA-¢, R /” o
N
ar‘pl naz aromds oldallancok kozotti  stacking HZN Q!% ij
kolesonhatassal értelmezhetd.

Nagyobb pH-n, ekvimolaris oldatban az N%{ guz}_.,?Hz
aminocsoport deprotonalédasaval parhuzamosan LLIIN PING ot
lejatszodik az amidnitrogén deprotonalodasa is. Az \\ R
(NH2,N",N(Im)) koordinacié kialakuldsa utan a

—R= —H Gly-BIMA

réz(Il)ion koril van egy negyedik, szabad
koordinacios hely, és a ligandum egyik imidazolil- |___ —cw@ Phe-BIMA
csoportja még szintén szabad, koordinaciora képes.

Mindkét ligandumnal [CuszH_z]2+ komplex 10. abra: A [Cu,L,H ,*'
képzddik, a feniloldallanc nem befolyasolja a dimer komplexek szerkezete
komplex képzodését (10. dbra).

A pH 8 felett jelentkezd extra lugfogyasztd folyamat mindkét rendszerben
hidroxokomplex képzddésével értelmezhetd. A Gly-BIMA esetén ekvimolaris
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oldatban polimer szerkezetli [(CuLH.,),] komplex alakul ki, melyben 06tos
koordinacidos szamu, torzult geometriaju réz(Il)ion van jelen. A Phe-BIMA-nal
pedig egymagvi [CuLH_,] komplex képzdédik, amelyben a kdzponti fémion
koordinacios szféraja az imidazol-oldallanc és a fenilcsoport kozotti stacking
kolesonhatas miatt tetraéderesen torzul.

A ligandumok nikkel(II)- és cink(Il)ionokkal torténé komplexképzését is
tanulmanyoztak.”*” A  Gly-BIMA amidnitrogénjének deprotonaldodasa ¢és
koordinacidja ezekkel a fémionokkal is megvalosul. Hasonloan a Cu(II)-Gly-
BIMA rendszerhez, savas oldatban a bisz(imidazol-2-il)-csoport a {6
fémmegkdtohely, azonban a komplexek kdtésmodjaban némi eltérés mutatkozik. A
réz(Il)ion protonalt biszkomplexeiben a 4N donoratom ekvatoridlisan
koordinalodik, mig a [NiL,H,]*" és a [ZnL,H,]*" szabalyos oktaéderes geometriaja
sokkal flexibilisebb koordinacios kornyezetet nyujt. Masrészt a viszonylag nagy
stabilitasu biszkomplexekben a nikkel(I)- és cink(II)ionok esetén is kissé gatolt az
amidnitrogén deprotonalédasa a megfeleld réz(Il)komplexhez képest. Az
amidnitrogén deprotonalddasaval kialakulo [NiL,]*", [NiL,H ,]" és [Ni,L,H ]*"
komplexeknél a siknégyzetes komplexekre jellemz6 d-d sav jelenik meg.

A Phe-BIMA nikkel(II)- és cink(Il)ionokkal valé komplexképzési reakcioi
nem ilyen bonyolultak. Ezeknél a fémionokndl is a bisz(imidazol-2-il)-rész
nitrogénatomjain kezdddik a koordinacio. A legnagyobb kiilonbség a réz(Il)- és e
két fémion komplexképzési tulajdonsadgaiban, hogy az amidnitrogén
deprotonalodasa €s koordinacidja az utobbi két esetben nem kdvetkezik be.

A His-BIMA oldallancban erdsen koordinal6do
funkcioscsoportot tartalmaz (/1. dbra), ami a nem- HNﬁ
koordinalodé oldallancot tartalmazd aminosavszar- Ny CH— 1 N
mazékokhoz képest jelentdsen megvaltoztatja a !

—N
ligandum komplexképzé tulajdonsagait. A His-BIMA )C; HNJ
komplexképzési folyamatai igen Osszetettek.” A NLNH
komplexképz6dés mar erfsen savas kdzegben, a két 11. 4bra: A His-BIMA
aromas nitrogénen megkezdddik. 1:1 fém/ligandum szerkezete

aranynal 2N koordinéciot tartalmazo [CuLH,]*", ligan-
dumfeleslegnél 4N koordinaciot tartalmazo [CuL,H, ] (ahol1=0, 1, 2, 3, 4)
sztochiometriaju komplexek képzodnek.

pH 4 folstt mindkét aranynal [Cu,L,]*" Gsszetételii komplex van jelen az
oldatban. Ilyen sztochiometriaval szamos izomer komplexszerkezet adhatdo meg. A
12. dbrdn lathato szerkezetek mellett nem zarhaté ki a [(CuLH ;H),]"" komplex
jelenléte sem, amely a [Cu,L,H ,]*" protonalt forméajanak tekinthetd.

A legnagyobb kiilonbség a His-BIMA ¢és a fent emlitett masik két
aminosavszarmazék komplexképzési tulajdonsagaiban ekvimolaris oldatban, 8-as
pH felett figyelheté meg. A [Cu,L,H ,]*" komplex a Phe-BIMA-nal egymagvi, a
Gly-BIMA-nal tobbmagvi hidroxokomplexszé alakul. Ezzel szemben a His-
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BIMA-nél [Cu,L,H 4]* dssze- o M W O
tételt  komplex  képzddik, HNSN\ \N | =N, N7
melyben a bisz(imidazol-2-il)- | N,irui\ qHe W\ e
r r . ’ , = NH,—CH
rész ke.t p1rr01—t1p1rlsu N(DH- |, J\ N Aot Yo o= > NPT ):o
csoportja deprotonalt. No—tn. =l HE—HN.. A CH

A deprotonalt imidazol- St el Ciz N"’/CU\‘*N Chy
N(1)H-csoport fémfelesleg \[hﬁ N= T& (x

X NH NH NH

esetén tovabbi fémmegkoto- NH i o .
hely lehet, ami a hirommagvi 12. abra: A His-BIMA-val képz6dé [Cu,L,]

[Cu3L2H_4]2+ komplex  kép- Osszetételii komplexek szerkezete

z0déséhez vezet (13. dbra). Ebben a

komplexben a hasonléan Cu,Zn-SOD aktiv QA
centrumahoz a fémionokat imidazolato-hid 2 N,
kapcsolja 6ssze. o HN_& @N————fu?f—NHi
A Ni(II)-His-BIMA rendszerben savas . N‘xCug"N N._ _CH
kdzegben protonalt komplexek vannak jelen, CHEN%‘-} ) @N N \\o/
és hasonloan a megfeleld réz(Il)komp- |nc f”""N g/NH
lexekhez, ezekben is a bisz(imidazol-2-il)- | N\>
rész koordinalodik. A [NiL,H4]®" komplex- NH
b('Sl. lépzisﬁzetes deprojco?élédéssalralalfuyly kia 13. abra: A His-BIMA-val
[NiL,]™" komplex, mikdzben a fémkotdhely képz6d6 [CusL,H 4]*" dsszetételii
nem valtozik. Azonban a [NiLH,]* komplex szerkezete

komplexbdl az amino- és a hisztidinnitrogén
kooperativ deprotonalodasaval és koordinaciéjaval képzodik a [Ni,L,]*" komplex.
A pH novelésével a Ni(Il)-ionok hatasara is végbemegy az amidnitrogén
deprotonalédasa és koordinacidja, oktaéderes [NiLH_,]", [NiLH ,] és [NiL,H ;]
komplexek jelennek meg az oldatban.

A Zn(II)-His-BIMA rendszerben is a bisz(imidazol-2-il)-részen kezddodik a
koordinaci6 savas tartomanyban, azonban a cink(Il)komplexek kisebb
termodinamikai stabilitasa miatt a komplexképzddés a nagyobb pH-értékek felé
tolodik el, és a teljesen protonalt [ZnL,H,]*" komplex nem mutathaté ki az
oldatban. Semleges kozegben a [ZnL]*" a fé részecske. Zn(I)-ionoknal is
jelentkezik extra lugfogyasztd folyamat, azonban az amidnitrogén deprotonalodasa
és koordinacidja nem valdsul meg. Az egymagva [ZnL]*" komplexben szabad
koordinacios hely van, igy vegyes-hidroxokomplex képzdodésével értelmezhetd a
tovabbi lugfogyasztd folyamat.
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2.4. Szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimek és lehetséges modelljeik

Az életmlikodéséhez sziikséges energiadt minden aerob szervezet a taplalékként
felvett szerves molekulak oxigén jelenlétében torténd lebontasabol nyeri. A lebonto
folyamat soran azonban melléktermékek, Ugynevezett szabad gyokok, igen
reakcioképes, rovid életli, oxigéntartalmu vegyiiletek keletkeznek, amelyek erdsen
oxidaloé hatastak. Ezek reagalhatnak barmely makromolekulaval, lipidekkel,
fehérjékkel, nukleinsavakkal. Természetesen a legsulyosabb kdvetkezménye annak
lehet, ha a sejtek miikodése szempontjabol fontos fehérjéket, vagy még inkabb, ha
a DNS-t karositjak.'”

A szabad gyokok valdszinii szerepét szamos észrevétel bizonyitja, példaul
hogy t6bb szabad gydk termeldik az idésebb allatokban, mint a fiatalabbakban.'"'
A sejtekben azonban vannak olyan enzimek, — a szuperoxid-diszmutaz, a katalaz és
a peroxidaz — amelyek ezeket a szabad gyokoket megsemmisitik. Kimutattak, hogy
a szuperoxid-diszmutaz szintje magasabb a hosszabb élettartamu allatokban, mint a
rovidebb ideig élokben. A legmagasabb szintet az emberben mérték. Azok az
alacsonyabb rendl allatok (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans),
amelyek extra mennyiségben tartalmaztak bizonyos sejtjeikben a szuperoxid-
diszmutazt, 40%-kal tovabb éltek a kontrollallatoknal.'®

A szuperoxid-diszmutaz enzimeknek szamos tipusa ismert. Ezek koziil a
legismertebbek rezet és cinket tartalmaznak. A Cu,Zn-SOD valamennyi eukaridta
sejtben el6fordul. Sok baktérium Mn- és/vagy Fe-SOD-ot tartalmaz. E két utobbi
enzim szerkezete hasonlosagot mutat (74. dbra).'”"'” Mindkét fémion koriil
trigonalis bipiramisos elrendez6dés alakul ki, az ekvatoridlis sikban két
hisztidinnitrogén és egy aszpartilrész koordinalodik, a harmadik hisztidin és egy

oldészermolekula  axialisan

kotdik. Ez a molckula > ol

hidrogénkotéssel egy gluta- : "..mm e ainiss
milrészhez kapcsolodik, az :S HisT3 "-'. S:S

pedig egy tirozinhoz kots- | D™+ } Hist1 "—.;"
dik."”” A szuperoxid diszmu- —t ""I'S Tyrad

tazok harmadik tipusanak Fe  Asmize /lin Aspl6T
aktiv  centrumaban nikkel His160 h His171

talalhato. Ezt az enzimet a . d
Streptomyces ~ torzsben'™ ' His2s g Hisz

és cianobaktériumokban'!! 14. abra: A Fe- és a Mn-SOD enzim aktiv
mutattak ki. centrumanak szerkezete

A Cu,Zn-SOD enzim rontgendiffrakcios vizsgalata'? azt mutatta, hogy az

enzim két azonos alegységbol épiil fel, és mindkettd egy imidazolato-hidas

kétmagvu centrumot tartalmaz egy-egy cink(Il)- és réz(Il)-ionnal, melyek 6,2 A

tavolsagra vannak egymastol. A Cu(ll)-ion négy hisztidinnitrogénhez és egy
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vizmolekuldhoz koordinalodik, torzult  ValHis

tetragonalis piramisos elrendezddés Hissg™ = ?N N

alakul ki. A Zn(Il)-ion kériil torzult AN\ NJ @Himvm
tetraéderes geometria valosul meg: egy N/\gfzuN@\N—z,n\?\ As/él;gso
aszparaginsav ~ karboxilatcsoportjahoz |y, CNﬂ‘) y N 00C-#<Pe
és harom hisztidinnitrogénhez H,0 s \\}
koordinalodik, ezek koziil az egyik a 15. dbra: A Cu,Zn-SOD enzim aktiv
Cu(ID)-ionhoz is kotédik negativ toltésii centrumanak szerkezete

imidazolato-hidas szerkezetet
eredményezve (15. dbra).'* "'

A Zn(Il)-ionnak elsésorban szerkezetalakitd szerepe van, csak a Cu(ll)-ion
oxidacios szama valtozik az alabbi reakcidkban; amikoris a Cu(ll)-ion az elsd
reakcioban redukalodik, majd a képz6édé a Cu(l)-ion a kovetkezd [épésben
visszaoxidalodik, mikdzben az imidazolato-hid felbomlik, illetve a masodik
1épésben Gjraképzodik:' "

0, + Cu"Zn"SOD — 0, + Cu'Zn"SOD (1)

O, +2H" + Cu'Zn"SOD — H,0, + Cu"Zn"SOD 2)

A katalitikus reakcid sebességi allanddja és a spektroszkopiai tulajdonsagok
igen széles pH-tartomanyban (5,0-9,5) csaknem filiggetlenek a pH-tol.'"®

Az utdbbi években ezen enzim modellezésére nagyon sok vegyiiletet allitottak
eld, melyek koziil sok fémkomplex mutat viszonylag nagy SOD-aktivitast. Az
eléallitott ligandumok tobb csoportba sorolhatdéak. Polipeptidek Cu(Il)-
komplexeit,'*'*" polidentat Schiff bazis ligandumokat'*'* ¢és vegyesligandumu
komplexeket'?*'?’ is vizsgaltak.

Az enzim modellezésére szamos Cu(Il)-Cu(Il) kétmagvii komplexet allitottak
eld. Lippard és mtsai 1976-ban megjelent elsé kozleménye'®® 6ta nagyon sokan
foglalkoztak ezzel, igy kozilik csak a leglijabbakat emelem ki.'”"*° Szamos
Cu(II)-Zn(II) heterodinuklearis komplexekrél is beszamoltak mar.'*'"'3*

Igen j6 modellnek bizonyultak azok a komplexek, amelyek egy makrokelatot
és egy tovabbi imidazol ligandumot tartalmaznak. Az igy képz6d6é komplexek
széles tartomanyban stabilisak."””>"*’ Ismertek olyan modellvegyiiletek is,
amelyeknél az imidazolhid magéanak a ligandumnak része."**'*’

Nyiltlancu, nitrogén-donoratomokat tartalmazo ligandummal és az imidazollal
kialakulé komplexek aktivitisat is vizsgaltak.'*''* Ebben az esetben a
kelateffektus eredményeként jottek 1étre stabilis komplexek, a SOD-aktivitasuk
azonban kisebbnek adddott, mint amit a makrociklusos ligandumok esetén
mértek.'**

A kutatasok azt mutatjak, hogy azoknal a komplexeknél, amelyekben van
szabad koordinacids hely a szuperoxid-anion szamara, nagyobb SOD-aktivitas
mérheté és a kétmagvia komplexek nagyobb SOD-aktivitast mutatnak, mint az
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egymagviak. Ugy tiinik, hogy az aktivitas kapcsolatba hozhato a fémcentrum
koriili geometria torzulasaval,'*>'*® valamint a sztérikus gatlas is szerepet jatszik az
axialisan koordinalédé oldoszer és a szuperoxid-anion Kkicserélodésének
sebességében. '

Az imidazolato-hidas Cu(Il)-Zn(Il) heterodinuklearis komplexek vizsgalata a
cink(Il)ion SOD-beli szerepére is valaszt ad. A cink(Il)ion Lewis-savként gyorsitja
a kiils6 szféras elektronatadast a SOD oxidalt forméja €s a szuperoxid-anion, illetve
a Cu(I)-Zn(Il) forma és a szuperoxid-anion kozott. A cink(Il)ion a réz(Il)ion és a
szuperoxid-anion redoxpotencialjanak szabalyozasa révén gyorsitja a szuperoxid-

139

A vizsgalatokbol az is kideriil, hogy a bipiridil/fenantrolin ligandumokkal
képzett kétmagva komplexeknek — melyeknél a két fémcentrumot egy imidazolhid
koti 6ssze — kisebb a SOD-aktivitasa, mint amit a makrociklusos ligandumok
esetén mértek. Ez azzal magyarazhatd, hogy ezek a ligandumok kevésbé
flexibilisek és sztérikus gatlas 1ép fel. Ugyanakkor ezekben a komplexekben az
imidazolato-hid pH 8,5 és 10,5 kozott stabilis, ami alapjan igen j6 modelljei az
enzimnek."*’

Az eddig emlitett enzimmodellekben a fémionok koriili geometriat igyekeztek
megvaldsitani, az enzim szerkezetét és miikddését probaltak modellezni. Egy
masik lehetséges megkdzelitési mod az enzim aktiv centrumaban talalhato
fehérjelanc modellezése oligopeptidek segitségével.

Az enzim aktiv centrumaban a Cu-kdtohely a His-Val-His tripeptiddel, a Zn-
kotohely a His-Val-Gly-Asp tetrapeptiddel modellezhetd. A His-Val-His ligandum
a Cu(Il)-ionokkal savas pH tartomanyban hisztaminszeri koordinaciét tartalmazo
[CuLH]*" és [CuL]" 6sszetételii komplexeket képez. Ez utobbi komplexben a két
hisztidin- és az aminonitrogén kotodésével az enzim fémmegkotohelyénél is
megfigyelhetd torzult szerkezetli makrokelat alakul ki. Ez a koordinécié egyarant
gatolja a biszligandumi komplexek képzddését ¢€s az amidnitrogén
deprotonalodasat, ami igy az egyszeri oligopeptidekhez képest nagyobb pH-n
jatszodik le. A fizioldgias pH-tartomanyban mar [NH,,N",N",N(Im)] koordinacioji
[CuLH,,]” komplex van jelen. A Zn(I)-His-Val-Gly-Asp rendszer [ZnLH,]*"
komplexében a terminalis karboxilatcsoport koordinalédik, a [ZnLH]" komplexben
az N-terminalis imidazol egyfogt kotodését feltételezték, mig a [ZnL], [ZnL,H] és
a [ZnL,]*" komplexekben szintén hisztaminszeri koordinacié valosul meg. Az
amidnitrogén deprotonalodasa nem kovetkezik be, és az enzim fémmegkotohelyén
megfigyelheté [N(Im),COO | koordinaciojii makrokelat sem alakul ki.'*

Védett amino- és karboxilcsoportot tartalmazo peptidek esetén azt varhatjuk,
hogy a képz6dé komplexek szerkezete jobban hasonlit az enzim aktiv centrumahoz
és nagyobb enzimaktivitast mutat, igy a két peptid védett szarmazékait (Ac-His-
Val-His-NH, és Ac-His-Val-Gly-Asp-NH,) is eléallitottak és vizsgaltik.*® Ezeknél
a peptideknél — hasonldéan az enzim aktiv centrumat koriilvevd peptidlanchoz —
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nincs szabad terminalis amino- és karboxilatcsoport, melyek a komplexképzés
soran horgonycsoportként szerepelhetnének. Igy a hisztidinnitrogének a 6 fémion-
kotéhelyek, amik szintén lehetnek horgonycsoportok.

Az Ac-His-Val-His-NH, ligandummal SN
is kialakul a torzult szerkezet(i makrokelatot 7"
tartalmazo [CuL]*" osszetételii komplex (6. N
dbra), a koordinaciés mdd azonban eltér az o O*c/ N
el6bbitdl: csak két hisztidinnitrogén kotédik. \\C/H\Hc/ \CH_C//O
A fiziolégias pH-tartomanyban ennél a H3c/ H2,|: CIH NH,
ligandumnal sincs mar jelen ez a részecske, > ’
bekovetkezik az amidnitrogének deproto- e NN N
nélodasa. e L,

A Zn(H)—Ac_His-Val-G]y-Asp-NHz 16. abra: Az Ac-His-Val-His-NH,
rendszerben kialakul az enzim Zn- ligandummal képz3dé [CuL]**
kétohelyére  jellemzé  [N(Im),COO ] komplex szerkezete

koordinacioji makrokelat, azonban ez csak savas pH-tartomanyban van jelen,
semleges, lugos pH-tartomanyban [ZnLH ;] Osszetételii vegyes-hidroxokomplex
képzddik, és az oldatbol csapadék valik le.

A loanninai Egyetemen a Cu(Il)-His-Val-His és a Cu(ll)-Ac-His-Val-His-
NH, rendszerekben SOD-aktivitds méréseket is végeztek. A mért értékek igen
kicsik, mivel fizioldgias tartomanyban, ahol az aktivitds mérhetd, mar
koordinativan telitett, 4N-es komplexek vannak jelen. Nagyobb aktivitds olyan
torzult szerkezetli komplexek esetén varhatd, ahol van szabad koordinacios hely.
Ez makrokelat szerkezetii komplexek esetén valdésulhat meg. Mivel a fent emlitett
két ligandummal képz6dé makrokelat nem elég stabilis, a tovabbi kutatasaink célja
az volt, hogy noveljiik a CuL makrokelat stabilitasat, és képzodését eltoljuk a
fiziol6gids pH-tartomany felé. Ehhez egyrészt a valint kisebb méretli aminosavra, a
glicinre cseréltik a peptidlancban (Ac-His-Gly-His-NHMe), és ennek szabad
karboxilcsoportot tartalmazd szarmazékat is vizsgaltuk (Ac-His-Gly-His), majd
ezen két ligandum tovabbi hisztidint tartalmazo6 szarmazékanak komplexképzését is
tanulmanyoztuk (Ac-His-His-Gly-His-NHMe és Ac-His-His-Gly-His)."”’

A mindkét végén védett tripeptid komplexképzé tulajdonsagai igen nagy
hasonlésagot mutatnak az Ac-His-Val-His-NH, liganduméval. A két rendszerben
ugyanolyan Osszetételii és szerkezetii komplexek jelennek meg, csak az elobbi
esetben kis mennyiségben [CuLH_]" komplex is képzédik. Az Ac-His-Gly-His
ligandumnal a szabad terminalis karboxilatcsoport koordinacioja azt eredményezi,
hogy ez a komplex nagyobb mennyiségben van jelen.

A tetrapeptideknél a tovabbi hisztidin jelenléte noveli a Cul komplexek
stabilitasat. Ezeknél a ligandumoknal mindharom hisztidilcsoport koordinalodik, a
szabad terminalis karboxilatcsoportot tartalmazé peptidnél ez utdbbi csoport axialis
irany koordinacidja is feltételezhetd (17. dbra). Ennek eredményeként a CulL
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komplexek — ellentétben a tobbi ligandummal — még pH 7 felett is jelen vannak az
oldatban. Azonban ezeknél a ligandumoknal is lejatszodik az amidnitrogén
deprotonalodasa, és a pH tovabbi ndvelésével
CulLH,;, CulLH, és CulLH; O0sszetételi
komplexek képzddnek.

Ezekbdl a vizsgalatokbol kideriilt, hogy a
szabad terminalis karboxilatcsoport és a
tovabbi  hisztidin oldallanc  jelenléte és
koordinacidja egyarant noveli a CulL komplex o
stabilitasat. Ezen eredmények ismeretében | 17.4bra: Az Ac-His-His-Gly-His
folytattuk a  SOD-modellként  szolgald ligandummal képz6d6 [CuL]’
ligandumok szintézisét és vizsgalatat. komplex szerkezete
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3. KISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI MODSZEREK
3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A CuCl,, NiCl,, ZnCl, ¢és KOH oldatokat a.l.t. mindségii, a Reanal cég altal
gyartott  vegyszerekbdl  készitettik, a pontos fémion-koncentraciokat
gravimetridsan oxindt formajaban, a sav-, illetve a lugkoncentracidkat pedig pH-
potenciometriasan hataroztuk meg.

Az ESR spektroszkopias vizsgilatokhoz a fém rezet (99,3% “Cu és 0,7%
Cu) Oroszorszagbol vasaroltak (Moszkva, JV Izoflex), melyet szulfat vegyiiletté
alakitottak.

A "H-NMR vizsgalatokhoz 99,8%-os izotoptisztasagu, az ISOTEC Inc. cég
altal eldallitott D,O-t, DCI- és NaOD-oldatot hasznaltunk.

A vizsgalt ligandumokat altémak szerint csoportositva mutatom be. Az
aszparaginsav- és glutaminsav-tartalmu peptideket (/8. dbra), valamint az g-Lys-

o] o) o) o)
Il I} I} Il
NH;~CH—C—NH-CH—COOH  NH,~CH—C—NH-CH—COOH  NH;—CH—C—NH-CH—COOH NH;—CH—C—NH-CH—COOH
CH, CHs CHs CH, CH, CH CH CH,
\ \ I cHy cH cHy e \
COOH COOH COOH ~'% 3 3 Hs COOH
Asp-Ala Ala-Asp Asp-Val Val-Asp
o il ] 9
Il
NH; —CH—C—NH-CH—COOH NH,—CH—C~NH—CH—COOH NH—CH—C—NH-CH—COOH  NH;~CH—C—NH—CH—COOH
CH;, CH CH CH, CH, CH;, CH;, CH,
| CH /7N cH CH /N CH | | | | |
CH, 3 3 3 3 C‘Hz COOH (‘:Hz (‘:Hz COOH
CooH COOH COOH COOH
Glu-Val Val-Glu Asp-Glu Glu-Asp
o) o) 0 Q
I} 1]
NH; —GH—C—NH-CH—COOH NH,—CH—C—NH-CH—COOH NHp—QH—C—NH=CH—C—NH—CH—COOH
CH, CH, c‘H2 ?Hz $Hz <‘3Hz C‘Hz
COOH COOH C‘Hz ?Hz COOH COOH COOH
COOH COOH
Asp-Asp Glu-Glu Asps
) i 2 ? i
NH,—QH—C~NH~CH—C—NH—CH—COOH NHp—GH—C—NH-GH—C—NH—CH—C—NH—CH—COOH
GHe GHe GH GHo CHa CH, CH,
CHa GHo GHz COOH COOH COOH COOH
COOH COOH COOH
G1U3 ASp4

18. abra: Az aszparaginsavat és/vagy glutaminsavat
tartalmaz6 vizsgalt peptidek szerkezete

kotést tartalmazo peptideket (79. dbra) a svajci BACHEM Feinchemikalen AG
cégtol vasaroltuk. A bisz(imidazol-2-il)-szdrmazékokat (20. dbra) az MTA-ELTE
Peptidkémiai Kutatocsoportjaban Siiliné Dr. Vargha Helga ¢és munkatarsai
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3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

allitottak el6. A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumat modellez6 ligandumokat (21.

abra) Gorogorszagban,

szilardfazistt peptidszintézissel

a loanninai Egyetemen (University of loannina),

allitottam eld6. A szintézishez sziikséges

vegyszereket — a gyantat (H-Linker-CLTR resin) és a védett aminosavakat ((Fmoc-
His(N""-Mtt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Pro-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH)) — a CBL Chemicals Ltd.-tél (Patra, GoOrdgorszag)

vasaroltuk.
0 COOH
NHz~CH-C—NH—(CH);~CH(
cHy NH,
COOH

Asp-¢e-Lys

1l
NH,;—CH,—C—NH—CH—COOH
(? Hz)a
NH-G—CH;~NH,

Gly-Lys(Gly) °
19. abra: Az e-Lys-kotést
tartalmaz6 vizsgalt peptidek
szerkezete

HNN
=N

CH, =N
éOOH HNJ
o-Asp-BIMA

HNN

=N
¢
eh HN\)

COOH
o-Glu-BIMA

HN&

=N

NH;—GH—CH,—CH,—C—NH
COOH

—N
J-Glu-BIMA H
HNN
—N
NH,—CH,—CH,—C—NH
—N
B-Ala-BIMA X}

20. abra: A bisz(imidazol-2-
il)-csoportot tartalmazo vizs-
galt vegyiiletek szerkezete

0 0 0
cHg—ngch‘:Hfgfr\mf‘cHféfNch‘H—éfNHngfgmefc‘HfngHz
CH, CHs CH, CH CH,
HC  CHj
PO G
Lk Qe iy
Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, (HAHVH)
i i i i i 7
CHy—C—NH—CH—C—NH—GH—C—NH—CH—C—NH—GH—C—NH—CH—C—NH,
CH, ,CH CH, CHs CH,
HC  CHs
DI S
kNH kNH tNH
Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, (HVHAH)
i i i i 7 i
CHy—C—NH—CH—C— N CNH—CH—C—NH—CH—C—NH—GH—C—NH;
CH, CHy CHs CHy
BRI SR
\\<NH \\<NH kNH
Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH, (HPHAH)
i i i i I i
CH37C*NH*C‘H*C*NH*(|:H*C*NH*?H—C*NJC*NH*C‘:H*C*NHZ
CH, CHs CH, CH,
Lo L X
Lk L L
Ac-His-Ala-His-Pro-His-NH, (HAHPH)
i 7 i f i i
CHy—CNH—CH—C—NH—CH—C—NH—CHy—C—NH—CH—C—NH—CH—C—NH;
CHy CH CHy CH,

L ‘
HsC  CH

. )ﬁ 3 CooH )ﬁ

A= i

NH
Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, (HVGDH)

I 1 1 i ? i
CH3—C7NH7C‘HfoNH—C‘H—CfNHf(‘:chfNH*CHZ—C*NH*(‘:H—C—NHZ
CH, CH, 9y C,C\H (%Hz
N /% N 3 CHs COOH
kNH \\~NH

Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH, (HHVGD)
21. abra: A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak
modellezésére eldallitott és vizsgalt ligandumok szerkezete
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A vizsgalt ligandumok szerkezetét €s tisztasdgat vékonyréteg-kromatografia
(VRK), NMR-spektroszkopia, nagynyomast folyadékkromatografia (HPLC),
valamint pH-potenciometria segitségével ellendriztiik.

3.2. Peptidszintézis"'

A peptideket az azokat felépité aminosavakbol allitottam eld szilardfazisa
peptidszintézissel. Az amidkotés kialakitasa két aminosav kozott energiaigényes
folyamat. A karbonsavak magas hémérsékleten reagalnak az aminokkal, és ily
moédon amidok allithatok eld. Az a hoémérséklet azonban, amelyen az ilyen
atalakulas megvalosul, joval meghaladja az Osszetett fehérjék esetén
biztonsagosnak tartott hatart. A peptidszintézist altalaban szobahdmérsékleten vagy
az alatt végzik, és azokat a csatolasi modszereket, amelyeknél a reakcioelegyet
melegiteni kell, nem tekintik altalanosan hasznalhatonak. Igy a peptidkotés
létrehozasa végett a kivant amid kialakitdsaban részt vevo egyik csoportot — vagy a
karboxil- vagy az aminocsoportot — aktivalni kell. Az aminocsoport aktivalasa
olyan kihivas, amelyre mind a mai napig nem talaltak célszeri megoldast. Az
elektronkiild6 szubsztituensek noévelnék a nitrogénatom nukleofilitasat, de a
megfelel6 csoport, mint pl. a terc-butil-csoport a nagy térkitdltése miatt csdkkenti
az acetilezés sebességét. Egyelore a karboxilcsoport aktivalasa (C-aktivalas) marad
a hasznalatban levo csatolasi modszerek alapelve.

1963-ban egy amerikai professzor, R. B. Merrifield egy Gj modszert publikalt
a peptidek szintézisére,'”> amely a hagyoményos, igen idé- és anyagigényes un.
oldatfazisu eljarasnal sokkal hatékonyabbnak bizonyult. Annak ellenére, hogy
kezdetben a modszernek sok ellenzéje volt, a szerz6 a szilardfazisa
szintézismodszer kidolgozasaért 1984-ben Nobel-dijat kapott. A Merrifield-féle
szintézis szilard hordozon (gyantan) torténik. Ez olyan finomszemcsés milanyag,
amelynek 1 grammjaban kortilbeliil 10 millié szemcse van. A szemcsék feliiletén
és azok belsejében olyan atomcsoportok (funkcidscsoportok) vannak, amelyek
lehetové teszik, hogy a szemcsékhez aminosavakat vagy mdas vegyiileteket
kapcsolhassunk kémiai kotéssel. Oldoszerként olyan szerves vegylilet
alkalmazhato, amelyben a gyanta jol duzzad, igy a reaktansok konnyen bejuthatnak
a szemcsékbe, illetve a melléktermékek elhagyhatjak azt. Munkank soran dimetil-
formamidot (DMF) hasznaltunk.

A szilardfazisi modszer nagy elénye, hogy kapcsolaskor az aminosavakat és
egyéb reagenseket nagy feleslegben lehet alkalmazni — és ezaltal teljesebb
atalakulast Iehet elérni — mert ezeket a reakcid végén egyszerii sziiréssel el lehet
tavolitani. Ezt Ggy valositottuk meg, hogy minden 1épés utan tobbszor ismételve
DMF-dal és izopropanollal (IPA) mostuk a gyantit, majd metanolos mosast
kovetden vakuum alatt szaritottuk. A lehasitott peptid oldatat szintén sziiréssel
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lehet megkapni, és a peptid az oldatbdl viszonylag tisztan kiilonitheté el. A
peptidszintézis 1épéseit a 22. dbra mutatja.

A peptidlanc felépitése a C-terminalis részr6l indul — a gyantan levo
aminocsoporthoz kapcsoljuk a csatolni kivant aminosav karboxilcsoportjat. A
szintézis soran H-Linker-CLTR gyantat — a 2-klorotritil-klorid gyanta egyik
modositott valtozatat — alkalmaztunk.

A mellékreakciok  elkeriilése  érdekében az  aminosavak  azon
funkcioscsoportjait, amelyek a kapcsolasban nem vesznek részt, védeni kell. Az
aminosavak aminocsoportjanak atmeneti védésére a 9-fluorenil-metiloxi-karbonil-
csoport (Fmoc), az aszparaginsav oldallancbeli karboxilatcsoportjanak védelmére
tercbutil-csoport (OtBu) szolgalt, a hisztidin imidazolnitrogénjéhez 4-metil-
tritil-csoportot (Mtt) kapcsoltak.

Az aminosav kapcsolésa eldtt a gyanta, illetve a mar kapcsolt aminosav Fmoc
védocsoportjat 20% piperidint tartalmazdo DMF-os oldattal eltavolitottuk. E16szor
10, majd 30 percig reagaltattuk vele a gyantat. Ehhez adtuk az aktivalt aminosav
oldatat. Az aktivalas soran az aminosavat DMF-ban oldottuk, a hidroxi-benztriazol
(HOBt) hozzaadasa utan 5 percig 0 °C-on kevertettiik. Ezt kdvetden az oldathoz
kapcsold agensként diciklohexil-karbodiimidet (DCC) adtunk, 20 percig 0 °C-on,
majd 10 percig szobahdmérsékleten kevertettiik, és az elegyet a gyantara sziirtiik.
A peptidkotés kialakulashoz 3-5 dras reakcioidot biztositottunk. Az egyes 1épések
kozott VRK-val és Kaiser-teszttel'™ ellendriztiik, hogy valoban eltavolitottuk-e az
aminocsoport véddcsoportjat, illetve, hogy teljes volt-e a kapcsolas. Mindkét
modszernél ninhidrint alkalmaztunk reagensnek, amely a szabad aminocsoporttal
reagal. fgy a VRK-n lila szinti folt jelent meg, mig a Kaiser-teszt piros vagy kék
szinnel jelezte a szabad aminocsoport jelenlétét. Amennyiben a tesztek nem a
kivant eredményt hoztak, akkor az adott 1épést megismételtiik.

Ezeket a 1épéseket — a védbdesoport eltavolitdsa, a kovetkez6 aminosav
kapcsolasa és ellendrzés — addig ismételtiik, mig a kivant peptidet elé6 nem
allitottuk. Ezt kdvetden az utolsé aminosav véddcsoportjat is eltavolitottuk, majd
ecetsavanhidrid (Ac,O) és N,N-diizopropil-etilamin (DIEA) hozzaadaséaval
acileztiik. Ez 3 orat igényelt.

A kovetkez0 1épés a peptid gyantarol torténd lehasitasa volt. Ezt diklor-metan
(DCM), trifluor-etanol (TFE), és ecetsav 7:2:1 aranyu elegyével kb. 1 ora alatt
hajtottuk végre. A hasitas utdn ezen gyanta alkalmazasanal a peptid
amidszarmazékat kaptuk. Ezutan a peptidet tartalmazo oldatot 40 °C-on vakuum
segitségével beparoltuk, majd a kapott olajos allagi anyaghoz hideg étert adtunk.
Egy éjszakan at kevertettiik, majd az igy kapott szilard anyagot centrifugalassal
elvalasztottuk, és éteres mosas utan vakuum-szaritopisztolyban szaritottuk.

A hasitas soran a véddcsoportok egy részeét is eltavolitottuk, azonban ennek
teljessé tételéhez a peptidhez DCM és TFE 5% anizoltartalmu, 6:1 aranyu, 65%
trifluor-ecetsavat (TFA) tartalmaz6 elegyét adtuk.Ezzel egy ¢jszakan at kevertettiik,
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Az Fmoc védicsoport eltavolitasa

i I i NH,—(peptid)—gyanta

CH,-O—C—-NH—(peptid)—gyanta
4 ’ 20% piperidin DMF-ben
(10 + 30 perc)

Az aminosav aktivalasa o}

oS HOBt R” o

(5 perc, 0°C) . .
szimmetrikus
Fmoc—NH—(FH—COOH savanhidrid

R QN:C:N@ R\(‘jéo aktiv észter
DCC 0
(20 perc, 0° C, QNH*C:N@

10 perc 25 °C)
Csatolas O-acil-izourea
%

-
Y
|c|) (3-5 6ra)
Fmoc NH—?H—C NH—gyanta
R X

Az Fmoc védécsoport eltavolitasa

l

Acetilezés

Q i i
H+NH—CH—C--NH—gyanta CH;—C—{NH—CH—C{-NH—gyanta
I Ac,0 + DIEA i
X X
(3 6ra)
Hasitas
CH,Cl1,:TFE:AcOH =
7:2:1 (1 ora)

Az oldallanc véddocsoportjainak eltavolitasa

i i
»Kkész peptid” CHs—C NH—(IZH—C NH,
DCM:TFE = 6:1 (5% anizol), 65% TFA R X

(1 nap)

22. abra: A peptidszintézis 1épései
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majd a kivalt anyagot az elobb ismertetett modon elvalasztottuk és szaritottuk.

Az igy eléallitott peptideket oszlopkromatografiasan tisztitottuk. Ehhez 150-
200 mg peptidet 1,5-2 ml 1 mM TFA-at tartalmaz6 vizben oldottunk, ¢és az igy
kapott oldatot 1x 48 cm, Sephadex G-10 oszlopra vittiik fel. Az elualoszer szintén
1 mM TFA-at tartalmazé viz volt. 2 ml-es frakcidkat gyijtottink egy oran
keresztiil (az aramlési sebesség 1 ml/perc volt). Ezt kovetden azokkal a frakciokkal
dolgoztunk, amelyre a Pauly-teszt'>* pozitiv volt. A Pauly-tesztet sziirpapiron
hajtottuk végre. Ehhez néhany mg szulfanilsavat 10-es pH-ju boratpufferben
oldottunk fel, és az egyes frakcidok szlirOpapiron levd foltjara cseppentettiik.
Hisztidin jelenléte (igy a peptid jelenléte) esetén sarga folt jelent meg. A peptidet
tartalmazo frakciokat 40 °C-on vakuum segitségével beparoltuk, a maradékhoz
hideg étert adtunk. Egy éjszakan at kevertettiik, majd az igy kapott szilard anyagot
centrifugalassal elvalasztottuk, és éteres mosas utan vakuum-szaritopisztolyban
szaritottuk.

3.3. pH-potenciometria

Az oldatfazisban lejatszodé komplexképzodési folyamatok egyensulyi vizs-
galatanak egyik legaltalanosabb modszere a pH-potenciometria. Alkalmazhatosa-
ganak feltétele, hogy a fémion koordinacidja hatassal legyen a ligandum protonalo-
dasi egyensulyara, vagyis a komplexképzddés az oldat pH-janak megvaltozasaval
jérjon. A kompeticios folyamat az alabbi egyensullyal jellemezheto:

nHL + M™ = ML,™"" + nH" 3)
A brutté komplexképzodési folyamat altalanos formaja (az egyszeriiség kedvéért a
toltéseket nem tiintettem fel):

pM +qL +rH = M,LH, “4)
A képz6dd komplexek stabilitasi szorzata:
[M,L,H,]

" IMP[L'[HT

A titralasi adatokbol a proton- és fémkomplexek stabilitdsi szorzatat a
Tanszéken kifejlesztett PSEQUAD'®, valamint — ennek tovabbfejlesztett valtozata
— a SUPERQUAD" nevii szamitogépes programokkal szamitottuk ki. A program
képes ugyanazon rendszer kiilonb6z6 fémion/ligandum aranynal vagy
koncentracioknal kapott mérési adatait parhuzamosan kiértékelni. A térfogat-pH
adatparok mellett, bemend adatként meg kell adnunk a komponensek (M, L, H),
valamint az asszociatumok (a ligandum kiilonbdz6 protonaltsagi fokt részecskéi, a
M,L.H; osszetételli fémkomplexek, illetve a hidroxokomplexek) szamat, azok
Osszetételét az M, L és H komponensekre nézve (p, q, 1), és az egyes
asszociatumok pontos vagy kozelitd stabilitasi szorzatait. Tovabbi kiindulasi
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paraméter az egyes komponensek kiinduldsi analitikai koncentracidja, a titralo
oldat koncentracioja, a vizionszorzat és a méroegységre jellemzo Irving korrekcios
tényez6. A program a keresett stabilitdsi szorzatokat az M, L és H komponensekre
felirt alabbi anyagmérlegek megoldasaval adja, ahol n a rendszerben képz6dd
asszociatumok szamat, p, q és r pedig a sztdchiometriai egyiitthatokat jeloli:

Sy =IMI+ D piB oy IMIPILI[H]; (©)
e, =[L1+ 2By [MIT LI [H]; ()
¢y =[H]+ D1y [MIP[LI[H]; ®)

Amennyiben vegyes ligandumt rendszereket vizsgalunk, a komponensek
szama eggyel n6 a masodik ligandum miatt, igy négy komponensre irhato fel az
anyagmérleg. A program a kiindulasi adatokat felhasznalva Newton-Raphson
iteracioval végzi a kozelitést mindaddig, mig a titralé oldatra nézve a X(Vier —
Vszémolt)z értéke minimumot nem ér el (V a titralooldat térfogata). A program
minden megadott pH-értéknél kiszamolja az 6sszes képz6do részecske egyensulyi
végén megkapjuk a finomitott stabilitasi szorzatokat és azok hibajat, valamint az
un. illesztési paramétert, ami a kisérleti és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz
tartozo [Vmerr — Vsamor| €rtékek atlaga. Ez az érték a kozelités josagat jellemzi. A
stabilitasi allandok kozlésekor az utolso tizedesjegy hibajat zardjelben tiintettem
fel. A program egy adott komponensre vonatkozdéan megadja az asszocidtumok
koncentracio-eloszlasi gorbéit a pH fiiggvényében. A dolgozatban szerepld
koncentracio-eloszldsokat a SED program'’ Windows alatt futd valtozataval, a
MEDUSA-val szerkesztettem meg a képzodé komplexek Osszetétele és stabilitasi
fémiont is tartalmazé — harom- vagy négykomponensii — rendszerek esetében csak
azoknak a részecskéknek a molszazalék [% (n/n)] szerinti eloszlasat tiintettem fel,
melyekben a fémion sztochiometriai szama 0-t6l kiillonb6zo.

A méréseket pHM 84 (Radiometer) digitalis pH-mérdvel és 6.0234.100
(Metrohm) kombinalt iivegelektroddal végeztik. A ~0,2 mol/dm’-es, pontosan
automata biiretta segitségével valositottuk meg. Azoknak a ligandumoknak a
vizsgalatanal, amelyek kisebb mennyiségben alltak rendelkezésre, egy szamitogép
altal vezérelt automata MOL-AcS biirettat és egy MOLSPIN pH-mérét
hasznaltunk, amihez szintén egy Metrohm 6.0234.100 kombinalt {ivegelektrod
csatlakozott. A lugoldatot 1 cm’ végtérfogati Hamilton fecskendével adagoltuk.
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3.3. pH-potenciometria

rrrrrrrr

hidrogén-ftalat-oldat titralasi gorbéjének Gran-féle linearizalasaval hataroztuk
meg."”® A diffaziés potencial kikiiszobdlésére és a mért pH-értékbél a hidrogénion-
koncentracio ([H']; mol-dm ) szamolasara az Irving és munkatéarsai altal javasolt
moédszert'” alkalmaztuk.

A pH-mérét 0,050 mol/dm’ kalium-hidrogén-ftalat-oldatttal kalibraltuk,
melynek pH-ja 25 °C-on 4,008. Az allandd6 homérsékletet (25+0,1°C)
ultratermosztattal, az oxigén kizarasat és a kevertetést pedig argongaz
atbuborékoltatasaval biztositottuk.

A mérésekhez készitett mintak térfogata 3-10 cm’ volt a rendelkezésiinkre allo
ligandumok mennyiségétdl fiiggden. A ligandumok kezdeti teljes koncentracioja
pontos tdmegmérésre nem volt lehetdség a ligandum higroszkdpossadga miatt — a
potenciometrids titralasi gorbe ekvivalenciapontjai alapjan, a SUPERQUAD
program"® segitségével hataroztuk meg.

A fémion/ligandum aranyt 1:3 és 2:1 kozott valtoztattuk. A titrdlasok soran
fellépoé térfogatnovekedést a kiértékelésre hasznalt szamitdogépes program
figyelembe vette.

A mintak allandd ionerdsségét (0,20 mol/dm’) megfelelé mennyiségii 1,0

crcr

crcr

crer

oldat ionerdssége gyakorlatilag ne valtozzon.

A pH-potenciometria az egyik legfontosabb komplexkémiai vizsgalomodszer,
de vannak hidnyossagai: pl. ha két részecske képzodése azonos pH-effektussal jar,
akkor azok nem kiilonboztethetéek meg ezzel a mdodszerrel. Egyes esetekben egy
rendszer tobb, kémiailag realis modellel is jol leirhatd. Tovabba a meghatarozott
stabilitasi allandok nem adnak felvilagositast arrol, hogy a képz6dé komplexekben
milyen kotésmod valosul meg, milyen a komplex geometrigja. Sok esetben
megfeleld modellrendszerekkel vald Gsszehasonlitassal kozvetett informdaciot
kaphatunk, de legtdbbszor kiilonbozé spektralis mérések (pl. spektrofotometria,
CD, ESR) sziikségesek a pH-potenciometrids mérések eredményeinek
bizonyitasdhoz, kiegészitéséhez.

3.4. UV-lathaté spektrofotometria
Spektralis vizsgalatokat réz(Il)- és nikkel(Il)ionokkal végeztiink 300-800,
illetve 300-1100 nm-es hullamhossz-tartomanyban. A spektrumokat Hewlett

Packard HP 8453 tipust egysugaras, diddasoros, valamint Perkin Elmer Lamda 25
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tipusu kétsugaras fotométereken, 1,000 cm-es kiivettaban vettiik fel kiilonb6z6 pH-
értekeken, kiilonboz6 fémion/ligandum aranyoknal. A kapott spektrumok
elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezeld- és kiértékeld programmal
veégeztik, masrészt a PSEQUAD program segitségével az egyes komplexek
spektrumat is meghataroztuk. A spektrumok elemzésével a képzodott komplexek
szerkezetére, geometridjara, a koordinalédé donoratomok szamdara és kémiai
jellegére lehet kovetkeztetni.

Réz(I)komplexek'® (d°-elektronszerkezet)

A réz(Il)komplexek spektroszkopiai sajatsagait mar sokan vizsgaltak, igy
rengeteg irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Ennek ellenére nehéz altalanos
torvényszeriségeket levonni a koordinacios modok sokfélesége és a sok
befolyasold koriilmény miatt.

A tetragonalisan torzult, oktaéderes szerkezetli komplexekben gyenge ¢€s erds
terti ligandumokkal kiilonboz6képpen ugyan, de mindkét esetben négyfelé hasad az
energiadiagram (a d’-elektronok energiaszintje oktaéderes térben kétfelé hasad a
ligandum kristalytér-erosségének megfeleld6 mértékben, majd a tetragonalis
torzulas mindkét energiaszintet tjabb két-két szintre hasitja). Az igy 1étrejott négy
energiaszint ~ kozott  haromféle  energidjit  d-d  atmenetnek  kellene
megjelennied,, (d,,) — do s d,y — do s d.— do o Ezek az atmenetek

gyakran Osszeolvadnak egyetlen savva, és az energidjuk, illetve az intenzitasuk
erésen fligg attdl, hogy a ligandumnak héany donoratomja koordinalédik a
fémionhoz (2. tabldizat).'"

2. tablazat: A réz(IDkomplexek spektralis paramétereinek fiiggése a koordinalt
nitrogénatomok szamatol

Koordinalt nitrogénatomok szdma Amax (M) e(M'em™)
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

Ezen kiviil a Ay, értékeket befolyasolja a komplex pontos geometridja és a
donoratomok kémiai mindsége is. Ez utobbinak a hatisat Sigel és Martin,>
valamint Pettit és munkatarsai'® vizsgaltak.

A vizes oldatokban jelenlevd [Cu(H,O)s]*"-ion négy ekvatoridlis

vizmolekulajanak oxigén- vagy nitrogéndonorokkal torténd helyettesitése az
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3.4. UV-lathat6 spektrofotometria

abszorpcids maximumot a rovidebb hullamhosszak felé tolja el. Ez az effektus
kiilondsen nitrogéndonoroknal jelentds. Kvantitativ Osszefliggések megadasat az
neheziti, hogy az effektus nagysaga a donoratom kémiai természetén kiviil fiigg a
kelatgyliri méretétdl, valamint a ligandumhoz kapcsol6do, de a koordinacidoban
részt nem vevo szubsztituensektdl is. Ezeket a hatasokat figyelmen kiviil hagyva a
kozelité egyenlet 2% pontossaggal adja meg a varhatd Ay, értékeét.
Gly-tartalm@ peptidekre:'®
10°
A fnax [nM] =
0,301(C =0/H,0)+0,342(CO0 ™) +0,453(NH, ) +0,485(N =)]

Nem Gly-szarmazékok esetében:™

©

10°
0,294(C = 0/H,0) + 0,346(CO0 ™) + 0,460(NH, ) + 0,494(N =) + 0,434(Im)] (10)
Sokkal kényelmesebben alkalmazhaté az egyenlet, ha csak azokat a koordinacids
helyeket vessziik figyelembe, ahol a H,O, OH vagy karboniloxigén mas
koordinal6dé csoportokkal van helyettesitve:*’

3
] = 10
118 + 0,052(COO™ ) + 0,166(NH, ) + 0,200(N =) + 0,140(Im)]

Ezek az Osszefiiggések nem alkalmazhatok abban az esetben, ha
kelatképzodés van az egyik axidlis poziciéval. Az axialis koordinacié ugyanis a
Amax €rtékeinek kismértéki eltolodasat eredményezi a nagyobb hullamhosszak felé
(voros eltolddas).

A

max [nm]

A (11)

Nikkel(IT)komplexek'® (d*-elektronszerkezet)

A nikkel(Il)komplexek jellemz6 koordinacids szama a 4, 5 és 6, ezek koziil a
leggyakoribb a 4 és a 6.

A 6-o0s koordinacios szamu, oktaéderes geometriaji komplexeknek harom
spinmegengedett d-d atmenete van a lathaté hullimhossztartomanyban, de
mindharom elég gyenge (¢ < 30 M 'em™) a Laporte-szabalyban megfogalmazott
tiltds miatt. Ezek az atmenetek:

A= 1430-770 nm CA, — T, koz6tti atmenet)
A= 910-500 nm (*A, — T (F) atmenet)
A3 = 520-370 nm (A, — T (P) atmenet)

A komplex geometridjanak torzuldsa a kozépsé sav felhasadasat
eredményezheti.

Ezek mellett létezik egy még kisebb intenzitasu, spintiltott (A, — 'E) atmenet
is, amely altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik csucson.
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A 4-es koordinacios szadmu, tetraéderes geometriaji  Ni(Il)-komplexek
elnyelése sokkal intenzivebb (¢ = 10%-10° M 'em ™). A lathato sav hullamhossz-
tartomanya 900-500 nm.

4-es koordinacidés szammal gyakran képzddnek diamagneses sajatsagu,
siknégyzetes geometriaji komplexek is, kiilondsen eros terti ligandumok esetén (pl.
peptidek amidnitrogénjének kotédése). Ezek konnyen alakulnak ki mas
geometridju komplexekbdl. Az ilyen szerkezetli komplexek 550-400 nm koriil
adnak egy elég intenziv (¢ = 50-500 M 'cm™') savot. Egy masodik, még
intenzivebb sav talalhatd 430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli eredetil.

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia'®*

A CD spektroszkopia a polarizalt fény és egy optikailag aktiv anyag
kolcsonhatasan alapuld spektroszkopiai modszer. A sikban polarizalt fény egy
balra és egy jobbra cirkuldrisan polarizalt fénysugar 6sszegének tekinthetd. Az
optikailag aktiv anyagok a sikban polarizalt fény ezen két Osszetevdjével
kiilonbozoképpen 1épnek kolcsonhatasba (eltérd a torésmutatodjuk), a kilépd fény
elliptikusan polarizalt lesz. A cirkuléris dikroizmus, vagy mas néven Cotton-
effektus a sikban polarizalt fény két Osszetevojének kiilonbozo abszorpcidja. Az
abszorpcioban mutatkozo kiilonbség a teljes abszorpcidhoz viszonyitva igen kicsi,
annak kb. 1%-a.

Az optikailag aktiv anyagokban a jobbra ¢és a balra cirkuldrisan polarizalt
sugarzas nemcsak kiilonb6zé torésmutatoval, hanem kiilonb6zo abszorpcios
koefficienssel is jellemezhet. fgy a kozegen valo athaladds utan a két sugar
kiilonb6zo helyen és amplitidoval talalkozik. A kétféle fénysugar abszorpciodjanak
kiilonbségét (pontosabban a Ae = gpy — gjobp €rtéket) a hullamhossz fliggvényében
abrazolva megkapjuk a cirkularis dikroizmus gorbét. A CD gorbe maximuma,
illetve minimuma az elektrongerjesztési abszorpcios spektrum maximuma helyén,
illetve ahhoz igen kozel jelentkezik. Optikailag aktiv vegyiiletekben tehat az
abszorpcios savokhoz tartozik a cirkularis dikroizmus gorbe egy-egy savja. Az
utobbi  gorbe savjai viszonylag keskeny Gauss-gorbék, ellentétben az
elektrongerjesztési spektrum abszorpcids savjaival, melyek joval szélesebbek.

srer

crer

szarmazhat. A komplexmolekula optikai aktivitdsat okozhatja a kdzpontiatom
aszimmetridja, vagy a komplexképzodés hatasara a ligandum donoratomjan
kialakulé aszimmetria (Meisenheimer-komplex). A koordinacid hatasara nem csak
egy donoratom, hanem egy egész ligandum is aszimmetrikussa valhat, ami szintén
a komplex optikai aktivitasat eredményezi.
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3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD spektroszkopiat szamos komplex (elsésorban Cu(Il), Ni(Il) és Pd(II))
szerkezetének vizsgalatanal alkalmaztak.*'" Az egyszer(i di- és tripeptidek CD
spektroszkopias vizsgalati eredményeit,'®'® és az ezekbél levonhat6 legfontosabb
kovetkeztetéseket Sigel és Martin foglalta 5ssze.”

Tripeptidek  esetétn az  MLH, .
oOsszetétell komplexekben a TR i 5 o
deprotonalodott  amidnitrogének  koor- o N T -
dindcidja révén a 23. abran'® lathatd AN e
viszonylag merev szerkezet alakul ki. Az HzN\I /N\c’ R
oldallancok ¢és a hidrogénatomok kivéte- """""'/'f}"'zi""‘* """
. - 1 - —Cs
lével valamennyi atom egy sikban R NOo
helyezkedik el, az oldallancok az alatt vagy _ \cic/ n
felett talalhatoak. Abban az esetben, ha a o i MR N
ligandum nem tartalmaz egyéb koor- + | -
dinalédé  donorcsoportot, akkor ezen 23. 4bra: A'tripeptid MLH ,
komplexek CD spektruma jol értelmezhetd komplexek koordinacios terének
az Un. dupla-oktdn-, vagy mas néven |felosztasaa dupla-oktan-szabaly alapjan

hexadekan-szaballyal. Ennek alapjan a
komplex koordinacids sikja feletti és alatti teret 8—8 szektorra oszthatjuk az dbran
lathatdé modon. Két sik a fémion koordindciés kotései altal meghatarozott
egyeneseken megy at és merdleges a koordindcios sikra, mig a masik kett6 ezekkel
45°-0s szdget zar be és szintén merdleges a koordinacios sikra. Az abran lathato
eléjelek az adott szektorban talalhato optikailag aktiv csoport hatisara bekovetkezd
Cotton effektus eldjelét adjak meg. Két szomszédos szektorban az eldjel mindig
ellentétes. Ennek segitségével magyarazhaté az a kisérleti tapasztalat, hogy
valamennyi L-aminosavakbdl felépiild, csak nemkoordinalédd oldallancot
tartalmazo tripeptid MLH , Osszetételi komplexének d-d atmenetéhez negativ
Cotton effektus tartozik, hiszen az oldallancok minden esetben olyan térrészbe
esnek, amelyhez negativ el6jel rendelhet6. A komplexek CD spektrumanak masik
jellegzetessége a jelek intenzitasdnak additivitdsa, azaz az egyes (nem
koordinalodo) oldallancok hatasa Osszeadodik. Példaul a trialanin komplexének
CD intenzitasa egy adott hullamhosszon egyenlé a haromféle, egy alaninbdl és két
glicinbdl felépiilé tripeptidek esetén tapasztalt intenzitdsok Osszegével. Ez az
Osszefliggés nemcsak az alanin esetén igaz, hanem valamennyi nemkoordinalédo
oldallancot tartalmazo peptidre érvényes.'*'*® Altaldnosan megfogalmazva egy X-
Y-Z tripeptid komplexének varhaté CD spektruma adott hullamhosszon a
kovetkezoképpen szamithato:

AS;(—Y—Z zAgi(—Gly—Gly + Aggly—Y—Gly _’_Aggly—Gly—Z (12)
ahol Asi(_Y_Z az adott X-Y-Z tripeptid MLH, 0Osszetételi komplexének

A hullamhosszon mért Cotton-effektusa.
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Ugyanakkor az azonos kémiai mindségii, de kiilonb6z6 helyzetben 1évd (R,
R, vagy Rj;) optikailag aktiv csoportok kiilonbdzé nagysagi Cotton-effektust
eredményeznek a kdvetkezd sorrend szerint:

ASSIY_X_GIY > ASSIy—Gly—X S Agi(—Gly—Gly (13)

A fémionhoz koordinalédé donorcsoportok kiilonbozé mértékben képesek
tovabbitani a kiralis informacioét. Hatasuk alapjan a kdvetkezo sorrend allithato fel:
deprotonalodott amidnitrogén > karboxilatoxigén > aminonitrogén. Emellett minél
tavolabb van egy kiralitascentrum a kromofor csoporttdl, annal gyengébb effektust
eredményez.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztem
A spektrumokat JASCO-810 spektrométeren, szobahémérsékletii vizes oldatokban
vettem fel kiillonbodzo pH-értékeknél, illetve fémion/ligandum aranyoknal. 0,100 és
allitottam be, hogy az abszorbancia 0,6-1,0 kdzott legyen.

A kapott CD gorbék elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezel6- és
kiértékeld programmal végeztiik, masrészt a PSEQUAD program segitségével az
egyes komplexek spektrumat is meghataroztuk. A spektrumok elemzésével a
képzédott komplexek szerkezetére, geometriajara, a koordinalédé donoratomok
szamara €s kémiai jellegére lehet kdvetkeztetni.

3.6. ESR spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdpia fontos vizsgalati modszer
olyan molekuldk és ionok tanulmanyozasara, melyek parositatlan elektronokat
tartalmaznak, azaz paramagneses sajatsagiiak. Ebbe a csoportba tartoznak az
altalunk vizsgalt tetragonalisan torzult oktaé¢deres Cu(Il)-komplexek is.

A méréseket Olaszorszagban (Department of Chemistry, University of
Sassari) végeztiik. A spektrumokat Varian E-9 spektrométeren (9,15 GHz), etilén-
glikol hozzdadasa utan 120 K hoémérsékletiire lehiitott oldatokban vettiik fel
kiilonb6zé6  pH-értékeknél,  illetve  fémion/ligandum  aranyoknal. A
szobahémérsékleten késziilt spektrumokat Bruker EMX spetrométerrel vettiik fel.
A mérésekhez hasznalt fémtorzsoldat *Cu izotépot tartalmazott, koncentracioja
valamennyi mintdban 5 mM volt. Kiilsé standardként difenil-pikril-hidrazint

hasznaltunk, melyre gﬁ = 2,0028. A komplexek ESR paramétereit az alabbi

Osszefliggések alapjan szamoltuk:

H

0 0
_ 0 14
g1 =8, H” (14)
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3.6. ESR spektroszkopia

A, Tem 1= E1 2 ; " n (15)
ahol H; a mintdban mért magneses térerdé [Gauss], Ho a standard esetén kapott
magneses térerd érték [Gauss], a; a csatolasi allando [Gauss], ¢ a fénysebesség
(2,998:10" cm-s ™).

Az ESR spektrumok paramétereib6l (A, és g,), mar ismert szerkezetii
komplexek paramétereivel vald dsszehasonlitds alapjan a fémion koriil kialakuld
koordinacios modra és a koordindlodd atomok kémiai mindségére lehet
kovetkeztetni. Az ESR spektroszkopia elénye az UV-lathatod spektrofotometriaval
szemben, hogy itt keskenyebb csticsok vannak, igy tobb komplex egyiittes jelenléte
esetén is lehetséges az egyes komplexek ESR paramétereinek a szamitdsa, emellett
az ESR spektrumok egymashoz viszonyitott intenzitasabdl monomer szerkezetek
esetén az egymashoz viszonyitott moltort is jol becsiilhetd. A jelek
kiszélesedésébol, és a merdleges tartomanyban talalhatd 7 jel megjelenésébdl pedig
dimer vagy mas oligomer szerkezetek jelenlétére lehet kdvetkeztetni.

Dimer szerkezetek esetében az ESR spektrum alapjan, a mer6leges
tartomanybol lehetéség van a Cu-Cu tavolsdg (Rcy cy) szamolédsara is a Stevens
egyenlet alapjan:'®

2
0,325-
Reu-cu :i/ D - "1_(3"3082 Q)‘ (16)

Az egyenletben szerepld ® szdg azt mutatja, hogy milyen szoget zar be
egymassal a réz(Il)ionok koordinacids sikjara merdleges egyenes €s a két fémiont
0sszekotd egyenes. Mivel erre a szogre egyéb mérésekbdl informacido nem allt
rendelkezésiinkre, igy ezt a szoget a szamolasoknal 0-nak vettiik.

3.7. '"H-NMR spektroszképia

A ligandumok tisztasagat 'H-NMR mérésekkel ellendriztiik. Emellett két
bisz(imidazol-2-il)-szarmazék esetén a protonalddasi mikroallandék meghataroza-
sahoz is ezt a modszert alkalmaztuk.'”

A ligandumokat 99,8 %-os izotoptisztasagi D,O-ban oldottuk fel. A
oldatok pH-jat DCI- és NaOD-oldatok segitségével allitottuk be a kivant értékre. A
'H-NMR spektrumokat BRUKER AM360 MHz FT-NMR késziiléken vettiik fel,
standardként natrium-3-trimetil-szilil-propanszulfonatot (TSP, 8TSP = 0) hasznal-
tunk. A kapott spektrumokat az NMR spektrométer sajat szoftverjével, illetve az
1D WinNMR programmal értékeltiik ki.
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4. KiISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Aszparaginsav- és glutaminsav-tartalmu peptidek
4.1.1. A ligandumok sav-bazis tulajdonsagai

A vizsgalt ligandumok szerkezete a 2. dbran (28. old.) lathato. A ligandumok
egy aminocsoportot és 2-5 karboxilcsoportot tartalmaznak. Ennek megfeleléen 3-6
deprotondlodasi allandéval jellemezhetoek.

A legnagyobb deprotonalodasi allandok a protonalt aminocsoportokhoz
javarészt az  oldallancbeli  karboxilcsoportoknak  tulajdonithatéak. A
karboxilcsoportok protonaldodasi egyensulyai azonban jelentdsen atfednek
hozzarendelése nem lehetséges. A 3-5. tablazatokban szerepld pK-értékek
Osszehasonlitasal azt mutatja, hogy az N-terminalis aszparaginsavat és
glutaminsavat tartalmazé dipeptidek aminocsoportjanak bazicitasa valamivel
kisebb, mint az elsé helyen mas aminosavat tartalmazé dipeptideké. A tri- €s
tetrapeptidek esetén a nagy negativ toltés miatt ez a hatas nem jelentkezik.

4.1.2. A ligandumok réz(II)komplexei
4.1.2.1. pH-potenciometria

A 3-5. tablazatok adataibdl lathato, hogy a vizsgalt ligandumoknal jellemz6en
1:1 osszetételi komplexek jelennek meg. Ugyanakkor az oligoglicin ligandumok
réz(Il)ionokkal mar kis ligandumfeleslegnél is képeznek biszligandumu
komplexeket.'”' Ezt a folyamatot azonban gatolja a nagy térkitoltésii
nemkoordinalodé oldallanc,***'" illetve az aszparaginsavat, és glutaminsavat
tartalmazo peptidek esetén a ligandum nagy negativ toltése. Igy biszligandumu
komplexek még azokban a rendszerekben is csak nagy ligandumfeleslegnél
képzédnek, amelyekben ez a leginkdbb varhaté lenne (N-terminalis
aszparaginsavat tartalmazo dipeptidek). A mi vizsgalati koriilményeinknél ez nem
allt fenn, ezért valamennyi rendszernél 1:1 komplexeket tartalmazé modellel
illesztettiik a pH-potenciometrids adatokat. Bar a képz6d6 komplexek dsszetétele,
koordinacidos modja hasonld, attdl fiiggéen, hogy hany aszparaginsavat, illetve
glutaminsavat tartalmaznak a peptidek, a toltésiik eltér6. A targyalas
megkonnyitése végett a komplexek toltését nem tiintettem fel. A vizsgalt
ligandumokkal kialakul6 koordinacidés modokat a 24. dbra mutatja.
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3. tablazat: Az egy aszparaginsavat vagy glutaminsavat tartalmazé dipeptidek
deprotonalddasi allandoéi és réz(Il)komplexeik stabilitasi allandoi
Asp-Ala  Ala-Asp Asp-Val Val-Asp Glu-Val  Val-Glu

pK; 2,84(1)  2,86(1)  2,83(2) 2,91(1) 3,22(1) 3,15(1)
pK> 3,62(1)  4,23(1) 3,66(1) 424(1) 4,14(1) 4,36(1)
pK; 7,87 (1)  8,28(1) 7,85(1) &11(1)  7,84(1) 8,05(1)
CuLH 9,97(2) 10,29(5) 10,09(2) 10,02(6) 9,77(3)  10,12(16)
CulL 6,56(1) 6,53(1) 6,50(1) 6,54(1) 5,80(1) 6,36(3)
CulLH 1,80(1) 1,97(1) 1,38(1) 1,94(1) 1,31(1) 1,71(2)
CulLH , -7,81(1) -7,88(1) -8,12(2) -7,78(1) -8,19(1) —7,66(4)
pK(CuLH/CuL)* 3,41 3,76 3,59 3,48 3,97 3,76
pK(amid)” 4,76 4,56 5,12 4,60 4,49 4,65
pK(OH)* 9,61 9,85 9,50 9,72 9,50 9,37
1gB(CuL) — pK3* -1,31 -1,75 -1,35 -1,57 -2,04 -1,69

*pK(CuLH,/CuLH, ;) = 1gB(CuLH,) — 1gB(CuLH,, )
®az amidnitrogén deprotonalodasara vonatkozo allando; 1gB(CuL) — IgB(CuLH. ;)
“a koordinalt vizmolekula pK-értéke; pK(OH) = log(CuLH_;) — logB(CuLH.,)

YAzM+HL == ML + H reakciora vonatkozo allando

4, tablazat: A két aszparaginsavat és/vagy glutaminsavat tartalmaz6 dipeptidek és az

rrrrr

allandoi
Asp-Glu  Glu-Asp Asp-Asp Glu-Glu  Ala-Ala'”
pK; 2,64(4) 2,84(3) 2,58(1) 2,91(1) 3,08
pK> 3.,43(2) 3,83(1) 3,37(1) 3.88(1) 8,26
pK; 4,46(2) 4,55(1) 4,39(1) 4,57(1) —
pKy4 8,03(1) 8,10(1) 8,11(1) 8,05(1) —
CuLH, 14,55(3) — 14,45(13) — —
CuLH 11,14(1) 11,07(2) 11,27(4) 10,85(2) —
CulL 7,15(1) 6,89(1) 7,24(3) 6,65(1) 5,33
CulLH 1,75(1) 2,09(1) 2,19(3) 1,63(1) 1,43
CulLH,, -7,85(2)  -7,75(1) —7,87(4) —-8,02(2) -8,01
pK(CuLH,/CuLH) 3,41 — 3,18 — —
pK(CuLH/CuL) 3,99 4,18 4,03 4,20 —
pK(amid) 5,40 4,80 5,05 5,02 3,90
pK(OH) 9,60 9,84 10,06 9,65 9,44
1gB(CuL) — pKamino" —0,88 -1,21 0,87 -1,40 -2,93

*AzM+HL == ML + H reakcidra vonatkozo allando
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5. tablazat: Az Asps;, Glu;, Aspy és az Osszehasonlitdsként hasznalt ligandumok

rrrrr

Asp; Glus Asp, Alas'™* Ala,"™®
pK, 2,53(1) 3,04(1) 2,69(1) 3,36 3,52
pK, 3,25(1) 3,85(1) 3,25(1) 8,08 8,13
pK; 3,92(1) 4,29(1) 3,86(1) — —
pK, 4,78(1) 4,98(1) 4,39(1) — —
pKs 8,06(1) 8,02(1) 5,01(1) — —
PKs — — 8,15(1) — —
CuLH; 18,67(5) — 20,44(1) — —
CuLH, 15,62(2)  15,18(5)  16,71(1) — —
CuLH 11,94(1)  10,653)  12,76(1) — —
CuL 7,74(1) 5,69(2) 8,02(1) 4,81 4,77
CuLH_, 2,78(1)  —0,01(1)  2,78(1) 0,17 —0,45
CuLH , -582(1)  —6,91(2)  —4,72(1) -7,01 -8,09
CuLH ; — — — -18,21 -17,33
pK(CuLH3/CuLH,) 3,05 — 3,73 — —
pK(CuLH,/CuLH) 3,68 4,53 3,95 — —
pK(CuLH/CuL) 4,20 4,96 4,74 — —
pK,(amid) 4,96 5,70 524 4,98 522
pK>(amid)* 8,60 6,90 7,50 6,84 7,64
1gB(CuL) — pKamino 0,32 2,33 0,13 -3,27 -3,36

*a masodik amidnitrogén deprotonalédasara vonatkozé allando; 1gB(CuLH_;) — IgB(CuLH ;)

A titralas kezdeti szakaszaban protonalt komplexek vannak jelen, amelyekben
(NH,,CO) koordinacioval ottagl, vagy az N-termindalis aszparaginsavat tartalmazo
peptidek esetén, az oldallancbeli B-karboxilatcsoport részvételével, (NH,,3-COO")
koordinacioval hattagi kelatgytiri alakul ki. A CuL komplex képzddését nem
kiséri semmilyen spektralis valtozas, ami alapjan ugyanaz a koordinaciés mod
valésul meg benne, mint az eldbbickben, csak ennél a részecskénél valamennyi
karboxilcsoport deprotonalodott.

Ha a CuL komplexek stabilitasi allanddinak az aminocsoport bazicitasaval
korrigalt értékeit (A 3-5. tdbldazat utolsd sora) Gsszehasonlitjuk, akkor lathatjuk,
hogy az els6 helyen aszparaginsavat tartalmazo peptidek Cul komplexének
stabilitdsa nagyobb, mint a tobbi peptidé, ami az ezeknél a peptideknél kialakuld
(NH,,B-COO") koordinacioval magyarazhato.
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R o 5 St
?H*C\\ (NH,,CO) koordinacio HC (‘:40 (NH,,B-COO") koordinacio
HN, O 5-0s kelatgytirti HN. O 6-os kelatgytirti
i o
i
He—c?° ﬁc/ ¢ H\zcoo
o\\c/,\{ - ,\O' (NH,N",a-COO") koordinacid N ,‘\‘ {- (NH,,N7,B-COQO") koordinacié
[ v (5,5) csatolt kelatgylir(i 7 w (5,6) csatolt kelatgylirti
HOS . Mo
R 2 R NH,
R
He—c-NH_coo” R g R
o b He—g s
CI/ ‘\Mzio R Ose N, MNchRs O, LNCH
HC HC‘ ,,Z\-M\ C’ H(’E —'\’\'M‘* /\CH2
iy NH, Rf SN, 07 %y R/1 SN, ‘ofc\\o
(NH,,N",CO) koordinacié ~ (NHp,N",N",a-COO") koordinici6 (NH,,N",N",3-COO") koordinécié
(5,5) csatolt kelatgyiri (5,5,5) csatolt kelatgyirii (5,5,6) csatolt kelatgyiirii
24. abra: A vizsgalt rendszerekben megvalosuld koordinacios modok

A 25. dbra ezen tablazatbeli adatok
grafikus 4brazolasit mutatja. A Cul | °®AP g,
komplexek termodinamikai stabilitisat a | _ | gﬁzgéﬁ’f
toltésiik fliggvényében abrazoltam. : G'U-Aspg CZT’X;:
Lathato, hogy a komplex toltésének |- e g e
semlegesitédésével, illetve a negativ toltés | & Co Al
novekedésével az aszparaginsav-tartalma | gAlai
peptidek komplexének stabilitasa | | | | o
novekszik. Amig az egyszerii peptidek 3 2 10 1
esetcben (csak alanl.n't t artalma;o peptlgek) 25. abra: A CuL komplexek stabilitasa
a komplexek stabilitdsa a dipeptidtdl a a toltésik figgvényében

tetrapeptid iranyaba csokken, addig az
aszparaginsav-tartalma peptideknél a sorrend épp forditott. Ugyanakkor a
glutaminsav-tartalma peptidek esetén a stabilitasi allanddé maximumgorbe szerint
valtozik, a legnagyobb stabilitdas a —1 t6ltésti Cul komplexeknél jelentkezik. A
komplex negativ toltésének tovabbi novekedése a stabilitasi allando csokkenését
eredményezi, ami a glutaminsavrész nemkoordinalddo karboxilatcsoportjai kozotti
taszitassal értelmezheté. Az aszparaginsav- és glutaminsav-tartalm peptidek
komplexei kozotti kiillonbség ramutat arra, hogy az eldbbiek stabilitasnovekedése
nem értelmezhetd pusztan az elektrosztatikus kolesonhatasokkal, hanem legalabb
két tényez6 jatszik szerepet; az N-terminalis aszparaginsavat tartalmazé dipeptidek
esetén az (NH,,B-COO") koordinacioval kialakulé hattaga kelatgytiri a f6
stabilizald tényez6, mig a hosszabb peptidek esetén az oldallancbeli
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karboxilatcsoportok axialis iranyt koordinacidja szintén hozzajarul a komplex
stabilitasanak novekedéséhez. Ugyanis ez utobbi esetben, minél nagyobb tagszamu
a peptid, annal inkabb lehet6ség van arra, hogy tovabbi karboxilatcsoportok is
kotodjenek a fémionhoz, ami noveli a komplex stabilitasat.

A dipeptidekben a C-terminalis aszparaginsav szerepe az amidnitrogén
deprotonalodasaval és koordindciojaval kialakuld6 CulLH_; komplexekben jut
kifejezésre: a C-terminalis aszparaginsavat tartalmazé dipeptidek komplexének
stabilitasa nagyobb, mint a tobbi peptidé. Ebben az esetben a masodik helyen levé
aszparaginsav oldallancbeli karboxilatcsoportjanak koordinacidja eredményezi a
stabilitisndvekedést. Ugyanez a hatas a tri- és tetrapeptidek CuLH_; komplexeinél
is megfigyelhetd.

A 26-28. dbrakon lathatd, hogy hogyan befolydsolja a peptid rézion-
megkotoképességét az egyes aminosavak peptidlancbeli helyzete. Valamennyi
ligandum esetén az egyes rendszerek stabilitdsi allandoit felhasznalva, az
Alay:vizsgalt ligandum:Cu(Il) = 1:1:1 ardnyanal végeztiink modellszamitast, és az
adott ligandummal képz6dé komplexek mennyiségét Gsszegezve azt is feltlintettiik,
hogy a réz(Il)-ion hogyan oszlik meg a két ligandum kozott. Ezzel az abrazolassal
az adott ligandum fémion-megkotoképességét a dialaninhoz hasonlithatjuk.

100 4 100 -
80 -

60 -

cu(ll) %

40 1

20

0

pH H
26. abra: A Cu(Il) megoszlasa az Ala, és  27. abra: A Cu(Il) megopszlésa az Ala, és a7
a Glu, kozott a pH fiiggvényében (A = Ala,  Asp, kozott a pH fiiggvényében (A = Alay,
B = Gluy, cyqny=ca=cg=4- 10" mol/dm’) B = Asp,, ccyay= ca=cg=4- 10" mol/dm”)

(Vastagabb vonallal az adott ligandummal képz6d6é komplexek
teljes mennyiségét abrazoltam.)

A 28. abran a 4. tablazatban szerepld négy vizsgalt ligandumra kapott teljes
megoszlasokat egylittesen abrazoltam. Ezek koziil a Glu, rézion-megkotoképessége
a legkisebb, de az Osszehasonlitd dipeptidétdl, az Ala,-t6l nem kisebb. Abban a
tartomanyban, ahol a CuL és a CuLH ; dsszetételli komplexek képzddnek, a Glu,
nagyobb aranyban képez komplexet, mint az Ala,, mig a CuLH , komplexek
képzddési tartomanyaban e két ligandum rézion-megkotoképessége azonos. Ennek
alapjan a CuL és a CulLH , komplexeknél a y-karboxilatcsoportnak is Iehet
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4.1.2.1. pH-potenciometria

stabilizaloé hatasa, egyrészt az axialis iranyu koordindcidja, masrészt a toltése
révén.

Az Asp, a teljes pH-tartomanyban nagyobb ardnyban koti a réz(Il)ionokat,
mint az Ala,. A komplexek stabilitdsanak novekedése — ahogy mar korabban is
elemeztik — az elsd, illetve a masodik helyen levé aszparaginsav
karboxilatcsoportjanak koordinaciojaval értelmezheto.

A 28. abran az Asp-Glu példija

100 4

jol tiikrozi az els6, a Glu-Asp pedig a "

masodik helyen levé aszparaginsav |

szerepét: az Asp-Glu ligandum Ala,- | £ Y ..

hoz viszonyitott rézion-megkotd- | 3 4o — Asp-Asp
képessége a CuL komplex képzodésé- 0 igfffs':
nek tartomanyaban a legnagyobb, a T4 Glu-Glu
pH novelésével egyre inkabb kozelit °, 5 7 0 1
hozza. A Glu-Asp esetén a CuLH_, és PH

a CuLH, komplexek képzddési 28. abra: A Cu(Il) megoszlasa a

tartomanyaban lényegesen meghalad- | kiilonbdzd ligandumok és az Ala, kozott
ja az Ala, fémion-megkotoképességét, (Az abra az egyes ligandumok 2?—27. abran
. . ismertetett modon késziilt
gyakorlatilag megegyezik az Asp, e e
T o1 2 - megoszlasi gorbéibdl sziiletett.)
fémion-megkotoképességével.

Az N-terminalis ¢és C-termindlis aszparaginsavrész eltérd hatasanak
megfeleléen a CuL komplexek stabilitasi sorrendje a Glu, < Glu-Asp < Asp-Glu ~
Asp, iranyba, a CuLH | komplexeké a Glu, < Asp-Glu < Glu-Asp ~ Asp, iranyba
novekszik.

A CulLH, komplexek relativ
stabilitisa az els0 amidnitrogén
de’proton.éléda'i‘m éllandélrnak , segitsé- ® s, Aiiﬁf; -
gével is Osszehasonlithatdo  (3-5. 50 1 O Asps gem.em va-Glu 0 g,
tablizat) Ha a réz(Ilkomplexek elsé GluAsp @ vl

6,0

OGlu,
55 -

PKamid

451 Glu-val
amidnitrogénjének  deprotonalodasi 20
allandojat  abrazoljuk a  toltésiik i O Ala,
fiiggvényében (29. dbra), akkor - 3 > 1 o
lathatd, hogy a dipeptidek esetén a toltés

29. abra: Az els6 amidnitrogén
deprotonalddasi allandoja a CuLH
komplexek toltésének fliggvényében

komplex negativ toltésének ndveke-
désével az amidnitrogén deprotonalo-
dasa nagyobb pH-n jatszddik le, mint
a dialaninnal. Ez csak részben a toltés hatasa; ehhez hozzajarul az is, hogy ha az
elsd helyen aszparaginsav van, akkor az (NH,,-COO") koordinacié gatolja a
folyamatot. Ennek megfelelden az els6 helyen aszparaginsavat tartalmazo
dipeptideknél legnagyobb ez az érték. Ugyanakkor az Asp; esetén kisebb pH-n
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jatszodik le ez a folyamat, mint a Ala;-nal; a mésodik helyen levd aszparaginsav
ebben az esetben eldsegiti az elsé amidnitrogén deprotonalodasat. Ezzel szemben a
Glu; ligandumnal az amidnitrogén deprotonaldédasa kicsit gatolt az Alas-hoz
képest, ami a képzddd komplex nagyobb negativ toltésének tulajdonithato. (Az
Ala; CuLH_; komplexe semleges, mig a Glu; komplexének 3— toltése van.) Ezt a
nagy negativ toltést semmi nem kompenzalja, ellentétben az Asp; ligandummal,
ahol a masodik helyen levé P-karboxilatcsoport koordinacidja csokkenti ezt a
hatast. gy érthetd, hogy a komplex képz6dése ebben az esetben nagyobb pH-n
kovetkezik be.

A pH tovabbi novelésével valamennyi rendszerben megjelenik a CulLH,
Osszetételti komplex, azonban ez a dipeptidek esetén vegyes-hidroxokomplex, mig
a masik harom ligandumnal a masodik amidnitrogén deprotonalodasaval kialakulo
(NH,,N",N,COO") koordinacioju részecske.

A dipeptideknél a CuLH , komplex képzddésére vonatkozd pK-értékeket
vizsgalva megallapithatjuk, hogy a komplex negativ toltésének novekedésével a
hidroxokomplexek képzddése kevésbé kedvezményezett.

A tri- és tetrapeptideknél a CulLH , komplex képzddésekor a spektralis
paraméterek jelentdsen valtoznak, ami a koordinalt nitrogén-donoratomok
szamanak novekedésére utal. Az egyszert tripeptideknél (NH,,N "N ,a-COQO"), a
tetrapeptideknél (NH,,N,N",CO) koordinaciéval harom csatolt 6tos kelatgytirt
alakul ki. A 6. tablazatban szerepld adatokbol arra kovetkeztethetiink, hogy a Glu;
CuLH_, komplexében az egyszerii tripeptidekre jellemz6 koordinacidos mod valosul
meg, mig az Asps ligandumnal az oldallancbeli karboxilatcsoport is szerepet jatszik
a Cu(II)-ion koordinaci¢jaban.

Amig az Asps;-nal az els6 amidnitrogén deprotonalodasat eldsegitette a
masodik helyen lev0 aszparaginsav, addig a masodik amidnitrogén
deprotonalodasat mar gatolja; a CuLH_; komplexben kialakulé (NH,,N~,3-COQ")
koordinacio jelentds stabilizalo tényezo, igy a CuLH , komplex képzddése gatolt
az Alas-hoz képest. Ezzel szemben a Glu; és az Ala; masodik amidnitrogénjének
deprotonalodasi allanddja gyakorlatilag megegyezik, a masodik amidnitrogén
deprotondlodasa a Glus-nal nem gatolt, és a két deprotonalddasi 1épés jelentdsen
atfed egymassal.

Az Aspsnél sem jelentkezik jelentds kiilonbség a két amidnitrogén
deprotondlodasa kozott. Bar ugyanaz a koordinacidos mod valdsul meg ennél a
ligandumnal is, mint az Asp;-nal, de az Aspsnél a ligandum nem koordinalddo
része nagyobb méretli és toltésii, igy az, mint nemkoordinal6dé oldallanc lazitja a
komplexet, csokkenti a CuLH ; komplex stabilitasat. Ennél a ligandumndl az
(NH,,N",-COO") koordinacié kevésbé kedvezd, ezért a masodik amidnitrogén
deprotonalodasa kisebb pH-n jatszodik le.
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A varakozéasoknak megfelelden, a harmadik amidnitrogén nem deprotonalodik
az Aspgesetén. A CuLH_; komplexben kialakuldé (NH,,N",N,B-COO") koordinacid
olyan mértékben stabilizalja a komplexet, hogy az egyszerii tetrapeptidektol
eltéréen, ennél a ligandumnal nem alakul ki 4N-es komplex. Az Ala, ligandumnal
a harmadik amidnitrogén deprotonalodasi pK-értéke 9,24, a képz6dd komplex
toltése 2—. Az Asps CuLH_; komplexének képzddését két tényezo is akadalyozza:
igen kedvezd az (5,5,6) csatolt kelat kialakuldsa a harmadik helyen levo
aszparaginsav oldallancbeli karboxilatcsoportjanak koordinacidjaval, illetve az
Asp, CuLH_; komplexének toltése 6— lenne.

4.1.2.2. UV-lathaté spektroszképia

6. tablazat: A vizsgalt ligandumok réz(Il)komplexeinek abszorpcidés és ESR spektralis
paraméterei

CulLH_ CulLH,
Amax(€) g A gAn | Apax() o A gilAy
Asp-Ala | 633093) — — — | 63589 — — @ —
Ala-Asp | 626(85) — —  — | 62680 — @ —  —
Asp-Val | 632096) —  —  — | 62988) 20247 158 142

Val-Asp | 627(88) 2,244 191 117 | 630(85) 2,241 164 137
Glu-Val | 629(99) 2242 187 120 | 629(89) 2,248 158 142
Val-Glu | 633(92) 2244 186 121 | 633(86) 2249 153 147
Asp-Glu | 636(91) 2237 186 120 | 636(91) 2247 153 147
Glu-Asp | 629(90) 2242 192 117 | 629(85) 2,249 161 140

Asp, 629(88) 2,243 192 117 | 629(84) 2248 171 131
Glu, 634(101) 2,237 186 120 | 632(94) 2245 154 146
Asps 633(92) 2,243 180 125 | 547(164) 2,204 206 107
Glu; — 2,242 182 123 | 550(175) 2,203 195 113
Asps 630 2245 190 118 | 549(149) 2201 204 108

A tablazatban szereplé mennyiségek mértékegységei: Amay: nm, £ M 'em ™, Ay 10*em ™.

Az igen hasonl6 koordinaciés mod miatt a komplexek spektralis tulajdonsagai
hasonloak. Spektralis paramétereket csak a CuLH | és a CuLH , komplexekre
tudunk megadni (6. tablazat), mivel 1N-es komplexek (CuLH,, CuLH, Cul) kis
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koncentracioban vannak jelen, és a lényegesen kisebb spektralis effektusukat
elnyomja a CuLH_, komplexek spektralis effektusa. A dipeptidek CuLH; és
CuLH_, komplexeinek elnyelési maximuma 630 nm koriili érték. Mivel az azonos
koordinaciés modu, de kiilonbdozé nemkoordinalodd oldallancot tartalmazé
peptidek komplexeinek elnyelési maximuma kozott is +5 nm eltérés lehet, csak az
azonos aminosavakbol felépiilo dipeptideket hasonlithatjuk &ssze. Lathato, hogy a
masodik helyen aszparaginsavat tartalmazo dipeptidek CulLH ; komplexének
elnyelési maximuma kisebb hullamhossznal van, mint a forditott aminosavsorrendi
dipeptideké. Az eldbbi esetben (5,6), az utdbbiban (5,5) csatolt kelatgytirti alakul
ki. Ugyanez a tendencia figyelheté meg a Gly-B-Ala és a Gly-Gly esetén is, ahol a
CuLH_; komplexek elnyelési maximuma 630, illetve 640 nm, tehat az (5,6) csatolt
kelatgytriit tartalmazé komplexek abszorpcidés maximuma a kisebb hullamhossz-
tartomanyba esik.” A 6. tdbldzatban az is lathato, hogy a dipeptideknél a CuLH ,
komplex képzddése nem eredményez jelentds valtozast az abszorpcios
spektrumban, ami hidroxokomplex jelenlétére utal. Ugyanakkor az Asps, és Asps
CuLH_, komplexének paraméterei jelentésen eltérnek a CuLH_; komplexekétol. A
CuLH_; komplexben a dipeptidekkel azonos koordinacios mod valosul meg. Ezt a
spektralis paraméterek megerdsitik. Az Asps, Gluz és Aspy, CulLH , komplexek
spektralis paramétereinek hasonlosaga alatamasztja, hogy mindharom ligandummal
(NH,,N",N",COQO") koordinaci6 alakul ki. Az Asps,-nél ez tigy valosul meg, hogy a
harmadik aminosavrész B-karboxilatcsoportja foglalja el a negyedik koordinacios
helyet.

4.1.2.3. CD spektroszkopia

A protonalt komplexek és a CuL komplex CD aktivitdsa igen kicsi; egyrészt a
részecskék kis koncentracidja miatt, masrészt mert az ezekben megvalosuld
(NH,,CO) és (NH,,3-COO") koordinacio csak kevéssé képes a kiralis informaciot
kozvetiteni.”™'”® Ugyanakkor a CuLH._ és a CuLH_, komplexeknek j6l mérheté CD
aktivitasuk van, ami alapjan szerkezeti informaciok nyerhetdek.

A 7. tablazat a csak aszparaginsavat és glutaminsavat tartalmazé peptidek,
valamint az &sszehasonlitashoz hasznalt alanin-peptidek réz(Il)komplexeinek CD
paramétereit tartalmazza.

A 30. abran a dipeptidek CuLH_; komplexeinek CD spektruma lathato. Ez azt
mutatja, hogy a CD-aktivitas szempontjabdl a masodik, a C-terminalis helyen levé
aminosav a meghataroz6. A Cu(Il)-Ala-Gly rendszer spektruma, ahol ligandum
masodik aminosavanak nincs kiralitdscentruma, a tobbi ligandumétdl jelentdsen
eltér. A mésodik helyen azonos aminosavat tartalmazoé peptidek (az Asp-Asp ¢és a
Glu-Asp, az Asp-Glu és a Glu-Glu, illetve az Ala-Ala és a Gly-Ala) spektruma
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nagyon hasonlit egymasra. Emellett a 101
masodik helyen alanint tartalmazo
peptidek komplexeinek CD spektruma
hasonl6 lefutdsi a masodik helyen
glutaminsavat tartalmazokéhoz. A C-
terminalis aszparaginsavat tartalmazo
peptideké ettdl eltér: a Cu(ll)-amid | **°]

o
o

o
[S]

— Asp-Asp --- Glu-Asp
——Asp-Glu —o-Glu-Glu
-0~ Ala-Ala  ——Gly-Ala

Ae(Mtem™)
. <)
()

—— Ala-Gly
toltésatviteli savoknal a spektrum 20 o
eléjele ellentétes a tobbi ligandum 30. abra: A dipeptidek CuLH,

komplexével, és a d-d atmenet kisebb komplexeinek szamitott CD spektruma

intenzitasu. A kiilonbségek a mar fentebb bemutatott eltéré koordinaciés modokkal
magyardzhatok. Valamennyi ligandumnal lehetdség van arra, hogy (NH,,N,COO")
koordinacioval, a lancvégi karboxilatcsoport részvételével (5,5) csatolt kelatgytirii
alakuljon ki. A masodik helyen glutaminsavat vagy alanint tartalmazo peptidek
esetén csak ez a szerkezet valosulhat meg. A C-termindlis aszparaginsavat
tartalmazo peptideknél azonban az oldallancbeli karboxilatcsoport koordinacidjaval
(5,6) csatolt kelatgy(irti is kialakulhat. Ez okozza a spektrum eléjelvaltasat, mig a
d-d atmenet kisebb intenzitdsa azzal
magyarazhatd, hogy a [-karboxilat-
csoport tavolabb van a kiralitas-
centrumtol, mint a lancvégi karboxilat-
csoport, igy  kisebb  mértékben
tovabbitja a kiralis informaciot.

A dipeptidek  vegyes-hidroxo-

komplexének  képz6dését a CD 25 TPH 1165
spektrum felhasadésa kiséri (31. dbra, 301

pH = 11,65), ami a komplex geomet- 31. abra: A Cu(Il)-Glu, rendszer CD
ridjanak torzulasaval értelmezhets.'” spektrumainak pH fiiggése

Ez a torzulas nem befolyasolja az (ccuan = cL=2,5- 10" mol/dm’)

abszorpcios spektrumot, azonban a CD
és ESR paraméterekben tiikroz6dik a hatasa.

A kiilonboz6 ligandumok CuLH , komplexeinek CD spektrumainal kisebb
mértékll kiilonbség jelentkezik, mint amit a CuLH_ ; komplexeknél emlitettem, de
itt is elmondhat6, hogy a masodik helyen aszparaginsavat tartalmazo peptidek
réz(I)komplexeinek CD spektruma némileg eltér a tobbi aminosav peptidjétdl. Ez
arra utal, hogy a hidroxokomplexekben, melyekben (NH,,N COO ,0H)
koordinacié valésul meg, a C-terminalis aszparaginsavat tartalmazéd dipeptidek
esetén szintén részt vesz a koordinacioban az oldallancbeli karboxilatcsoport.
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7. tablazat: A vizsgalt és az 6sszehasonlitashoz hasznalt ligandumok réz(Il)komplexeinek
CD spektralis paraméterei

CuLH_;| Apax(Ag) CuLH , Apax(Ag)
NH,~>Cu(ll) N—=Cu(Il) d-d NH,~>Cu(Il) N=>Cu(Il) d-d
Asp- | 265(+0,26) 310(-0,33)  620(-0,21) | 250(-0,51)  270(-0,38) 505(-0,16)
Asp 680(—0,35)
Glu- 250(-0,15) 300(-0,39)  640(-0,36) | 250(-0,66)  270(-0,63) 510(-0,11)
Asp 670(-0,42)
Asp- | 270(-1,64) 315(+0,32)  660(-0,63) | 255(-2,47)  305(+0,29) 505(-0,16)
Glu 670(-0,59)
Glu- 270(-1,78) 315(+0,32)  660(-0,62) | 255(-1,77)  310(+0,31) 510(-0,16)
Glu 670(-0,58)

Asps | 265(+1,64)  310(-0,83) 660(+0,44) | 270(-125)  310(+0,68) 570(-0,73)
Glu, | 240(-1,62) 310 (+0,85) 720(-0,44) | 270(-0,64)  310(+0,56) 560(~1,02)
Asps | 270(+1,32)  310(-0,64) 660(+0,38) | 270(~1,78)  305(+1,05) 490(+0,28)

580(-0,51)
Gly- | 265(-1,02) 310(+0,21) 670(-0,39) | 250(-1,77)  310(-0,21) 515(-0,15)
Ala 690(-0,36)
Ala- | 230(-1,31)  290(+0,35) 620(-0,12) — 280(+0,51)  570(=0,09)
Gly
Ala, — 310(+0,32)  650(-0,45) | 245(-1,75)  300(+0,37) 510(-0,18)

680(—0,37)
Ala; | 240(-1,13)  300(+0,80) 570(-0,38) | 275(-0,52)  305(+0,19) 550(-1,17)
Alay — — — 270(+1,38)  300(+1,36) 490(+0,18)

600(—1,30)

A tablazatban szereplé mennyiségek mértékegységei: Amay: nm, Ag: M 'em ™.

A tri- ¢és tetrapeptidek CulLH_,
komplexeinek CD spektrumat (32. 2,0 4
abra) vizsgalva megallapithatjuk, hogy
a Glus;, Ala; és Alay spektruma hasonlit | § o5 {3
egymashoz, mig ezektdl teljes | <= 00
mértékben eltér az Asp; és Aspy
egymashoz egyébként hasonld lefutasu 15
spektruma. A kiilonbséget az okozza, 20t o )
hogy a Glu;-nal — hasonloan az Ala; és 32. abra: A - ©s te’trapeptldek CuLH,

. N komplexeinek szamitott CD spektruma
Ala; ligandumokhoz — (NH,,N,CO)
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koordinacioval (5,5) csatolt kelatgytirt alakul ki, a masik két ligandumnal viszont
(NH,,N,B-COO") koordinacioval (5,6) csatolt kelatgytirti jon 1étre.

Ezek a kiilonbségek eltlinnek a CuLH , komplexek CD spektrumaban,
valamennyi spektrum hasonld lefutdsu. Az els6 harom donoratom mind az 6t
ligandumnal azonos (NH,,N ,N'), emellett az Asps;, Asps, Glu; és Ala;
ligandumoknal egyarant egy karboxilatcsoport foglalja el a réz(Il)ion negyedik
koordinacios helyét, bar a negyedik csatolt kelatgylri tagszdma ezekben a
komplexekben eltérd. Mivel az elsé harom donoratom egy zart szerkezetet hoz
létre, a kovetkezd kelatgyliri tagszama mar kevésbé meghatarozo, igy a
kiilonbségek a CD spektrumban kevésbé jelentkeznek. Az Ala; ¢és Glus
ligandumoknal a negyedik koordinacidos helyet egyarant a lancvégi
karboxilatcsoport foglalja el, igy mindkét esetben (5,5,5) csatolt kelatrendszer
alakul ki, ezen ligandumok spektrumai hasonlitanak a legjobban egymashoz. Az
Asps-nél a negyedik koordinacids helyet a harmadik helyen levd aszparaginsav [3-
karboxilatcsoportja jelenti, ennek részvételével (5,5,6) csatolt kelatrendszer jon
létre. Az Asps spektruma intenzitdsat €s abszorpcids maximumbhelyeit tekintve is
ezen spektrumok kozott fut. Ez azzal értelmezhetd, hogy ebben a ligandumban a
negyedik koordinacios helyen az Alas-hoz és a Glus-hoz hasonloan a lancvégi, és
az Asps;-hoz hasonldan oldallancbeli karboxilatcsoport is szerepelhet. Nagyobb
kiilonbség csak az Alasnél jelentkezik. Ennél a ligandumnal a negyedik
koordinacidos helyet nem karboxilat-, hanem karbonilcsoport foglalja el, ennek
kovetkeztében a d-d atmenet abszorpciés maximuma a nagyobb hullamhosszak
felé tolodik el. A karbonilcsoport nagyobb hatasfokkal tovabbitja a kiralis
informaciét, mint a karboxilatcsoport a tobbi ligandum komplexében, ezzel
magyarazhato a spektrum nagyobb intenzitasa.>’

A pH tovabbi novelésével tijabb jelentds eltolodas figyelhetd meg az Alay
esetén, ami a 4N-es CuLH ; komplex képzddésének tulajdonithatd. Ilyen valtozas
az Asp, ligandumnal nem jelentkezik, ami aldtdmasztja, hogy ebben az esetben a
harmadik amidnitrogén deprotonalodasa nem kovetkezik be.

4.1.2.4. ESR spektroszkopia

A ligandumcsalad vizsgalata sordn szamos paraméter ESR spektrumra
gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. Ezeket a vizsgalatokat az tette sziikségessé,
hogy az alacsony homérsékleten, a pH-potenciometridas mérésekhez képest
valamivel nagyobb koncentracional (ccyay = 5 mM) végzett ESR méréseknél
valamennyi altalunk vizsgalt rendszerben széles pH tartomanyban (4-9) dimer-
vagy polimerképzodés figyelhetd meg. Az egyszerii dipeptideknél (pl.: Gly,)
gyengén savas és semleges oldatban ez nem jelentkezik,'”' igy a tSbbmagvu
komplexek feltehetéen az oldallancbeli karboxilatcsoportok részvételével
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alakulnak ki. Felmeriilt benniink a kérdés, hogy milyen tényezok befolyasoljak ezt
a folyamatot. Vizsgaltuk a homérséklet, a fémion-koncentracié és az ionerdsség
hatasat. A vizsgalatok eredményeit a 33. dabran, a Cu(ll)-Glu, rendszer példajan
mutatom be.

74z / /\\ / / \K/ / /\\/A
B /k”/ /”\ /A\\ // ,m__f//;\\/// \ o/ \\/X
173 / \\\_’// u/ v n» / \_// U \\

25C 250 270 280 290 300 310 H(mT) 250 260 27C 280 240 300 210 Him™)

33. abra: A Cu(Il)-Glu, rendszer 1:1,1 fém/ligandum aranynal, kiilonbz6 koriilmények
kozott felvett ESR spektrumai. a) A szobahémérsékleten késziilt spektrum masodik
derivaltja, ccyan=5 mM. b) T =120 K, ccyqy=5 mM. ¢) T =120 K, ccyqn=1 mM.

d) T=120 K, Couy = 5 mM, Ckcl= 0,2 M.

A szobahdmérsékleten késziilt ESR spektrumok masodik derivaltjanak
intenzitdsa (33.a. dbra) nem valtozik a pH ndvelésével, ami alapjan
szobahdmérsékleten kizarhato a dimer/polimer komplexek kialakulasa.

A 33.b. és c. abran lathatd, hogy az alacsony hémérsékleten felvett ESR

crcr

Iy

latvanyosan csokken, a monomerek aranya novekszik az oldatban, mig 50 mM-ra
novelve a koncentraciot a polimer komplexek mennyisége ndvekszik. Ennek
alapjan azt feltételezziikk, hogy az Asp/Glu nem koordinalédé oldallancbeli
karboxilatcsoportjai elfoglaljdk a Cul és/vagy a CulLH_; komplex szabad
koordinacios helyét, igy polimer szerkezetet alakitva ki.
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Mivel a pH-potenciometridas mérésekhez hasznalt oldatok az 4llando
ionerdsség biztositasa érdekében 0,2 M KCl-ot tartalmaztak, a KCI polimerizaciéra
gyakorolt hatasat is tanulmanyoztuk (33.d. dbra). Megallapithatd, hogy KCI
hozzdadasaval a tobbmagvii komplexek mennyisége csokken, a Cl-ion a
koordinacidja révén megtori a karboxilathidakat.

A pH-potenciometria nem alkalmas annak eldontésére, hogy monomer vagy
dimer/polimer szerkezetii komplexek képzddnek-e az oldatban. A mérési adatok
dimer szerkezetli komplexekkel is illeszthetdek, monomer/dimer egyensuly
szamitdsa azonban nem lehetséges. Ugyanakkor a kiilonb6z6 koriilmények kozott
felvett ESR spekrumok aladtamasztjadk modelliink helyességét: a pH-
potenciometrias mérések koriilményei kdzott monomer komplexek képzédnek. A
dimer/polimer képzddés alacsony homérsékleten jellemz0, valamint a koncentraciod
novelése is kedvez ennek a folyamatnak. Emellett kisebb mértékben ugyan, de az
ionerésség csokkentése is a tobbmagva komplexek kialakuldsa iranyaba tolja el a
komplexképzddési egyensulyt.

A kis homérsékleten kapott ESR spektrumok alapjan a savas és semleges pH-
tartomanyban monomer és dimer/polimer komplexek egyarant jelen vannak. A
tobbmagvu komplexek is vizoldhatdéak, ami valdszinlileg a negativ toltésiiknek
tulajdonithato.

Az ESR vizsgalatok segitségével sem tudjuk eldonteni, hogy a savas pH-
tartomanyban megjelend protonalt komplexekben amino-karbonil vagy amino-
karboxilat koordinacié valosul-e meg, mivel tobb részecske is jelen van
egyidejilleg, ezek koncentracidja igen kicsi, és a dimer/polimer komplexek
jelenléte miatt a spektrum jelei kiszélesednek. ESR paraméterek csak a lugos
tartomanyban megjelendé monomer komplexekre, a CuLH ;-re és a CuLH ,-re
hatarozhatok meg (6. tablazat).

A kiilonb6z6 ligandumok CulLH_; komplexeinek ESR paraméterei hasonldak
egymashoz, azonban a C-terminalis aszparaginsavat tartalmazé dipeptidek esetén a
hiperfinom csatolasi alland6 (A,) altalaban nagyobb érték. Ez a tendencia jobban
lathato, ha a gy /A, értékeket hasonlitjuk Gssze (ezeknél a peptideknél ez kisebb
érték). A kiilonbség azzal értelmezhetd, hogy a C-terminalis aszparaginsavat
tartalmazo dipeptideknél kialakuld (5,6) csatolt kelatgyliri kevésbé feszes
sikszerkezetet eredményez, mint a tobbi ligandumnal megvalosuld (5,5) csatolt
kelatgytri. Ugyanezt a hatast figyelték meg a [-alanint tartalmazd tri- és
tetrapeptidek ESR  paraméterei esetén is.** Ugyanakkor a C-teminalis
aszparaginsavat nem tartalmazo dipeptidek CulLH ; komplexeinek csatolasi
allandoja megegyezik a Gly, komplexére kapott értékkel, ami a hasonlo
koordinacios modot tamasztja ala.

A Cu(ll)-Asp; rendszer alacsony homérsékleten felvett ESR spektruma
jelentsen eltér a tobbi rendszerétl. A dipeptidek és a Glus estén is intenziv
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réz(I1)-réz(Il) kolcsonhatast észleltiink,
ami oligomerek jelenlétének tulajdonit-
hato, azonban az Asp; ligandumnal az
ESR spektrum arra utal, hogy a pH 5-9 I ad

tartomanyban, a CulLH,; komplex Yay Ve
képzddésével egyidejlileg dimer komp- E— — '
lexek vannak jelen (34. dbra). A
potenciometria nem alkalmas annak
eldontésére, hogy monomer CulLH

vagy dimer Cul,H, komplexek e T
képzédnek-e az oldatban, az egyen- 34. dbra: A Cu(II)-Asp; rendszer
sulyi adatokat monomer szerkezetii ESR spektruma
komplexeket tartalmazd  modellel |(PH =633, ccun=cL =350 mM, T=120K)
illesztettiik.

A Cu(ll)-Asp; és —Glu; rendszer alacsony hdémérsékleten felvett ESR
spektruma kozotti kiilonbség arra utal, hogy a dimerképzddést nagymértékben
befolyasolja a ligandum mérete és koordinacios modja. A Cu(Il)-Asp; rendszerben
a ligandum (NH,,N,B-COO") koordinacioval kotédik a Cu(ll)-ionhoz, ahol a
harmadik kotéhely az oldallancbdl szarmazik. Ily moédon az Asp; molekula tovabbi
része hidként kapcsolodhat egy masik Cu(ll)-ionhoz. Ugyanez nem lehetséges
Glu;-nal, amely (NH,,N,CO) donorokkal kotédik a fémionhoz, mivel itt a
harmadik koordinal6d6 donorcsoport is a peptidvazbol szarmazik, ezért a molekula
fennmarado része nem elegendd hosszlisagli a dimer szerkezet kialakitasahoz. A
Cu(II)-Asp, rendszerben sem zarhato ki a dimer szerkezetii komplexek képzddése,
azonban itt inkabb az oligomerek jelenléte jellemz6. Az ESR spektrumok alapjan
ugy tinik, hogy az Asp; mérete a legkedvezobb a dimerképzddés szempontjabol.

A dipeptidek CuLH , komplexeinek képzddését az A, értékek jelentds
csOkkenése, és ezzel parhuzamosan a gy/A, arany novekedése kiséri. Az egyes
ligandumok paraméterei alig kiilonboznek egymastdl, ami alatamasztja, hogy a
hidroxokomplex képzddését minden esetben a fémion koordinacids geometridjanak
torzulasa kiséri, és az is megallapithato, hogy az X-Asp peptideknél ez a torzulas
kisebb mértékii. Hasonloan a CD spektralis adatokhoz, ez is azt valosziniisiti, hogy
az X-Asp ligandumok esetén a hidroxokomplexekben a [-karboxilatcsoport
koordinalddik, mig a tobbi ligandum esetén a lancvégi karboxilatcsoport foglalja el
a harmadik koordinacios helyet, igy a paraméterek a Gly,-nél meghatarozott
értékekkel egyeznek meg.

A tri- és tetrapeptideknél a pH-novelésével a karboxilathidas oligomer
szerkezetek felbomlanak, és mar alacsony hémérsékleten is monomer szerkezetii
CuLH_, komplexek képzddnek. Az Asp; CuLH , komplexének paraméterei kozel
allnak a Gly-Gly-pB-Ala CuLH_, komplexének paramétereihez, mig a Glu; értékei a
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Gly; értékeihez hasonloak.” Ennek alapjan is az allapithaté meg, hogy az elbbi
ligandumnal (5,5,6), az utébbinal (5,5,5) csatolt kelatgy(irtik alakulnak ki (NH,,N-,
N7,COO") koordinaciéval.

A Cu(Il)-Asp, rendszer ESR spektruma is egyértelmiien bizonyitja, hogy csak
két deprotonalodott amidnitrogén koordinalodik a Cu(Il)-ionhoz. Az Asp; és Aspy
ligandumok CuLH , komplexének g, és A, értékei gyakorlatilag megegyeznek
egymassal, és még erdsen lugos kdzegben sincs valtozas.

4.1.3. A ligandumok nikkel(I)komplexei

Ni(IT)-ionokkal 6t ligandum, az Asp,, Asps;, Asps, Glu, ¢és Glu;
komplexképzését tanulmanyoztuk. A pH-potenciometridsan meghatarozott
allandokat és az Osszehasonlitashoz hasznalt oligoglicin ligandumok allandoéit a &.
tablazatban foglaltam Gssze.

A tablazat adataibol és a 35. dbran
is lathatd, hogy az Asp, ugyanolyan
Osszetételii komplexeket képez Ni(Il)-
ionokkal, mint a Gly,, azzal a
kiilonbséggel, hogy az elébbi ligandum
esetén a protonalt NiLH komplex is
megjelenik az oldatban. Azonban az |
azonos komplexdsszetétel itt nem 3

100 A

Ni(11)%

pH 9 11
jelent azonos koordincios modot. | 35. bra: A Ni(Il)-Asp, (folytonos vonal)
Amig a Gly, NiL é NiL, ¢ @ Ni(Il)-Gly, (szaggatott vonal)

komplexeiben (NH,,CO) koordinécié rendszerben képz6d6 komplexek eloszlasa
25 -

a pH fliggvényében (¢, = 4-10° mol/dm’,

val Ottaghh kelatgylrli valosul meg, e =2- 10 mol/dm?)
Ni(Il) =

addig az Asp, ligandum tridentat
modon  koordinalddik. Ez  utdbbi
nagyobb stabilitdst biztosit, aminek eredményeként mindkét komplex nagyobb
mennyiségben képzédik az Asp, ligandummal. Az aminosavszeri koordinacio
eldsegiti az aminocsoport deprotonalodasat, igy a NiL képzddése ezzel a
ligandummal kisebb pH-n kezdédik. A NiLH ; komplexben mindkét ligandumnal
(NH,,N,COO") koordinacié valoésul meg, de a Asp,-nél a lancvégi
karboxilatcsoport mellett vagy helyett a masodik aszparaginsavrész oldallancbeli
karboxilatcsoportja is koordinalodhat. A két ligandum amidnitrogénjének
deprotonalodasi allanddja kozott nincs killonbség, az Asp, két oldallancbeli
karboxilatcsoportjanak hatdsa kompenzalja egymast. Ugyanakkor az Asp, esetén a
biszligandumu komplexben gatolt az amidnitrogének deprotonalodasa.
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8. tablazat: A vizsgalt és az Gsszehasonlitasként hasznalt ligandumok® deprotonalodasi

.....

ligandum Asp, Asp; Aspy Glu, Glus Gly, Gly; Gly,
pK; 2,58(1)  2,53(1) 2,69(1) 291(1) 3,04(1) 3,17 3,32 3,18
pK; 3,37(1)  3,25(1) 3,25(1) 3,88(1) 3,85(1) 8,13 793 797
pK; 4,39(1) 3,92(1) 3,86(1) 4,57(1) 4,29(1) — — —

pK, 8,11(1) 4,78(1) 4,39(1) 8,05(1) 4,98(1) — — —

pKs — 8,06(1) 5,01(1) — 8,02(1) — — —

pKs — — 8,15(1) — — — — —

NiLH, — — 15,23(6) — — — — —

NiLH 10,08(1) 10,13(10) 10,84(3) — — — — —

NiL 558(1)  5,29(3) 5,692) 3,82(1) 3,42(3) 3,96 3,775 3,65
NiLH_, -3,26(1) -2,92(4) -2,63(3) —4,98(2) —4,70(4) —-491 -545 -445
NiLH_, — -11,87(4) -10,792) — -12312) — -12,85 —

NiLH_; — — — — — — —  =20,90
NiL, 9,12(2) — — 6,03(12) — 7,16 6,77 —

NiL,H_; -1,21(9) — — — — -2,51 — —

NiL,H_, —11,95(2) — — — — -11,99 — —

pK(NiLH,/ — — 4,39 — — — — —

NiLH)

pK(NiLH/ 4,50 4,84 5,15 — — — — —

NiL)

pK(NiL/ 8,84 8,21 8,32 8,80 8,12 8,87 920 8,10
NiLH,)

pK(NiLH_,/ — 8,95 8,16 — 7,61 — 7,40 8,23
NiLH.,)

pK(NiLy/ 10,33 — — — — 9,67 — —

NilL,H ,)*

pK(NiL,H_;/ 10,74 — — — — 9,48 — —

NiL,H_,)*

1gKi/K, 2,04 — — 1,61 — 0,76 0,73 —

(NiL,)"

1gK /K, 5,43 — — — — 2,17 — —

(NiL,H.,)"

IgB(NiL) - 2,53 2,77 -2,46 —4,23 4,60 4,17 4,18 -4,32
PKamino

* pK(NlLZanNlLZHn—l) = lgB(NlLZHn) - 1gB(N1L2Hn—1)
b ngl/Kz(MLszn) = ng(MLHn) — ng(MLszn) = ZlgB(MLHn) — lgB(MLszn)
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4.1.3. A ligandumok nikkel(II)komplexei

A Glu, komplexképzése sokkal egyszeriibb; csak NiL, NiLH ; és NiL,
komplexek képzddnek, és valamennyi vizsgalt fém/ligandum aranynal mar pH 10
alatt csapadék wvalik ki az oldatb6l. A képz6dé komplexekben ugyanolyan
koordinacios mod valosul meg, mint a Gly,-vel, az oldallancbeli karboxilatcsoport
nem vesz részt a koordinacioban. Ugyanakkor a ligandum a Gly,-nél is gyengébb
komplexképz6. Ez megnyilvanul a komplexek stabilitasi allandoiban, bar a
kiilonbség igen kismértéki. A biszligandumi NiL, komplex képzddése kevésbé
kedvezményezett, a képzddésére vonatkozo 1gKi/K, lényegesen nagyobb, mint a
statisztikai érték. A NiL,H ; és NiL,H , komplexek képzddésének hidnya azzal
értelmezhetd, hogy ezek tdltése igen nagy, —5, illetve —6 lenne, €s nincs semmi
olyan tényez6, ami a toltésndvekedés kedvezotlen hatasat kompenzalni tudna.

A 36. dbran az Asp; és a Glus 100
komplexképzését hasonlithatjuk Ossze.
Lathato, hogy az Asp; hatékonyabb
fémmegkdto, a komplexképzddés ezzel
a ligandummal mar pH 4 alatt
megkezdddik, mig a Gluz-nal csak pH
5 felett jelenik meg az elsé komplex.
Mindkét rendszerben  ekvimoldaris 0
oldatban és ligandumfelesleg esetén is
csak 1:1 aranyu komplexek képzdodnek.

Ni(11)%

3 5 7 P o n
36. abra: A Ni(II)-Asp; (folytonos vonal)
¢és a Ni(II)-Glu; (szaggatott vonal)

A ligandumok mérete és nagy negativ rendszerben képz6dé komplexek
toltése nem kedvez a NiL, komplex | koncentracideloszlasa a pH fiiggvényében
képzddésének ¢és ezek deprotonalt (cL=4-10"" mol/dm’, cxiq=4-10"
formai sem alakulnak ki. mol/dm?)

Az Asp; NiL komplexének nagy stabilitasat mutatja, hogy a fiziologias pH-
tartomanyban 80%-ban ez a részecske van jelen. Az Asp;-nal (NH,,3-COO"), a
Glu;-nal (NH,,CO) koordinéci6 jon létre. Az Asps-nal a B-alaninszer(i koordinacio
kialakulasa megnoveli a ligandum fémmegkotd tulajdonsagat, ugyanakkor az
amidnitrogén deprotonalddasat akadalyozza. A Glus-nal mar pH 8, mig az Asp;-nal
csak pH 9 koriil jatszodik le ez a folyamat. Az eldbbi esetben a NiLH_; komplex
nagyon kis mennyiségben jelenik meg, ami arra utal, hogy ennél a ligandumnal a
két amidnitrogén deprotonalodasa kooperativ moédon kdvetkezik be. Ezzel szemben
az Asps;-nal elvalnak egymastol ezek a Iépések. Ebben az esetben a NiLH
komplex képzddése kedvezd az oldallancbeli karboxilatcsoport koordinacidja
miatt. Ezzel értelmezhetd az is, hogy ennél a ligandumnal a NiLH , komplex
nagyobb pH-n képzddik.

Az Asp, komplexképzése nagyon hasonlit az Asps-éra. Ennél a ligandumnal
egy tovabbi protonalt komplex, a NiLH, is megjelenik, a tobbi komplex azonban
Osszetételét €s koordinacios modjat tekintve is azonos az Asp;-mal képzédokkel.
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Az Aspsmél a két amidnitrogén deprotonalédasa kevésbé kiiloniil el, mivel a
NiLH_ ; komplexben a masodik B-karboxilatcsoport koordinacidjanak stabilizalo
hatasa — hasonléan a Cu(II)-Asps rendszerhez — a molekula nagyobb mérete miatt
kisebb mértékben jelentkezik. A NiLH , komplexben a harmadik aszpartilrész
oldallancbeli karboxilatcsoportja foglalja el a Ni(Il)-ion negyedik koordinacio
helyét. Hasonléoan a Cu(Il)-Asps rendszerhez, a harmadik amidnitrogén
deprotonalodasat a nikkel(Il)ion sem képes eldsegiteni. Ugyanakkor a Kozlowski
¢és mtsai altal vizsgalt valamennyi tetrapeptidnél lejatszodott ez a folyamat; az Ala-
Ala-Asp-Ala esetén a harmadik amidnitrogén deprotnalodéasara vonatkozo pK-érték
8,29, a két aszparaginsavat tartalmazo peptideknél (Ala-Asp-Asp-Ala, Ala-Asp-
Ala-Asp és Ala-Ala-Asp-Asp) 9,55-9,70. Ennek alapjan az Asp, ligandumnal a
NiLH_; komplex képzddésének hianya annak nagy negativ toltésével értelmezhetd.

Savas és semleges pH-tartomanyban valamennyi ligandummal oktaéderes
geometridju komplexek képzddnek, azonban a tri- és tetrapeptidek NiLH ,
komplexei siknégyzetes geometridjuak. Ezek spektralis paramétereit is
meghataroztuk (9. tablazat). Az Asps és Asps ligandumok spektralis paraméterei
hasonloak, és eltérnek a masik harom peptidétdl. Ez azt tamasztja ala, hogy az Asp;
és Asps NiLH , komplexének koordinacidos moédja azonos; (NH,, N ,N,f-COQO")
koordinacioval (5,5,6) csatolt kelatrendszer alakul ki. Ugyanakkor a Glu; NiLH ,
komplexében a y-karboxilatcsoport koordinacidja nem jatszik szerepet, hasonloan
az egyszerl tripeptidekhez (NH,, N ,N",a-COO") koordinacioji, (5,5,5) csatolt
kelatrendszer jon 1étre.

9. tablazat: A NiLH , komplexek spektralis paraméterei

Vis CD
Memax(€) [nm(M 'em )] Memax(€) [nm(M 'em )]
ligandum N—>Ni(II) d-d
Asps 440(265) 232(-5,08) 492(-2,60)
422(+0,38)
Asp, 438(229) 234(-12,19) 499(-2,10)
426(+1,55)
Glu, 428(102) 249(+7,34) 474(-3,43)
Gly;” 427(197) — —
Alas — 248(+4,21) 473(-2,33)
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4.2. e-lizinkotést tartalmazo vegyiiletek

4.2. g-lizinkotést tartalmazé vegyiiletek
4.2.1. A ligandumok sav-bazis tulajdonsagai

10. tablazat: Az Asp-e-Lys és az Osszehasonlitasként hasznalt peptidek deprotonalddasi
allandoi

ligandum Asp-g-Lys Glu-g-Lys™ p-Ala
pK; 1,91(4) 1,78 3,52(1)
pK> 3,11(2) 2,56 10,09(1)
pK3 7,79(2) 8,86 _
pK,4 9,66(1) 9,71 —

A vizsgalt ligandumok szerkezete a 19. dbrdan (29. old.) lathato.

Az Asp-e-Lys az egyszerli dipeptidektol eltéréen két amino- és két
karboxilcsoportot tartalmaz. Teljesen protonalt alakja [H4L]*" forméban irhato, igy
négy deprotonalddasi allandoval jellemezhetd (10. tablazat). A pK; és pK, a
karboxil-, a pK; és pKs értékek a protonalt aminocsoportok deprotonalodasara
vonatkoznak.

A molekula mindkét vége szubsztitualt aminosavnak tekinthetd. A lizinrész
amino- ¢és karboxilcsoportja tavol helyezkedik el az amidcsoporttol, ezért ezen
molekularész sav-bazis tulajdonsdgai nagy hasonlosagot mutatnak az alifas o-
aminosavakkal.'”” Ennek eredményeként a legkisebb és legnagyobb pK-értékek
(pK, ill. pK,) javarészt a lizinrész karboxil- és aminocsoportjahoz rendelhetdek.
Ezek az adatok igen kozel vannak a Glu-g-Lys lizinrészének pK-értékeihez (pKj,
pK4), a két ligandum megfelel6 allandoi kozotti kiillonbség a hasonld kornyezet
miatt igen kismértékd.

Az aszparaginsavrészen [-alaninszer( a funkcidscsoportok elhelyezkedése, és
emellett ennél a molekularésznél az amidcsoport a két funkcidéscsoporthoz kozel
talalhatd. Ennek eredményeként a -alaninhoz képest a karboxilcsoport savassaga
novekszik, az aminocsoport bazicitasa csdkken.

11. tablazat: A Gly-Lys(Gly) és az 6sszehasonlitasként hasznalt peptidek deprotonalodasi
allandoi

ligandum  Gly-Lys(Gly) Gly-Gly” Gly-Lys'™  Gly-NH, Glys”

Pk, 3,09(2) 3,17 2,77 3,81(1) 3,32
Pk, 7,71(1) 8,13 8,11 8,01(1) 7,93
pK; 8,44(1) — 10,60 _ _
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A Gly-Lys(Gly) vegyiiletben két amino- és egy karboxilcsoport van, ezért
teljesen protonalt alakja [HsL]*" formaban adhato meg. Ennek megfeleléen harom
deprotonalodasi allando6 rendelhetd hozza (11. tabldzat). A pK, érték a karboxil-, a
pK; és pK; értékek a protonalt aminocsoportok deprotonalodéasara vonatkoznak.

A karboxilcsoport deprotonalodasi allanddja jo egyezést mutat a diglicin
megfeleld értékével, mivel a két karboxilcsoport hasonld kdrnyezetben van, Gly-
Lys(Gly) esetén a masodik aminocsoport ettdl messze talalhatd, igy nincs
szamottevo hatasa. Ugyanakkor a Gly-Lys és a Gly-Lys(Gly) pK, értékei kozott
mar jelentsebb a kiilonbség, mivel az el6bbi esetben amino-, az utdbbi esetben
amidcsoport kapcsolodik hosszu lanccal a karboxilcsoporthoz.

A ligandum két protonalt aminocsoportjanak atlagos deprotonalodasi
allanddja 8,08, ami nagy hasonlosagot mutat az egyszerti dipeptidekhez, illetve a
glicinamidhoz. A két aminocsoport pK-ja kozotti kiilonbség (0,73) alig nagyobb a
statisztikai értéknél (0,6), igy a két deprotonalddasi 1épés nem kiiloniil el teljesen
egymastol. Altalanossagban azt mondhatjuk, hogy az N-terminalis glicin
aminocsoportjanak pK-ja egy dipeptid aminocsoportjdhoz, a lizin &-
aminocsoportjdhoz ~ kapcsoléddé  glicin = aminocsoportja  egy  tripeptid
aminocsoportjahoz hasonlithatd. Ennek alapjan az elébbinek a nagyobb, az
utobbinak a kisebb pK-értékhez vald hozzajarulasa a nagyobb. Ettél tobbet a
deprotonalodési mikroallandok meghatarozasa nélkiil azonban nem mondhatunk.

4.2.2. Az Asp-¢-Lys atmenetifém-komplexei

12. tablazat: Az Asp-e-Lys ligandummal képzddé atmenetifém-komplexek stabilitasi
allandoi

A komplex 1gB(Cu(1l)- 1gB(Ni(1I)- lgB(Zn(1I)-
Osszetétele komplex) komplex) komplex)
[MLH] 16,44(6) 14,88(5) 13,85(5)
[M,L,] 26,74(10) 18,80(10) 15,30(7)
[M,L,H ,]* 7,34(14) — —
[MLH ] — — —2,59(4)
[M,L]* 14,29(24) — —

Az Asp-g-Lys ambidentat ligandum, tobbféle koordinaciés mod kialakulasara

is lehetéség van. Ahogy azt mar a sav-bazis tulajdonsagoknal emlitettem, a

molekula lizinrésze szubsztitualt oi-aminosavnak, az aszpartilrésze szubsztitualt [3-

alaninnak tekinthet6. Ennek megfelelden 6t-, illetve hattag kelatgytiri alakulhat
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4.2.2. Az Asp-g-Lys atmenetifém-komplexei

ki (NH,,COO") koordinacioval. Emellett az aszpartilrész szubsztitualt amidnak is
felfoghato, (NH,,CO) és (NH,; N") koordinacio is létrejohet. Ennek megfelelen a
ligandum komplexkémiai viselkedése igen Osszetett. A 2. tabldzatban szerepld
modellekkel illeszthetdk legjobban a potenciometrids adatok, és ezek 6sszhangban
vannak a spektralis paraméterekkel is.

4.2.2.1. Az Asp-¢e-Lys réz(Il)komplexei
A képz6doé komplexek stabilitasi allandoéit a /2. tablazat, a spektralis adatokat
és a kiilonbdzo sztochiometriaji komplexekben megvalosulé koordinacios

modokat a /3. tablazat tartalmazza.

13. tablazat: Az Asp-e-Lys Cu(ll)-komplexeinek spektralis adatai és a komplexekben
megvaldsuld koordinacio tipusa

Amax(nm) g5 A (10%cm™) Koordinacié
[CuLH]" 728 2,304; 164 (NH,,COO") + NH;"
[Cu,L;] 644 — 2[(NH,,COO")(NH,,CO0)]
[Cu,L,H ] 582 — 2[(NH,,N")(NH,,CO0)]
[Cu,L]* — — 2(NH,,CO0")
100 1
[Cu** [CusL;]
80 -
£ 60 1
5 40 | [CuLHI"
[Cu,LP*
201 [CuLH_,
0 ; : : .
3 4 7 2 4 6 pH 8 10
lagekvivalens
37. abra: A Cu(ll)-Asp-e-Lys rendszer 38. abra: A képz6dd komplexek
titralasi gorbéje kiilonb6z6 fémion/ eloszlasa a Cu(II)-Asp-¢-Lys rendszerben
ligandum aranyoknal (Ciig = Ccuan) = 4107 mol/dm3)

A titralasi (37. abra) és a komplexeloszlasi gorbe (38. dbra) is azt mutatja,
hogy mar savas pH tartomanyban megkezdédik a komplexképzddés, a rendszerben
elséként megjelend komplex a [CuLH]’, amelyben tobbféle koordinaci6 is
kialakulhat. Az eloszlasi gorbén lathaté, hogy ez a részecske legnagyobb
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mennyiségben pH 4 koril képzodik. Az a- és P-aminosavak irodalmi adatai
alapjan’>'""'"" a glicinszerti (NH,,0-COO") és a glicinamidszerti (NH,,CO)
koordinacioval kialakuld ottagi kelatgytiriik képzodése kedvezményezett ilyen
koriilmények kozott. Bar lehetdség lenne hattagn kelatgytirti kialakuldsara is, —
(NH,,B-COO") koordinacioval — azonban az aszpartilrész [3-alaninszeri
kotohelyének fémmegkoto-képessége kisebb, igy a molekula ezen részének
kotodése csak nagyobb pH-n varhatd. Mivel az a-aminosavak fémkomplexei
termodinamikailag stabilisabbak, mint
az amidoké, a két el6bbi kotodési mod
koziil az (NH,,COO") koordinacio
kialakulasa valésziniibb. Ezt tdmasztja
ala a 39. abra modellrendszere is, ahol
a Cu(Il)-ionok megoszlasa lathatd az
a-alanint  (A), p-alanint (B) és
glicinamidot (C) 1:1:1 aranyban
tartalmazo rendszerben. A vegyes-
liganduma komplexek képzodésétol 39. abra: A Cu(Il)-Ala—B-Ala-Gly-NH,
itt eltekintettink. Az Asp-g-Lys | modellrendszerben képz6dé torzskomplexek
[CuLH]" komplexének  képzddési closzlésa a pH fliggvényében
tartomanyaban (pH = 2-6) az a-alanin (Ccum) = Ciig = 4-10 * mol/dm’)
[CuA]" komplexe alakul ki a legnagyobb mennyiségben, ettdl lényegesen kisebb
koncentracioban van jelen a glicinamid megfelelé6 komplexe ([CuC]*"), mig a p-
alaninnal képz6dé komplex ([CuB]") mennyisége nem szadmottevé. A komplex
ESR paraméterei (g =2,304, A = 164-10* cm™") ugyanakkor jelentsen eltérnek
az o-alanin'” (g,=2,300, Ay = 177:10* ecm™), és a glicinamid'”' (gy=2331, A=
161-10* cm™') ESR paramétereitdl is, ami arra utal, hogy a kiilonboz6
koordinacios modok kozott egyensily valosul meg.

Ha figyelembe vessziik az aminocsoportok bazicitasat (a komplex stabilitasi
allanddjabol kivonjuk a még protonalt aminocsoport deprotonalddasi allandojat
(IgB(CuLH) - pK;, illetve 1gB(CuLH) — pK,) akkor a hattagi kelatgytri
kialakulasa esetén 8,65, oOttagi kelatgylrii esetén 6,78 a korrigalt stabilitasi
dllando. Ezek az értékek viszonylag kozel vannak a két aminosav [CuL]’
komplexének stabilitasi alland6jahoz (/4. tabldzat), ami ezen koordinaciés modok
kialakulasat alatamasztja.

pH 4 koril mar 1:1 fém/ligandum aranynal is képzddik kis mennyiségben
kétmagvii [Cu,L]*" részecske. Ebben az esetben a ligandum mindkét vége egy-egy
Cu(Il)-iont kot meg (2(NH,,COO") koordinacid), igy egy Ot- és egy hattagi
kelatgytirti alakul ki.

Cu(iy%
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4.2.2.1. Az Asp-g-Lys réz(Il)komplexei

14. tablazat: Az a-alanin és B-alanin Cu(Il)-, Ni(Il)-, és Zn(II)-ionokkal képzett [ML]"
komplexeinek stabilitasi allandoi'”’

Ligandum  1gB(Cu(Il)-komplex) 1gB(Ni(Il)-komplex) 1gB(Zn(II)-komplex)
a-alanin 8,14 5,41 4,63
B-alanin 6,99 4,55 4,14

A pH 6 koriil képzodo komplex dsszetétele [CulL] vagy [Cu,L,] formaban
adhaté meg. Potenciometrias méréssel nem tudunk kiilonbséget tenni az azonos
sztochiometridji egymagvu és tobbmagva komplexek kozott, a mérési adatok a
[CuL] komplexekkel csaknem ugyanolyan jol illeszthetok, mint a [Cu,L;]
komplexekkel. A sztérikus koriilmények azonban nem teszik lehet6vé, hogy a
ligandum mindkét vége ugyanahhoz a fémionhoz k6t6djon, ezért a [Cul] komplex
koordinacios szféraja telitetlen lenne. Ez biszkomplexképzddést eredményezne,
azonban ezt semmilyen pH-n, és egyetlen fém/ligandum aranynal sem
tapasztaltuk. A spektralis paraméterek is a dimer szerkezeti komplexek
képzodését tdmasztjak ald; az ESR spektrum kiszélesedik, az abszorpcios
spektrum két nitrogéndonoratom koordinacidjara utal (An.x = 644 nm). Az o-
alanin vagy mas a-aminosavak esetén a biszkomplexek abszorpcids maximuma
valamivel kisebb hullamhosszaknal (620-640 nm) jelentkezik, de amig ez utdbbi
esetben csak oOttagu, addig a [Cu,L,] komplexben 6t- és hattagi kelatgylri is
kialakul. Két lehetdség van a dimer komplex képzodésére: a) mindkét fémion
koriil kialakul egy-egy ot- és hattagu kelatgytirti, b) az egyik fémion koril két
Ottagn, a masik koriil két hattagt kelatgytr(i jon 1étre (NH,,COQO") koordinacidval.
A vegyesligandumu komplexek vizsgalata azt mutatja, hogy a réz(Il)komplexek
stabilitasa a kelatgyliriik tagszamat tekintve a kovetkezoképpen valtozik: (5,6) >
(5,5) > (6,6)."""2 Ez azt jelenti, hogy a két hattagn kelatgyiiriit tartalmazo
biszkomplexek sokkal kevésbé stabilisak, mint a tdbbi rendszer. Ennek alapjan a
vegyeskoordinacioji Cu(Il)-ionokat tartalmazd [Cu,L,] komplexek képzddése
valoszinlibb (40.a. dbra).

O :
1 |

40. abra: A Cu(Il)-Asp-¢-Lys rendszerben képzdoé [Cu,L,] (a)
s [Cu,LoH 51" (b) komplexek szerkezete
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A [Cu,L,] komplexben feltételezett koordinacié modellezésére a Cu(Il)—f3-
alanin—glicin rendszert tanulmanyoztuk. A rendszerben egyetlen vegyeskomplex, a
[CuAB] képzodik (15. tablazat). A komplex stabilitasi és statisztikai allanddjanak
kiilonbsége: (CuA, + CuB, == 2CuAB)

AlgBiiio=1gBi110 — 1/2( 1gBa(B-Ala)+ 1gB(Gly) + 1g4)
AlgBi110= 13,90 —1/2(11,42 + 14,84 + 0,60) = 0,47
ahol A: B-alanin, B: glicin, a stabilitasi allando als6 indexében szereplé szamok a
komponenseket jelolik, ezek sorrendje: Cu, A, B, H.

AlgB1110 alapjan a [CuAB] vegyeskomplex képzddése, amelyben 6t0s és hatos
kelat alakul ki, kedvezményezett. Ezzel szemben Cu(Il)-a-alanin-glicin
rendszerben (0,05 M KCl)

AlgBi110= 15,36 —1/2(14,99 + 15,11 + 0,60) = 0,01.

Tehat a Cu(Ill)-Ala—Gly vegyeskomplex képzddése, amely a
biszkomplexekhez hasonléan csak Ottagi kelatgylriit tartalmaz, nem
kedvezményezett.'™ gy ezek az eredmények is alatamasztjak a vegyeskoordinacio
kialakulasat az Asp-e-Lys [Cu,L,] komplexe esetén.

15. tablazat: A vizsgalt vegyesrendszerekben képz6dd vegyesligandumi komplexek
stabilitasi allandoi és spektralis adatai (Ga: glicinamid)

Osszetétel IgB Amax(nM); eM 'em™)
B-Ala-Gly [CuAB] 13,90(1) 634 74
Ga-Gly [CuAB]T" 12,35(2) — _
[CuABH ] 4,91(1) 583 49

pH 9 koriil egy ujabb lugfogyasztd folyamat jelentkezik, amit az abszorpcios
spektrum jelentds kék eltolodasa kisér. Ez egy tovabbi nitrogéndonoratom
koordinacidjara utal. Itt is érvényes az, amit a [CulL]/[Cu,L,] komplexeknél
elmondtunk: a mérési adatok a [Cul] és [CuLH,]” komplexekkel csaknem
ugyanolyan jol illesztheték, mint a [Cu,L,] és a [Cu,L,H,]* komplexekkel,
azonban az els6 modell a spektralis eredményekkel ellentmondasban van. Az ESR
spektrum egyértelmiien jelzi a dimer szerkezetii [Cu,L,H ,]* komplex képz6dését.
Az amidnitrogén deprotonalodasat kovetden az ekvatorialis sikban az aszpartilrész
(NH,,COO") donorcsoportjait (NH,,N) donorcsoportok helyettesitik, és a [-
karboxilatcsoport axialis irdnyu koordinacidja feltételezhetd. Ebben az esetben is
szimmetrikus szerkezet alakul ki (40.b. abra).

A [Cu,L,H ,]* komplexben megvalosulé (NH,,N )(NH,,COO") koordinacio
modellezésére a Cu(Il)-glicinamid-glicin vegyesrendszert tanulmanyoztuk
(15tdbldzat) (MAzH,z'F MB2 # 2 MABI_LQ)
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4.2.2.1. Az Asp-g-Lys réz(Il)komplexei

AlgBiii 2= 1gBii2 — 1/2(1gB12o 2 + 1gB1o2 + 1g4)
AlgBi112=491—1/2(-5,84 + 14,84 + 1g4) = 0,11
ahol A: glicinamid, B: glicin.

Ennek a rendszernek a vizsgalatat mar korabban is elvégezték'®, az altalunk
kapott értékek jol egyeznek az irodalmi adatokkal. AlgB;;;, alapjan azt
mondhatjuk, hogy a vegyeskomplex stabilitdsa csak kicsit nagyobb a statisztikai
értéknél, azonban az Asp-e-Lys esetén kialakulo dimer szerkezet stabilizald
tényezd lehet, aminek kovetkeztében az (NH,,N)(NH,,COO") koordinacio
kedvezdéve valik.

A vegyeskomplexnél és a [Cu,L,H ,]* komplexnél kapott lathato-spektralis
adatok jol egyeznek (13. és 15. tablazat), Apax ~ 582 nm mindkét esetben, ami
alapjan hasonlé koordinacio feltételezhet6. Ez is megerdsiti az (NH,,N)
(NH,,COO") koordinaci6 kialakulasat.

A dimer szerkezetek jelenlétére az ESR spektrum kiszélesedése is utal,
azonban igy nem hasonlithatok 0Ossze az ESR spektralis paraméterek mas
komplexek megfeleld adataival.

4.2.2.2. Az Asp-¢-Lys nikkel(I)- és cink(II)komplexei

Ni(II)-ionokkal pH-potenciometrias és UV-lathato spektrofotometrias, Zn(II)-
ionokkal csak pH-potenciometrids méréseket végeztiink. A képz6dé komplexek
stabilitasi allandoit a /2. tabldzat tartalmazza. Az Asp-e-Lys Ni(Il)- és Zn(II)-
komplexeit egyiitt mutatom be, mert e két atmenetifém ezzel a ligandummal
azonos Osszetételi és szerkezetii komplexeket képez.

A tablazat adatait Osszehasonlitva lathatjuk, hogy a nikkel(II)- ¢és
cink(Il)ionok Asp-g-Lys-nel valo komplexképzése némileg eltér a réz(I1I)ionokétol.
Természetesen a potenciometrias adatok nem nyujtanak informaciot a kiilonb6zo
részecskék szerkezetére vonatkozoan, azonban ha a stabilitasi allandokat
Osszehasonlitjuk az irodalmi adatokkal, akkor az egyes komplexek kotodési
modjai tobbé-kevésbé megallapithatoak.

A komplexképzédés mindkét fém esetén az [MLH]" komplex kialakulasaval
kezdddik. (41. abra) Ebben a komplexben a lizinrész vagy az aszparaginsavrész
amino- ¢és karboxilatcsoportjanak koordinacidjaval oGttagu, illetve hattaga
kelatgytirti alakul ki, a masik aminocsoport még protonalt formaban van jelen. A
réz(I)-Asp-e-Lys rendszerben egyensuly kialakulasat feltételeztiik az a-alanin, és
a glicinamidszer(i koordinacié kozott, a P-alaninszeri koordinaciot tartalmazo
komplexek mennyisége abban a rendszerben nem szamottevé. Ugyanakkor a
nikkel(II)- és cink(II)ionok esetén ez a komplex mar nagyob pH-n képzddik, ahol
a P-alaninszerti koordinacio is jelent6ssé valhat.
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Figyelembe véve az aminocsoportok bazicitasat, a kétféle kelatgytriivel
képezett komplex stabilitasara kapott értek Igk = 7,09 ¢és 522 a
nikkel(Il)komplexek, illetve 1gK = 6,06 és 4,19. a cink(Il)komplexek esetén. Ezek
az értékek az o-alanin és a B-alanin [ML]" komplexének stabilitasi allandéival
vethetok ossze (14. tabldzat)."”’ A tablazat adataibol megallapithato, hogy a
nikkel(Il)- és cink(Il)ionok esetén az egyszeri aminosavakhoz képest
extrastabilizacio jelentkezik, mig a réz(Il)ionoknal ez nem figyelhetd meg. A
réz(Il)ion és a masik két fémion kozotti kiilonbség a komplexek szerkezetével
értelmezhetd. A réz(Il)ion Asp-e-Lys-nel képzett [CuLH] ™ komplexében a
ligandum a két aminosavkomplexben megvalosuld koordinaciés modhoz
hasonléan csak az amino- ¢és a karboxilatcsoportokkal koordinalodik a
réz(I)komplexekre jellemz6 torzult oktaéderes a szerkezetet létrehozva.
Ugyanakkor, a nikkel(I) és cink(Il) [MLH]" komplexek szabalyos oktaéderes
geometridjuak, ahol a ligandum az aminosavaktol eltéréen tridentdit modon
kotodik; az amino- és a karboxilatcsoportok mellett egy masik karboxilat- vagy
karbonilcsoport is részt vesz a fémion koordinalasaban.

[NizLo]

[Zn]2+

80 - [Zn,Lo]
[NILH]"
60 - [ZnLH]"

[ZNLH_T,

M 5 6 PH 7 8 o
41. abra: A képz6d6 komplexek eloszlasa a Ni(Il)— és Zn(II)-Asp-g-Lys
rendszerben (Cjig = Cnian = Cznany = 4 10°° mol/dm3)

A pH novelésével [ML] vagy [M,L,] Osszetételi komplexek képzodnek. A
potenciometrias mérések alapjan nem donthetd el egyértelmiien, hogy monomer
vagy dimer szerkezetli komplexek vannak-e az oldatban. Azonban ha figyelembe
vesszilk azt, hogy hasonloan a réz(Il)komplexekhez, itt sem tapasztaltunk
biszkomplexképzddést, €s hogy a sztérikus koriilmények nem teszik lehetové azt,
hogy egyetlen ligandum telitse a fémionok koordinacios szférajat, akkor ebben az
esetben is a dimer szerkezetli [M,L,] komplexek képzddését feltételezhetjiik.

A legnagyobb kiilonbség a réz(Il)ion és a masik két fémion komplexképzése
kozott az, hogy az amidnitrogén ez utdbbi két esetben nem deprotonalodik és
koordinalédik. Ez a cink(Il)komplex esetén nem meglepd, mert a cink(Il)ion
altalaban nem képes elGsegiteni az amidnitrogén deprotonalodasat, azonban a
nikkel(Il)ion egyszerii di- és tripeptidkomplexeiben a deprotonalodott
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4.2.2.2. Az Asp-g-Lys nikkel(I)- és cink(Il)komplexei

amidnitrogén koordinacioja jellemz8.***® A stabilis kelatgyiiriik kialakulsa
altalaban akadalyozza ezt a folyamatot. Ez megfigyelhetd az aszpartil-fenilalanin-
amid (Asp-Phe-NH,;) nikkel(Il)komplexénél is, azonban az aszpartilrész
koordinacidja abban az esetben csak kismértékben gatolja az amidnitrogén
deprotonalodasat.'® Ugyanakkor a Ni(Il)—glicil-ciszteil-diszulfid [(Gly-Cys)s]
rendszerben a [NiL] komplexekben kialakuldé makrokelat kialakuldsa olyan
mértékben stabilizdlja a dipeptidszeri (NH,,CO) koordinaciét, hogy az
amidnitrogén deprotonalédasa nem kovetkezik be. A Ni(II)-Asp-e-Lys rendszer
komplexképzd sajatsagai hasonléan magyarazhatoak: a dimer szerkezet stabilizalja
a [Ni;L,] komplexet, ¢s ez megakadalyozza az amidnitrogének deprotonalodasat
és koordinacidjat. Ez szintén azt a feltételezést tdmasztja ald, hogy egy fémion
koril négy donorcsoport koordinalodik.

A Zn(Il)-ionokkal annyi eltérés mutatkozik a Ni(Il)-komplexekhez képest,
hogy pH 8 felett [ZnLH || Osszetételii vegyes-hidroxokomplex képzddik, majd
csapadék valik ki az oldatbol.

4.2.3. A Gly-Lys(Gly) atmenetifém-komplexei

A Gly-Lys(Gly) réz(I)-, nikkel(II)- és cink(Il)ionokkal képzett komplexeinek
stabilitasi allandoit pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg, az adatokat a
16. tablazatban foglaltam Ossze. A tablazat adataibdl lathato, hogy a komplexek
stabilitasi sorrendje koveti az Irving-Williams sort, és biszkomplexek csak a
nikkel(II)- és cink(II)ionokkal képzddnek.

16. tablazat: A Gly-Lys(Gly) ligandummal képz6dé atmenetifém-komplexek stabilitasi
allandoi

A komplex lgB(Cu(1D)- 1gB(Ni(1D)- 1gB(Zn(11)-
Osszetétele komplex) komplex) komplex)
[MLH,]** 17,96(18) — —
[MLH]** 14,19(6) 12,25(5) 11,42(8)
[ML]" 9,68(2) 6,07(2) 4,74(2)
[MLH_,] 3,54(4) -3,39(4) —
[ML;] — 9,14(8) 7,0(1)
pK(MLH,/MLH) 3,77 — —
pK(MLH/ML) 4,51 6,18 6,68
pK(ML/MLH ) 6,14 9,46 —
1gK/K>(MLy) — 3,00 2,48
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4.2.3.1. A Gly-Lys(Gly) réz(Il)komplexei

A kiilonb6z6 fém/ligandum aranyoknal végzett pH-potenciometrias és UV-
VIS spektrofotometrids méréseinket kiegészitettiik az Olaszorszagban végzett ESR
spektralis vizsgalatok eredményeivel. Az egyes komplexekre vonatkozo
paramétereket a /7. tabldzatban foglaltam Ossze.

17. tablazat: A Cu(Il)-Gly-Lys(Gly) rendszerben és az Osszehasonlitasként hasznalt
Cu(II)-Gly-Gly rendszerben képz6dé komplexek spektralis adatai és a komplexekben
kialakul6 koordinaci6 tipusa

Amax(nm); g A (10 em™) Koordinacio
e(M'em™)
Gly-Lys(Gly)
[CuLH,]* — — (NH,,CO)
[CuLH]* 788 2,325; 160 (NH,,CO)
[CuL] 639 — (NH,,N",COO")
[CuLH_] 623; 89 a” 2,248; 165 (NH,,CO)(NH,,N")
"b”2,213; 167  (NH,,N,COO )(NH,,CO)
Gly-Gly'"!
[CuL] — 2,332; 161 (NH,,CO)
[CuLH ] 640; 84 2,248; 185 (NH,,N",COO)
[Cul,H " 625; 82 2,232; 168 (NH,,N",COO )(NH,,CO)

A Cu(ID)-Gly-Lys(Gly) rendszerben valamennyi fém/ligandum aranynal és
minden pH-n csak 1:1 Osszetételi komplexek képzddnek. A 42. abran lathato,
hogy a komplexképzodési folyamat
mar pH 3 alatt elkezdédik, ami a 100 -
ligandum nagy fémmegkoto tulaj-
donsagat mutatja. Az elsoként
képz6dd [CuLH,]*" komplexben az
egyik amino- és az ezzel szomszédos
karbonilcsoport  koordinalodasaval
Ottagth  kelatgytri alakul ki, a
karboxil- és a masik aminocsoport 0
még protonalt. Spektralis paramé-
terek erre a részecskére nem hataroz-
hatok meg, mivel igen kis mennyi-
ségben, ¢és mas komplexekkel
atfedésben képzodik.

[CuLH_4]

cu(lv

J[CuLH*

2 4 6 M g 10

42. abra: A képz6d6 komplexek eloszlasa

a Cu(II)-Gly-Lys(Gly) rendszerben
(Clig = Ccu) = 4-107 mol/dm3)
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4.2.3.1. A Gly-Lys(Gly) réz(IT)komplexei

A pH 3 f616tt megjelens [CuLH]* részecske ESR paraméterei (17. tdbldzat)
az (NH,,CO) koordinaciét tartalmazo glicil-glicin [CuL]™ komplexének ESR
paramétereivel jol egyeznek. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a [CuLH,]*"
komplexben megvalosuld (NH,,CO) koordinacié6 megmarad a [CuLHJ**
komplexben is, eltérés csak abban mutatkozik, hogy ez utobbi komplexben a
karboxilcsoport mar deprotonalédott. Ugyanakkor a diglicin és a glicinamid sav-
bazis és fémmegkoté tulajdonsadgainak  hasonlésaga  alapjan'’™'™  azt
feltételezhetjiik, hogy az (NH,,CO) koordinacio a molekula mindkét végén
kialakulhat, mikdzben a nemkoordinal6édé molekularész részben vagy teljesen
protonalt marad. Ez azt jelenti, hogy a [CuLH,]*" mellett a [CuLH]** komplexnek
is lehetnek izomerjei. Azonban az azonos koordinaciés moéd miatt a pH-
potenciometria, illetve a lathatdo és az ESR spektroszkopia sem tud kiilonbséget
tenni a két izomer kozott.

A [CuL]" komplex képzddését az abszorpcids spektrum jelentds kék
eltolodasa kiséri, ami legalabb még egy nitrogéndonoratom koordinécidjara utal.
Ez kétféleképpen valdsulhat meg: 2(NH,,CO) koordindcioju biszligandumu
komplexek alakulhatnak ki, vagy az egyik amidnitrogén deprotonalodik és
koordinaloédik. A glicil-szarkozin [Cul,] komplexében az eldbbit feltételezték,
ebben az esetben az abszorpciés spektrum maximuma 658 nm-nél talalhato.'” Ez
az érték hatdrozottan nagyobb, mint a Gly-Lys(Gly) [CuL]™ komplexére kapott
érték, és a sztérikus korilmények is kizarjdk a koordinacié ezen tipusanak
kialakulasat az egymagvu komplexekben. Ennek alapjan az egyik amidnitrogén
deprotonalodasa és koordinacidja sokkal valdsziniibb, amikoris a ligandum egyik
vége tridentat modon, (NH,,N,COQO") donorcsoportokkal, vagy bidentdit mdédon
(NH,,N") donorcsoportokkal kétddik, mikdzben a masik aminocsoport tovabbra is
protonalt marad. Ennek alapjan a komplex sztdchiometridgja [CuLH_H]". Az
abszorpcios spektrum alatdmasztja ezt a feltételezést: a Gly-Gly [CuLH_]
komplexének abszorpciés maximuma — ahol ez a (NHp,N,COO") koordinacid
alakul ki — 640 nm-nél jelentkezik. Az ESR paraméterek azonban nem
hasonlithatéak Gssze, mivel egyidejiileg tobb részecske van jelen az oldatban.
Ennek némileg ellentmondani latszik az eloszlasi gorbe, ahol lathato, hogy pH 5,5
kériil 70%-ban képzddik a [CuL]” komplex. Azonban figyelembe kell venni, hogy
a [CuLH_H]" komplexnek két izomerje lehetséges: az egyik a Gly-Gly-nél
emlitett koordinacioval, a masik a molekula masik végének (NH,N)
koordinaciojaval (glicinamidszeri koordinacio) alakul ki. A két izomer ESR
paraméterei csak kismértékben kiilonboznek egymastodl, igy kis felbontast ESR
spektrumot kaptunk (43. dbra pH = 5,00, 5,81).

A potenciometrias mérésekbdl szamitott eloszlas alapjan a rendszer
fékomponense a [CuLH ], amely pH 5 koriil jelenik meg, és pH 8 felett mar az
egyediili részecske az oldatban. A komplex képzodését az abszorpcids spektrum
kismértéki kék eltolodasa kiséri, az abszorpcidos maximum a dipeptid [Cul,H ;]
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biszkomplexek abszorpciés maximumanak felel meg.'”" A Cu(I)-Gly-Lys(Gly)
rendszer ekvimolaris oldatanak ESR spektruma azonban bonyolultabb rendszerre
utal, mint amit a dipeptidek esetén kaptak. pH 6,6-t0] két részecske van egymassal
egyensulyban, ezek relativ koncentracidja kozelitéleg 1:1, majdnem allando.
Feltételezésiink szerint ez a két komplex a [CuLH_,] izomerjei.

Az “a” izomerben (44. dbra) a Gly-Lys-rész tridentat médon koordinalodik a
Cu(Il)-ionhoz ((NHp,N,COO") tipust koordinacio), ehhez hozzajarul a masik
glicinrész (NH,,CO) tipusu koordinacidja, ami egy makrokelatot eredményez.

A “b” izomerben (44. dbra) (NHp,N") bidentat koordinaci6 alakul ki az e-
Lys-résszel, ami kiegésziil az N-terminalis Gly (NH,,CO) tipust koordinacidjaval.
fgy (NH,,CO)(NH,,N") donorcsoportokat tartalmazo makrokelat alakul ki. Ebben
az esetben a karboxilatcsoport koordinacigja nem kedvez6 a kialakuld kelatgytiri
mérete miatt.

310(mT)330

204 (mT) /306 250 270 290
VA
I . \\

~ il ~ [dppn
. a Y\ “-’/\v/ / \{? b N s‘/
a20 /

- J— | . ~ | {
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43. abra: A Cu(I)-Gly-Lys(Gly)
rendszerben (Cu/L = 1:1) kiilonb6z6
pH-értékeknél felvett ESR spektrumok

omc e 45. abra: a) A Cu(Il) és a Gly-Lys(Gly)
N N NHA,  NecChy ekvimolaris oldatanak ESR spektruma, pH
¥ o L o E:Hz = 9,6; b) A két szimulalt spektrum
. /NHz e Nz B P ch, Osszege; c) Az 7a” (szaggat(itt VOl’lEll; az A
laere T che CH—G TNy, értékek 15, 20 és 167-10* cm', a g
“cn NH-/ értékek 2,050, 2,045 és 2,213) és 7b”
a b ¢oo izomerek (folytonos vonal; az A értékek
44. sbra: A [CuLH ,] komplexck 20,20 és 16510~ em ', a g értékek 2,060,
szerkezete 2,060 és 2,248) szimulalt spektruma

A két izomerre kapott meglehetésen bonyolult ESR spektrum felbonthato két
spektrum Gsszegére (45. abra), amelynek jellemz6 paraméterei egy-egy izomerhez




4.2.3.1. A Gly-Lys(Gly) réz(IT)komplexei

rendelhetok. Abban, hogy mely paraméterek mely izomerhez tartoznak, a Cu(Il)-
peptidkomplexek ESR paramétereinek 0sszehasonlitasa segit.

A 46. abra kiilonboz6 oligo-
peptidek  deprotonalédott  amid-

2,26

, Gly; O Glys

csoportot  tartalmazé  monokomp- 225 ] Gly-Gly-NH, 3 N
lexeinek (iires négyzetek), valamint Glytys@ly) o e
egy masodik ligandum koordinalo- 2,24 1 ° (Gly-Cys).
dasaval 1étrejové  biszkomplexeinek | & M
(fekete négyzetek) ESR paramétereit 2231 Gly-GlyNH, m g g:iﬂ

.y , . 4
abrazo}Jfak, mig ’a qyllak e?z ESR 222 | Gly-Lys(Gly)
spektralis paramétereinek valtozasat A (GyCys)
mutatjdk, mikozben a monokomp- 221 ‘ : :

160 170 180 190 200

lexb6l biszkomplex képzodik. Ezen
valtozasok alapjan a ligandumok két
csoportba oszthatok.

Az egyik esetben g csokken, A
kissé novekszik. Ez jellemz6 a triglicinre és a tetraglicinre, valamint a glicil-
glicinamidra. Ebben az esetben azt feltételezziik, hogy a karbonilcsoport, mely a
monokomplexben az (NH,N") donoratomok mellett, az ekvatoridlis sikban
kotédik a fémionhoz, a méasodik ligandum aminocsoportjaval helyettesitédik. igy a
biszkomplexben harom nitrogénatom talalhaté ekvatorialis helyzetben és a
geometria kozelitdleg siknégyzetes.

A masodik csoportba tartoz6 ligandumok esetén g, és A is csokken. Ez
teljesiil a diglicinre és a glicil-ciszteil-diszulfidra is. Az ESR spektralis
paraméterek ilyen iranyu valtozasa nem jellemz0 a szabalyos szerkezetekre. Ebben
az esetben a monokomplex erdsen koordinalodd karboxilatcsoportjat ((NHp,N-,
COQO") koordinacid) a masodik ligandum nem képes kiszoritani az ekvatorialis
helyzetb6él. Ezért a dipeptidek Cul,H ; komplexében a masodik ligandum

crcr

Ay 107 em™)

46. abra: A Cu(Il)-oligopeptid-
komplexek g és A értékei

aminonitrogén ¢€s a karboniloxigén donoratomok kozott ekvatorialis-axialis
egyensuly alakul ki. Ugyanez a koordinacio figyelhetd meg a (Gly-Cys), CuLH
komplexében is, ahol az (NH,,N,COO") koordinacié (NH,,N,COO")(NH,,CO)
koordinaciova béviil.'*

A Cu(Il)-GlyLys(Gly) rendszerben képz6dé “a” izomer (iires haromszdg) a
paraméterek alapjan a komplexek mésodik csoportjdba tartozik, (NH,,N,COQ")
(NH,,CO) donoratomok koordinéciojaval torzult geometria alakul ki.

A “b” izomer spektruma rendhagyo, az izomer jele az abra fels6 részén
talalhatd (fekete haromszog). Ez az eddigiektdl eltérd szerkezetre utal. Ennél a
komplexnél karboxilatcsoport nem vesz részt a koordindcidban. Itt a Lys-rész e-

crcr
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ligandum masik részének (NH,,CO) donorcsoportjaival torzult geometridju
szerkezet alakul ki.

Mivel a stabilitasi allandokat pH-potenciometrids mérésekbol hataroztuk meg,
és ez a modszer nem tud kiilonbséget tenni a két izomer kodzott, a szamitott 1gf
allandok kiatlagolt értékek.

4.2.3.2. A Gly-Lys(Gly) nikkel(II)- és cink(II)komplexei

Hasonloan az Asp-g-Lys-hez a Gly-Lys(Gly) Ni(Il)- és Zn(II)- komplexeit is
egylitt értékelem. Egyiittes targyalasukat a két fémion esetén hasonld, a Cu(Il)-
komplexektdl eltérd szerkezetek kialakuldsa indokolja. A Ni(II)-Gly-Lys(Gly)
rendszerben képzodd komplexek eloszlasat a 47. dbra mutatja.

Savas kozegben mindkét fémion
esetén az [MLH]*" komplex jelenik INLT™ [NiLH_,]
meg elészor az oldatban. Az analog 80 1
[CuLH]*" komplexhez hasonloan ittis | _ g
(NH,,CO) tipusu koordindci6 alakul %‘
ki az egyik amino- és a szomszédos
karbonilcsoport részvételével, a masik 20 1
aminocsoport még protonalt. Ezt a

koordinaciot tamasztja ala, hogy az 3

: 2+ J
[NI.L H] komplex’re’ V’OIlatkOZO,. ?Z 47. abra: A képzo6do komplexek eloszlasa
aminocsoport pK-értékével korrigalt a Ni(Il)-Gly-Lys(Gly) rendszerben

stabilitasi allando a szintén (NH,,CO) (Ciig= Cian 410~ mol/dm?’)
donorokat  tartalmazé  glicinamid
[NiL]*" komplexének stabilitasi allandojaval'® egyezik meg:
1gB(NiLH) — pK;3= 12,25 — 8,44 = 3,81
1gB(NIL)g, = 3,80.

A pH emelésével mindharom rendszerben megjelenik az [ML]" komplex.
Amig a Cu(II)-Gly-Lys(Gly) rendszerben az MLH —> ML + H' folyamatra
jellemzo pK-érték az amidnitrogén deprotonalodasara vonatkozik (pK(CuLH/CulL)
= 4,51), addig a Ni(Il) és a Zn(Il) esetén az aminocsoport deprotonalodasat
jellemzi. Mivel pK(NiLH/NiL) = 6,18, illetve pK(ZnLH/ZnL) = 6,68 kisebb, mint
a pK, a szabad ligandum esetén, a masodik aminocsoport deprotonalodasa és
koordinacidja  kedvezményezett folyamat. A  Zn(Il)-komplex nagyobb

rrrrr

aminocsoport deprotonalddasat és koordinacigjat.

Ez a koordin4ci6 gy valosulhat meg, hogy az [ML]" komplexben a kdzponti
fémionhoz a ligandum mindkét vége (NH,,CO) donorcsoportokkal kotodik. A
(glicil-ciszteil)-diszulfid esetén is hasonld szerkezetek kialakulasat tapasztaltak

74
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(48. abra). A [NiL]" és a [ZnL]" komplexben a két amino- és az ezekkel
szomszédos karbonilcsoportok koordi-

nilodasaval makrokeldt alakul ki | e opcoo o TN
Vizsgalati eredményeink is Osszhangban NHf‘_:ij—"'o C'\*éH N o 0 \?
vannak a  (Gly-Cys), ligandumnal |M& o 4 g S0 5
tapasztaltakkal,'™ ahol pK(NiILH/NiL) = | % “wdl, HC o
544, pK(ZnLH/ZnL) = 5,86. A Zn(Il)- | 2 b Ly

ionok itt is kevésbé segitik €l6 az |48.abra: A Gly-Lys(Gly) [NiL]" (a) és
aminocsoport deprotonalodésat és | a(Gly-Cys), [NiL] (b) komplexének
koordinaciojat. A kialakuld koordinacio szerkezete
stabilizdlja a [NiL]" komplexet, ami
nagyobb mennyiségben képzédik, mint a [CuL]" komplex. Hasonld
stabilitasnovekedés a (Gly-Cys),-nél is megfigyelheto.

A 2(NH,,CO) koordinaciot igazolja a Gly-Lys(Gly) [NiL]" és a hasonlo
koordinaciot tartalmazé glicinamid NiL,,*'® illetve a (Gly-Cys), NiL komplexek
spektralis tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa is (18. tablazat).

18. tablazat: A 2(NH,,CO) koordinaciot tartalmazo Ni(II)-komplexek spektralis
paraméterei

Ligandum Gly-Lys(Gly) Glicinamid (Gly-Cys),
komplex [NiL]" [NiL,]** [NiL]
Amax (nm) 377 373 373

624 621 620
980

Amig a Cu(Il)-Gly-Lys(Gly) rendszerben a [CuLH_,] a fékomponens, Ni(II)-
és Zn(IT)-ionokkal az [ML]" részecske képzddik a legnagyobb mennyiségben, és a
tovabbi deprotonalddasi 1épés csak pH 9 felett kovetkezik be. A Ni(ID)-Gly-
Lys(Gly) rendszerben azonban szintén kialakul az [MLH ] dsszetételii komplex.
A komplex képzddésére vonatkoz6é pK(NiL/NiLH_ ;) = 9,46 nagyobb, mint a
masodik aminocsoport protonadlodasi allandoja a szabad ligandumban (pK; = 8,44).
Ha a [NiL]" komplexben a Cu(Il)-Gly-Lys(Gly) rendszerhez hasonléan (NH,,N,
COO") + NH;" koordinacié alakulna ki, akkor a deprotonalédasnak pH 7-8 kdzott
végbe kellett volna mennie. Ez azonban nem kovetkezett be, igy az eldbbi pK-
érték az amidnitrogén deprotonalodasara vonatkozik. Ezt timasztja ala az is, hogy
a glicinamid esetén a NiL, — NiL,H , + 2H" folyamatra pK(atlag) = 9,46, ez
megegyezik a Gly-Lys(Gly) Ni(Il)-komplexének fent szamitott pK-értékével.
Masrészt hasonloan a Ni(I)—(Gly-Cys), rendszerhez, az egyszeri dipeptidekhez
képest gatolt az amidnitrogén deprotonalddasa (a glicil-glicinnél pK(NiL/NiLH ;)
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= 8,87).° Ugyanakkor, ha 6sszehasonlitjuk a (Gly-Cys), komplexekre vonatkozo
allandokkal (IgB(NiL) = 7,41, 1gB(ZnL) = 6,69), az is lathato, hogy a Gly-Lys(Gly)
ligandummal képz6dé komplexek stabilitdsa kisebb mint a (Gly-Cys), esetén.
Mivel a képz6dé komplexek hasonlé koordinaciot tartalmaznak, a stabilitas-
kiilonbség oka valdszinlileg az, hogy a Gly-Lys(Gly) esetén a kozépsO, nem
koordinalodoé részbdl kialakuld gytirii tagszama eggyel kisebb, s ez feszitettebbé
teszi a szerkezetet.

Feltételezhetd, hogy Cu(ll)-komplexhez hasonldéan két [NiLH ;] izomer van
jelen az oldatban: (NH,,N",COO)(NH,,CO) és (NH,,N")(NH,,CO) koordinacio is
megvaldsulhat.

A kapott UV-lathatoé spektrumok a képz6dd komplexek atfedése miatt csak a
[NiL]" és a [NiLH_,] komplexekre értékelheték ki (a [NiL]-nél abszorpcios
maximum 377, 624 ¢és 980 nm-nél, a [NiLH_;] komplex esetén 361, 597 és 862
nm-nél jelenik meg), az azonban a spektrumokbodl megéallapithato, hogy a vizsgalt
pH-tartomanyban nem kovetkezik be geometriavaltas, végig oktaéderes
komplexek vannak jelen.

A Zn(Il)-komplexben nem jatszodik le az amidcsoport deprotonalodasa, s ez a
szerkezet nem képes megakadalyozni a Zn(Il)-ion hidrolizisét, pH 9 felett
csapadek valik ki az oldatbol.

Mindkét fémionnal végeztiink méréseket ligandumfelesleg esetén is. Ekkor
[ML,] Osszetételii részecskék képzodését is kimutattuk. Az [ML]" és [ML,]
komplexekre vonatkozé 1g(K,/K,) Ni(Il) esetén 3,00, Zn(Il) esetén 2,48, ami
lényegesen nagyobb, mint a statisztikai érték (0,60). Ez azzal a magyarazhato,
hogy az [ML]" nagy stabilitdsti komplex, igy nem kedvezé a masodik ligandum
belépése.
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4.3. Bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmazé aminosavszarmazékok

4.3. Bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmaz6 aminosavszarmazékok
4.3.1. A ligandumok sav-bazis tulajdonsagai
4.3.1.1. A ligandumok deprotonal6dasi makrofolyamatai

A vizsgalt ligandumok szerkezete a 20. abran (29. old.) lathatd. Az a-Asp-
BIMA, az a-Glu-BIMA ¢és a y-Glu-BIMA két imidazolgytriit, egy amino- és egy
karboxilcsoportot tartalmaz. Teljesen protonalt alakjuk [H,L]*" formaban adhato

rrrrr
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19. tablazatban tuntettem fel.

19. tablazat: Az altalunk vizsgalt és az Osszehasonlitisként hasznalt ligandumok
deprotonalddasi allando értékei

S ¥ ¥ % ¥ E¢ %
a-Asp-BIMA  7,48(1)  5,49(2)  2,32(5)ill. 3,32(3) — —
a-Glu-BIMA  7,65(1)  5,55(3)  2,66(8)ill. 3,77(5) — _
v-Glu-BIMA  9,045(7) 5,83(2) 3,41(3) 1,79(5) — —
B-Ala-BIMA  9,23(1)  551(1) 3,13(2) _ _ _
Gly-BIMA*® 7,95 5,51 3,22 — — —
Phe-BIMA” 7,17 5,28 3,09 — _ _
His-BIMA” 7,28 4,53 2,61 — — 5,81
Gly-Leu- 7,92 5,58 3,17 — _ _
BIMA'Y

a-Asp-Gly’® 7,94 — — 3,56 2,81 —
a-Glu-Val™ 7,86 — — 4,12 3,16 —
y-Glu-Val™ 9,16 — - 2,05 3,46 —
y-Glu-His™ 9,33 — — 1,91 2,85 7,01
B-Ala-Gly™ 9,44 — — — 3,29 —
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Az a-Asp-BIMA és az a-Glu-BIMA deprotonalddasi allandoit a szerkezeti
hasonlosag miatt egylitt targyalom. A legnagyobb deprotonalddasi allandok az
aminocsoportokhoz rendelhetdek. Ezek az értékek kisebbek, mint az a-Asp-X és
hogy a bisz(imidazol-2-il)-csoport csdkkenti az aminocsoport bazicitasat. Ugyanez
a hatas figyelhetd meg a Gly- és a His-szarmazékokban is: Gly-Gly'’": 8,13 — Gly-
BIMA: 7,95, illetve His-Gly'": 7,59 — His-BIMA: 7,28. Ugyanakkor a két
ligandum aminocsoportjainak deprotonalodasi allanddja a Gly-BIMA-énal is
kisebb. Ezt a csokkenést az oldallancbeli karboxilatcsoport okozza. Ilyen hatast az
a-Asp-X és az a-Glu-X tipust peptideknél is megfigyeltek: pl. Gly-Gly: 8,13, a-
Asp-Gly: 7,94 (a-Glu-Val: 7,86).
hasonléan kisebbek, mint az imidazolé (6,95). Ezt egyrészt az aromas gytiriik
kozotti kdlesonhatas, masrészt a tobbi funkcidscsoport jelenléte okozza. A pK(Imy)
értekek megfelelnek a Gly-BIMA és a Gly-Leu-BIMA pK(Im,) értékének, de
nagyobbak, mint az aromas oldallancot tartalmazo Phe-BIMA ¢és His-BIMA
megfeleld értéke. A pK(Im;) és a pK(COOH) egymashoz nagyon kozeli érték, a két
csoport deprotonalodasa egymassal atfedo 1épésekben torténik. Az a-Glu-BIMA
esetén az egyes csoportokhoz rendelheté mikroallandokat is meghataroztuk, erre a
késobbiekben térek ki. Azonban ezeket az értékeket mas ligandumok pK-értékeivel
Osszehasonlitva mar a mikroallandok ismerete nélkiil is megallapithato, hogy az
imidazolnitrogén deprotonalddasa kisebb pH-n kezddédik, mint a karboxilcsoporté.
Az is lathato, hogy a pK(Im;) értékek hasonloan a tobbi aminosav-szarmazékhoz
lényegesen kisebbek, mint a BIM”® megfeleld értéke. Az amidkétés megjelenése
4,74, Gly-BIMA: 5,51 és 3,22, azonban az oldallancbeli donorcsoportok jelenléte
tovabbi csokkenést okoz. Az imidazolgyiirii (His) jelentds csokkentd tényez6 (Gly-
BIMA: 3,22 — His-BIMA: 2,61, valamint Ac—Pro—Leu—Gly—BIMA:4 3,33 — Ac-Pro-
Leu-His-BIMA:"' 2,85). Hasonl6 a hatasa az oldallancbeli karboxilcsoportnak is,
ez kiillondsen az aszparaginsav esetén figyelheté meg.

Az aszparaginsav ¢és a glutaminsav oldallancbeli karboxilcsoportjanak
deprotonalodasi allanddja valamivel kisebb, mint az aszparaginsav-, illetve a
glutaminsav-tartalma dipeptidekben. A BIMA-szarmazékokban a lancvégi
karboxilcsoport helyett két imidazolgytliri van jelen, melynek kisebb hatasa van az
oldallancbeli karboxilcsoport deprotonalodasara. Hasonlo, bar csekélyebb mértéki
valtozas figyelheté meg a hisztidin esetén is: His-Gly:'”" 5,94 — His-BIMA: 5,81.

A y-Glu-BIMA-ban az amino- és a karboxilcsoport ugyanolyan helyzetben
van egymassal, mint az o.-aminosavakban. Ez a deprotonalddasi allandé értékekben
is tiikrozodik: a karboxilcsoport pK-ja lényegesen kisebb, az aminocsoport pK-ja
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lényegesen nagyobb, mint az a-Glu-BIMA megfeleld értékei. Ugyanez a tendencia
figyelhetd meg, ha Osszehasonlitjuk az a-Glu-X és a y-Glu-X tipust dipeptidek
deprotonalodasi allandoéit (pl. a-Glu-Val: 4,12 és 7,48, y-Glu-Val: 2,05 és 9,16).
Glu-X dipeptidek megfeleld értékeivel hasonlitjuk 0ssze, akkor a bisz(imidazol-2-
il)-csoport hatasa figyelhetd meg: a y-Glu-BIMA karboxilcsoportjanak pK-ja
kisebb mint a dipeptidekben, mert a bisz(imidazol-2-il)-csoport kisebb hatast
gyakorol ra, mint a dipeptidek lancvégi karboxilatcsoportja, masrészt az
aminocsoport pK-ja is kisebb, mert a bisz(imidazol-2-il)-csoport csokkenti az
aminocsoport bazicitasat.
tobbi aminosavszarmazékban. Az aminocsoport ebben az esetben két
metiléncsoporttal tavolabb van a bisz(imidazol-2-il)-résztdl, mint a korabban
vizsgalt ligandumokban, igy kevésbé csokkenti az aromas nitrogének bazicitasat.
Az egyes csoportokhoz tartozd deprotonalddasi mikroallandokat ennél a
ligandumnal is meghataroztuk, ennek ismertetésére a 4.3.1.2. fejezetben térek ki.

A B-Ala-BIMA ligandum nem tartalmaz oldallancbeli karboxilatcsoportot, és
a két imidazolilcsoport is viszonylag messze talalhaté az aminocsoporttol, igy ez
utobbi deprotonalddasi allandodja a vizsgalt ligandumok koziil itt a legnagyobb,
értéke a C-terminalis B-alanint tartalmazo6 peptidhez mérheto.
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Gly-BIMA megfelel6 értékeivel.

4.3.1.2. Az a- és a y-Glu-BIMA deprotonalédasi mikrofolyamatainak
osszehasonlitasa

Két ligandum, az a-Glu-BIMA és a y-Glu-BIMA esetén 'H-NMR modszerrel
a deprotonalodasi mikroallandodkat is meghataroztuk. A modszer részletes leirasa a
publikacids lista 4. kozleményében olvashatd. Itt csak a legfontosabb
eredményeket ismertetem. A két ligandum Osszegképlete azonos, ugyanazokat a
funkcioscsoportokat tartalmazzak, ugyanazok a deprotonalodasi mikrofolyamatok
irhatok fel rajuk, (49. dbra) azonban eltéré szerkezetikkb6l addodéan mar a
deprotonélodasi makroallandok kozott is jelentds kiilonbség van. A legfontosabb
mikrokonstans értékeket a 20. tablazatban foglaltam Gssze.

Az adatokbol lathat6, hogy a varakozasnak megfeleléen, ha a ligandum
protonaltsagi foka csokken, akkor egy adott protonalodasi hely pK-ja novekszik,
hiszen minél kevesebb proton van a ligandumon, azaz minél kisebb a t6ltés, annal
nehezebb egy tovabbi protont eltavolitani.'”> A tablazat utolsé négy sordban
feltiintettiik a pk"? értékeket, amelyek a kiilonbdzé funkcioscsoportok 50%-os
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protonaltsagahoz tartoz6 pH értéknek felelnek meg. Lathato, hogy a Gly-BIMA-
hoz képest az a-Glu-BIMA valamennyi pk'? értéke kisebb, mig a y-Glu-BIMA-é
nagyobb, ahogy azt mar a makroszkopikus allandoknal is megallapitottuk, és
értelmeztiik.

20. tablazat: A vizsgalt ligandumok és a Gly-BIMA mikrorészecskéinek mikroszkopikus
deprotonalodasi allando6i, és az 50%-os protonaltsighoz tartozd mikroszkdpikus

rrrrr

a-Glu-BIMA v-Glu-BIMA Gly-BIMA
ph(Im;) QLI 76(2)  GHUPOID313(9) G300
@LOZAL02 96(7)  GLOZELN3 40(1) —
ph(Im,) (LPOL4364)  (HOMI30s)  (IPODs s5(1)
(OO0 5 46(2) (OIS 84(1) 10709 pg(s)
(L0000 4 44) (10.0>000)7 33 —
Pk(_NH,) CLIP 0D 4 4(3) (1L10>(1.00)7 53 L1106 56(5)
(2,1,00~>(2,0,0) 4’9(4) (0,1,1)9(0,0,1)5’8(8) J—
(LLD>(L0.D) 5 73 O.10r>000)9 (4(1) —
(0,1,1)=>(0,0,1) 5,8(1) _ J—
(0,1,0)~>(0,0,0) 7,48(2) _ J—
pK(COOH) (2,1,1)»(2,1,0)3,58(7) (2,1,1)9(2,1,0)1’81(1) _
(LLD>110 3 780y (LLIP(LL0) (g (g) —
(0,1,1)=>(0,1,0) 4,88(4) (0,1,1)9(0,1,0)4’0(6) J—
(0,0,1)9(0,0,0)6’5(1) (0,0,1)9(0,0,0)7’2(5) J—
pk(Im,) 2,8 3.4 52
pk!(Imy) 5,3 >,8 >0
pk?(-NH;" 7,4 9.0 78
pk'2(COOH) 3.9 1.8 __

A zarojelben a szamok azt jelolik, hogy a kiilonb6z6 protonalddasi helyeken, N(Im),—NH,,—
COO sorrendben, hany proton talalhato.

A deprotonalddasi mikroallandok mellett az is érdekes, hogy az adott
protonaltsagi foku részecskékben hogyan oszlanak meg a protonok a kiilonb6z6
funkciodscsoportok kozott (21. tablazat).
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4.3.1.2. Az a- és a y-Glu-BIMA deprotonalddasi mikrofolyamatainak 6sszehasonlitisa

i
NHg*?H*C*NH
s

e
coo”

/

HNﬂ

b

HN

z

4

<

pAl(2,1,1)~>(1,1,1)]

L— 1

49. abra: A protonalddasi helyek jeldlése az a-Glu-BIMA-ban
és a vizsgalt ligandumok lehetséges deprotonalodasi mikrofolyamatai

21. tablazat: A protonok megoszlasa a kiilonb6z6 protonaltsagi foku részecskékben

ligandum protonalodasi HL H,L H;L
hely
o-Glu-BIMA Im, 0,0000 0,7971 1,000
Im, 0,0000 0,0099 0,1464
—NH, 0,8885 0,9817 0,9817
—-COO~ 0,1115 0,2114 0,8720
v-Glu-BIMA Im, 0,0194 0,9759 1,000
Im, 0,0000 0,0101 0,9537
—NH, 0,9546 0,9879 0,9879
—-COO” 0,0260 0,0260 0,0584
Gly-BIMA Im; 0,0900 1,000 1,0000
Im, 0,0000 0,000 1,0000
—NH, 0,9100 1,000 1,0000

Az L részecskében a protonok szdma minden protonalddasi helyen 0, az o-Glu-BIMA ¢és a
v-Glu-BIMA HyL részecskéjében minden protonalddasi helyen 1.

A 21. tablazat adataibodl készitett abrak tovabbi informaciot szolgaltatnak. Az

50.a. abran lathato, hogy a y-Glu-BIMA esetén az egyes deprotonalodasi 1épések
elkiiloniilnek egymastol, eldszor a karboxil-, majd a két imidazolil-, végiil a
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protonalt aminocsoport deprotonalodik. A legegyszeriibb aminosavszarmazékhoz,
a Gly-BIMA-hoz képest az aminocsoport pK-ja nagyobb, ami az elektronszivo
amidcsoport nagyobb tavolsdganak tulajdonithaté. Az imidazolnitrogének
deprotondlodasi allandoja a Gly-BIMA-hoz viszonyitva szintén nagyobb, ami a
karboxilatcsoport, illetve az amidcsoport ligandumbeli helyzetével értelmezhetd.
Ha a kiilonb6z6 protonaltsagi foku mikrorészecskék eloszlasat nézziik (51.a. abra),
akkor lathatjuk, hogy ennél a ligandumndl az egyes deprotonaltsagi fokokhoz
gyakorlatilag egyetlen mikrorészecske rendelhetd.

=
o
o

100
a b
g 804 < 80 4
< vt
o o
= 60 - = 60 4
2 2
2 2
g 40 4 g 40 4
=} o
2 S
s 204 coo” -NH, | 5 20 4
0 T ; — 0
1 3 5 pH 7 9 1 1

11
50. abra: A funkcioscsoportok protonaltsagi foka a pH fiiggvényében. a: y-Glu-BIMA,

b: a-Glu-BIMA. Osszehasonlitasként szaggatott vonallal a Gly-BIMA adatait abrazoltam.
100

L i - 100
4! TN L b
a 2,1,1) [ £(0,1,01)
80 - Hil > 4 80 4
. (1,1,0) (0,0,0)
g g S
< %01 \fa10 < 607
s =
o o
> 401 5 404
o] o
4 3
20 20 4
0,1,1
0 2 y y y o
1 3 5 pH 7 9 11

11
51. abra: A kiilonb6z6 protonaltsagi foku mikrorészecskék eloszlasa a pH fiiggvényében.

a: 7-Glu-BIMA, b: a-Glu-BIMA. Szaggatott vonallal a mikrorészecskék,
folytonos vonallal a makrorészecskék eloszlasat abrazoltam.

Az o-Glu-BIMA-nal az egyes deprotonalodasi 1épések kevésbé valnak el
egymastol (50.b. dabra), és a y-Glu-BIMA-hoz képest a karboxil- és az elsé
imidazolilcsoport  deprotonalddasi  sorrendje  felcserélédik  egymassal. A
mikrorészecskék eloszlasi gorbéjén (51.b. abra), és kiillondsen az egyes részecskék
pronaltsagi fokat mutato eloszlasi gorbén lathatod, hogy ennél a ligandumnal még
pH 7 koriil is kb. 10%-ban protonalt a karboxilcsoport, ami a karboxil- és az
aminocsoport kozotti belsé hidrogénhid-kotés kialakulasaval magyarazhatod. Az

eloszlasi gorbébdl az is megallapithatd, hogy mindegyik kozbensd protonaltsagi
foknal legalabb két mikrorészecske van jelen.
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4.3.2. Az a-Asp-BIMA és az a-Glu-BIMA atmenetifém-komplexei

Az a-Asp-BIMA ligandum mindkét lancvége koordinaloédhat, az oldallancbeli
karboxilcsoport jelenléte a Gly-BIMA-hoz képest Gjabb koordinacids lehetdségeket
teremt. A bisz(imidazolil)-koordinacid mellett az aszpartilrészen [B-alaninszerii
koordinacio alakulhat ki, és az amidnitrogén deprotonalédasara is lehetéség van.
Ennek eredményeként kétmagvu komplexek, dimer és izomer szerkezetek johetnek
létre.

Az o-Glu-BIMA ugyanazokat a funkcidscsoportokat tartalmazza, mint az o-
Asp-BIMA, azonban az oldallancbeli karboxilcsoport egy metiléncsoporttal
tavolabb van a tobbi funkcidscsoporttol. Ennek kovetkeztében (NH,,y-COO")
koordinacioval csak héttagu kelatgytrii alakulhatna ki, ami nem kedvez6 a vizsgalt
fémionok szamara. Ugyanakkor bisz(imidazolil)-koordinaciora és az amidnitrogén
deprotonalodasara itt is lehet6ség van. Ezek alapjan komplexkémiai szempontbol
Gly-BIMA-szerti viselkedést varnank.

4.3.2.1. Az a-Asp-BIMA és az a-Glu-BIMA réz(II)komplexei

A két ligandum  Cu(Il)-
komplexeit pH-potenciometrias, UV-
lathaté és ESR  spektroszkopias
modszerrel tanulmanyoztuk, valamint
az a-Glu-BIMA esetén CD méréseket
is végeztink. A képz6dé komplexek
stabilitasi allandoit a 22. tabldzat, a
spektralis paramétereket a 23. tablazat —_— .
tartalmazza. A Cu(Il)-o-Asp-BIMA 0 1 2 3 ewivalens | 8 % 10
rendszer kiilonbozd fémion/ligandum | 52. dbra: A Cu(Il)-a-Asp-BIMA rendszer
aranyoknal készilt titralasi gorbéje az titralasi gorbéje kulyonbozo’ fémion/ligandum
52. dbrdn lithato, aranyokndl

A komplexképzddés mindkét ligandumnal mar erésen savas kozegben
elkezdddik (53. dbra). A bisz(imidazolil)-koordinaciéval kialakulé [CuLH]*",
[CuL,H,]*", [CuL,H]" komplexekben a terminalis aminocsoport(ok) protonalt(ak).
Ugyanakkor mivel az a-Glu-BIMA oldallancbeli  karboxilcsoportjanak

rrrrr

esetben olyan bisz(imidazolil)-koordinaciot tartalmazo részecskék is megjelennek,
amelyekben még a karboxilcsoport is protonalt. A
[CuLH,]** <= [CuLH]*"+H", (17)
[CuL,H, " = [CuL,H;]*"+H" és (18)
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[CuL,H;]** = [CuL,H,]*'+H" (19)
folyamatokra jellemzo pK-értékek (22. tablazat) a karboxilcsoport deprotonalddasi
allandodjanak felelnek meg.

22. tablazat: Az o-Asp-BIMA-val ¢és az a-Glu-BIMA-val képzddé réz(Il)komplexek
stabilitasi allandoi

A komplex Osszetétele o-Asp-BIMA o-Glu-BIMA
[CuL,H,]*" — 37,46(7)
[CuL,Hs]*" — 34,01(8)
[CuL,H,J** 29,04(9) 29,84(5)
[CuL,H]" 23,11(36) —
[Cul,H ] 8,7(9) —
[CuLH,]*" — 19,97(2)
[CuLH]* 15,63(3) 16,38(12)
[CupL, ™" 25,25(16) _
[Cu,L,H 5] 15,46(13) 16,70(3)
[Cu L H 5] 6,66(26) 8,26(12)
[CuLH 4 -2,33(19) —0,71(6)
[CusL,H 4] 9,33(11) 7,97(11)
[Cu,LH " 9,92(7) 10,06(5)
pK(CuL,H,/CuL,H;) — 3,45
pK(CuL,Hs/Cul,H,) — 4,17
pK(CuL,H,/CuL,H) 5,93 —
pK(CuLH,/CuLH) — 3,59
pKiu(Cu,Ly/CuLoH ,)? 4,90 —
pK(Cu,LoH »/Cu,L,H 5)° 8,80 8,44
pK(Cu,L,H 3/Cu,L,H 4) 8,99 8,97
1g(K1/K>) (CuL,Hy) — 2,48
1g(K1/K>) (CuL,H,) 2,22 2,92

apKan(CUsz/CUQLQH,z) = (lgB(CUQLz) — lgB(CUZLzH,z))/Z
® pK(Cu,L,H,/Cu,LoH,, 1) = 1gB(Cu,LoHy) — 1gB(CusLoH, )
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4.3.2.1. Az o-Asp-BIMA ¢és az a-Glu-BIMA réz(IT)komplexei

23. tablazat: Az altalunk vizsgalt és az Osszehasonlitdshoz hasznalt ligandumok
réz(Il)komplexeinek koordinaciés modja és spektralis paraméterei

a-Asp- 0-Glu- y-Glu- B-Ala- Gly- His-
BIMA BIMA BIMA BIMA BIMA™ BIMA'"Y
CuLH, A0 — 168 — — — 176
N(Im), N(Im) g — 2,298 — — 2,298
Amax — 687 — — — 683
(e) (31 (32)
CuLH"™ A (107 171 180 172 170 175 —
N(Im), N(Im) g 2,298 2287 2296 2296 2,299 —
Amax 690 695 688 691 681 —
(e) (46) (25) (43) (41) (31
CuLH,(n=2-4) A (10% 193 193 193 192 201 197
2(N(Im), N(Im)) g 2,234 2,232 2234 2233 2236 2,234
Amax 601 596 592 592 590 605
(e) (42) (65) (46) (46) (34) (50)
Cu,L,H , homax 591 589 — 564 595 592
() (113)  (104) 93) 1) (111)
(NH,,N N(Im))  Cu—Cu 393 393 — 414 390 397
+ N(Im)-hid tavolsag
Cu,L,H 4 homax 567 562 — — — 565
() (95)  (100) (117)
(NH,,N N(Im))  Cu—Cu 386 385 — — — 384
+ N(Im)-hid tavolsag

A tablazatban szerepld mennyiségek mértékegységei: Ama: nm, £ M 'em ™, A 10 em ™,
Cu—Cu tavolsag: pm.

" A Gly-BIMA ESR spektruma a réz természetes izotopkeverékével késziilt.

" Az a-Glu-BIMA CuLH komplexének koordinacios médja eltér: (N(Im), N(Im) + COO").

Az o-Glu-BIMA [CuLH,]*" és [CuLH]*" komplexeinek ESR paraméterei
eltérnek egymastol, ami alapjan a bisz(imidazolil)-koordinacié mellett az utobbi
komplexben az oldallancbeli karboxilatcsoport gyenge axialis iranyt koordinacidja
feltételezhetd. Ugyanakkor az o-Asp-BIMA [CuLH]*" komplexének ESR
paraméterei az a-Glu-BIMA [CuLH,]’" komplexének ESR paramétereihez
hasonldak, tehat az a-Asp-BIMA [CuLH]*" komplexében nem koordinalodik az
oldallancbeli karboxilatcsoport. A két ligandum kozotti kiilonbség azzal
értelmezhetd, hogy a o-Glu-BIMA-ban tavolabb van a karboxildtcsoport a
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bisz(imidazolil)-résztdl, igy sztérikus szempontb6l kedvezobb egy makrokelat
kialakulasa.

100 100 1 >
a [CuHr [CuLyH,l™ (CUsLoHL] [CusL,H_ ]2 b [CuL,H 1> [CualoHl
80 A ANy 80 -
Y 60 - 2 60 -
s s o
G404 y G 40 1
T\[CusLoH ST
20 / \ l& 20
N /)A,A ok
2 4 PH 8 10 2 4 6 PH 8 10
53. abra: A Cu(Il)-a-Asp-BIMA (a) és a Cu(Il)-o-Glu-BIMA (b) rendszerben
képz6ddé komplexek eloszldsa a pH fliggvényében
(ccuan = 2-107 mol/dm’, ¢, = 4-10 mol/dm”)

A biszligandumu komplexek ESR paraméterei (23. tabldzat) hasonloak a
korabban vizsgalt aminosavszarmazékok biszkomplexeinek paramétereihez, ami
alatamasztja, hogy itt is 4 N(Im)-es koordinacié valosul meg. Az ESR spektrum 9
vonalbol all6 szuperhiperfinom felhasadasa (54.a. dbra) utal a négy ekvivalens
nitrogén-donoratom koordinaciojara.

a ' b
pH y

PN pH
251 S N
— 241

303

) 400
600 [

755 P P

880 T | 5,16
ZSJOG ' ' ' ' 270'OG I ' I I 290’0(‘1 ' ' ' ' 310IOG 25(!()G ) ) ) ) 270'0G ) ) . ) 290’00 ) ) . ) 3100 G
54. abra: A Cu(Il)-a-Asp-BIMA rendszerben kiilonb6z6 pH-értékeknél felvett ESR

spektrumok parallel tartomanya
(ccuan = 5-10° mol/dm?, a: ¢, = 1-102 mol/dm’>, b: ¢, = 5-1073 mol/dm3)

Az a-Asp-BIMA ligandum esetén 1:1 fém/ligandum aranynal az
aminocsoport deprotonalddasaval parhuzamosan, [Cu,L,]*" komplex alakul ki.
Ilyen sztochiometriaval két izomer komplexszerkezet adhaté meg: 2(N(Im),N(Im))
+ 2(NH,,CO0O") és 2[(N(Im),N(Im)) + (NH,,COO")] koordinacioju részecskék
lehetnek jelen (55. dbra). Az ESR spektrumban azon a pH-n, ahol ezek a
komplexek is jelen vannak (54.5. dbra pH = 5,16) a dimer komplexekre jellemzé
emelkedés mellett négy imidazolnitrogén koordinacidjara utald kilenc vonalas
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szuperhiperfinom felhasadés is e 0 2N A N
lathato. Ez a felhasadas ahhoz =N ZQO'C\CHZ =N N=

az izomerhez rendelheto, N Ve u‘\NHrC\H N 7N/’C”‘\N_ NH
amelyben az egyik réz(Il)ion- oJ\ HN\) @NH }o o% HN\) NH >:o
hoz négy imidazolnitrogén Ho—HN. = u He—HN. N
koordinalodik. Bar valdszini- CHZ/O_,"CU\KN? Ctz /O_,/C“\_o\ CH,
leg nem csak egy tipusu jel o//C QN o//c C\b
van, mivel széles a spektrum, 55. abra: Az a-Asp-BIMA [Cu,L]>*

nem lehet megitélni az egyéb komplexének szerkezete
koordinacioji réz(Il)ionok

jelenlétét, de feltehetdleg hasonloan a Cu(Il)-His-BIMA rendszerhez, mindkét
izomer kialakul. Hasonl6 izomerek a Leu-Gly-BIMA, Gly-Leu-BIMA és a Phe-
Gly-BIMA' ligandumokkal is képzédtek, ahol a terminalis amino- és a
karbonilcsoport vett részt a koordinacioban.

A pH emelésével mindkét ligandumnal extra lagfogyasztd folyamat
jelentkezik, ami az amidnitrogén deprotonaldodasanak tulajdonithato. Az o-Glu-
BIMA esetén ez az aminocsoport deprotonalodasaval parhuzamosan jatszodik le. A
potenciometrias adatok alapjan nem donthetd el, hogy monomer vagy dimer
szerkezetli részecskék képzddnek, az ESR spektrum azonban hasonldan a korabban
vizsgalt aminosav-szarmazékokhoz dimer szerkezetii [Cu,L,H ,] komplexek
jelenlétére utal (/0. dbra, 20.0ld. R = -CH,—COO, illetve —-CH,—~CH,—COQ"). Az
ESR spektrumbdl kiszamithatjuk a Cu-Cu tavolsagot. A merdleges tartomanyban g
~ 2 mindkét oldalan két nagy intenzitasu csucs van egymastol kb. 480 G-ra. Ebbol
meghatarozhatjuk a D értéket és a g -t, amibél a Stevens egyenlet'® alapjan (41.
old. 16. egyenlet) az a-Asp-BIMA ¢s az az a-Glu-BIMA [Cu,L,H_,] komplexében
a Cu-Cu tavolsag 393 pm. Ez az érték az azonos koordinaciot tartalmazo Gly-
BIMA-nal 390, a Phe-BIMA-nal 393, a His-BIMA-nal 397 pm. A kapott értékek
hasonlosaga aldtdmasztja, hogy ezeknél oz
a ligandumnal is imidazolhidas, nem
pedig  karboxilathidas  szerkezetek | 0151
alakulnak ki. Az UV-lathato spektralis |*
paraméterek (24. tdbldzat) is meger6-
sitik az (NHp,N', N(Im)) + Im-hidas |
szerkezetek képzodését.

A pH tovabbi novelése ujabb | o000 ; . . !
lagfogyasztoé folyamatot eredményez, 400 500 600  (nm) 700 800
amit az abszorpcidés spektrum kék 56. abra: A Cu(Il)-a-Asp-BIMA
eltolodésa (592 —>567 nm, illetve 583 | rendszerben 1:1 femion/ligandum ardnyndl,
—> 562 nm) (56. dbra) és az ESR kiilonboz6 pH-értékeken felvett 1athatd

. spektrumok
spektrum jellegzetes valtozasa kisér.

0,10 4
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Az ESR spektrum alapjan bizonyos, hogy tovabbra is dimer komplexek vannak
jelen, azonban a d-d savok eltoloddsa arra utal, hogy ez nem vegyes-
hidroxokomplex képzodésnek, hanem a pirroltipusti nitrogének deprotona-
lodasanak tulajdonithatd. Hasonléoan a Cu(Il)-His-BIMA-rendszerhez itt is
[CuL,H 5] és [CuszHJ‘]z* komplexeket feltételeztiink. Az elébbi csak kis
mennyiségben, mas részecskékkel atfedésben jelenik meg az oldatban, ezért
spektralis paramétereket csak a [Cu,L,H 4]*” komplexre tudtunk meghatarozni. Az
a-Asp-BIMA [Cu,L;H 4] komplexében a Cu-Cu tavolsag 386, az o-Glu-BIMA
esetén 385 pm. A His-BIMA-ndl ez az érték 384 pm. Az imidazolrész pirroltipust
N(1)H-csoportjanak deprotonalodasa ezeknél a ligandumoknal is a Cu-Cu tavolsag
csokkenését eredményezi. Ilyen komplex a Gly-BIMA-nal nem jelenik meg. A
His-BIMA-nal képzddése azzal magyarazhatod, hogy a hisztidiloldallanc gyenge
axialis kolcsonhatasa megvédi a komplexet a hidrolizist6l. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy az aszpartil- és a glutamilrész karboxilatcsoportjanak
koordinacioja is képes megakadalyozni a hidrolizist.

pH 6 felett mindkét ligandumnal ligandumfeleslegnél is a [Cu,L,H ;] és a
[Cu,L,H,]* az uralkodd részecske. Ugyanakkor az a-Asp-BIMA ESR
spektrumabol megallapithatd (54.a. abra), hogy a fent emlitett komplexek mellett
ebben az esetben kis mennyiségben monomer [Cul,H ;]” komplex is jelen van,
amelyben az egyik ligandum haromfogu (NH,,N,N(Im)), mig a masik egyfogu
ligandumként (Im) koordinalodik. Az a-Glu-BIMA esetén nem képzddik ilyen
részecske. pH 7 felett mar ligandumfeleslegnél is csak dimer szerkezetli komplexek
vannak jelen, az 1:1 és az 1:2 arany eloszlasa azonos.

A ligandumok szerkezetiikb6l adodoan két fémion megkdtését is lehetdve
teszik. Ezért fémfoloslegnél is tanulmanyoztuk ezen ligandumok komplexképzd
sajatsagait. Ebben az esetben [Cu,LH]*" komplexek is képzOdnek.
Feltételezésiink szerint a ligandumok N- ¢és C-termindlis részéhez is egy-egy
réz(I)ion kotdédik (NH,, N, N(Im)), illetve (N(Im),N(Im)) koordinaciéval. Azonban
a ESR spektrum jeleinek kiszélesedése miatt ezzel a modszerrel nem igazolhatd a
komplexben megvaldsuld koordinaciés mod.

3:2 fém/ligandum ardnynal pH 5 felett extra lugfogyaszté folyamat kezdddik.
Az ESR spektrum polimer szerkezet kialakulasara utal, az abszorpcios
spektrumban kék eltolodas figyelheté meg. Képzodhetne hidroxohidas dimer
komplex, de a pirroltipust N(1)H-csoport deprotondlodésa és koordinacidja is
feltételezhetd. A spektrumok inkabb ez utdbbit valoszinisitik. {gy hasonloan a His-
BIMA-hoz, harommagva [CusL,H 4] komplexek képzodését feltételeztiik. Ilyen
koriilmények kozott pH 7-nél gyakorlatilag csak ez a komplex van jelen az
oldatban. Ebben a komplexben két fémion koriil ekvatorialisan (NH,,N ,N(Im))
donorcsoportok koordinalédnak, a harmadik fémion koordinacids helyeit négy
imidazolnitrogén foglalja el. Ezt a szerkezetet a karboxilatcsoportok axialis irdnyt
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kotodése stabilizalja (57. dbra). Ahhoz, hogy

o]
ez a komplex kialakulhasson, az imidazol- ;o~0<
N(1)H-csoportnak mar pH = 5 és 6 kozott TN @N,,,,c.;z;NHzc':Hz
deprotondlodnia kell, ami szokatlanul kis ) =N L

N N |
)\ } N e NG CH
érték. Azonban ebben az esetben a pirrol- TH\ N N'/CU‘\‘N?/ ¢
tipust nitrogén deprotonalddasat a réz(Il)ion | ¢ Hz“"":?“gf”N@ N MH

koordinacidja kiséri, igy lényegesen kisebb >C/o"
pH-n bekovetkezhet ez a folyamat, mint a o
szabad ligandum esetén. 37. abra: Az a-Asp-BIMA

A Cu(ll)-a-Glu-BIMA  ekvimolaris [CusLoH 4] komplexének szerkezete

oldatdban CD méréseket is végeztiink. Ez az elsd bisz(imidazol-2-il)-metil-
aminosavszarmazék, amelyet ezzel a modszerrel vizsgaltunk, igy a meghatarozott
paramétereket egyeldre nem tudjuk mas vegyiiletekével Osszehasonlitani. 1:1
aranynal az egyes részecskékhez tartozd spektrumokat a PSEQUAD program
segitségével meghataroztuk, a leolvasott paramétercket a 24. tablazat tartalmazza.
A bisz(imidazolil)-koordinaciét tartalmazéd részecskéknek — mivel ez a kotéshely
tavol helyezkedik el a kiralitdscentrumtél — nincs CD-aktivitasuk a d-d savok
tartomanyaban. Az UV-tartomanyban megjelend nagyobb intenzitasu savok az
amid-N"—>Cu(Il) toltésatviteli savnak felelnek meg, mig 500 nm koril a d-d
atmenethez tartoz6 savok lathatok. Az extra lugfogyaszto folyamattal
parhuzamosan a d-d atmeneteknél és az amid-N—>Cu(Il) toltésatviteli savnal is
eltolodas figyelhet6 meg, ami az imidazol-N(1)H-csoport deprotonalodasara
utalhat ([Cu,L,H 4> komplex).

24. tablazat: A Cu(Il)-a-Glu-BIMA rendszerben képz6dé kiilonb6z6 komplexek CD
spektralis adatai

Aman(A€)  [nm]([M'cm'])
komplex N-=>Cu(Il) d-d
[M,L,H 5] 300(—1,60) 600(+0,24)
[MLL,H ;5] 300(—1,60) 550(+0,26)
[MLL,H 4> 290(-1,38) 480(+0,10)
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4.3.2.2. Az a-Asp-BIMA és az a-Glu-BIMA nikkel(II)komplexei

25. tablazat: Az o-Asp-BIMA nikkel(Il)- és az o-Glu-BIMA nikkel(Il), valamint

cink(IT)komplexeinek stabilitasi allandoi

o-Asp-BIMA a-Glu-BIMA
A komplex 1gB(Ni(II)- 1gB(Ni(II)- 1gB(Zn(1I)-
Osszetetele komplex) komplex) komplex)
[ML,H,]*" — 34,15(27) —
[ML,H;]*" — 31,41(6) 28,33(2)
[ML,H,]** 27,12(10) 26,92(9) 23,79(2)
[ML,H]" 21,28(28) 19,95(15) 16,99(2)
[ML;] 14,33(20) 12,69(8) 9,42(3)
[ML,H ] 4,89(40) — _
[MLH,]* — 17,89(4) 15,97(1)
[MLH]** 14,30(2) 14,19(4) 11,99(2)
[ML]" 8,59(10) _ .
[MLH ,] —7,70(11) —8,20(5) —
[M,LoH 5] 4,94(19) 2,80(6) 0,83(4)
[M,LH > 5,02(21) — —
pK(ML,H,/ML,H;) — 2,74 —
pK(ML,H3/ML,H,) — 4,49 4,54
pK(ML,H,/ML,H) 5,84 6,97 6,80
pK(ML,H/ML,) 6,95 7,26 7,57
pK(MLyML,H ;) 9,44 _ _
pK(MLH,/MLH) — 3,70 3,98
1gK1/K>(ML,Hy) — 1,63 —
1gK1/K>(ML,H,) 1,48 1,46 0,19
12K /K>(ML,) 2,85 — —

Hasonloan a réz(II)rendszerekhez, nikkel(Il)ionokkal is mar savas kézegben
megkezdddik a komplexképzddés, és az ott keletkez6 2, illetve 4 N(Im)-es
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4.3.2.2. Az a-Asp-BIMA és az a-Glu-BIMA nikkel(I)komplexei

komplexek itt is megjelennek (25. tdblazat, 58. dabra). Azonban amig a
réz(Il)komplexekben az ekvatorialis kotohelyeket foglalta el a négy
imidazolnitrogén, addig az oktaéderes nikkel(II)komplexekben mar lehet6ség van
axialis iranyu koordinaciora is. Ezzel értelmezhetd, hogy a Iépcsdzetes stabilitasi
allandok aranya a nikkel(I)komplexeknél kisebb, mint a réz(Il)komplexeknél,
vagyis nikkel(Il)ionokkal kedvezményezettebb a biszkomplexek képzddése. Ez a
tendencia a BIM-nél, BIP-nél, és a korabban vizsgalt aminosavszarmazékoknal is
megfigyelhetd.

a |\n® [NIL,H, 2" INiL,]  [NILH]
80 -
[NiLH]"
< 60
Z 40 [NiL,H ]~ £ 40

2 4'1 tla pH 5'3 1'0

58. abra: A Ni(Il)-a-Asp-BIMA (a) és a Ni(Il)-a-Glu-BIMA (b) rendszerben képz6d6
komplexek eloszlasa a pH fiiggvényében

(cnian = 2-107 mol/dm’, ¢; =4-10° mol/dm’)

Az aminocsoport deprotonalodasat kovetden, a Ni(ll)-a-Asp-BIMA
ekvimolaris oldataban nagy mennyiségben képzddik 1:1 Osszetételi komplex. A
ligandum szerkezete lehet6vé teszi, hogy az (N(Im),N(Im)) és az (NH,,3-COO")
donorcsoportok egyidejlileg kotddjenek ugyanahhoz a fémionhoz. Ugyanakkor
lehetéség van arra is, hogy [Ni,L,]*" osszetételii dimer komplex képz6djon.

Potenciometrids méréssel nem donthetd el, hogy monomer vagy dimer
szerkezetli komplexek vannak-e jelen. Mivel a nikkel(IT)ionoknal kevésbé jellemzd
a dimer komplexek kialakuldsa, és a a-Asp-BIMA szerkezete lehetdvé teszi a
monomer [NiL]" képzOdését, a 25. tdbldzat csak ezt a modellt tartalmazza. A a-
Glu-BIMA ligandummal nem képzddik ilyen dsszetételit komplex, mivel ebben az
esetben az oldallancbeli karboxilatcsoport koordindciojaval csak héttagu
kelatgytrii johetne 1étre.

A pH novelésével mindkét ligandum amidnitrogénje deprotonalddik. Ezt a
folyamatot geometriavaltds kiséri. A lathatd spektrum egyértelmlien jelzi a
siknégyzetes komplexek jelenlétét. Ahhoz, hogy siknégyzetes nikkel(II)komplex
jojjon 1étre, harom N-donorcsoport és egy H,O-nél erdsebb donorcsoport
koordinaciodja sziikséges. A [NiLH_;] komplexben nem koordinalédhat valamennyi
donoratom ekvatoridlisan, de arra lehetdség van, hogy ugyanazon ligandum négy
donorcsoportja oktaéderesen kotédjon a Ni(Il)-ionhoz. Igy ha ezekben a
rendszerben csak [NiLH_;] komplex lenne jelen, akkor pH 8 koriil nem jelenhetne
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meg a siknégyzetes sav. Ebben a komplexben hasonléan a Gly-His oktaéderes
geometridji [NiLH ;]" komplexéhez (NH,,N ,N(Im)) koordinacié alakulhat ki.
Azonban az a-Asp-BIMA esetén 444 nm-nél (¢ = 99 M 'em '), az a-Glu-BIMA
esetén pedig 443 nm-nél (¢ = 182 M 'ecm') intenziv sav lathat6, amely négy
ekvatoridlisan koordinal6dé csoportra utal. A leirtak alapjan mindkét rendszerben
dimer szerkezeti [Ni,L,H,] komplex képzodését feltételezzilk. A molaris
abszorpcids koefficiens értékek mas komplexekre jellemzd értékével valo
Osszehasonlitasabol arra kovetkeztethetliink, hogy az o-Asp-BIMA esetén
monomer és dimer részecskék egyarant jelen vannak, oktaéderes == siknégyzetes
egyensuly valosul meg, mig az a-Glu-BIMA esetén csak [Ni,L,H ,] komplex van
képzodik.

Ligandumfeleslegnél a deprotonalodott amidnitrogén koordinacidjaval
biszligandumu komplexek is kialakulhatnak. Amig az a-Asp-BIMA ligandum
esetén a [NiL,] komplexben bisz(imidazolil)-koordinaci6 valosult meg, addig az o-
Glu-BIMA esetén a komplex képzddésével parhuzamosan megjelend, a
siknégyzetes komplexekre jellemz0 sav (59. abra) arra utal, hogy deprotonalodott
amidnitrogén koordinaciojaval  sik-
négyzetes komplex alakul ki. fgy
hasonléan a Ni(Il)-Gly-BIMA
rendszerhez, a [NilL,] részecske
pontosabb felirasmodja [NiLH ;LH]. A
Ni(Il)-o-Asp-BIMA rendszerben pedig
[NiL,H_;]” komplex képzddik viszony-
lag nagy mennyiségben. Ebben a

0,0+ T T T T J
rendszerben 1:2 aranynal gatoltabb az 300 400 500 600 ("M 700 800

amidnitrogén deprotonalédasa, mivel 59. abra: A Ni(Il)-a-Glu-BIMA

rendszerben 1:1 fémion/ligandum aradnynal,
kiilonboz6 pH-értékeken felvett UV-1athatéd
spektrumok

az oktaéderes geometriaju biszkomp-
lexben a két ligandum haromfogu
kotédése akadalyozza a [NilL,H ]
komplex képzdodését. Ugyanakkor 1:1 aranynal nincs jelen biszkomplex, az
amidnitrogén deprotonalédasa kisebb pH-n kdvetkezik be.

A pH novelésével mindkét ligandum esetén Ujabb deprotonalddasi 1€pés
jatszodik le, ami a hidrolizisnek tulajdonithatd. Hasonléan a Gly-BIMA-hoz és a
His-BIMA-hoz [NiLH ,] dsszetételii vegyes-hidroxokomplexek képzddnek.
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4.3.2.3. Az a-Glu-BIMA cink(II)komplexei

4.3.2.3. Az o-Glu-BIMA cink(II)komplexei

A Zn(Il)-komplexek termodinamikai stabilitasa kisebb, mint a Cu(Il)-, vagy
Ni(Il)-komplexeké (22. és 25. tablazat), ezért a komplexképz6dés — mint a
BIMA-szarmazékoknal — 4ltalaban,
nagyobb pH-n kezdddik (60. dbra).
Emiatt a  protondlt komplexek
koncentracidja kisebb, mint az elébbi
két fémionnal, és [ZnL,H4]* mar nem
mutathat6 ki a rendszerben.

pH 7 alatt gyakorlatilag csak
bisz(imidazolil)-koordinacié  valosul
meg. A deprotonalddasi 1épesék hason-
16an a Ni(Il)-a-Glu-BIMA rendszer- 60. abra: A Zn(Il)-o-Glu-BIMA
hez, a karboxil- és az aminocsoportok rends.zerbc?n k’épz()'d('j komplexekﬁgloszlésa}xa
deprotonalodasanak  felelnek  meg. | P H fuggvényeben (Czo =210 mol/dm’,

. . ¢ =410 mol/dm’)
Abban azonban eltérés mutatkozik,
hogy a [ZnL,] komplexben szintén bisz(imidazolil)-koordinacio alakul ki, nem a
deprotonalodott amidnitrogén koordinalodik. Erre utal, hogy deprotonalddasi
folyamat pK-ja megfelel a szabad ligandum pK(—NH3") értékének.

Ekvimolaris oldatban mar pH = 6,5-nél csapadék valik le, az 1:2 aranyu oldat
azonban nagyobb pH-n is tiszta marad. Ebben az esetben pH 7 felett extra
lugfogyasztd folyamat jelentkezik. Ezt okozhatja hidroxokomplexképzodés, de az
amidnitrogén is deprotonalodhat. Mivel pH = 9-ig nem észleltiink
csapadékképzodést, hidroxokomplexek esetén azonban ennek kisebb pH-n be
kellett volna kovetkeznie, ezért azt feltételezziik, hogy hasonldéan a Zn(II)-Gly-
BIMA rendszerhez, ebben az esetben is lejatszodott az amidnitrogén
deprotondlodasa. Feltételezésiink szerint a Ni(Il)-a-Glu-BIMA rendszerhez
hasonloan dimer szerkezetli, [Zn,L,H ,] 6sszetételit komplex képzddik.

100 ~ [ZnaLoH5]

4.3.3. A y-Glu-BIMA atmenetifém-komplexei

Bar a y-Glu-BIMA ugyanolyan funkcioscsoportokat tartalmaz, mint a masik
két vizsgalt ligandum, komplexkémiai viselkedése eltér azokétol. Hasonldan a
tobbi aminosavszarmazékhoz lehetdség van Dbisz(imidazolil)-koordinaciora,
emellett a glutamilrészen o-aminosavszeri koordindcié valosulhat meg.
Ugyanakkor az amidnitrogén olyan tavol van az amino- és a karboxilcsoporttol,
hogy a peptidszeri kotédés nem kedvezményezett, (NH,,N) koordinacioval csak
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héttagu kelatgytrti alakulhat ki. A Cu(Il)- és Ni(II)-ionokkal képz6dé komplexek
stabilitasi allandoit a 26. tablazatban foglaltam Gssze.

26. tablazat: A y-Glu-BIMA-val képzddo atmenetifém-komplexek stabilitasi allandoi

A komplex Osszetétele 1gB(Cu(Il)-komplex) 1gB(Ni(1l)-komplex)
[ML,H,]** 32,54(5) 30,64(3)
[ML,H]" — 22,85(10)
[MLH]* 17,18(2) 15,77(9)
[ML] — 9,53(2)
[M,LoJ*" 29,09(6) _
[MoLH_,]** 10,45(7) _
lg(K1/K,)" 1,82 0,9

4.3.3.1. A y-Glu-BIMA réz(IT)komplexei

A spektralis adatok (23. tablazat) alapjan azt feltételezziik, hogy savas pH-
tartomanyban ennél a ligandumnal is a bisz(imidazolil)-részen kezddédik el a
fémion koordinaciéja. A [CuLH]*" komplexben kettd, a [CuL,H,]*" komplexben
négy imidazolnitrogén kotodik.

Mivel a ligandum glutamilrészén (NH,,COO") koordinacid, a masik végén
bisz(imidazolil)-koordinacio kialakulasara van lehetéség, a y-Glu-BIMA
komplexképzése jol modellezhetd a glicin—bisz(imidazol-2-il)-metan (Gly—BIM)
vegyesrendszerrel.’

2 '[C“Li*c];]p T o o cr
804 A 80 4 [CULHI - [CuB] et [CuAB]*
X 60 1 K609A -,
S RN AP
5 [CuABl,- 3 [ )
O 40 A [CuoL,T? 7 040 qy [CuLHy
20 1 20 1
0 u T T T T T 1 0 T T u T u 1
2 3 4 5 pH 6 7 8 9 2 3 4 5 pH 6 7 8 9
61. abra: A Cu(Il)—y-Glu-BIMA (folytonos vonal) és a Cu(Il)-Gly—BIM (szaggatott
vonal) rendszerben képzdd6 komplexek eloszlasa a pH fiiggvényében
A: Gly, B: BIM, L: y-Glu-BIMA (c, = cg= c,= 410" mol/dm’, (a) ccyay = 2-10° mol/dm’,
(b) ccuan = 4-10~° mol/dm®)
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4.3.3.1. A y-Glu-BIMA réz(IT)komplexei

A 61. abran lathatd, hogy abban a pH tartomanyban ahol a y-Glu-BIMA-nal
bisz(imidazolil)-koordinaciét feltételeziink, a vegyesrendszerben a BIM-mel
képz6dd [CuB]*" és [CuB,]*" komplex van jelen. A bisz(imidazolil)-koordinacio
kedvezményezettebb az o-aminosavszerli koordinacioval szemben: a glicinnel
képz6dd [CuA]™ és [CuA,] komplex csak 1:1:1 aranyndl, és nagyon kis
koncentracioban van jelen. Ez aldtimasztja azt a feltételezésiinket, hogy a
[CuLH]*" és a [CuL,H,]* komplexekben bisz(imidazolil)-koordinacio valosul
meg.

Az aminocsoport deprotonalodasat kovetden (NH,,COO™) + (N(Im),N(Im))
koordinacidju [CuL,H]" és 2(NH,,COO") koordinaciéju [CuL,] komplex
képzddésére is lehetéség lenne, azonban ebben a rendszerben ilyen komplexeket
nem tudtunk kimutatni. Amikor a lanc mindkét vége koordinalodhat,
ligandumfelesleg jelenlétében sem mutathaté ki biszkomplex, hanem dimer
szerkezetii [Cu,L,]*" komplex képz3dik. Ennek két izomerje lehetséges: kialakulhat
szimmetrikus szerkezet 2(NH,,COO") + 2(N(Im),N(Im)) koordinacidoval vagy
aszimmetrikus szerkezet 2[(NH,,COO") + (N(Im),N(Im)] koordinacioval (62.
dbra). A spektralis paraméterek alatimasztjak feltételezésiinket. A [Cu,L,]*"
komplexre jellemz6 abszorpcios spektrumban maximalis elnyelés Ap.x = 602 nm-
nél talalhato. Ez megfelel a Cu(Il)-ion korili (NHp,COO") + (N(Im),N(Im)
koordinacionak. Ilyen koor-
dinaciéra 37. oldalon talal- _CH—C— _CH—C—
hato 10. egyenlet alapjan [oy % w o o S NH
szémitott ¢rték Ame = 597 |o b L) o w1 1)
nm A [CuL,]” komplex | ot Cuz o . N,,‘:C"i‘zf\of

, . BN N N N > i
ESR paraméterei a | M {; N ‘/N\?Ni ‘ |}4 po

N

vegyesrendszerben képz8dé | g7 T\, o o
[CuAB]" komplex paramé- <CH2—(“T/NH NH‘E~ 2
terethez hasonldak (g = ©

2,239, Ay =190-10"cm™). 62. dbra: A [Cu,L,]*" komplexek szerkezete

A Cu(II)-Gly-BIM vegyes rendszer alapjan az valdszintlisithetd, hogy mindkét
izomer megjelenik 1:1:1 aranynil. A vegyes-koordinaci6ji [CuAB]" komplex
mellett bar csak kisebb mennyiségben, de [CuA,] és [CuB,]*" is képzodik.

1:2 aranynal pH 8, 1:1 aranynal pH 7 felett csapadék jelenik meg. A csapadék
kék szine arra utal, hogy komplex valik ki az oldatbdl, nem hidrolizis kovetkezik
be. Ellentmondas is lenne, ha vilagoskék Cu(OH), csapadék jelenne meg, mert
ezen a pH-n lehetdség van az aminosavszerli koordinaciéra, ami vizoldhatd
komplexek képzodéséhez vezetne. A csapadék akkor valt le, amikor az Osszes
donorcsoport deprotonalodott. Feltételezésiink szerint ekkor megbomlik a dimer
szerkezet és vizben nem old6do polimer alakul ki.
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A Cu(II)~y-Glu-BIMA rendszert 2:1 fém/ligandum aranynal is vizsgaltuk. Az
aminocsoport deprotonalodasat kovetden bar varhaté lenne a [Cu,L]*" komplex
kialakulasa, amelyben a ligandum mindkét végéhez egy-egy fémion koordinalodik,
ilyen komplex nem képzddik. Ennél az aranynal is [Cu,L,]*" komplex alakul ki. A
[CuL,]*" komplex kiugré stabilitasat jelzi az is, hogy a réz(Il) [Cu,L,]*
komplexben van jelen, igy a szabad réz(Il) koncentracidja nagyobb, mint a
vegyesrendszerben, ahol fémfeleslegnél a [CuAB]™ mellett viszonylag nagy
mennyiségben képzodik [CuA]" és [CuB]*" komplex is.

A pH novelésével extra lugfogyaszté folyamat kezdddik, ami a [Cu,LH_]*
vegyes-hidroxokomplex képz6édésének tulajdonithatdé, majd pH = 7-nél 2:1
aranyndl is csapadék valik ki az oldatbol.

4.3.3.2. A y-Glu-BIMA nikkel(I)komplexei

A Ni(IT)-y-Glu-BIMA rendszerben a bisz(2-imidazolil)- és az aminocsoport
deprotonalodasa elkiiloniilten jatszodik le. Ebben az esetben az a-Asp-BIMA ¢és az
a-Glu-BIMA ligandumoktdl eltéréen csak oktaéderes komplexek alakulnak ki. A
képz6do komplexek eloszlasa a 63. dabran lathatd, a stabilitasi allandokat a 26.
tablazat tartalmazza.

Nikkel(IT)ionokkal kedvezObb a | 149,
biszkomplexek képzddése, igy ekvi-
molaris oldatban is jelen vannak 4
N(Im) koordinaciét tartalmazod komp-
lexek. Ugyanakkor a biszkomplexek
jelenléte miatt az aminocsoport depro-
tonalddasa nagyobb pH-n jatszodik le,
mint réz(Il)ionok esetén. 1:1 aranynal 0
csak pH 6, 1:2-nél pH 7 felett
l{;?gogl]li a flo(lyarriat. Ebpen akz’ese”t 361? rendszerben képz6dd komplexek

2 omplex 15 - Kkepzodik, eloszlasa a pH fiiggvényében
amelynek két izomerje lehetséges. Az (cxian = 2:10° mol/dm?, ¢, =4-10 mol/dm?®)
egyik izomerben (NH,,COO") +
(N(Im),N(Im)) koordinacio alakulhat ki, és a nem koordinalddé aminocsoport
protonalt. A masik izomer szerkezetben pedig lehetdség van az egyik ligandum
tridentat koordinacidjara: a négy imidazolnitrogén kotddése mellett az egyik
aminonitrogén deprotonalodik és koordinalodik. [Nil,] komplex képzddését nem
tudtuk kimutatni, mert a kovetkez6 deprotondlodasi 1épésnél fehér szinli csapadék
valt ki.

Ni(11)%

2 3 4 5 pH 6 7 8 9

63. abra: A Ni(II)-y-Glu-BIMA
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4.3.3.2. A y-Glu-BIMA nikkel(II)komplexei

1:1 aranynal az aminocsoport deprotonalodasat kovetéen [NiL]™ vagy
[Ni;L,]*" komplex képzédik. Cu(Il)-ionokkal nem alakulhat ki monomer
szerkezet, azonban az oktaéderes geometridju Ni(I)-ion esetén lehetdség
van arra, hogy a két lancvég egyidejlileg koordindlodjon ugyanahhoz a
fémionhoz. A potenciometrids adatok alapjan nem donthetd el, hogy melyik
részecske van jelen. Azonban azok alapjan, hogy Ni(Il)-ionoknal kevésbé
jellemzd a dimer komplexek kialakulasa, valamint hogy ellentétben a
Cu(II)—y-Glu-BIMA rendszerrel itt az 1:1 fém/ligandum aranyu komplex
nem kiugré stabilitast, a monomer szerkezetii [NiL]" komplex képzédése
valdszinlibb. Ugyanakkor a pH 8-nal megjelend fehér pelyhes csapadék
polimer szerkezet létrejottére utalhat. Ebben az esetben sem hidrolizis
jatszodott le, mert ez esetben vilagoszdld Ni(OH), képzddott volna.

4.3.4. A B-Ala-BIMA atmenetifém-komplexei

A komplex 1gB(Cu(1D)- lgB(Ni(1D)- lgB(Zn(1I)-
Osszetétele komplex) komplex) komplex)
[ML,H,]* 32,73(6) 30,42(1) 26,74(2)
[ML,H]" — 22,11(3) —
[ML,] — 12,50(11) 10,52(1)
[MLH]* 17,28(5) 15,55(2) 13,69(1)
[ML] 11,95(5) — —
[M,L,H ;] 13,93(12) 4,55(6) —
[MLH ;] -3,52(10) -9,43(3) —
[M;L,H 4] 6,64(10) — —
pK(ML,H,/ML,H) — 8,09 811
pK(ML,H/ML,) — 9,61
pK(MLH/ML) 5,33 — —
1gK,/K>(ML,H,) 1,83 0,68 0,64
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A p-Ala-BIMA a tobbi vizsgalt ligandumtdl eltéréen nem tartalmaz
karboxilcsoportot, igy a lehetséges koordinacios modok szdma ennél a ligandumnal
kisebb. A bisz(imidazolil)-koordinaciora itt is lehetdség van, emellett (NH,,CO)
koordinacioval, ¢és az amidnitrogén deprotonalddasat kovetden (NHp,N)
koordinacioval hattagu kelatgyliri alakulhat ki. A kordbbi aminosav-
szarmazékokkal végzett mérésekbol kidertilt, hogy abban az esetben, ha (NH,,N")
koordinacioval ottagu kelatgytrii alakulhat ki, akkor bekdvetkezik az amidnitrogén
deprotondlodasa, — kivételt csak a
Ni(Il)- és Zn(II)-Phe-BIMA rendszer
jelent — héttagu kelatgyliri esetén
azonban nem. igy ennél a ligandumnal | &
azt is vizsgaltuk, hogy a hatos
kelatgytiri kialakuldsa kedvezd-e az
amidnitrogén deprotonalodasa szem- ’
pontjabol. 2+ . . .
A Cu(Il)-, Ni(Il}- és Zn(D-p- | ° ' iGgekvivalens ‘ °
Ala-BIMA  rendszerek  ligandum- 64. abra: A Cu(I)-, Ni(Il)- és Zn(II)~
feleslegnél késziilt titralasi gorbéje a | P-Ala-BIMA rendszer titralasi gorbéje 1:2,5
64. dbran lathatd, a  képz6dd fémion/ligandum arénynal

komplexek stabilitasi allandoit a 27. tabldzatban foglaltam Ossze.

12

—+ Cu(ll)
-0 Ni(lD)
—- Zn(II)

4.3.4.1. A p-Ala-BIMA réz(I)komplexei

A koordinaci6 savas kozegben hasonléan a tobbi ligandumhoz a
bisz(imidazolil)-részen kezdédik el, 2N-es [CuLHJ** és 4N-es [CuL,H,]""
komplexek képzddnek (65. abra). Az ESR és a lathatd spektralis paraméterek (23.
tablazat) megegyeznek a  tobbi
komplex értékeivel, ami az azonos
koordinaciés mddot igazolja. A
1gK /K>, (MLH,)  értékek alapjan  a
biszligandumi komplex képzddése
hasonléan a y-Glu-BIMA-hoz kedvez-
ményezettebb, mint az o-aminosav-
szarmazékoknal.

100 1 [Cu,LH_,)**

[CuLHP*

Az  aminocsoport  deprotona- 2 4 6 oM g 10
lodasat kovetden alakul ki a [CuL]* 65. abra: A Cu(Il)-B-Ala-BIMA
részecske, azonban a koordinacids rendszerben képz6dé komplexek

eloszlasa a pH fliiggvényében

mod valtozatlan marad. A sztérikus
(ccuan = cL= 410> mol/dm’)

viszonyok nem teszik lehetéve, hogy
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4.3.4.1. A B-Ala-BIMA réz(IT)komplexei

hasonléan az a-Asp-BIMA-hoz és a y-Glu-BIMA-hoz dimer szerkezetii Cu,l,
komplex alakuljon ki. Ez csak (NH,,CO)(N(Im),N(Im)) donorokkal valdsulhatna
meg, azonban az ilyen tipusu dimerek csak hosszabb peptidlancnal, a Gly-Leu-
BIMA, Leu-Gly-BIMA ¢és a  Phe-Gly-BIMA  dipeptidszarmazékoknal
képz6dnek,'® a Gly-BIMA-nal és a Phe-BIMA-nal sem jonnek 1étre.

Az amidnitrogén deprotonalddasa ennél a ligandumnal is bekdvetkezik, és az
o-Asp-BIMA-hoz és a a-Glu-BIMA-hoz hasonléan imidazolhidas (NH,,N",N(Im))
koordinaciojii [Cu,L,H ,]*" komplex alakul ki. A B-Ala-BIMA komplexének
spektralis paraméterei azonban lényegesen eltérnek a tobbi ligandumétol. A
kiilonbséget az okozza, hogy a korabban vizsgalt ligandumoknal (5,5) csatolt
kelatgytirti alakul ki, mig a B-Ala-BIMA esetén az amidnitrogén egy metilén-

csoporttal tavolabb van az aminocsoporttol, ezért az 5

els6 kelatgytri hattag (66. dbra). Ennek eredménye- /CHz—E\N;CH

ként a komplexben a Cu-Cu tavolsag nagyobb: 414 pm. Hng_”Cuz;;mNé\NH H’:‘J

(A tobbi ligandumnal ez az érték ~ 390 pm.) A hattagl N/’;NF\N%;Z;"'
kelatgytiriben csokken a planaris komplexszerkezet [N'z\cw{ NHEHZ
merevsége, ahogy azt a kiillonb6z6 poziciokban [3- é%‘Cﬁz
alanint tartalm?gz() oligopeptidek  vizsgalatanal is | ¢c o 0. A [Cu,L,H >
megallapitottdk.” A merevség csokkenése a komplex komplex szerkezete

stabilitdsanak csokkenésében is megnyilvanul.

A vizsgalt ligandumok koncentracideloszlasi gorbéit (53. és 65. dbra)
sszehasonlitva lathat6, hogy a B-Ala-BIMA- [Cu,L,H ,]*" komplexe nagyobb pH-
tartomanyban képzodik, az amidnitrogén deprotonalédasa az o-aminosav-
szarmazékokhoz képest gatolt. 100 -

A pH 8 felett [CuLH_,] dsszetételii | (CualaH.7
vegyes-hidroxokomplex képzddik az
oldatban, amely pH 9-t61 uralkodo
részecske lesz 1:2 és 1:1 fém/ligandum
aranynal is.

Az a-Asp-BIMA-nal és az a-Glu-
BIMA-nal  képz6d6  harommagvu
komplex emél a ligandumndl is Kl | 7 gy o cuan-ar-pinia

> v . rendszerben képz6d6 komplexek
eltolodik, 3:2 fém/ligandum aranynal eloszlasa a pH fiiggvényében
pH 6 felett mar kizardlag ez a részecs- (Ccuan = 610" mol/dm®; ¢; = 4-10°* mol/dm®)
ke van jelen az oldatban (67. abra).

cu(iy%

2 3 4 pH 5 6 7
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3.4.2. A B-Ala-BIMA nikkel(Il)komplexei

Savas pH-tartomanyban a tobbi aminosav-szarmazékhoz hasonloan
bisz(imidazolil)-koordinaciét tartalmazd komplexek alakulnak ki. A 2 N(Im)
koordinacioji [NiLH]*" részecske mellett igen nagy mennyiségben képzédik a 4
N(Im) donoratomot tartalmazé [NiL,H,]*" komplex (68. dbra). Ez a komplex

eltéréen az a-Asp-BIMA-tdl és az o- 100 - .
ILH_!

Glu-BIMA-t6l, de hasonldéan a y-Glu- - NiLoH,J™ N
BIMA-hoz, igen  széles  pH- N a\
tartomanyban (2-9) van jelen. Ez azzal | g 601
értelmezhetd, hogy az aminonitrogén | %, s
deprotonalodasa a  két  utdbbi e INiL,HI*

. r . 20 1
vegyliiletnél a szabad ligandum nagy
PKamino értéke miatt nagyobb pH-n 0 - — -
kovetkezik be, és addig csak bisz- 2o e s w0
. . T s 68. abra: A Ni(Il)-B-Ala-BIMA
(imidazolil)-koordinacié kialakulasara rendszerben képz6dé komplexek

"o . 3+

van lehetoseg. A [NleH] ) komp- eloszlasa a pH fiiggvényében (cNi(n):2-1073
lexben is ugyanez a koordinacidés mod, mol/dm?; ¢, = 4:10° mol/dm’)

csak az egyik aminocsoport mar
deprotonalodott. Ugyanakkor a [NiL,]*" komplex képzédésére jellemzé pK-érték
arra utal, hogy ebben az esetben, hasonléan a Gly-BIMA-hoz és az a-Glu-BIMA-
hoz, az egyik ligandum amidnitrogénje deprotonalodott, igy (NHp,N ,N(Im)) +
N(m) koordinaciot tartalmazo siknégyzetes geometriajii komplex jon létre. Ez a
komplex csak nagyon kis mennyiségben van jelen, igy a pH 10 alatt megjelend
siknégyzetes komplexekre jellemz6é sav elsésorban a [NiL,H ,]* komplextél
szarmazik. Ennek a koordinaciés modja teljesen analég a 66. dbran lathatd a
[Cu,L,H »,]* komplexével.

A pH tovabbi novelésével mar csak a  [NiLH ] 0Osszetételii vegyes-
hidroxokomplex van jelen az oldatban, ez azonban képes oldatban tartani a Ni(Il)-
ionokat, ligandumfelesleg esetén pH 11,5-nél sem jelenik meg csapadék az
oldatban.

3.4.3. A B-Ala-BIMA cink(IT)komplexei

Cink(II)ionokkal csak nagyobb pH-tartomanyban képzddnek komplexek, mint
a masik két fémion esetén. Ennél a ligandumnal csak bisz(imidazolil)-koordinaciot
tartalmazé komplexek vannak jelen. Ebben az esetben nem jelentkezik extra
lugfogyasztd folyamat, az amidnitrogén nem deprotonalodik. Ez azt jelenti, hogy a
cink(Il)ionok esetén nem kedvezé a (6,5) csatolt kelatgylriit tartalmazo
imidazolhidas dimer szerkezet. A bisz(imidazolil)-koordinaci6o pH = 8,5-ig képes
oldatban tartani a cink(II)ionokat, majd csapadék valik ki az oldatbol.
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4.4. A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumat modellezé peptidek

A 2.4. fejezetben leirtaknak megfelelden, a His-Val-His és a His-Val-Gly-Asp
peptidek, és méginkabb ezek terminalisan védett szarmazékaik alkalmas modellek
a Cu,Zn-SOD enzim szerkezeti viszonyainak jellemzésére. Azonban az enzim aktiv
centrumat kozelebbrdl vizsgalva lathatjuk, hogy a His-Val-His két
imidazolnitrogénje mellett egy harmadik imidazolnitrogén is koordinalodik a
Cu(I)-ionhoz (24. old., 15. dbra). Ez az aminosavrész nem kozvetlenill szom-
szédos a tripeptiddel, ezért a rézkdtohely olyan pentapeptidekkel modellezhetd,
ahol a tripeptid és az ujabb hisztidin k6z¢é egy masik aminosavat iktatunk. fgy
sztérikusan lehetévé valik a harmadik hisztidinrész ugyanazon fémionhoz vald
koordinacidja. A rézkotbhely ily moédon torténdé modellezésére allitottam eld az
Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, ¢és az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, peptideket. A
vizsgalatok azt mutattak, hogy e két ligandum komplexképzési folyamatai igen
Osszetettek, ezért a képzodd komplexek szerkezetének tisztdzdsa érdekében két
prolintartalmu peptidet (Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH, és Ac-His-Ala-His-Pro-His-
NH,) is szintetizaltam. Mivel a peptidlancba épiilve a prolinnal nincs lehet6ség az
amidnitrogén koordinaciojara, ezen ligandumok vizsgalatanal azt vartuk, hogy
valaszt kapunk arra a kérdésre, hogy az els6 két ligandumnal a peptidlanc melyik
részén kezdddik el a koordinacio.

A cinkkotéhelynél a  His-Val-Gly-Asp imidazolnitrogénje és
karboxilatcsoportja mellett szintén koordinalodik egy masik imidazolnitrogén is.
Ennek modellezésére allitottam el6 az Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, és az Ac-His-
His-Val-Gly-Asp-NH, peptideket. A ligandumok szerkezete a 21. abrdn (29. old.)
lathato.

4.4.1. A ligandumok sav-bazis tulajdonsagai

A vizsgalt ligandumok protondlodasi allandoit a 28. tdbldazat tartalmazza.
Valamennyi peptid mindkét vége védett, igy csak az oldallancbeli donorcsoportok
deprotonalodasara jellemz6 allandok hatarozhatéak meg. Ennek megfeleléen a
harom hisztidint tartalmazéd peptideknél (a tablazat els6 négy oszlopa) a harom
esetén ezek az értékek igen kozel vannak egymashoz, és jol egyeznek a
funkcioscsoportként szintén csak harom hisztidint tartalmaz6 Ac-His-His-Gly-His-
NHMe peptid értékeivel.”® A pK-értékek kozotti kis  kiilonbség (0,6
logaritmusegység) arra utal, hogy az imidazolnitrogének deprotonalodasa
egymassal atfed6 1épésekben jatszodik le.
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Az aszparaginsav-tartalmu peptidek esetén a legkisebb deprotonalodasi
allando az oldallancbeli karboxilatcsoportnak tulajdonithato, ez jol elkiiloniil a két
imidazolnitrogén egymashoz kozel esé deprotonalddasi allandoitdl.

28. tablazat: A vizsgalt ligandumok deprotonalodasi allandéi és réz(II)komplexeik
stabilitasi allandoi

HAHVH HVHAH HPHAH HAHPH HVGDH HHVGD

pK, 567(1)  5,75(1) 5,74(1) 578(1)  3.492)  3,67(3)
pK, 6,24(1)  6,31(1) 6,31(1) 6,32(1)  6,13(1)  5,96(2)
pK; 6,83(1)  6,94(1) 6,93(1) 6,93(1)  683(1)  6,83(1)
[CuLH]*"* 13,062)  13,303)  13,04(3)  13,033) 10,46(19) 10,87(4)
[CuL]*"* 8,11(3)  845(3) 7,94(3) 8,003)  6453)  6,24(2)
[CuLH ,]"° — — — — — —0,24(3)

[CuLH ,]*" -5,86(4) —5,62(4) -5,78(4) —6,60(4) -7.57(4) -7,70(3)
[CuLH ;] > —1582(6) -15,17(7) —15,50(6) —16,34(8) —17,06(7) —18,04(3)
[Cu,LH,J*"  —0,99(4) -0,.89(5)  1,58(7)  —1,81(7) — —
[Cu,LH "% -13,58(3) -—13,48(3) —15,04(10) — — —
[Cu,LH > -23,77(7) -23,23(8) —24,00(13) — — —
[Cu,LH (> -34,193) -34,16(6) — — —

pK(CuLH/ 4,95 4,85 5,10 5,03 4,01 4,63

CuL)

pKi(amid) 6,48
6,99 7,03 6,86 7,3 7,01

pK,(amid) 7,46

pK;(amid) 9,96 9,55 9,72 9,74 9,46 10,34

pK(Cu,LH ,/ 6,30 6,30 8,31 — — —

Cu,LH 4)/2

pK(Cu,LH 4/ 10,19 9,75 8,96 — — —

CU2LH,5)

pK(Cu,LH 5/ 10,42 10,93 — — — —

CUZLH,(,)

Az els6 toltés a harom hisztidint tartalmazoé peptidek (1-4. peptid), a masodik az
aszparaginsavat tartalmazo peptidek komplexeire (5-6. peptid) vonatkoznak.
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4.4.2. A harom hisztidint tartalmazé peptidek réz(II)komplexei

Mivel az Ac-His-Ala-His-Val-
His-NH, és az Ac-His-Val-His-Ala- ™ [Cut)”
His-NH, ligandumok komplexképzési 801
tulajdonsagai igen bonyolultak,
Osszehasonlitasként két prolintartalmu
peptidet (Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH,
és Ac-His-Ala-His-Pro-His-NH,) is 20 1
vizsgaltam. A vizsgalatokat 1:2, 1:1 és o , , , ,
2:1 fém/ligandum aranynal végeztem. 3 5 TooPH 9 1
Az els6 két ligandum komplexkémiai | 69- dbra: A kép;('id(’i korpplexek gloszlésa
viselkedésében  alapvetden  nincs a Cu(H)_AC'HIS'Ala'HIS'Y?I'HIS'NElz
kilonbség, ezért csak a Ac-His-Ala- rendszerben (CC“(”Z;IIO 3m01/dm;
His-Val-His-NH, ligandummal késziilt o= 410" mol/dm’)
abrakat mutatom be. A 28. tabldzat adataibol és az eloszlasi gorbébol (69. dbra)
lathat6, hogy ligandumfeleslegnél és ekvimolaris oldatban is 1:1 Osszetételil
komplexek vannak jelen, biszkomplexek ezekkel a ligandumokkal nem képzddnek.

A komplexképzodés savas tartomanyban mind a négy ligandumnal az
imidazolnitrogéneken kezdddik el. Elsoként két imidazolnitrogén koordinacidjaval
[CuLH]*" makrokelat alakul ki, majd a harmadik imidazolnitrogén deprotonalodasa
utan torzult szerkezetii [CuL]*" komplexet eredményezve mindharom nitrogénatom
a réz(I)ionhoz kotédik (70. dbra). A [CuL]*” komplexek az abszorpcios
maximuma 665-655 nm-nél jelentkezik (29. tabldzat), a CD spektrumaban pH 5
alatt nagyon kis intenzitasu pozitiv

toltésatviteli sav jelenik meg a 700- } rm\

650, illetve a  650-600 nm = .

hullamhossz-tartomanyban.  Hasonld "
N/\ ?

megfigyelésekrél szamoltak be mas

[CuLH_5] [CUuLH_]”

[CuLH]*,

cu(i%

peptidek vizsgalatanal is, amikor csak
imidazolnitrogének koordinalodtak a
réz(IT)ionokhoz,>*""19*1%° Ez a
komplex még pH 7-nél is ~50%-ban
van jelen, ami azt jelenti, hogy a 70.. abra: Az Ac-His-Ala-His—\2/+a1—His—NH2
ligandummal képz6do [CuL]™ komplex

varakozasnak megfeleléen, a korabbi
szerkezete

modellvegyiiletekhez képest, a CuL
komplex képzddése a nagyobb pH-tartomanyok felé tolodott el.

A Cu(Il)-Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, rendszer titralasi gorbéjébol (71.
abra) lathatd, hogy pH 10-ig 1:2 fém/ligandum aranynal egy, 1:1 fém/ligandum
aranynal két ekvivalens extra lug fogy. Ez arra utal, hogy ebben a pH-
tartomanyban [CuLH ;] komplexek vannak jelen. A komplex képzdodését az
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abszorpcios spektrum jelentdés kék eltoloddsa és a CD spektrum jellegzetes
valtozasa kiséri. Ebben a komplexben
két hisztidin kozotti amidnitrogének
koordinaléodnak az imidazolnitrogének
mellett. Ennek eredményeként (7,5,6)- 8 1
tagu csatolt kelatrendszer alakul ki. Az
imidazol-oldallanc horgonycsoportként
viselkedik, eldsegiti az amidcsoport
deprotonalodasat és koordinalodasat. 2+ —

Ezt a jelenséget korabban mas N- CE T Getvatens 0 0 0 T

terminalisan védett hisztidintartalm | 71.4bra: A Cu(Il)-Ac-His-Ala-His-Val-
peptidek esetén is megﬁgyelték.l% A [His-NH, rendszer titralasi gorbéje kiilonbozo
fémion/ligandum aranyoknal

12

két amidnitrogén kooperativ moddon
koordinalédik, a spektralis vizsgalatok arra utalnak, hogy [CuLH_;]" komplex
egyik rendszerben sem képzodik.

29. tablazat: A vizsgalt ligandumok Cu(Il)-komplexeinek UV-Vis spektralis paraméterei
(xmax(g))

HAHVH HVHAH HPHAH HAHPH HVGDH HHVGD

[CULHP"*  730(43) 770(32)  760(35)  760(32) — 770(55)
[CuL]*"* 655(73)  655(66)  650(60)  665(69)  675(65)  685(46)
[CuLH ] — — — — — 635(61)

[CULH,]"~  550(136) 565(123) 550(140) 575(126) 585(84) 555(109)
[CuLH ] 530(122) 520(117) 530(121) 530(113) 550(127) 545(121)

A tablazatban szerepld mennyiségek mértékegységei: Apa: nm, & M 'em .

Az  Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, ¢és az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH,
ligandumoknal [CulLH.,] sztdchiometriaval két izomer komplexszerkezet
valésulhat meg (72.a. dbra).

CHz— C NH—CH C@CH C@CH CTNH- CH C NH CH C NHy CHz— CH C@CH CﬂCH CTNH CH C NH CH C NH,
H

% @{ HaC” CH3 % N@ @; HaC” CH3 %
b

72. abra: Az AC—HIS—Ala—HIS-Val-HlS—NH2 ligandummal képz6d6 [CuLH ,] (a) és
[CuLH_ ;] (b) komplexekben koordinalédd atomok.
(Az egyik izomerben a karikaval, a masikban a négyzettel jel6lt atomok k&tédnek.)

Ugyanakkor a prolintartalmt peptideknél csak az egyik izomer képzddhet. A
prolin  peptidlancba  épiilése  ,toréspontot” jelent az  amidnitrogének
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deprotonaloddsa szempontjabol: a szekunder aminocsoportjaval kialakulo
peptidkotés amidnitrogénje nem koordinalédhat a fémionokhoz.’?"* Az Ac-His-
Pro-His-Ala-His-NH, ligandumnal csak a masodik és harmadik hisztidin kozotti
amidnitrogének deprotonalodasaval, mig az Ac-His-Ala-His-Pro-His-NH,
ligandumnal az els6 ¢és a masodik hisztidin kozotti amidnitrogének
deprotonalodasaval alakulhat ki ilyen Osszetételi komplex. A két prolintartalmu
peptid [CuLH ;] komplexének CD spektruma intenzitasat és maximumat tekintve
is eltér egymastdl (73.a. dabra és 30. tiblazat). Ugyanilyen jellegli eltérés
jelentkezik a masik két peptid kozott. A CD spektrumok lefutasat tekintve az Ac-
His-Ala-His-Val-His-NH, [CuLH ;] komplexe az Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH,
liganduméhoz, mig az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, peptidé inkabb az Ac-His-
Ala-His-Val-Pro-NH, liganduméhoz hasonlit. Ennek alapjan az eldbbi ligandumnal
nagyobb mennyiségben képzodik az az izomer komplex, ahol a réz(Il)ion a
ligandum C-terminalis részén koordinalodik, mig az utoébbi ligandumnal a
ligandum N-termindlis részén kedvezményezettebb a kotodés. Ugyanez a
kovetkeztetés vonhato le a lathatd spektrumok 6sszehasonlitasabol is (73.c. dabra és
29. tablazat). Ugyanakkor ESR spektroszkopiaval a nagyon hasonld koordinacios
kornyezet miatt nem tudunk kiillénbséget tenni a két izomer kdzott.

E

3] IR

s T W ——HAHVH ——HVHAH

3 | ——HPHAH ——HAHPH
254 \/ —HVGDH - HHVGD

400 5(;0 A (nm) 660 7(‘)0 8(;0 400 5(‘)0 A (nm) 6(;0 7(;0 860
73. abra: A vizsgalt ligandumok [CuLH,]” és [CuLH 5] "> komplexeinek szamitott CD
(a és b) és lathato spektrumai (c és d)

A pH emelésével valamennyi rendszerben ujabb lugfogyasztd folyamat
kezdédik, és pH 11 felett ligandumfeleslegnél, valamint ekvimolaris oldatban is
csaknem kizarolag [CuLH ;]° komplex van jelen. A komplex képzodésével
parhuzamosan a CD és a lathatd spektrumban is jelentds valtozas kovetkezik be
(73.b. és d. dbra). Ez arra utal, hogy nem vegyes-hidroxokomplex képzdodik,
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hanem egy tovabbi amidnitrogén deprotonalddik €s koordinalddik. A komplex
képzdédésére jellemzO pK-érték viszonylag nagy (9,5-10). Ez egyrészt abbol
szarmazhat, hogy a harmadik amidnitrogénnek ki kell szoritani az
imidazolnitrogént a réz(Il)ion koordindcidés szférajabol, masrészt az acetil-
amidcsoport nitrogénje is koordinalodhat, és ennek a deprotonalodasa nagyobb
pH-n kdvetkezik be, mint a peptidcsoport nitrogénjéé. A harmadik amidnitrogén
kotodésével a (7,5,6)-tagi  kelatrendszert (5,5,6)-tagn  valtja fel, amelynek
termodinamikai stabilitisa sokkal nagyobb.*” Az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, és
az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, ligandumoknal ebben az esetben is izomerek
alakulhatnak ki (72.h. dbra), mig a prolintartalmti peptideknél csak egyféle
szerkezet valosulhat meg. A lathaté spektrumokban igen széles savok jelennek
meg, ami torzult szerkezetek, illetve izomerek kialakuladsara utal, a harmadik
imidazolnitrogén axialis irdnyt koordinaciodja is feltételezheto.

30. tablazat: A vizsgalt ligandumok Cu(Il)-komplexeinek CD spektralis paraméterei
(Amax(A€))

[CuLH.,]"" [CuLH ;]

HAHVH 670(+0,17) 560(-0,72) 640(+0,75) 500 (—0,79) 320(+0,27)
480(+0,52) 340(-2,67)

HVHAH 680(+0,06) 560(—0,43) 630(+0,90) 490(—1,34) 320(+0,90)
480(+0,46) 340(—1,83)

HPHAH 640(+0,30) 550(-0,72) 640(+0,83) 490(-1,17) 310(+0,80)
480(+0,61) 340(—3,06)

HAHPH 640(+0,08) 560(—0,39) 630(+1,32) 490(—1,27) 310(+0,62)
490(+0,43) 330(—1,88)

HVGDH 640(+0,62) 500(+0,17) 600(—0,82) 500(+0,79) 310(—1,44)

HHVGD 720(+0,21) 590(—0,47) 580(—0,28) 350(—0,47)
500(+0,30) 360(—0,78)

A tablazatban szereplé mennyiségek mértékegységei: Amax: nm, Ag: M'em™.

Az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, és az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH,
ligandumok igen hatékony fémmegkotok, 2:1 fém/ligandum aranynal sem valt le
csapadék az oldatbol, még pH 11 felett sem. Savas pH-tartomanyban az els6ként
megjelend kétmagvi komplex a [Cu,LH ,]*" (74. dbra), amelyben egy [CuLH ;]
komplexhez még egy réz(I1l)ion kotédik két imidazolnitrogénen keresztiil.
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4.4.2. A harom hisztidint tartalmaz6 peptidek réz(II)komplexei

A titralasi gorbén lathatd (71. 100 CuLH
, , , . 2+ [Cu,LH_] 2-1-8.
abra), hogy 2:1 aranynal pH 10-ig 4 wl "
ekvivalens extra lag fogy, ami alapjan
[Cu,LH 4] komplex képzSdik abban a | £%] [CuLH >
pH-tartoményban. Ebben a komplex- | 3 o- CuLH el i
ben mindkét réz(Il)ion két deproto- . ettt
nalédott amidnitrogénhez és egy imi-
dazolnitrogénhez kooordinalodik, és az 7 . o M
N-termlnalls-r(?'s-zeq kOtOd_o re,Z(H)loln 74. abra: A képz6dé komplexek eloszlasa
emellett az els6 imidazolnitrogénhez is a Cu(Il)~Ac-His-Ala-His-Val-His-NH,
koordinalodhat (75.a. dbra). A pH rendszerben (ccyqn = 8 10~ mol/dm?;
tovabbi novelésével [Cu,LH 5], majd ¢ =410 mol/dm®)

[Cu,LH 4] komplexek képzddnek,
amelyekben egy tovabbi amidnitrogén deprotonaldédasa és egy hidroxidion
koordinéciodja feltételezhetd (75.b. dbra). Az ESR spektroszkopia ebben az esetben
sem segit a koordindciés mod igazolasaban; a kétmagva komplexek jelenléte miatt
a spektrum kiszélesedik.

75. abra: Az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, ligandummal képzdd6 [Cu,LH 4] (a) és
[Cu,LH ]* (b) komplexek feltételezett szerkezete

4.4.3. Az Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, réz(II)komplexei

Savas pH-taromédnyban egy, illetve két imidazolnitrogén koordinaciojaval
[CuLH]*" és [CuL]" komplexek képzédnek. Ez utobbi esetben szokatlanul nagy
tagszamu kelatgytr(i alakul ki, s emellett mindkét komplexben lehet6ség van az
oldallancbeli karboxilatcsoport koordinacidjara is. Ez azt jelenti, hogy a Cu,Zn-
SOD enzim fémmegkotohelyénél megfigyelhetd torzult szerkezet kialakul ezzel a
ligandummal.
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A [CuL]” komplexbdl kozvetleniil képzédik a [CuLH ] komplex, az
amidnitrogének ennél a ligandumnal is kooperativ mdédon deprotondlodnak. A
korabbi irodalmi megallapitdsoknak megfeleléen

azt feltételezziikk, hogy az amidnitrogének /[\
deprotonalodasa a C-terminalis hisztidintdl a o7 N
ligandum N-terminalis része felé halad.'”® A két °

amidnitrogén, ¢és a C-terminalis hisztidin
imidazolnitrogénjének koordinacidja mellett az
elsé hisztidin axidlis irdnyu koordinacidja is
megvaldsulhat. 11-es pH felett ennél a
ligandumnal is [CuLH ;]* komplex van jelen az
oldatban. Ennek képzddését a  spektralis . 9
paraméterek nagymértékii valtozasa kiséri, ami
alapjan egy tovabbi amidnitrogén deprotonaldodasa
¢s koordinalodasa feltetelezhetd (76. dbra). | 76. abra: Az Ac-His-Val-Gly-
Tovabbi valtozas a lathaté és a CD spektrumban Asp-His-NH, ligandummal
azonban mér nincs pH 10,8 felett, ami alapjan a | képzédé [CuLH 5]* komplex
négy deprotonalédott amidnitrogént tartalmazo feltételezett szerkezete
[CuLH > komplex képzédése ennél a
ligandumnal is kizarhato.

NH;

o o

4.4.4. Az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH, réz(Il)komplexei

A ligandum bar ugyanolyan funkcidscsoportokat tartalmaz, mint az Ac-His-
Val-Gly-Asp-His-NH,, a szerkezeti kiilonbségekb6l adddéan komplexkémiai
viselkedésében jelentds eltérés mutatkozik. A savas pH tartomanyban képzodd
[CuLH]*" és [CuL]" komplexekben ebben az esetben is az imidazolnitrogének és a

karboxilatcsoport koordinalddik, elté- [ 100 N CuLt - [CULHF
rés csak a kialakulo kelatgytirik tag- 0. - )
szamaban van. N

Az amidnitrogén deprotondlédasa | 2601 VaV
ennél a ligandumnal is bekovetkezik, 3 40
azonban ez a folyamat nem kooperativ, (CuLHTZ
[CuLH ], [CuLHL] és [CuLHs* | ]
komplexek egyarant képzodnek (77. 0 - - - -
abra). A [CuLH ;] komplexben a két ’ ° romee "
imidazolnitrogén mellett a kozottik |77- dbra: Aképgc’id@' komplexek eloszlasa a
levé amidnitrogén is koordinalddik, Cu(H)_AC'HlS'HIS'Val'Gly'f?Sp'NHz3
aminek eredményeként egy (7,6)-tagn rendszerben (Ceyay = ¢ = 4+ 10" mol/dm’)
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4.4.4. Az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH, réz(IT)komplexei

csatolt kelat alakul ki (78. dbra). Az
imidazolcsoport itt is eldsegiti az
amidnitrogén deprotonalodasat.

A [CuLH,] komplexnek harom
izomerje lehetséges (79.a. dbra). A
komplex kialakulhat oly mddon, hogy
az els6 imidazolnitrogént kiszoritja az
acetilamidcsoport nitrogénje (karikaval
jelolt donoratomok), illetve a masodik
imidazolnitrogéntdl kezdve a peptid C-
terminalis része felé is deprotonaldd- 78. abra: Az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-
hatnak az amidnitrogének (négyzettel NH, ligandummal képz6dd [CuLH._]
jelolt donoratomok). Erre viszonylag komplex feltételezett szerkezete
kevés példa van az irodalomban: a
human prion ,octarepeat” je (Ac-PHGGGWGQ-NH,) esetén az N-terminalis
prolin jelenléte miatt az amidnitrogén deprotonalddasa ebben az iranyban jatszodik
le.”” Tovabbi lehetdség, hogy az amidnitrogének deprotonalodasa az aszpartilrész
karboxilatcsoportjatol a ligandum N-termindlis része felé halad (csucsan allo
négyzettel jelolt donoratomok). A lathatdo spektrumban a 650-600 nm kozott
megjelend vall (73. dbra) izomerek jelenlétére vagy a szerkezet torzulasara is
utalhat.

Il
CHg—C@CH C CH C NH CH c@wrc@w C—NH, CHz— CfNH*CH*C—NH*CH*C@CH C@CHZ @CH —C—NH,

jo]

Hy GHe GHe
ch CH HoC CH —
i @ ’ & & &
kNH NH kNH NH
a b

79. abra: Az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH,; ligandummal képz6dd [CuLH ,] (a) és
[CuLH ;]* (b) komplexek kiilonbdzo izomerjeiben koordinalddé donoratomok

A [CuLH ;]* komplexnek is legalabb két izomerje lehetséges: a masodik
hisztidin  imidazolnitrogénjének és az azt kovetd harom amidnitrogén
koordinaciojaval (7,5,5)-tagli (négyzettel jelolt donoratomok), vagy ugyanezen
harom amidnitrogén mellett a karboxilatcsoport koordinacidjaval (5,5,6)-tagi
csatolt kelat alakul ki (csticsan allé négyzettel jeldlt donoratomok) (79.b. dbra). Az
elébbi esetben az imidazol- (a mar emlitett ,nem szokvanyos moéddon” — N-
terminalis  irdnyban), az  utdbbiban a  karboxilatcsoport  szerepel
horgonycsoportként. A harmadik amidnitrogén deprotonaldédasara vonatkozo
allando viszonylag nagy érték, ami akar abbol is szarmazhat, hogy az els6 izomer
képzodéséhez a [CuLH ;] komplex szerkezetének teljes atalakuldsa sziikséges.
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5. OSSZEFOGLALAS

A metalloproteinekben a fémionok megkdtésére leggyakrabban a peptidlanc
oldallancbeli donorcsoportjai szolgalnak. Ezek koziil a leggyakoribb kotohelyeket
az aszparaginsav ¢s glutaminsav karboxilatcsoportja és a hisztidin imidazolgytirti
jelentik. Doktori munkam soran olyan ligandumok réz(Il)-, nikkel(II)-, és cink(II)-
ionokkal valé komplexképzését tanulmanyoztam, amelyek ezen funkcidéscsoportok
valamelyikét tartalmazzak.

A ligandumok protonalddasi allandoit és a kiillonbozé sztochiometriju
komplexek stabilitasi allandéit pH-potenciometrids modszerrel hataroztuk meg. A
protonalodasi mikroallandok meghatarozasahoz '"H-NMR méréseket, a komplexek
Osszetételének és szerkezetének megallapitasahoz UV-lathatd spektrofotometrias,
CD ¢és ESR spektroszkopias méréseket végeztiink.

A vizsgalt ligandumok négy csoportba sorolhatéak, a legfontosabb
eredményeket csoportonként foglalom 6ssze.

1. Aszparaginsav- és glutaminsav-tartalmu peptidek

Az ebbe a csoportba tartoz6 13 vizsgalt ligandum 2-5 karboxilatcsoportot
tartalmaz. Altalaban elmondhat6, hogy ennek a funkcioscsoportnak a jelenléte
megndveli a peptid fémion-megkotd képességét, kiillondsen az aszparaginsav-
tartalmt oligopeptidek esetén. Az N-terminalis aszparaginsavat tartalmazd pep-
tideknél ez az ML komplexek stabilitdsaban mutatkozik meg. Az ezeknél kialakulo
(NH,,B-COO") koordinacié sokkal stabilisabb komplexeket eredményez, mint az
egyszeri peptideknél megvalosulé (NH,,CO) koétésmod. A masodik helyen levo
aszparaginsav (NH,,N7,-COQO"), a harmadik helyen levé (NH,,N ,N",3-COQO")
kotodést tesz lehetdové. Az elébbi a MLH ; Osszetételi komplexek stabilitasanak
novekedését okozza, mig az utobbi az Asps esetén megakadalyozza a harmadik
amidnitrogén deprotondlodasat. Ez utobbi esetben a kialakuld tobbszords negativ
toltés szintén akadalyozo tényezo.

A glutaminsav oldallancbeli karboxilatcsoportjaval csak héttagi kelatgytrii
alakulhat ki, amelynek képz6dése nem kedvezd, igy a y-karboxilatcsoporttal
megvalosuld gyenge kolcsonhatds a komplexek stabilitasat csak kis mértékben
noveli, ugyanakkor a  komplexek negativ  toltésének  ndvekedése
stabilitascsokkenést okoz.

Vizsgalataink  alapjan ~ megallapithatjuk, hogy az  oldallancbeli
karboxilatcsoport koordinacioja ndveli a komplexek stabilitasat és eldsegiti a
dimer/polimer szerkezetek kialakulasat. Bar nem a komplex negativ toltésének
novekedése a meghataroz6 a komplexképzo sajatsdgok szempontjabol, bizonyos
komplexek képzddésénél a nagy negativ toltés is akadalyozo tényezo lehet.

2. glizinkotést tartalmazo vegyiiletek

A lizin g-aminocsoportjanak részvétele a peptidkotésben a peptidvaz moédosu-
lasat eredményezi és 11j koordinacidos modokat teremt. Az Asp-e-Lys az egyszerii
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5. OSSZEFOGLALAS

dipeptidektol eltéréen dimer szerkezeteket képez. Az [M,L,] komplexben mindkét
fémion koriil egy-egy Ot-, illetve hattagu kelatgytirti alakul ki 2(NH,,COO") koor-
dinacidval. Ez a koordinacié a réz(Il)-ionok esetén akadalyozza, mig a nikkel(II)-
és cink(I)-ionok esetén teljesen meggatolja az amidnitrogén deprotonalodasat.

A Gly-Lys(Gly) peptidben a ligandum két vége a-, illetve B-aminosavszeri
koordinaciot tesz lehetdvé, és emellett az amidnitrogének deprotonalddasara is
lehet6ség van. Ez izomerek képzddéséhez vezet, valamint az oktaéderes
geometridju nikkel(I[)- és cink(Il)-ionokkal a ligandum két végének egyidejii
koordinacidjaval [ML]" dsszetételii makrokelat alakul ki.

3. Bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmazo aminosavszarmazékok

Savas  pH-tartomanyban valamennyi ligandumnal  bisz(imidazolil)-
koordinaciot tartalmazé mono- és biszligandumu komplexek alakulnak ki. Ha a
karboxilcsoport kelatképzé helyzetben van, akkor az aminosavszerii koordinacioval
izomer szerkezeti Cu,L, komplexek képzddnek.

Azokndl a ligandumoknal, ahol az amidnitrogén kelatképz6 helyzetben van
peptidszerii koordindcioval imidazolato-hidas Cu,L,H , komplex jon 1étre. Ezeknél
a ligandumoknal fémionfelesleg esetén a deprotonaldodott pirroltipusu nitrogének
koordinaciojaval CusL,H 4 komplex képzédik. Ez a folyamat szokatlanul kis pH-n,
mar a fiziologias pH-tartomanyban lejatszodik, igy ezen ligandumok atmenetifém-
komplexei potencialis SOD modellek lehetnek.

Nikkel(IT)ionokkal nagyobb mennyiségben képzddnek biszkomplexek, és az
amidnitrogén deprotonalédasa utan siknégyzetes geometridju komplexek alakulnak
ki. Cink(IT)ionokkal a komplexképz6dés a nagyobb pH-tartomanyok felé tolddik
el, a komplexek stabilitasa az Irving-Williams sornak megfeleléen csokken.

4. A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumdt modellezd peptidek

A Cu,Zn-SOD enzim modellezésére az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH,, Ac-His-
Val-His-Ala-His-NH,, Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH,, Ac-His-Ala-His-Pro-His-
NH,, Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, és az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH, peptideket
allitottam eld, és ezek Cu(Il)-ionnal valdo komplexképzését tanulmanyoztam.
Valamennyi ligandumnal megjelenik az enzimaktivitds szempontjabdl jelentds
CuL makrokelat, amelyben 2-3 hisztidinnitrogén, esetleg az aszparaginsav
karboxilatcsoportja koordinalodik. A komplex képzddése a korabbi modellekhez
képest a nagyobb pH-tartomanyok felé tolodik el, azonban pH 7 felett minden
rendszerben lejatszodik az amidnitrogén deprotonalodasa, ami kiillonbdzé izomer
szerkezetek kialakulasahoz vezet.

Az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, és az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, peptidek
két ekvivalens réz(Il)ion megkotésére is képesek, amikoris Cu,LH ,, Cu,LH 4,
Cu,LH 5 és Cu,LH ¢ komplexek jelennek meg az oldatban.
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6. SUMMARY

The N(1)/N(3) donor atoms of histidyl and the carboxylate groups of aspartyl
and glutamyl residues are the main binding sites of metalloenzymes. Coordination
chemistry of derivatives of amino acids and peptides containing these functional
groups were studied with copper(Il), nickel(I) and zinc(II) ions.

pH-potentiometric measurements were used to determine the protonation
constants of the ligands and the stability constants of the copper(Il), nickel(II) and
zinc(I) complexes in aqueous solution. "H-NMR measurements were used to give
the protonation microconstants of the ligands. UV-Visible, circular dichroism (CD)
and electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy were used to determine
the structures of the complexes.

The studied ligands can be divided into four groups:

1. Oligopeptides containing aspartyl and glutamyl residues
We studied copper(Il) complexes of thirteen di- tri- and tetra-peptides built up from
Asp and/or Glu residues (Asp-Ala, Ala-Asp, Asp-Val, Val-Asp, Glu-Val, Val-Glu,
Asp-Glu, Glu-Asp, Aspy, Glu,, Asp;, Glu; and Asp,). In the case of the five last
peptides experiments were carried out also with nickel(II) ions.

These ligands contain two to five carboxylate functions, which results in the
enhanced metal binding ability of the peptides, it is especially true for the
oligopeptides of aspartic acid. In the case of peptides containing aspartyl residue in
the N-terminal position the stability enhancement is reflected in the equilibrium
data of the species ML containing the (NH,,-COO")-coordination mode in a 6-
membered chelate. In the case of Asp, and Asp; the (NH,N ,B-COO") and
(NH,,N",N",-COO") coordination modes will be favoured, which contain (5,6)
and (5,5,6) joined chelate ring systems, respectively. The outstanding stability of
the latter binding mode and the high negative charge of the corresponding species
suppress the metal ion coordination of the third amide function of Asp,. These
findings are true for both copper(Il) and nickel(I) ions.

y-carboxylate group of glutamic acid would form a seven-membered chelate
ring, which is not favourable. Therefore its weak interaction with the metal ions
results only in slight increase of the stability of the complexes, but in the case of
Glu; the increased negative charge of the CuL complex results in the decrease of its
stability.

It is also important to note that the presence of side chain carboxylate
functions results in the formation of carboxylato-bridged polynuclear complexes in
medium pH range. The extent of oligomerisation can be significantly enhanced by
the increase of concentration and by the decrease of temperature.
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6. SUMMARY

2. Oligopetides containing g-amide bond

Peptide amide bonds of oligopeptides and proteins are generally built up from
the a-carboxylic and a-amino groups of two amino acids in adjacent positions.
Metal binding of these molecules are generally described via the coordination of
the terminal amino and subsequent, deprotonated amide nitrogens in the form of
stable five-membered linked chelate rings. However, in the case of lysine the &
amino group can also form a peptide bond with the carboxylic group of another
amino acid. This type of peptide amide bond has a great importance in biology.
The &(y~glutamyl)lysine function is one of the covalent crosslink types within and
between molecules, and its role is to maintain gross forms of structure and limit
degrees extensibility. The amide groups of &(glycyl)lysine and &-(alanyl)lysine are
oligopeptide crossbridges in bacterial cell walls to connect polysaccharide chain,
thus forming a polypeptidoglycan network.

The peptide amide bonds formed with the involvement of g-amino groups of
lysine are separated from the peptide backbone creating new coordination
environments for metal ions. We studied the copper(Il), nickel(Il) and zinc(II)
complexes of two oligopeptides containing the amide bond on the s-amino group
of lysine, namely a-Asp-g-Lys and Gly-Lys(Gly).

The coordination chemistry of Asp-e-Lys is the best characterised by the
presence of amino acid binding sites similarly to those of a- and B-alanine. In
addition, it can behave as a substituted glycineamide with very high affinity for
dimerisation. The stoichiometries of the dinuclear complexes can be given as
[M;L,] (2[(NH,,COO )(NH,,COO)] coordination) and [M,L,H ,]* (2[(NH.,N")
(NH,,COO)] coordination). In the case of copper(Il) the formation of both
dinuclear species has been detected in agreement with the high affinity of
copper(Il) for binding to amide nitrogens of peptides. However, in the nickel(II)-
and zinc(I)-Asp-e-Lys systems only the species [M,L,] was detected containing
the amino acid like binding mode and suppressing deprotonation of both amide
groups and coordinated water molecules.

In Gly-Lys(Gly) both amino groups of lysyl are bounded to glycines. Thus
this ligand is built up from 3 amino acids, but its coordination chemistry is
completely different from those of common tripeptides. It can coordinate to the
metal ions via the amino and carbonyl groups at both termini or after the
deprotonation of the amide functions it can be considered either as a substituted
dipeptide or a substituted glycineamide. The stoichiometry of the major species is
[CuLH ;] in the copper(I)-Gly-Lys(Gly) system and the EPR spectroscopy
unambiguously prove the existence of two isomeric forms of the complex. The
extra stability of these isomers arises from the formation of chelate rings coupled
via a macrochelate ((NH,;,CO)(NH,,N) and (NH,,N ,COO)(NH,,CO)
coordination) and suppresses hydrolytic reactions. The nickel(I)- and zinc(Il)—
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Gly-Lys(Gly) systems have been characterized by the formation of stable [ML]"
complexes and the increased stability of these species was explained by the
bis(NH,,CO) coordination coupled via a macrochelate. Deprotonation and
coordination of the amide nitrogens were, however, detected only in the copper(Il)
and nickel(Il) complexes of Gly-Lys(Gly).

3. Amino acid derivatives of bis(imidazol-2-yl)methyl residue

One important group of enzyme models contains several imidazole residues
linked via various carbon chains. Derivatives of bis(imidazol-2-yl)methane (BIM),
in which the imidazole rings are linked via a single tetrahedral carbon atom are the
most simple representatives of polyimidazole ligands. The coordination chemistry
of the ligands containing two imidazole rings is more versatile when the chelating
nitrogen donors are linked to other chelating ligands, creating multi- and/or
ambidentate ligands. The derivatives of amino acids containing bis(imidazol-2-
yl)methyl group on their C-termini belong to this group of multidentate ligands.
The potential donor atoms of the amino acid connected to the bis(imidazol-2-yl)
group are able to change the bis(imidazolyl)-like coordination mode.

The side chain donor atoms of amino acids also can affect the complex
formation processes of ligands. For example, the significant influence of the side
chain imidazole ring of histidine was observed in the case of His-BIMA. The other
important binding site of metalloenzymes is the carboxylate group. We have
investigated the effect of side chain carboxylate group on the complexation of
amino acid-bis(imidazol-2-yl) derivatives. We have studied the copper(Il),
nickel(Il) and zinc(I) complexes of amino acid derivatives: a-Asp-BIMA, a-Glu-
BIMA, y-Glu-BIMA and B-Ala-BIMA.

Our conclusions are the following:

With copper(ll) ions the complex formation processes start in very acidic
solution (pH < 2), and the bis(imidazol-2-yl)methyl residue is the exclusive binding
site in this pH region.

The side chain donor groups of amino acids form six- or five membered
chelate rings with terminal amino group and this results in the formation of isomers
of dinuclear complexes with ligand bridging. It was observed in the case of a-Asp-
BIMA and y-Glu-BIMA.

For all amino acid derivatives, in which the terminal amino and deprotonated
amide nitrogen can form five- or six membered chelates, the deprotonation of
amide nitrogen takes place at slightly acidic pH (above pH 6), and the coordination
of (NHp,N,Im(N)) donor set is able to break the bis(imidazol-2-yl)methyl
coordination mode. It results in the formation of dinuclear Cu,L,H , species, in
which one of the imidazole rings of bis(imidazol-2-yl)methyl moiety serves a
bridge. This process, however, does not occur in the case of y-Glu-BIMA, in which
the amino and amide nitrogen could form only seven membered chelate ring.
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6. SUMMARY

A new base consuming process can be observed in alkaline solution. This
process can be explained by mixed hydroxo complex formation in the case of
amino acid derivatives with non-coordinating side chain (f-Ala-BIMA), and the
deprotonation of pyrrole type nitrogen of ligands containing side chain donor group
(a-Asp-BIMA and a-Glu-BIMA). As a consequence, the presence of side chain
donor group can prevent the hydrolysis of copper(I) complex, probably because of
its weak interaction with copper(Il) ion.

The deprotonation of the pyrrole type nitrogen creates a new metal ion binding
site, which leads to the existence of a trinuclear Cu;L,H 4 complex with negatively
charged imidazolate bridge in the Cu(ll)-a-Asp-BIMA and Cu(Il)-a-Glu-BIMA
systems at 3:2 molar ratio. The formation of trinuclear species also can be
supposed for Cu(Il)-p-Ala-BIMA at excess of metal ion. The coordination sphere
of copper(Il) ions with negatively charged imidazolato bridges resembles the active
site of CuZn-SOD enzyme.

The stoichiometries of the nickel(Il) and zinc(Il) complexes are very similar to
those of copper(Il) complexes, but these species have much lower thermodynamic
stabilities, which shifts the complex formation reactions to higher pH values. As a
consequence, the concentration of protonated complexes is much lower, especially
in the case of zinc(Il).

Similarly to copper(Il) the bis(imidazolyl) residues were detected as the major
metal binding sites in acidic solutions, but the low ratio of the stepwise stability
constants shows some differences in the binding modes of copper(II) and nickel(II)
or zinc(II) complexes. Namely, protonated bis(ligand) complexes of copper(Il)
were described by the equatorial coordination of 4N donor atoms, while the regular
octahedral geometry of nickel(Il) and zinc(Il) complexes provides a more flexible
coordination environment. On the other hand, the relatively high stability of
bis(ligand) complexes slightly suppresses amide deprotonation in the
corresponding nickel(Il) and zinc(IT) complexes as compared to that of copper(Il)
species.

The concentration of dimer complexes with these ions are also lower, and in
the Ni(Il)-a-Asp-BIMA system following the deprotonation of amide nitrogen a
monomer = dimer equilibrium exists.

4. Pentapeptides related to the active site of Cu,Zn-superoxide dismutase

In the active site of Cu,Zn-SOD both binding sites mentioned earlier are
found; the ions are coordinated by the carboxylate group of aspartic acid and the
imidazole nitrogens of histidine. The protein part of the enzyme which is included
in the metal ion binding can be mimicked with oligopeptides. For this reason I
synthesized peptides containing histidine and aspartic acid (Ac-His-Ala-His-Val-
His-NH,, Ac-His-Val-His-Ala-His-NH,, Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH,, Ac-His-
Ala-His-Pro-His-NH,, Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, and Ac-His-His-Val-Gly-
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Asp-NH;). I characterized the coordination chemistry of these peptides with
copper(Il) ions.

These ligands have very efficient binding sites. In acidic solution CuL
macrochelats form, in which three histidine nitrogens or two histidine nitrogens
and one aspartate oxygen are coordinated. These binding modes result in higher
stability, and shift the formation of this complex to higher pH range. However
above pH 7 the deprotonation and coordination of amide nitrogens take place
resulting isomer CuLH , and CuLH 3 complexes in the case of Ac-His-Ala-His-
Val-His-NH,, Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, and Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH,.
However, with Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, and with the peptides containing
proline only one complex structure is possible.

Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, and Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, are able to
bind two equivalent copper(Il) ion and Cu,LH ,, Cu,LH 4, Cu,LH 5 and Cu,LH ¢
complexes form.
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