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I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Szamos fémion létfontossagli szerepet tOlt be a szervezetben lejatszddo
katalitikus folyamatok szabalyozasaban, igy kiillonb6z6 redoxi vagy sav-bazis
reakciok katalizisében. Ezen tilmenden szerkezetalakit6 funkciojuk révén
kialakitjdk a metalloenzimek vagy metalloproteinek azon struktirajat,
amelyekkel a fent leirt kolcsonhatasok megvalosulhatnak.

Az ilyen fémion-fehérje kolcsonhatasok altaldban koordinativ jellegliek és a
fémionhoz torténd koordinacidban az olyan tipusu aminosavak vesznek részt,
amelyek  oldallancaikban  gyengén, vagy erdsen  koordinalodo
donorcsoportokat tartalmaznak. Az ilyen aminosavakra példa az aszparaginsav
karboxilatcsoportja, mint gyengén koordinalédé donorcsoport, vagy a
hisztidin imidazolnitrogénje, mint erésen koordinal6dé donorcsoport. Utdbbi
aminosav koordinacios kémiajanak megismerése tobb hisztidint tartalmazo Gn.
multihisztidin peptidekben kiilonosképp motivalo, mivel ilyen fehérjék vannak
jelen szdmos neurodegenerativ betegségben (amiotrofias lateralszklerozis,
Alzheimer-kor, prion betegségek) megjelend idegsejt plakkokban is.

Azonban nemcsak multihisztidin vagy multicisztein tipusi fehérjék
ismeretesek, hanem a természetben szdmos példa talalhato arra, mikor egyazon
fehérje tobb kiilonboz6 kotohelyet tartalmaz (pl. cink-ujj fehérjék). Ezen
donorcsoportok egyiittes jelenléte koordinacios kémiai szempontbol ndvelheti
a kialakult komplexek szerkezeti diverzitasat, ugyanakkor a természetben
mégis egyfajta kotési mod kialakuldsa teszi lehetdvé, hogy egy enzim betdltse
funkciojat. Ezen szelektiv kotésmodok megismerése torténhet olyan
kistagszdmu peptidekkel, amelyek tobb, de egymastdl jol elkiiloniilt kotdhelyet
tartalmaznak.

A peptid-fémion kolcsonhatasok azonban nemcsak az oldallancok
donorcsoportjaihoz torténd koordinaciéval valosulhatnak meg, hanem
bizonyos fémionok képesek a peptidvaz amidnitrogénjének savassagat oly
mértékben megnovelni, hogy annak deprotonalédésa és koordinacidoja a
mérheté pH-tartoméanyban is bekovetkezik. Igy példaul palladium(IT)ionok
jelenlétében ez a folyamat mar pH 2-3 ko6zott lejatszodhat, mig a réz(Il)ionok
pH 4-5 tartomanyban indukaljak az amidnitrogén deprotonalodast és
koordinaciot. Ezen kolcsonhatds a fémion mindségén til szamos tényezotdl
fiigghet, mint példaul a fémionnal kelatképzd helyzetben 1évé donoratomok
szdma ¢s mindsége vagy a makrokelat szerkezetli komplexek stabilizalo
hatésa.

A fent leirtakbol egyértelmii, hogy egy elkiiloniilt donorcsoportokat tartalmazo
kistagszamu peptid komplexképzddési folyamatai rendkiviil bonyolultak is
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lehetnek, ugyanis a képz0d6 komplexek szerkezeti diverzitasa, koordinacios
izomerek megjelenése igen kedvezményezetté valhat. Igy munkdnk sordn célul
tiztiik ki annak a vizsgalatat, hogy egy tavoli C-termindlis pozicioban lévo
cisztein hogyan mddosithatia a komplexképzddési folyamatokat abban az
esetben, ha a peptid N-termindlis régioja erds féemkoté domént tartalmaz. Ezért
egy szisztematikus vizsgdlat keretein beliil olyan C-terminuson ciszteint
tartalmazo és N-termindlisan szabad peptidek atmenetifém (réz(1l), nikkel(Il),
cink(Il), kadmium(Il), palladium(Il)) komplexeit vizsgaltuk, ahol az N-
terminushoz kozel vagy nem-koordinalodo csoportot vagy gyengén-, illetve
erosen koordinalodo donorcsoportot tartalmazo aminosavat épitettiink be a
peptidlancba. Célunk volt vizsgalni ezaltal egy tdavoli csoport kotodeésével
létrejovo makrokelat hozzdjdarulasat az N-terminalis régio komplexképzodési
folyamataira, illetve felderiteni azt, hogy milyen hatdsok sziikségesek ahhoz,
hogy a C-terminalis régio szolgadljon a fémionok elsédleges kotéhelyéiil.

Ezen tulmenden célunk volt elméleti modszerrel a nikkel(Il)ionok egyszerii
peptidekkel alkotott komplexeinek UV-ldthato spektrumat szamolni és
osszevetni a mért spektrumokkal annak eldontésére, hogy milyen funkcional
alkalmazasa mellett kapjuk a legjobb egyezést a mért és szdamitott
spektrummal. Ezen eredmények segitségiil szolgalhatnak bonyolultabb
rendszerek spektroszkopiai tulajdonsagainak értelmezésében.
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II. ALKALMAZOTT TECHNIKAK

A vizsgalt ligandumok elGallitasa szilardfazisu peptidszintézissel, a
Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban talalhato Liberty 1 (CEM, Matthews,
NC) mikrohullamu peptidszintetizalo késziilékkel tortént. A szilard hordozé
Rink Amide AM gyanta volt, amely feliiletén aminocsoportot tartalmaz,
amivel C-terminuson amidalt peptidek eldallitasa lehetséges. A szintézis soran
az egyes aminosavak a-aminocsoport védelmére Fmoc-véddcsoport szolgalt,
mig a karboxil- és aminocsoportok aktivalasa TBTU/HOBt/DIPEA stratégia
szerint tortént. A szintézis soran az alkalmazott oldoszer N,N-dimetilformamid
(DMF) volt. Az eléallitott ligandumok szerkezete az 1. abran lathato.

A peptidek tisztasagat nagyhatékonysagia folyadékkromatografia (HPLC)
segitségével ellendriztiik. Ehhez Teknokroma Europa Peptide C18 (250 x 4,6
mm, poérusméret: 120 A, szemcseméret: 5 pm) kolonnat hasznaltunk, a
detektalas Jasco MD-2010 diddasoros detektorral tortént 222 nm-en, amely a
peptidkotésre jellemz6 elnyelési maximum helye. A kromatogramok felvétele
gradiens elucioval tortént, ahol az A oldoszer viz 0,1 V/V%-ban TFA-t
tartalmazé oldata, mig a B oldoszer acetonitril 0,1 V/V%-ban TFA-t
tartalmaz6 oldata volt. Az eluens Gsszetétele az 1-15 percben 0-rol 25%-ra nétt
a B eluens esetén, amelyet tovabbi 5 percig tartottunk 25%-0n, majd a
kovetkezd 5 percben lecsdkkentettiink 0 %-ra.

A peptidek tisztasagarol tovabbi informéciot a pH-potenciometrias titralasok
is adtak. Emellett a titralasi gorbék illesztésébdl a ligandum torzsoldatok
pontos koncentracidja, illetve az egyes disszociabilis protonnal rendelkezd
csoportok deprotonalddasi allanddja is meghatarozhatd volt. Ehhez a
SUPERQUAD szamitogépes programot alkalmaztuk, mig a fémiont is
tartalmazd rendszerek titralasi gorbéinek kiértékelése, igy a képzddd
komplexek sztochiometridjanak és stabilitasi allanddjdnak meghatarozasa a
Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén Kifejlesztett
PSEQUAD nevezetii szamitogépes programmal tortént. A vizsgalatok vizes
¢s ligandum ardnyat 1:2 és 2:1 kozott valtoztattuk. A mintak allando
ionerdssége 0,2 M volt, amelyet KCI vagy KNOz hozzaadasaval allitottunk be.
A ligandum deprotondlodési allandoinak, illetve a képz6dé komplexek
stabilitdsi  4llandoinak ismeretében egy adott rendszert jellemzd
komplexeloszlasi gorbét a MEDUSA programmal szerkesztettiink meg.

A képzddd komplexekrdl szerkezeti informéciokat spektroszkdpiai modszerek
kombinalt alkalmazasaval nyertiink. UV-lathato spektroszkopia segitségével
a nikkel(11)-, palladium(II)- és réz(Il)ionok koordinacios szférajaban talalhato
donorcsoportok szdma és mindsége volt meghatdrozhatd. A spektrumokat 250
— 800 nm hullamhossz tartomanyban rdgzitettik Perkin Elmer Lambda 25
tipusu kétsugaras spektrométeren, 1,000 cm-es kiivettaban. Mivel a vizsgalt
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fémkomplexek optikailag aktivak, igy tovabbi szerkezeti informaciokat
cirkularis dikroizmus segitségével nyertink. A CD spektrumok
altalanossagban tobb informacioét hordoznak ilyen esetben az UV-lathato
spektrumokhoz képest, mivel az elektronatmenetek viszonylag keskeny
savokkal jelentkeznek, illetve az atmenet eldjele is szerkezeti informéciot
hordoz magaban. A CD spektroszkopias méréseket a Debreceni Egyetem
Szerves Kémiai Tanszékén végeztiik, JASCO-810 tipusu CD-spektrométeren
220 — 800 nm hullamhossz tartomanyban 0,100 cm és 1,000 cm uthosszu
kiivettaban. A vizsgalatok soran a pH-potenciometrias titralasok koriilményeit
(koncentracio, ionerdsség) alkalmaztuk.

A ligandumok tisztasagarol, illetve a cink(II)-, kadmium(I1)-, palladium(II)- és
a d palyak nagymértékli felhasadasa miatt a siknégyzetes és diamagneses
sajatsagn nikkel(l)-komplexekrél tovabbi szerkezeti informaciét 'H NMR
spektroszképia segitségével nyertiink. A vizsgalatok soran 'H, egy rendszer
esetén °Cd 1D spektrumokat, illetve diffizio6 NMR (DOSY) és kiilonbdzo
homonukledris 2D spektrumokat rogzitettiink, amelyeket tobb esetben
vizelnyomasos technikaval kombinaltunk. Az NMR vizsgalatokat Bruker AM
360 MHz FT-NMR, illetve Bruker Avance 400 MHz FT-NMR késziiléken
végeztilk, a kiértékeléshez a TopSpin 3.2, Mestrenova 8.1 €s OriginPro 9.0
szoftvereket hasznaltuk.

Elektronspin rezonancia segitségével a paramagneses réz(Il)ionokat
tartalmazé komplexekrdl nyertiink szerkezeti informaciot. Ezen spektrumok
felvétele 120 K-re fagyasztott etilén-glikolt tartalmaz6é mintadkban tortént, az
olaszorszagi Istituto CNR di Chimica Biomolecolare (Sassari) intézményben
egy HP 53150A mikrohullamt frekvenciaszamlaloval felszerelt Bruker EMX
spektrométeren. A mintdkban %Cu(Il) izotépot hasznaltunk 1 mM
koncentracioban.

ESI-TOF MS segitségével azonositottuk a ligandumokat, illetve a cink(II)- és
kadmium(Il)ionokat tartalmazé komplexek molekulatomegét hatdroztuk meg
tomeg/toltés értékiik alapjan. A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott
Kémiai Tanszékének munkatarsai végezték, Bruker micrOTOF-Q 9 ESI-TOF
késziiléken.

DFT szamitasokat végeztiink egyes rendszerekben a lehetséges koordinacios
izomerek relativ energidjanak dsszevetése miatt, illetve TD-DFT segitségével
szamoltuk egyes komplexek UV-Vis és ECD spektrumat. A szdmitasok soran
az oldoszerhatast PCM modell segitségével vettiik figyelembe. Az abszorpcids
¢s ECD spektrumok esetén az atmeneteket reprezentdldo Gauss gorbék
félértékszelességét 0,6 eV-nak definidltuk. Gaussian 09. szoftvert hasznaltunk
a geometriaoptimalas, a frekvenciaanalizis és a spektrumszimulacio soran is,
amely elérheté a Nemzeti Informdcios Infrastruktura Fejlesztési Program
szuperszamitogépein.
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1. abra Az altalunk eldallitott ligandumok szerkezeti képlete.
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1.  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

3.1 Modszert javasoltunk nikkel(I)ionok egyszerii peptidekkel
alkotott komplexei UV-lathato spektrumanak szamolasara DFT
modszerrel.
> Négy egyszerii peptid (glicil-glicil-glicin (GGG), glicil-glicil-glicil-
glicin (GGGG), glicil-glicil-hisztidin (GGH) és glicil-glicil-cisztein
(GGQ)) nikkel(Il)ionokkal alkotott (NH2,N—N—,CO0),
(NH2,N—,N—,N7), (NH2,N7,N—,Nim) ¢é  (NH2,N—,N—,S7)
kotésmoda, siknégyezetes geometriaju  nikkel(IT)-komplexeinek
geometriaoptimalasat  végeztik el  kiilonb6z6  funkcionalok
felhasznalasaval, def2-TZVP baziskészlet és PCM modszer
alkalmazasaval. Ezutdn TD-DFT segitségével szamitottuk a
komplexek UV-vis spektrumat ¢és megallapitottuk, hogy az
mPWI1PWOI1 és PBEO funkcionalok alkalmazasa esetén a legkisebb a
mért és szamitott abszorpcids maximumok kozotti eltérést jellemzo
relativ hiba.

3.2  Vizsgaltuk a szintetizalt ligandumok sav-bazis sajatsagait mind
egyensulyi, mind spektroszkopiai szempontbol, igy a ligandumok
deprotonalédasi folyamatait makro- és mikroszkopikus szinten egyarant
jellemeztiik.

> A vizsgalt ligandumok deprotonalodasi folyamataikat tekintve az
AAASSC-NH2z, Ac-DAAC-NH: és Ac-HAAC-NH: kivételével harom,
disszociabilis protonnal rendelkezd csoportot tartalmaznak. Mig az
egyensulyi mérésekb8l a makroszkopikus, 'H NMR segitségével a
mikrofolyamatok leirasa valt lehetdvé.

» Ennek megfeleléen a két, aszparaginsavat tartalmazo peptid esetén
megallapitottuk, hogy a HL formaban a tiol-csoport kb. 80 %-ban
protonalt, mig az aminocsoport 20 %-ban.

» Ezzel ellentétben a hisztidint tartalmazé peptidek makroallandoi (jo
kozelitéssel) egyben mikroallandoknak is tekinthetéek, mig a két
ciszteint tartalmazé peptideknél a 'H NMR spektrumban a jelek
nagymértékli  atfedése nem tette lehetdvé a mikroallandok
meghatarozasat.
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Az aszparaginsavat és cisgteint (AADAAC-NH és ADAAAC-NHy)
tartalmazo peptidek, illetve modellvegyiileteik (AAASSC-NH; és Ac-DAAC-
NH.) koordinativ sajatsagai

3.3  Vizsgiltuk az AADAAC-NH2 peptid komplexképzé folyamatait
nikkel(Il)ionokkal és megallapitottuk, hogy az (NH2,N—, N—,p-COO™)
koordinacios mod kialakulasa kedvezményezett, ligos pH-tartomanyban
ugyanakkor a C-terminalis régio is a fémion kotési helyéiil szolgal, igy a
vizsgalt rendszerben koordinacios izomerek képzodnek.
Kovetkeztetéseinket két modell ligandum, az AAASSC-NH: és az Ac-
DAAC-NH2 peptid komplexképzé sajatsagainak vizsgalata is
alatamasztotta.

> Az egyensulyi és spektroszkopiai vizsgalatok alapjan pH 9-ig az
(NH2,N—,N—,B-COO™) kotésmoda komplex az uralkodo részecske. A
pH novelésével a CD spektrum valtozdsa a koordinacios szféra
atrendezddésére utal, aminek megfelelden 75/25 aranyban
koordinacids izomerek képzddnek: a fémion nagyobb részben az N-
terminuson kotédik oligoglicin-szeri — (NH2,N—,N—,N7) -
koordinacidval, mig kisebb részben a C-termindlis rész koordindlja az
(N—,N—,N—,S7) donorcsoportok részvételével.

» Az AAASSC-NH: modellvegyiiletben mind a terminalis
aminocsoport, mind pedig a C-terminalis cisztein a nikkel(IT)ionok
elsddleges kotdhelye, lugos pH-tartoményban ennek megfelelden a
tetrapeptidszeri koordinacioja, illetve a C-terminus feldli tiolat és
amidnitrogének altal koordinalt komplexek is megjelennek.

» Az N-terminalisan védett Ac-DAAC-NH> modellpeptid nikkel(l1)-
komplexei esetén az ML komplex (B-COO—,S7) kotésmodu, amelyet
két amidnitrogén deprotonalodésa és koordinécidja kovet kooperativ
modon. A pH novelésével a karboxilatcsoport kiszorul a koordinacios
szférabol és kialakul az (N7,N7,N7,S7) donorcsoportok altal
koordinalt MLH_3 0sszetételii komplex.

34 A masodik helyen aszparaginsavat tartalmazo peptid esetén a

tiolatcsoport a nikkel(IT)ionok elsodleges kotohelye, amit a CD spektrum

egyértelmiien mutat. Ennek megfeleloen igazoltuk, hogy a

karboxilatcsoport peptidvazbeli poziciojanak valtoztatasaval a fémion
kotodése a peptid N-, illetve C-terminalis régiéjahoz szabalyozhato.

» Az ADAAAC-NH: fiziologias pH-n uralkod6 nikkel(11)-komplexében

a cisztein tiolatcsoportja a fémionhoz koétddve horgonycsoportként
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indukalja az amidnitrogének kooperativ deprotonaldédasat és
koordinaciojat. Lugos pH-tartomanyban ugyanakkor hasonloan az
AADAAC-NH:2 nikkel(Il)-komplexeihez, a CD spektrumban valtozas
tapasztalhatd. Ennek megfeleléen koordinacids izomerek képzddnek,
ahol a fémion 60%-ban az N-terminuson (NH2,N—,N—,N7)
koordinacioval, mig 40%-ban a C-terminuson (N—,N—,N—,S7)
koordinacidval kotott.

3.5 A ligandumok (AAASSC-NH2, ADAAAC-NH2, AADAAC-NH: és
Ac-DAAC-NH2) cink(ll)- és kadmium(Il)-komplexei esetén a
tiolatcsoport a fémion elsddleges kotohelye, ugyanakkor az
aszparaginsavat tartalmazé ligandumoknal a Kkarboxilatcsoport
stabilitasnovel6 hatasa is érvényesiil.

» Az AAASSC-NH: peptid savas pH-tartomanyban megjelené MLH
Osszetételil komplexében az aminocsoport protonalt, igy a fémionok
elsddleges kotohelye a tiolatcsoport.

» Az ML komplexben a ligandum kétfoghi (NH2,S™) koordinacidja
valosul meg, ugyanakkor ligandumfelesleg sem teszi lehetdvé
biszkomplexek képzddését. Ez a koordinacios mod ennek
kovetkeztében nem akadalyozza meg a koordinalt vizmolekula
deprotonalodasat és vegyes hidroxido-komplexek képz6dését.

» Az Ac-DAAC-NH:; ML komplexében (B-COO—,S™) koordinacid
alakul ki, amely kétfogi koordinacio ligandumfelesleget tartalmazo
rendszerben biszkomplexek megjelenését eredményezi.

> Az ADAAAC-NH; ¢és  AADAAC-NH2  peptidekben a
karboxilatcsoport koordindcidjanak eredményeképpen a képzdédd
komplexek nagyobb stabilitasuak, mint az AAASSC-NH> cink(Il)- és
kadmium(ll)-komplexei. Az ML komplexekben igy a ligandum
haromfoguan koordinalodik a fémionhoz. Az N-terminalis
aminocsoport koordinacidjat kozvetetten igazolja, hogy az Ac-DAAC-
NH. ZnL ¢és CdL komplexeinek képzddési allanddja kisebb az
ADAAAC-NH; és AADAAC-NH: megfelel6 ML komplexeinek
stabilitasi allanddjahoz képest.

» Ligandumfelesleg esetén a biszkomplexek képzodése csak a
kadmium(Il)ionokkal volt kimutathat6, amely a fémion oktaéderes
geometridjaval magyarazhato.
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A hisztidint és ciszteint (AAHAAC-NH: és AHAAAC-NH,) tartalmazo
peptidek, illetve modellvegyiiletitk (AC-HAAC-NH.) komplexképzd
sajdatsdagai

3.6 A harmadik helyen hisztidint tartalmaz6 peptid (AAHAAC-NH2)
nikkel(Il)-komplexeiben albumin-szerii koordinacié6 valésul meg,
ugyanakkor palladium(I)ionok esetén ezen csatolt Kkelatrendszer
kialakulasa a tiolatcsoport koordinacidja miatt gatolt.
» A nikkel(Il)-ionok
s ) .
nagy stabilitast o i

komplexet képeznek a )_( ‘f\f _!‘..

fenti ligandummal az \ P o=
NH2,N—,N—,N; 4 s | “

( 2 ’ |m) s A _/‘-——'
csatolt kelatrendszer Y

kialakulasa altal.

2. abra A Ni(ll))AAHAAC-NH; MLH_;

(2.dbra) | Osszetételt komplexének DFT optimalt oldatbeli
» Ez ugyanakkor azt is | szerkezete.

jelenti, hogy a cisztein

tiolatcsoportja egy masik ekvivalens fémion fliggetlen kotohelyéiil
szolgal, igy a nikkel(II)ionokat feleslegben tartalmaz6 rendszerben
dinuklearis komplexek képzddéseét irtuk le.

» Palladium(Il)ionok jelenlétében a tiolatcsoport koordinacidja
eredményeképpen a fémion koordinacids szférajdban csak egy
amidnitrogén talalhato. A
haromfogu koordinacid
ugyanakkor ezen amidnitrogén
deprotondlodasat €és koordinaciojat
gatolja pH ~ 7-ig, amely a
palladium(Il) esetén egyediilallo,
ugyanis egyszeri peptidekben ezen
folyamat pH 2 - 3-ra tehetd.

> DFT segitségével szamitottuk a
koordinécids izomerek egymashoz
viszonyitott relativ energiajat. Ezek
alapjan megallapitottuk, hogy az
N-terminalis feldli elsd | 3. sbra A Pd(I1):AAHAAC-NH,
amidnitrogén koordinacioja (3. | MLH_; &sszetételii komplexének
abra)  energetikailag  kedvez- | DFT optimalt oldatbeli szerkezete.
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3.7

ményezett, amely komplexre szamolt ECD spektrum jé egyezést adott
a kisérleti spektrummal.

Mivel a tiolatcsoport hajlama a polimer szerkezetek képzddésére jol
ismert, a palladium(Il)-komplex esetén diffuzio NMR segitségével
vizsgaltuk a komplex hipotetikus hidrodinamikai sugarat két
kiilonb6zé koncentracional, és megallapitottuk, hogy a vizsgalt
rendszerben nem torténik polimerizacio.

Az Ac-HAAC-NH: peptidben mind az imidazol nitrogén, mind a tiolat
kénatomja koordinalddik a fémionhoz, ML és ligandumfelesleg esetén
ML, 6sszetételii komplexek képzodése kozben. A pH ndvelésével két
amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacidja kdvetkezik be MLH >
Osszetételit komplexet eredményezve. A kialakuld (Nim,N—,N—,S7)
komplex nagy stabilitasu és a harmadik amidnitrogén deprotonalddast
az erdsen lugos pH-tartomanyba (pH > 10) tolja.

Kimutattuk, hogy az AAHAAC-NH: réz(Il)ionokkal stabil

(NH2,N—,N—,Nim) kotésmédu komplexet alakit ki, amely gatolja a redoxi
reakciot a tiolatcsoport és a fémion kozott.

3.8

» Az egyensulyi €s spektroszkopiai vizsgalatok alapjan a réz(Il)ionok az

albumin-szeri  koordinaci6  eredményeképpen  védhetéek a
tiolatcsoport altali redukciotol, amely a réz(II)/réz(I) redoxipotencial
megvaltozasaval értelmezhetd.

Megallapitottuk, hogy az AAHAAC-NH:2 cink(I1)- és kadmium(ll)-

komplexeiben a tiolatcsoport a fémion elsédleges kotohelye, ugyanakkor
a kadmium(ll)-komplexek minden esetben nagyobb termodinamikai
stabilitasuak, amely a kadmium(II) kéndonoratom preferenciajaval
magyarazhato.

» A cink(ll)- és kadmium(II)ionok esetén savas pH-tartomanyban a

tiolatcsoport és hisztidin imidazol nitrogén koordinaljak a fémiont. Ez
a kétfogu koordinacio ligandumfelesleget alkalmazva biszkomplexek
megjelenését teszi lehetové. Az ML 0Gssszetételii monokomplexben
ugyanakkor a terminalis aminocsoport is kotodik a fémionhoz.

Az Ac-HAAC-NH; modell szarmaztatott dallandoi kozvetetten
bizonyitjak az imidazolnitrogén ¢€s tiolatcsoport koordinaciojat. Az itt
kialakulo kétfogu koordinacié ugyanakkor nem akadalyozza meg a
koordinalt vizmolekula deprotonalédasat és vegyes hidroxido-
komplexek képzddését.
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3.9  Tanulmanyoztuk a masodik helyen hisztidint tartalmazé peptid
(AHAAAC-NH?) komplexkémiai viselkedését nikkel(II)- és
cink(IDionokkal és igazoltuk, hogy a komplexképzodés folyamatait a
> A nikkel(ll)- és cink(IT)ionok esetén megjelend ML Osszetételi
komplexben a ligandum haromfogi koordinacioja valdosul meg a
terminalis aminocsoport ¢és az oldallancbeli donorcsoportok
koordinacidja altal. Ebben az esetben a cink(Il)-komplex nagyobb
stabilitasu, amely az Irving-Williams sortol eltérd stabilitasi sorrendet
eredményez.

» A ligandum haromfogu koordinacidja stabilizalja az ML 0Osszetétell
komplexet ¢és az N-termindlis fel6li elsé amidnitrogén
deprotonalodasat és koordinacidjat a ligosabb pH tartomanyba tolja,
az egyszeriibb, masodik
helyen hisztidint tartalmazé
peptidekhez képest.

» A nikkel(IT)ionoknal a tavoli
cisztein koordinacigjaval
kiegésziilo6 makrokelat (4.
dbra) gatolja ijabb fémion
koordinécidjat, igy
ellentétben az AAHAAC-
NH:2 peptiddel, ez a ligandum

nem képes két ekvivalens | 4.abra ANi(ll):AHAAAC-NH; MLH_;
fémiont megkotni. Osszetételli komplexének DFT optimalt
oldatbeli szerkezete.

3.10 A palladium(IT)ionok az AHAAAC-NH: ligandummal nagy
termodinamikai stabilitasu komplexet képeznek, hasonloan az AAHAAC-
NH2 ligandumhoz és a terminalis aminocsoport és az oldallancok
koordinacioja az amidnitrogén deprotonalédast és koordinaciot a
Idgosabb pH tartomanyba szoritja.

» Palladium(Il)ionok esetén savas pH-tartomanyban koordinacios
izomerek képzOddnek, amelyben az N-termindlis aminocsoport,
valamint a hisztidin imidazolnitrogén vagy tiolatcsoport koordinalja a
fémiont.

» A pH novelésével stabil haromfogu koordinacié alakul ki, aminek
kovetkeztében az amidnitrogén deprotonalddas és koordinacid az
AAHAAC-NH: palladium(Il)-komplexéhez hasonléan szokatlanul
nagy, pH 7 kortl jatszodik le.
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3.11 Réz(IDionok esetén az AHAAAC-NH2 donoratomjainak belépése
a koordinacios szféraba eltérést mutat a nikkel(I1)-, cink(Il)- és
palladium(Il)ionokhoz képest, amelyet a nagy stabilitasu (NH2,N—,Nim)
csatolt kelat kialakulasaval magyarazunk.

» A réz(Il)ionok esetén a komplexképzédés az (NH2,N—,Nim)
donorcsoportok koordinaciojaval valosul meg enyhén savas oldatban,
ugyanakkor a telitetlen koordinacios szféra nem akadalyozza meg a
tiolatcsoport ¢és a réz(Il)ionok kozotti koordinativ kolcsonhatast,
amelyet UV-vis spektroszkopia segitségével igazoltunk.

» Ezt a tipust koordinicios modot modelleztik a Cu(Il):NAc-
Pen:AlaHis 1:1:1 vegyes rendszer oldategyensulyi és spektroszkopiai
vizsgalataval, ahol kimutattuk a vegyes komplex képzddését, melyben
aréz(Il)ion az alanil-hisztidin (NH2,N—,Nim) donoratomjaihoz kétddik,
mig a tiolatcsoport koordinacidja valosul meg az N-acetil-penicillamin
altal.

3.12 Megallapitottuk, hogy a kadmium(ll)-komplexek eloszlasa a pH
fiiggvényében a masodik helyen hisztidint tartalmazé ligandum esetén

rrrrrr

erer

komplexképzodésre.

» A kadmium(ll)ionok esetén a komplexképzOddés a tiolatcsoport és
hisztidin imidazol koordinaci¢javal kezdddik az enyhén savas pH-
tartoméanyban, amelyet a terminalis aminocsoport deprotonalddasa és
koordinacidja kdvet.

» Ligandumfelesleget  tartalmazd  rendszerben  biszkomplexek
megjelenése irhato le a titralasi gorbék illesztése alapjan, itt azonban a
terminalis aminocsoport nem vagy csak gyengén koordinalt.

12
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A két ciszteint (CSSACS-NH: és ACSSACS-NH2) tartalmazo peptidek
komplexkémiai viselkedése cink(Il)- és kadmium(Il)ionokkal

3.13

A CSSACS-NH: peptid oldategyensilyi vizsgalataval igazoltuk,

hogy mind a cink(Il)-, mind pedig a kadmium(II)ionok nagy stabilitasa
komplexet képeznek a ligandummal, amely a fémion hidrolizisét eltolja az
erosen lugos pH-tartomanyba.

» A vizsgalt ligandumban az aminocsoport a cisztein tiolatcsoportjaval

3.14

kelatképz6 helyzetben van, amely ezaltal a cink(I)- ¢és
kadmium(Il)ionok elsddleges kotdhelye. Az ML dsszetételd
komplexben ezt egésziti ki a tavoli cisztein tiolatcsoportjanak
koordinacidja egy makrokelat szerkezetet képezve, amelynek
eredményeképpen a kialakuld komplex széles pH tartomanyban
uralkodo részecske.

13Cd NMR segitségével kimutattuk ezen komplex jelenlétét és a
spektrumban kapott kadmium rezonanciafrekvencia megfelelt az
(NH2,57,57) koordinaciés modnak.

Az ESI-MS vizsgélatok szintén igazoltdk ezen részecske
kizarolagossagat a cink(I)- ¢és kadmium(Il)ionokat tartalmazo
rendszerekben.

Az  ACSSACS-NH:  szekvenciaju  peptid cink(II)- és

kadmium(IT)ionokkal alkotott komplexeit részletesen vizsgaltuk és
megallapitottuk, hogy a fémionok elsddleges kotéhelyei az oldallancbeli
tiolatcsoportok, amit az N-terminalis aminocsoport koordinacigja kovet.

» A ligandum cink(Il)- és kadmium(Il)ionokkal alkotott ML

komplexeinek a stabilitasa kisebb, mint a CSSACS-NH> peptiddel
alkotott komplexeké, amelyet az N-terminalis kelatképz6 csoport
hianyaval magyarazunk.

Emiatt gyengén savas oldatban a komplexképzddés a két tiolatcsoport
koordinacigjaval valosul meg, amelyet NMR segitségével 1is
igazoltunk.

Ez a kétfogl koordinacid lehetdvé teszi biszligandumu komplexek
megjelenését, ellentétben a CSSACS-NH: peptiddel.

A biszkomplexek jelenlétét az ESI-MS vizsgalatok egyértelmiien
igazoltak.
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3.15 Az ekvimolaris oldatban megjelend
MLH-1 0sszetételii komplex esetén az
ACSSACS-NH:2 ligandum specialis
komplexkémiai viselkedését mutattuk Ki,
nevezetesen a cink(I)- é kadmium(ll) \ & A
indukalt amidnitrogén deprotonalodast és 1
koordinaciot. q }
» Az MLH-1 0sszetételii komplex a ‘ ( !
CSSACS-NH: peptidtdl eltéréen nem
vegyes hidroxido-komplex, hanem
(NH2,N—,S7,S7) koordinaciéos moéda
részecske, amelyet mind NMR, mind
ESI-MS segitségével igazoltunk (5.
abra).
> E'zaltalr az 1rodalqmban .elosz,or 5. dbra A 5 d(11):ACSSACS-
bizonyitottuk a kadmium(Il) indukalt NH, MLH_: 6sszetételi
amidnitrogén  deprotonalodast  &s | komplexének DFT optimalt
koordinaciot, mig a cink(Il)ionokndl ez | szerkezete.
a folyamat a ciszteint tartalmazé
peptidekkel még szintén nem volt ismert.

3.16 Az eredmények alapjan a cink(II)- és kadmium(I)ionok ML
komplexeire donoratom preferenciat javasoltunk, amely alapjan a két
ciszteint tartalmazo peptidek képezik a legnagyobb stabilitasu

komplexeket.
» A cisztein stabilitasndveld hatasa a cink(I)- és kadmium(II)ionok
esetén ismert volt. Eredményeink alapjan egy masik donorcsoport

hozzéjérulasa ehhez a

s e , 16 = Zn(11) N,S,S)
stabilitasnovekedéshez a | . Gl m

—_— . —_ 12
COO™ < !’\I'm << S 00 (NS) (NOS) (N,N,S)
sorrendben nd, ugyanakkor | 25 o m i
a donorcsoport | | I-‘ I‘ I Il
pozicidjanak valtoztatasa | °
az N-termindlis régioban A A A P
nincs szamottevd hatassal | ~ & & & & & &
a képzédd komplexek | 6. abra A cink(11)- és kadmium(IT)ionok
stabilitasara (6. dbra). ML komplexeinek stabilitasi allandoi.
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A fent bemutatott eredmények alapjan a tiolatcsoport hatdsardl az alabbi
altalanos kovetkeztetéseket vonhatjuk le fémiononként.

Nikkel(I1)ionok:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Csak N-terminalis aminocsoportot tartalmazo peptidben a C-terminalis
cisztein tiolatcsoportja az elsddleges fémkotdhely €s az aminocsoport
koordinacidja makrokelat szerkezetet eredményez.

Az aszparaginsav peptidvazbeli masodik, vagy harmadik pozicidja mar
segiti a nikkel(I[) kotodését az N-terminalis régiohoz, ez a hatas
ugyanakkor még  Osszemérhetd ~a  C-termindlis  domén
fémionaffinitdsaval is, igy izomer szerkezetek képzddése tapasztalhato.
eredményezi, hogy a fémion elsddleges kdtohelye az a domén lesz, ami
miatt a tiolatcsoport kotddése csak akkor valosulhat meg, ha a fémion
feleslegben van, vagy ha a koordinacids szférdja telitetlen.

A fentiek alapjan egyértelmli, hogy az N-terminalis aminosav
mindségének valtoztatasaval egy szelektiv szabalyzasra nyilik
lehetdség.

Réz(Iionok:

(i)

(i)

(iii)

A réz(Il)ionok és tiolatcsoportot tartalmazéd ligandumok kozott ismert
a redoxi reakcid, amelynek soran a fémcentrum redukalddik.
Ugyanakkor az albumin-szerti szekvenciat tartalmazo ligandumok,
mint a vizsgalt AAHAAC-NH:2 peptid, képesek védeni a fémiont a
redukciotol.

A réz(I)-tiolat koordinativ kolcsonhatas azonban megvaldsithato, ha a
fémion koordinacids szférdja telitetlen. A vizsgalt AHAAAC-NH:
peptidben a kialakuldé (NH2,N~,Nim) koordinacié kell6 mértékben
megvaltoztatja a réz(Il)/réz(I) redukcids potencidlt, aminek
eredményeképpen a tiolatcsoport redoxi tulajdonsaga hattérbe szorul és
a réz(Il) szabad koordinacios helyét koordinative teliteni tudja.

A fenti effektusok az N-terminuson aszparaginsavat tartalmazo
peptidek esetén nem tudnak megvalosulni, aminek eredményeképpen a
fémion redukciodja kovetkezik be.

Palladium(Il)ionok:

(i)

Palladium(Il)ionok szdmara az elsddleges kotohelyet a tiolatcsoport
jelenti.
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(i)

A tiolatcsoport koordindciojanak eredményeképpen, illetve a
terminalis aminocsoport ¢s hisztidin imidazol koordindciojaval
kialakulé haromfogu koordinacidéval az amidnitrogén deprotonalddas
¢s koordinacid a semlegeshez kozeli pH tartomanyba tolhato.

Cink(I)ionok:

(i)
(i)

(iii)

(iv)

(V)

A cink(IT)ionok szamara a fémion elsddleges kotéhelye a tiolatcsoport.
Emiatt az N-terminalis régioban talalhaté donorcsoportok a képz6do
makrokelat szerkezetli komplexek stabilitdsat az alabbi donoratom
sorrendben novelik: B-COO~ < Njm < S™.

Onmagéban a C-terminalis pozicioban 1évé cisztein tiolatcsoportja és a
termindlis aminocsoport nem képes biszligandumi komplexek
képzésére és ez a megallapitas tehetd az aszparaginsavat tartalmazo
peptidek esetén is. A hisztidin jelenléte ugyanakkor mar lehetévé teszi
a biszkomplexek képzddését. Ennek oka lehet, hogy mivel a
cink(Il)ionok esetén nincs Kkitiintetett geometria — hiszen a d'°
elektronszerkezetnek koszonhetden nincs ebbdl adodé6 CFSE
(kritstalytér  stabilizdciés  energia)  energianyereség —, az
aszparaginsavat tartalmazo peptidekben tetraéderes geometria alakul
ki. Ez az elrendez6dés akadalyozza egy masik ligandum belépését a
koordinacids szféraba. Ezzel szemben a hisztidint tartalmazo
peptideknél mar oktaéderes geometria valésul meg, aminek
eredményeképpen lehetdség van biszkomplexek képzddésére.

A specifikus AlaHisXaa szekvencia lehetévé teszi az amidnitrogén
deprotondlodast, ami miatt a fémion az N-terminushoz kotddik,
amelyet a tiolatcsoport koordinacidja révén létrejové makrokelat
egészit ki.

Hasonl6 hatés érhetd el az AlaCysXaa...... YaaCys szekvenciaval is.

Kadmium(ll)ionok:

(i)

(i)

Hasonléan a cink(Il)ionokhoz, a tiolatcsoport az elsddleges
fémkdotohely, ugyanakkor a cink(Il), kadmium(II) viszonylatban utdbbi
komplexek stabilitasi allandoja 1-2 log egységgel nagyobb, amely a
kadmium(ll) nagyobb S-donoratom preferencidjaval magyarazhato.
Ujabb donoratomok jelenléte a koordinacios szféraban a képz6dd
komplexek stabilitdsat, hasonléan a cink(Il)-komplexekhez az J3-
COO~ < Nim < S~ sorrendben noveli.
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(iii)

(iv)
(v)

Ellentétben a cink(Il)ionokkal, biszkomplexek képzOédése mar az
aszpraginsavat tartalmazo peptidek esetén is megvalosul, habar itt sincs
a CFSE-bdl szdrmazo energianyereség.

A terminalis aminocsoport, illetve a két tiolatcsoport jelenléte nagy
stabilitasu komplexek megjelenését eredményezi.

A specifikus AlaCysXaa szekvencia, Kiegészitve a tavoli tiolat
kotodésével lehetdéséget ad az N-terminustdl szamitott elsd
amidnitrogén deprotonalddasara €s koordinacidjara.
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IV. AZEREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A fémionok a kiilonb6z6 bioldgiai rendszerekben a fehérjék oldallancaihoz
kotddve talalhatéak meg, amely kdlcsonhatés altalaban koordinativ jellegli. Az
ezekben a rendszerekben kialakulé fémion-fehérje kolcsonhatasokat
modellezhetjiik olyan kistagszam peptidekkel, amelyek elkiiloniilten
tartalmazzdk az aktiv centrumért felelds aminosav részleteket. Ezaltal
informaciot nyerhetiink az igy 1étrejové komplexek stabilitasarol és olyan
szelektiv  kotésmodokat ismerhetink meg, amelyek hozzédjarulnak a
metalloproteinek és metalloenzimek funkcidinak mélyebb megértéséhez.

A kordbbi fejezetben részletezett eredmények a bioszervetlen és
biokoordindcioés kémidban alapkutatas jellegliek, ugyanakkor egyértelmiien
mutatjadk, hogy mar egy kis tagszamu peptid is rendkiviil véltozatos
komplexkémiai viselkedést mutathat a koordinal6éd6é donorcsoport mindsége
¢s helyzete valtoztatasa altal. Ezen ismeretek birtokdban pedig lehetdségiink
van olyan peptidek tudatos tervezésére, amelyekben a fémionhoz valo kotodés
szelektiven szabélyozhaté. Igy alakithatoak ki az n. chimera peptidek,
szelektiv kotésmodok ismerete révén tehat kialakithatjuk a fehérjék azon
részét, ahova két kiillonbozo, példaul redoxi aktiv fémion koétddhet, ami altal
lehetdség van Osszetett redoxi reakciok katalizisére is. A donorcsoportok
specifikus kotddésével kialakitott de novo peptidek pedig kiilonb6z6 természet
inspiralt szabalyz6 fehérjék szintézisét valosithatjak meg.
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